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16.30- 16.45 .

‘Donnerstag, 17. Oktober 1996
14.00 . B_EGRUB[_}NG _UND ER@FFNUNG
14.15-1630. | SmzuNGIA: TUMORBIOLOG]B UND TUMORDIAGNOSTIK -
R ‘ - ' Vonsrrz. - GOERTILER - - KUHN = - ..
14.15- 1430 1. RUHNKEM, D!TZENBACH A, KOHN W:
_ : Unterscheldung von Ovarlaltumoren mit DNA-Zytometrle
1430-1445 2. REICHO, PORSTNER P: '
DNA-Diploidie, eine ﬂuBzytometnsche Elgenschaﬂ des
Ovarialkarzinoms? -
14.45-15.00 . 'SCHOLL W, REICHO, PIEBER D, GUCERF:

: Angiogenese in 0vartaikarzmomen Erste Erfahrungen mit bildana
lytischer Qunatifizierung der endothelialen Immuareakticitit und ihrer
moglichen prognostischen Bedeutung _

1500-15.15 4. CoumBOS A, RUINKEM, YILDIRIM S, KUHN W:
Grad der Aneupoidie (5¢c- und 9c-exceeding rate) als prognostischer
: Marker fir das Mamma-Carcinom :
15.15-15.30 . EHEMANN V, EIFERT B, .__MUNKEL K, LANGE A, OTTO HF:
Wertigkeit der FluBzytometrie bei malignen Gliomen
15.30-15.45 . SENDLER A, GILBERTZ KP, RHEIN A, MATZENK, FINK U, BECKERI,
o VAN BEUNINGEN D:
_ Proliferationskinetik von Magenkarzmomen winvive™
1545 -16.00 KAFFEEPAUSE
1600-16.15 7. NOWAK R, OELSCHLAGER U, RANGE U, BHNINGER G:
' - Die Inzidenz an Aneuploxdlen beim multipen Myelom korreliert nicht#
] mit dem Krankheitsstadium
16.15- 16.30 . KNOCHEL R, FLEISCHMANN S, TIRNGIBL H, HOFSTADTER F:
- Standard131erung von Zwelparameter—DNA-Zytometrle fiir das Kolon-
karzinom
. BROCKHOFF G, HOFSTADTER F, KNOCHEL R:

FluBzytometrische Mehrparameter-Quantifi zlerung des EGFR an Harn-

blasenkarzinomen

16.45- 17.00 10.

“17.00- 17.15

17.15-17.30

11,

12.

PLASE, JILCHR, THURY S, FISCHER M, PFLOGER H:
FluBzytometrische Bestimmung von Cytokeratin 8-13 und p53 positi-

- ven Zellen beim Renalzellcarcinom

SCHNEKENBUHL 5, POLACKOVA J, NAGELE, HEMMER J:

Numerische Aberration des Chromosomes 17 bei diploiden und aneu-
-ploiden Tumoren

MACHL AW, PLANITZER S, KUBB]ES M:

- Ein neuer retroviraler Vektor mit einem Zelloberflichenmarker fur Fan-

coni Anaemie Gruppe C Gentherapie

1730 - 1845

17.30 - 1745

17.45 - 18.00

18.00- 18.15

18.15 - 18.30

18.30 - 18.45

. SImzUNGHI:

" QUALITATSKONTROLLE UND NORMIERUNG .
- VORSITZ:: - SCHMITZ:UND TEWS -

GRATAMA JW, KLUIN-NELEMANS JC:

Qualititsbeurteilung der Immunphﬁnotypnsnerung von Leukiimien und
Lymphomen

SERKE S:

Externe Qualititssicherung “Retlkulozyten“ (INSTAND e.V.) - Uber-

- blick nach 3 Jahren Erfahrung

OTTOFJ, WESTHOFE U: _
Erfahrungen aus den Ringversuchen zur Qualititssicherung der fluBzyto-
metrischen DNA-Messung

SCHARFE G, LE GUILETT N, SCHARFEK:
Einsatz von elektronischen Cell Counter Analyse Systemen zur Qualitiits-
kontrolle ( SW-Regel: Wer hat was wann womit und warum gemacht ? )

Rothe G.:
Europiisclies Konsensus Protokoll zur FluBzytometrischen Charakterisie-

rung der Thrombozytenfunktion

18.45- 19.00

KAFFEEPAUSE UND POSTERMONTAGE

19.00 - 26.00

| SITZUNGITIL:

POSTERAUSTELLUNG .
VORSITZ: HUITER

20.00 BIS ENDE

EMPFANG DURCH DEN STIFTUNGSVORSTAND DES DK FZ




reitag, 18,

er 1996

10.15- 10.30

8.30-10.15 SITZUNG IVA; - IMMUNOPHANOTYPISIERUNG + POPULATIDNSANALYTIK %
: VORSITZ: MEUER- UND. RADBRUCH - : |
8.30- 845 - JANBEN MN, KNECHTEN'H, KNICKMANN M, RUBACK C, HIRZMANN I,
: "‘BRAUNP: ' :
CD69, ein neuer.Marke_r zur Bestimmung der Akitivierbarkeit von Lym- i
phozyten bei HIV-Ak positiven Patienten und bei Patienten mit Chroni- |
schem Mildigkeits- und Immyndefekt-Syndrom (CF 1DS) ?
845- 9.00 2. KROPELINM, SUSALC, DANIEL V, OPELZ G: ;
.- Blockierung der Bindung des HIV-1 Hiillglykoproteins (GP120) an CD4+
T Lymphozyten durch anti-HIV monoklonale Antikérper -
9.00- 9.15- - ZWICK A, ORSOE, STOHR J, AJZNER E, BARLAGE S, DROBNIK W,
~ ROTHEG, ASLANIDIS C, SCHMITZ G: .
Molekulare Charakterisierung von Plattchenfunktionsstérungen am Bei-
spiel eines Patienten mit verminderter Expression von CD36 auf Throm-
bozyten und erhohter Glykoprotein Ib-1X Expression
9.15- 930 . 4. BOHMI, BAUERR; o !
: FACS-Anal_yse selektiv haut-infiltrierender Blutzellen nach einem antige- |
nen Stimulus in vivo R ' :
9.30-.945 5. BARLAGES, ROTHEG, SCHMITZ G: :
FluBzytometrische Analyse des Lyphomzellimmunphinotyps mittels auto-
‘matisierter Clusteranalyse ' '
945-10.00 6. MATICGB, ROTHEG, SCHMITZ G:
. o Ein verbesserter luBzytometrischer Test zur Bestimmung des Anteils , reti-
kulierter Thrombozyten in Vollblut
1000-1015 - KAFFEEPAUSE
10.15-12.00 | SITZUNGIVB:: IMMUNOPHANOTYPISIERUNG + POPULATIONSKANALYTIH |
o U VORSIZ:' BAUER UND.ROTHE . S
7. THIEME B, KoOPF, HARBECK N, KOLBENM, UGELE B,

SCHNEIDER KTM, GRAEFF H:

~ Flubzytometrische Charakterisierung humaner Trophoblastzellen nach Iso- |
-fation aus frischem Plazentagewebe '

i
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10.30- 1045

10.45 - 11.00

11.00- 11.15

11.15-11.30

11.45-12.00

10.

11.

12.

NEUMULLER J, MENZEL J, DUNKY A:
In vitro Untersuchungen zum Lymphozyten-Homing bei entztindlichen
theumatischen Erkrankungen mittels FluBzytometrie und Bildanalyse

TARNOK A, HAMBUSCHJ, KINZEL P, BORTE P, SACK U, SCHNEIDER P:
Immunologische Veridnderungen im Verlauf von Herz- und GefiB-opera-
tionen bei Kindern: Der EinfluB der Herz-Lungen-Maschine (HLM)

TARNOK A, NOHRENBERG U, SCHUHMACHER S, VOLLMER HJ,
RATHIEN F:

Flulzytometrische Messung von Proteinwechselwirkung mit fluores-
zierenden Mikropartikeln :

SCHEFFOLD A, ASSENMACHER M, SCHMITZ J, MILTENYI S,
RADBRUCH A: _

Nachweis von IFN-y und 1L-10 auf der Oberfliche sezernierender Zel-
len mittels magnetofluoreszenter Liposomen: spezifische Oberflichen-
marker fiir Zytokinproduktion

MANZ RA, THIEL A, MILTENYIS, RADBRUCH A:
Flufizytometrische Analyse Antikdrper-sezemierender Zellen

12.60 - 13.30

12,00 - 12.15

12.15.- 12.30
12.30- 12,45

12.45 - 13.00

... TUMORBIOLOGIE UND TUMORDIAGNOSTIK
i+ VORSITZ: ‘GOHDE UND KNUCHEL -

CORVER WE, _FLEUREN JG, CORNELISSE CJ;
Verbesserte Ein-Laser-Messung von 2 zelluliren Antigenen

PLANITZER S, MACHL AW, KUBBIES M:
Identifizierung DNA-Reparatur relevanter Gene bei Fanconi Anaemie
am nicht-syngenen Zellmodell via Diffenrential Display

LOHRKE B, POHLAND R, VIERGUTZ T, BECKERF:
FluBBzytometrische Charakterisierung der Apoptose bei Lutealzelien
aus frithen ovariellen Zyklusstadien .

MELSHEIMER P, GRUNWALD K, FEKDMANNK, KLINGAK, RABET,

- RUNNEBAUM B, RUMMEL HH:

'FluBzytometrischer Nachweis von Aneuploidien humaner Granulosa-

zellen in Follikelfliissigkeiten von Patientinnen nach In Vifro Fertili-
sation (IVF)
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. POGREBNIAK A, STOETZEROJ, WILMANNS W, NOUSSLER V:

13.00 - 13.15 _
B ' Versinderungen in motichondrialem Potential der Zelle unter Einflul
von Apoptose induzierenden Substanzen
13.15-13.30 6. KUNZ-SCHUGHARDT LA, HEBBERSETTRC, FREYER JP:
. Analyse der Mitochondrien-Funktion von aus 2D- und 3D—Ku1turen
|solterten Flbroblasten mlttels FluBzytometrie :
13.30 - 14.00 _M.lTTA-GE_SSE N
14.00 - 16.00- MITGLIEDERVERSAMMLUNG DER
e - DEUTSCHEN GESELLSCHAFT FUR ZYTOMETRIE
16.00 - 17.45 " BILDANALYSE ;uui):fZELLTOPoI:,on; DRIy
VORSITZ:: ' KUKULIES- UND"SCHWARZMANN: " - - -
16.00 - 16.30 . Derenzml M:
' Morphometnc anaiyms of AgNOR proteins for cell doubling time eva-
- lwation in tumour pathology :
16.30 - 17.00 . Hutzler PJS:
Digitale Fluoreszenzrmkroskople Konventionell und Konfokal
17.00-17.15 . Rinke B, Edelmann P, Bradt J, Esa A, Schneider B, Hausmann M,
Cremer C:
Axialtomographische Mikroskopie zur hochauflssenden Analyse der
lnterphase-Genomorgan1sat10n
17.15-17.30 . von Steldern D, Mlljcec M:

1730 - 1745

Ein neues Prinzip der konfokalen Mikroskopie: Strahlengangstabile
Laser—Scannmg-Mtkroskop:e

5. Nagorni M, Bradl J, Schneider B, Hausmann M, Cremer C;
_ Mikroskopiesteuerung, Bildaufnahme und -visualisierung per Netz-
o ~werk zur “online* Telemikroskopie iber weite Distanzen

KAFFEEPAUSE MIT IMBISS

18.30 bis Ende

ANWENDERFORUM

SITZUNG VI -
" 'VORSITZ:- BEISKER UND KREI’SCH

 830-11.30

- SITZUHG VI --,:MlKROORGANIsMEN_ UND BIOPROZEBTECHNIK
ool VORSITZ: BLEY UND:WALLNER - .
8.30- 9.00 . Sonnleitner B: :
' Nicht-invasive Bioprozefianalytik: Populationsdynamik
' _9.00 -9.15 . Herrmann C:
FluBzytometrie von Phenol abbauenden Bakterien nach in situ Hybri-
disierung und DAPI-F drbung
9.15- 930 . Losche A:
Streulichtmessungen an Bakterien: Modellrechnungen und Experimente
9.30- 945 - Nebe-von Caron G, Stephens P, Badley RA:
. Beurteilung der Vitalititsstadien von Bakterien mit Hilfe der FluBBzyto-
metrie und der Einzelzellsortierung
9.45-10.00 . Ueckert J, Ter Steeg PF:
Bestimmung der Vitalititsverteilung von Lactobacillus plantarum Zel-
len nach InaktivierungsmaBnahmen mittels F luBzytometrie
10.00 - 10.15 KAFFEEPAUSE MIT IMBISS
10.15 - 10.30 . Nebe-von Caron G, Anderson WA:
Keimung und Wachstum von Sporen charakterisiert mit Hllfe von
Fluoreszenzfarbstoffen und der FluBzytomeirie
10.30 - 10.45 . Schafer H, Bruckmeyer B, Steinberg C, Beisker W:

Drei-Laser-FCM zur gleichzeitigen Messung von Photosynthesepig-

menten und Proteingehalt von Phymplanktonpopulatlonen in Seen
und Fliissen
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10.45 - 11.00

11.00 - 11.15

. Pfiindel E, Meister A:
FluBzytometrische Reinigung von Mesophyll- und Leitbiindelscheiden-

Chloroplasten aus verschiedenen Pflanzen mit.C,-Photosynthese

.. Moustafa M,. Wartenberg R, Sachsse W:

Mikroorganismen in Fruchtsaft-Konzentraten

11.15-11.30

KAFFEEPAUSE

11.30 - .13..]5
11.30 - 12.00
12.00 - 12.15
12..1.5. - 1230
12.30-12.45

12.45 - 13.00

13.00 - 13.15

SlﬁUﬁGsV_lIlA{‘::'N_EUB-TECHN]KEN,-VERF-AHRENm_KQNZEPTB R

. 'VORSITZ: . HAAG UND POOT <+ -~

. Severin E, Seidler E:-

1. Crissmann HA, Sailer BL, Steinkamp JA:

Phase-sensitive flow cytometry: Lifetime-based technology for analy-
zing celis/chromosomes labeled with fluorescent probes

2. Beisker W, Klocke A;
- Fluzytometrische Fluoreszenzlebensdauer Messungen:
~ Prinzipien und erste Anwendungen '

-3. ‘Rothe G, Schifer B, Schmitz G:

‘Excimer-Fluoreszenz im Vergleich zu Depolarisation i_n der flubzyto-
metrischen Charakterisierung von lateraler Membranmobilitat

.- Wblft G, Steinbach P, Bette J, Endl E, Hofst4dter F:

FluBzytometrische Untersuchungen der StoBwelleninduzierten Ande-
rungen des P!asma¥Membran Potentials an PC12 Zellen

. EckhardtR: -

Nachweis intrazelluliirer Enzymaktivitﬂt mittels Multi-Parameter-FCM

FluB-Zytomeirie von alkalischen und sauren Phosphatase—Aktivi_taten
-Vergleich der Diazo-Kupplungsreaktion und der Methylumbelliferon-
Methode- - ' : '

13.15-13.30

KAFFEEPAUSE

11

13.30-15.00

13.30-1345 7. Brischwein M, Baumann W, Ehret R, Schwinde A, Kraus M, WolfB:

13.45-14.00 8.

14.00 - 14.15

14.15 - 14.30

14.30 - 14.45

14.45 - 15,00

10.

I1.

12.

SITZUNG VIIIB: ‘NEUE TECHNIKEN, VERFAHREN UND KONZEPTE
- VORSITZ:' BEISKER UND EIPEL :

Analyse zeilulfrer Signalverarbeitungsmechanismen mit elektrischen
Mikrosensoren in Kombination mit Lichtmikroskopie: “Physiocontrol-
Mikrosystem* - :

Poot M, Gibson LL, Singer VL, Haugland RP;
Analyse der unterschiedlichen Wege zum ap(%[altotischen Zelltod in leben-
den Zellen mittels MitoTracker™ und SYTO FluBBzytometrie

Poot M, KruytF, Joenje H, Singer VL, Haugland RP:
Analyse der Rolle des FAC-Gen bei der Regulation des Zellzyklus und
der Apoptose mittels einer neuen fluBzytometrischen Methode

Malsch R, Piazolo L, Lianchum W, Timmermann A, Harenberg J:
Markierung und Analyse von rekombinatem Hirudin mit der Flow
Cytometry :

Gratama JW, v.d.Linden R, de Beukelaer C, van de Winkel JGJ,
Bolhuis RLH:

Zellaggregatbildung bei der Immunfluoreszenz-Routine: Relevanz des
Fey-Rezeptorpolymorphismus fiir die klinische FluBzytometrie

Valet G, Van Driel BEM, Lyon H, Hansen U, Song ],

Van Noorden RLH:

Abschitzung der Uberlebensprognose colorektaler Krebspatienten mittels

Muliparameter -CLASSIF1-Analyse des G6PDH Sauerstoff Intensitéitstests
sowie von SOD und Lipidperoxidasemessungen an Gefrierschnitten

ENDE

POSTERBEITRAGE

1. DurM M, WOLFD, ALDINGER K, HAAR FM, CREMER C-
Schnelle FISH fir repetitive und “painting® Proben
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"

12.

.. ELLWART JW, KARLSI:

Automatische Uberwachung des AbriBpunkts am Cell Sorter mit Hilfe eines

PC’s

EsA A, TRAKHTENBROT L, HAUSMANN M, BEN-BASSATJ, CREMER C:
Fast-FISH und automatische digitale Bildanalyse numerischer Chromoso-

menaberrationen in Knochenmark- und Blutzellkernen himatoonkologischer

Patienten

HABFELD S, FROMBACHR, WIEDENMANN R, ZOLLER J:
Zellkulturvergleich der dssiiren Rekonstruktionsmaterialien Polymaleinat

Jlonomer Zement und Polymethylmethacrylat

KLEINE TO, WERNER HJ, ALBRECHT J:
Zum Transfer.von Lymphozyten durch die Blut)llquor—Schranke des Men-
schen

. KLEINE TO, SCHREiBER W, ALBRECHT

Verénderungen von Lymphozytenpopulationen und ihrer Cell Homing Re-
zeptor-Kapazitit im Blut nach totalem Schlafentzug beim Menschen

:LENTFER H, WOLFD, CRONE M, ALDINGER K, HAUSMANN M, CREMERC:

Detektion von Chromosomenaberrationen nach HZOZIL-HlStldln Behandlung
mittels Slit-Scan FluBflucrometrie

- NEBET, HARTMANNK ‘PFIRRMANN W:

A New Flow Cytometric Assay for Basophi} Degranulatlon

NEBE T, WUCHER §, BUHL M, MAIER G, BRECHTEL], HIRT W:
Comparison of Different Methods, Targets and Inducers of Apoptosis

- NEBE T, KRANZPILLER §, ZUNFIMEISTER V, CIANFRI_GLIA M, DORN-

BEINEKE A:
Comparison of Different Techniques to Analyse Multi-Drug Res:stance

NEBE T, MAIER G, HARTMANN K, BRECHTEL ], BECKER G:
Proliferation Versus Apoptosis: The Bilogical Activity of Thymic Peptides
on Lymphocytes of Healthy Donors and HIV Patients

NeB£ T, MAIER G, MULLER M, BRECHTEL I, HARTMANN K, THIENEL F,
BucHHOLZ B, FRIESEK, WILLER A, BECKER KP:

_ Proliferation and Apoptosis or Phagocytosis: The Supressive Effect of Autoantn-

bodies on Lymphocytes of Healthy Donors and HIV Patients

13

14.

15.

16.

17.

OELSCHLAGER U, NOWAK R, KREBS U, SCHAUB A, KOPPEL C, HERBSTR,
IE‘;;D}}MI\:I‘NGEtR Gthi]MANN D, HINZEP, KLEINE HD, SIEGERTE, EHNINGER G:
ulizytometrischer Nachweis geringer Mengen an
e yom ALt pach g I euploider Zellen im Knochen-
PETZOITD L, MULLER S, HUTTER KJ, BLEY T:
Industrielle ProzeBanalyse: Flow Cytometry in der Brautechnologie
SCHEER M, WEBER R, HOFELE C, Joos S, Bo
RN A,
SoasR Y LICHTER P, ZOLLER ),

Analyse von chromosomalen Imbalancen in Biopsien von oralen Plattenepi-

thelkarzinomen und deren Vorliduferkisionen mittels Mikredissektion, universaler

DNA-Amplifikation und vergleichender genomischer Hybridisierung (CGH)

SCHNEIDER B, BRADL J, KIRSTEN I, NAGORNI M, R.IN
poigi KE B, HAUSMANN M,

Abstandsmessungen von einzelnen Obj ekten im In
terph
Wellenfeldmikroskop ' : erprasezelicem mit dem

SCHWARZMANN P, BINDER B, BURKARTJ, SCHMID J:
HISTKOM-Feldtest fiir Telepathologie und Telezytologie

ENDE
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Tumorbiologie
 und

T umordiagnoStik.

Durchlulixytometrische Mehrpnlmeter-qu.lntlﬁ:lmmg des EGFR an Harnblasenkarzinomen

G. Brockhofl, F, Hofsthdter R Knachel
lmmm:hmomgeduummm

angw&ymcmmemdupummAmlmmVuhndmmM
Qmmhmmﬁdnhunmenﬁudm}kmhhsmhmmanuMdmt

-mmmmmpmmmmmmsmmmmmmmmmmm

Verbesserung mdwduellu—\’hdssﬁnm&hordlmk bei Tumorpatienten anzustmben

Methoden, FurdmhﬂunmnncheMmmmwurdanmpnm:m -DNA Firbung mit

Ammmmmunosmmmmm Quantum Simply Celtular Beads it definictten
antigenen Bnﬂwgsswum(QSC Slm)wmdmdunl"ﬁrqum beigefigt (2), um cine abgolute
Quanuﬁn:nmgmﬁbnprurm MmmgmwurdmmFACSunGuis(memhmm}dmdm-
mwmmmmmmmmmmummmmms),mem

) MMBGFMMMEMWHW:TMWM
: G&WMTWWMMMMW

mwwmmqwmaﬂmmmm
Amgdarnmd:ﬂuﬁzymnmdﬂanmLym(BDMhQSC-Soﬁmﬂgfdm

i ErgebnmgAdlqumKnnpmMmdmhshmxuﬁlhtmrqdemMDummemm

Emmwmmmm Elmmuahdnahohnekmwmumﬁummdumh

) schngmmeSCBudlmdﬂDmmlyumdemwcmb

mmzwcl)mmmnmmmwmmrm
mmmwmmsmemgmscthm(Umva)wUm&d(Umsmv)m
jeweils meist untcrschiedlichem Reatptongehalt Dis gleich-aritige DNA-Firbung edaubr eing Korre-
huanmledmuMdeﬁ:mmﬂdamﬁd:eDeﬁmﬂmbmbpuhnkva&mSubmhﬁmm
MVW&MWWFMNMWMDFZWMM
mlnnvmednmEGFR-Gehh(leﬂ‘)dqumlfmmmmperthmg Obericgen.
Schlubfolgerung, Eine praktikablc Methods zur absolutes; EGFR-Farbung wurde erar-bitet, dic
segmubudmghglamELlSAmhadmdimduTmmmgvammdSumanﬁglmht
undeegms&mﬁmuMmobjehwmdmdummeumﬁmmgund
Bleichzcitign Zuordmmg 2 anderen Tumorcigenschaficn criaubt,

Broekhoff et al. Cytometry 17:75-83, 1954, Schuster et al. J UroL.151: 1707-1711, 1994 Brockhioff et o). Anal Cell Path, in
Dm:k_lm




Verbesserte Ein-Laser Messung von 2 zelluliren Antigenen und DNA.-FIoidie durch
den kambinierien Einsatz von Propidiumiodid und 70-PRO-3 lodid.

Willem E. Corver, Gert Jan-Fleuren and Cees ). Cornelisse

" Institut fiir Pathologie der Medizinischen Fakultit der Universitit Leiden, Holland.

Es konnte kirzlich gezeigt werden, daf TO-PRO-3 lodid (TP3)} bei V:rwendung
eines Lasers mit 488 nm indirekt durch Energietransfer angeregt werden I?nl?én wgn:
es zu einer Losung mit Propidiumiodid (Pi) hmzugeggbeq wnrd: Wir hal " ler
kombinierien Einsatz von TP3 und Plim Hinblfck auf eine Uberwmdunglspe trale
Uberlappungsprobleme bewertet, wie sie bei dgr \{enyendung-vun F n:’oreszem
1sothiozyanal (FITC), R-Phycoerythrin (PEyund Pl (u; die simultane Verwenrd ung;cr)l_:
2 zelluliren Antigenen und DNA unter Einsatz eines Lasers gesehen \;vde en. ine
Verdiinnungsreihe von TP3 Konzentrationen (0.001 bis 16M) wu.;Ee "r‘k _e:‘en
Suspension mit ungefirbten, Keratin SII_B-fITC-, und_ Keratin 8/18- d-m?v awi ten
MCF-7 Mamisakarzinomzellen, bei denen’die DNA mit Pl gefdrbt v;c;P fn iy r 100
M).  Die Korrekiur der -spekiralen Ube:’lappung von an den
Grinftuoreszenzdetektor (FL1) konnte vollstindig kompepsrerl vy;u h?\r"in nd
erforderte nur 1.3% Kompensation bei einer TP3-Konzentration von -2

- Anwesenheit von Pl (100M). Die . spektrale PHberstrahlung in den

¢ i plei Spannung von 76% auf
Fluoreszenz-Detektor {FL.2) wurdebei glelcherP.MT A :
?B!':Igr:—du:i‘:m. Der CV des GO/G1-Gipfels des DNA Histogramms verringerte s:lch
von 3.7% auf 2,96%. TP3 Konzentrationen von mehr als 4.0 M gaben wg;ngﬁ;-
befriedigende  Ergebnisse. ~Die -Ratio von p53 gef:irblende COVIBJ Bi 4
Ovarialkarzinomzellen - und unsefﬁrb:;an CO‘O'VII;Q:‘Z:I-%.'Z;I::“\;vbt:rw e r\(ﬂ;{;nn wa;' -+
0.13 auf 10.3+/- 0.59 reduziert, nachdem die mil warden » d
i .0.32). Mach Dreifachfirbung mi
noch mehr nach PUTP} Firbung (7.56+/ ). Nach Dreifachfitbung =
in8/18-PE. als zusiilzlichem Marker war die Signal-zu-Hintergrun
::r‘i‘:::en ungefirbten und p53 gefirbten -Z_eillt_m h]edod::) l:*:idr::?lr a;:? r\;v:;n -dugGDgl)\
nur mit P1 gefarbt wird (4.48 im Vergleich zu PIT 6.61).
i i be von TP3 zu PI die kombinierte
Zusammenfassend steflen wir fest, dab dle‘Zuga_ e An it
DNA Ploidie und Antigenexpression an epithelialen n
vMoenss:r::%é:oog':anen Zellpopulationen unter Verwendung eines Ein-Laser-Gerites

verbessert. -

Grad der Aneuploidie (So~ und So-axceeding rate) als prognestischer
Marker fUr das Marma-Carcinom

Coumbos, A., Ruhnke, M., Yildirim, 5. and Kihn, W.
‘Universitits—Frauvenklinik Kiinikum Benjamin Franklin,
Freie Universitdt Berlin, Hindenburgdamm 30, 12200 Berlin

Einleitung: Die DNA-Bildanalyse reprisentiert eine’ etablierte
Methode zur biclogischen Klassifikation des Mamma-~Carcinoms. AUER
klassifizierte maligne Mamma-Tumoren in vier Gruppen; entsprechend
der Anzahl diploider, polyploider, triploider und aneuploider
Zellen wurden die Carcinome in die Gruppen AUER 1-1V eingeordnet.
Da- ‘Mochrisiko-Carcinome der Gruppen AUER III und IV retativ hiufig
vorkommen {in unserer Untersuchung mehr als 80%), ist der
prognostische Wert der Methode als schwierig einzuordnen. Wir
untegsuchten die prognostische Signifikanz der Anzahl aneuploider
Zellen einer Tumorpopulation [(5c- und 9c-exceeding rate).

‘Material und Methoden: Tupfpriparate von 252 malignen Mamma-Tumoren

wurden nach FEULGEN gefirbt und mit Hilfe der CAS 200 DNA~
Bildanalyse vermessen, Die Patientinnen wurden postoperativ in der
onkelogischen  Ambulanz unserer Klinik nachbeobachtet . Der
Aneuploidie-Grad wurde zum Krankheitsverlauf korreliert.

Ergebnisse: Die mediane Beobachtungszeit betrug 22 Monate., 215
Patientinnen {(858) waren gesund und rezidivfrei. 18 Patientinnen
(7%) erlitten ein Rezidiv, 19 Frauwen (8%) starben am Mamma-
Carcinom.” Wie Tab.1 demonstriert, waren 63% der gesunden
Patientinnen der Gruppe AUER IV zuzuordnen, wihrend verstorbene
Frayen in B84% dieser Gruppe zugehSrten. Tab.2 zeigt die mediane
Anzahl  aneuploider Zellen bei gesunden und varstorhenen
Patientinnen. Der Wilcoxon Test fir die Zellen >Sc und >9%c ist
P<0,0277 bzw. p<0,0026. Bs fand sich kein signifikanter Untersachied
in der Anzahl aneuploider Zellen in den Gruppen gesunder und am
Rezidiv erkrankter Patientinnen. Verstorbene Frauen wiesen in 63%
mehr als 4 Zellen >9c. Gesunde Frauen hatten nur in 31% mehr als 4

‘%ellen »9c. Die Kombination von mehr als 10 Zellien >5c und mehr als

2 Zellen >9c fand sich in 58% der verstorbenen Patientinne und in
31% der gesunden lebenden Frauen.

‘Zusammenfassung: Die Anzahl der Zellen >5¢ und vor allem >%¢ stellt

einen prognostischen Marker fur das Uberleben der Mamma-Carcinom—
Patientinnen dar. Die Metastasierungawahrscheinlichkeit kann mit

der DNA-Pildanalyse noch nicht festgelegt werden, da das

Beobachtungsintervall noch zu kurz ist. Eine léngere Beobachtung

‘milte jedoch die Antwort auf diese Frage in n#chster Zeit liefern.

Tabelle 1: Verteilung der Patientinnen in RUER-Gruppen

_ RUER I AUER II AUER III AUER 1V
gesund 3,3% 12,5% 21,4% 62, 8%
(n=215)
Rezidiv 6,3% 16,7% 11% 669
{n=18}
verstorben 5% 11% LELY
{n=19)

" - varstorbenen Patientinnen

Tabelle 2: Mediane RAnzahl aneuploider Zellen bei gesunden und

.gtsundn lebende Pat. 12 cells 2 cells

>50 >8c

varstorbsne Pat. 21 cells 5 cells
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Wartigkeit der Flow-Cytometrie bel malignen Gllomen

V. Ehemann, B. Eifert®, K Munkel®, A. Lange, HF. Qtto
Palhologisches  Institut und  Neurochirurgische  Klinik® der  Universitat
Heidelberg

Zelizyklusanalysen sowie der DNA-Index geben Aufschiu tiber den Grad der

Ploidisierung und das Wachstumsverhalten von Tumoren. Wir haben maligne

Gliome flow-cytometrisch - w-utersud'll und auch als Prmérkulturen analysiert.
Die Ergebnisse wurden in Bezlgt_ung'mm Tumortyp, zum Grading sowis zu
cytogenatischen Merkmalen der Tumoren gosetzt. '

30% . der analysierlen - Gliome waren diploid, 70% zeigten aneuploide
Tumarzelipopulationen. Die DNA-Indices ergaben eine helerogenses Bild von
1.0 bis 2,3. In der S-Phasen-Analyse zeigten sich Proliferationsaktivitaten von
0,7% bis zu 17%. Diploida Gliome weisen genereli eine gefingere S-Phasen-
aktivitat auf als ansuploide Gliome. 20% der anauploiden Tumoren wiesen

aine pendiploude Stammlinie mit einem DNA-Index von 1,1 auf ( CV 1,4-1.9).

Mit der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) konnte bei. diesen
pendlploldan Gliomen eine Trisomie des Chromosoms 1 nachgawiasen
waerden, '
Zusammenfassend kann fesigesielit werden, daBl bel malignen GI[omen aine
enge Korrelalion besteht z\msd\en_DNA-lndsx. Proliferationsaktivitdt, Tumor-
Grading und cylogenetischen Tumormerkmalen. Die DNA-Cylomatrie stellt
damit einen zusatzlichen cbjekliven Parameter in der Beurtsilung der Gliome
- dar. ) i :

Standardmerung von Zweiparanteter-DNA-zytometrie fir das Kolonhr:lnom
R Kniichel, S. Fleischmann, H, Zimgibd, F, Hofstdter
Institut fiir Pathologie und Clumrynhﬂnmkundl’oliklmik&rﬂmmﬂtﬂm

Hmhmrmdmdbebmpﬁlmw&kmduwmﬂmdmmd
Pmmmmmmmhmﬂmmewmmme-
odnerlrpamuthommnmlyn AmBaspmltkshuannlm-hmmumuh:dumm
wumcmulaufmdmsmdwdwzwnpummﬁcbmgmznohrmmmﬁDNA.mndw
MW&MMWMVMMMMMnMM
ﬁnrdmudmbpuhchmtn!mmﬁkmbewwm
MnurialundMuhodw.eruhmlm lmﬁmdwumﬁﬂhuei(oldﬂamqnpmum
WBWPMMWMMMMWM
ﬁm;ummdwﬁrwdmmmw%hﬂbMWrM Methanal
Emummmmmmmmmmummmmmw
mhmwmzmm(cxls Iumnotech)lmlumpldlmmodld(PD-ﬂthgmr
DundlmgvaNAmAucbluBmRNAseBﬁmdlmgmwmdnw@.BmMmmmmZx]O‘
EmmusmlebewmdcaanACsnn-Gcﬁt(BeumDmhmm) ausgeriistet mit einem
Pulsprozessor, mmcﬁﬂtzmmﬂmzmmmmmwm
Amnhmhuh&:hm—&akﬁmmﬂﬂmﬁemdlmhﬂmmmﬂbwdmzm-mm
memmmwmwmmm
Ergebnisse. Normale  diploide Zytokeratin-negative  Zellen  unterschieden  sich i der
mmmm?lmdtsmﬁmmm@hmzmmwmmﬂ
mmwmmwShMmdﬁrPMemmuMmAWVmednphﬂumnﬁ
Ganzzellpraparatione: andererseits gegeben sind. FﬂanmmﬁduFﬂkwgtmthaung
abmdﬂdcﬂmmemvmcnhmdwﬁcmmlhnmge Auffallend war eine durchschnittlich
Beringere S-Phase-Fraktion (SPF) in der normalen Kolonschleimhaut nach Zytokerutin-Gating,
BesenﬁbuumthmdePFuwgludeadmgmgmmmemmmmbmeuhmmb

.sadxmdumhschmhnthueSPF-mphﬁmT\mmgemﬂbamlmdmﬁmm

Schlanolgernng Dic Daten, inshesondere der SPF-Bestimmung von Tumor- und Normalgewebe
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mmmvmmmmwmmwmwm
ThmuundemduTumulmm’dmwmmeghﬂmdumhﬂuﬂzywm
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ANALYSE DER MITOCIIONDIIEN-FUNRTION YON AUS 2D- UND 3D-KULTUR
ISOLIERTEN FIBROBLASTEN MITTELS DURCHFLUSSZYTOMETRIE

L.A. Kunz-Schughart!2, R.C, Habbersett!, and J.P. Freyer!
ILos Alamos Natl, Lb., Life Sciences Division, Los Alamos, NM 87545, USA und
nstitut filr Pathologie, Universitit Regensburg, 93042 Regensburg

Embryonale Raticnfibroblasten unterschiedlicher Transformationssiadien stellen ein
-exzellentes, gut etabliertes Modell zur Analyse pathophysiologischei Verdnderungen im
Verlauf der onkogenen Fransformation dar. Dic vorlicgenden Untersuchungen wurden an
Monolayer- als auch Korz- und- Langzeit-3D-Kulturen zweier unterschiedlich immortali-
sierter Fibmblasth-chlinien (Ratl und M1) und deren T24Ha-ras-transfizicrten, lioch-
wmorigenen AbkSmmlingen Ratl-T1 und MR1 durchgefithrt. Es ist bereits durch friihere
Stadicn bekannt, daB sich dicse eng-verwandien Zellinien signifikant in ihremn dreidimen-
sionalen Wachstomsveshalien und der Proliferationskinctik untesscheiden, wobei die zclfulire
Sauerstoff-Anfnahme im Sphiiroid im wesentlichen durch die Proliferationscharaktecistiken
weniger durch den Transformationsgrad der Zellen besinflubt ze sein scheint. :

Zur Untersuchung von Mitochondrien-Masse und -AkGvith wurden Zellen aus
exp senticll-wachscnden und i&oﬁﬂuemen Monolayet-Kulturen sowie ans untevschiedlich
groBen Aggregaten (<.200 jm; 500-700 prm; > 1500 pm) isoliert und paraflel mit den zwei

Mitochondrien-spezifischen Fiuorochromen 10N-Nonyl-Actidin-Orange (NAO) und
Rhodamin 123 (Rh123) gefirbt, Vor der durchfluBzytometrischen Messung an cinem Los
‘Alamos Muhilaser/Multiparameter Durchfluzytometer mit integrierter Coulter-Volumen
MeBeinheit wurden die Proben zusitzlich mit demi DNA-Farbstoff Hoechst 33342 angefirbt.
Dic Datenanalyse criclgte mittels eines lokal entwickelten Software-Frogramms. Zellzyklus-
Verteilungen wurden aus DNA-Histegrammien mit Hilfe des MuluCycle AV Prugmmms
(Phoemx Flow Systems) kalkuliert,
Unsere Ergebnisse zeigen, daB Umcrschlcde in der Mitochondrien-Aktivitit pro
Zclle hauptsichlich auf Verinderungen im Zellvolumen beruben. Teilweise reflektiert die
Rh123 Fluoreszenz/Zelle Diffcrenzen in der zelluliren O-Aufnahme von nicht- im
Vergleich zu hoch-tumorigenen Fibroblasten. Die Tatsache, dafl die Ratio ‘Mitochondrien-
Aktivitit-Mitochondrien-Masse” sowoh] als Funktion der Zeit in Monolayer-Kuliur als
auch mit zunchmendem Sphiroidvolumen anS(eigt, kdnnte mit dem Auftreten ciner
ruhenden Zellpopulation und damit der Anreicherung Stoffwechsel-inaktiverer Zellen
- assozitert sein. Dieses Resultat stimmt mit fritheren Beobachtungen tberein, dic cine
 drastische Reduktion det RH123-Aufnahme von SuBeren zu inneren Regionen in Rati-T1
und MR1 Sphiiroiden bei gleichbleibender Mitochondrien-Masse/Zellvolumen-Einheit
beschreiben. Diese Arbeit wurde durch DFG grants Ku 957/1-172, NIHmCA SllSOundduNmnml
.. Flow Cytometry Resource RR-01315 umerstlitzy,

Flunzmmotflsche Charakierisiorung der Apoptoso bel Lutealzellen aus
frithen ovariellen Zykluastadien

Berthol_d Lohrke, Ralf Pahland, Torsten Viergutz, Frank Becker

E‘;ﬂlci!@g: Follikelzellen differenzieren sich zu pmgcslel‘onpmduziﬂ'mden Lutcalzellen
nach der Ovulation. Der entstehende Corpus luteum unterlicgt einer Rﬂskbildﬁ:g, wenn
dic Befnwhtm@ ausbleibt. Dic Regrossion ist gekennzeichner durch Verlust von Lutcal-
zellen; wobei das Verhiitinis von groBen und kleinen Lutealzellen sich verschicht. Da-
durch wird wahrscheinlich, dad bestimmte Zellen einem physiologischen Zelltod unter-
liegen. Jedoch ist noch nicht voilig klar, ob Apotose oder Nekrose 2w dem Verdust an
bestimmten Zellen filiren. Dies kounte vom Zyklusstadiom beeinflubt sein. Gegenwir-
Ilg wird allgemem akzeptiert, daB das frithe apoptatische Stadium, das der Chromatinly-
se vomnseht durch mitochondriale und Plasmamembran- Verdinderungen gekennzeich-
net ist. Miﬂm Lutealzellen vom Rind aus verschiedenen ovariclten Zyklusstadien
wurden wie folgt charakterisiert:1) &sDNA Fragmentienmgen ber terminale Transfera-
s¢ {TdT-Test, Bochringer- Mannheim) 2) die Aufnahme von Propidiumjodid (P) zur
Analyse von Plasmamembranverinderungen 3) die Firbung durch DiBaCy(3) fiir die

Messung von Transtembranpotentiallinderungen (¥) 4) die Oxidation von Dihydrorho-

damin (DHR} zu R123 als MabB der mitochondrialen Akiivitst (‘¥ von Mitochondrien).

:Ergebnisse, Der Vergleich von Lutealzellen am 5. Zyklustag mit dem 8. Tag zeigte, dafh

der Anle?_l von grofien Lutcalzclien mit dsDNA Fragmenticrungen ansticp, withrend der
Zellanteil mit R123-Fluoreszenz abnahm, d.h., die oxidative Aktivitst bzw. das mito-
chondrial ‘P sich verringerte. Die Dissipation von ¥ ging eioher mit ciner Plasmamem-
brandepolarisation und erhShter Pi-Fivoreszenz. Eine Inkubaﬁon mit PGF2,(16 h) be-
einfluBte nicht dic Frapmentierungsrate, sondern den Anteil an DHR-oxidierenden Zel-
len. Eine op-adrencrge Stimulation war nachweisbarf Hin\.wc'is avf intakte Plasmamem-

branen). Schliufifolgerungen. Dic Ergebnisse sind vercinbar mit der Hypothese, da gro-

Be Lutealzellen apoptotische Merkmale aufweisen ( deutliche Vertingerung des mito-
chqndrialcn ¥, Erhthung der Plasmamembranpermeabilitit, was zur Bepolarisicrung
und zur erhithten PI-Aufhahme fishree),
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Ein neuer retroviraler Vek

jonchalb von 48 Stmden mmcIsM

Zellinien zwisthen 5% und 305, fir CD34 positive

3-10 verringent.

DlIRCl’iFLUBZYTOME'l'RlSCI‘[IR NACHWEIS VON ANEUPLOIDIIN HUMANER
GRANULOSAZELLEN TN FO!;LIKELFI.ﬂSSIGKEm VOM PATIENTINNEN NACH IN-
VITRO FERTILISATION (IVF)

P. Melsheimer’, K. Grunwald”, K. Feldmann®, K, Klinga?, T. Rabe?, B, Runncbaum’®, HH, Rusmmei®

! Abteilung fir Gynikologische Morpbologie, Universitits-Frauenklinik, Yosssts, 9, 69115 Heidelberg
2 Al_:lailung fiir Gynikologische Endoksinotogie, Universitits-Fravenklinik Heidelberg

Fragestellung: Zie] der Studie war die Untersuchung des Proliforationsverhaliens von Granulosazellen
unter Gonadotropinstimulation in wivo. Untenuchi wurde das Proliferationsverhalten  von
Grannlosazellen in der Foltikelfliissigknit von Patientinnen nach hormoneller Stimulation im Rahmen
eines In Vitro Fentilisationsprogramms (IVF).

Studiendesigne: DNA-Ploidy und Proliferationsindices von Granulosazellen in frischengewounenen
unfixicrien Follikelnfliissigkeiten (r=119) von mit Gouadotropinen stimulierian Patientinnen (v=32)
wunden durchituflizytomelrisch mhﬁmmndardiﬁemuMIﬁhhwbmﬂmDNA-
Messung  mitiels DAP-Floorochrom bestimmt In den Eollikelflissigkeiien wurdea  die
Konzenirationen der Hormone Testastoron, DHEAS, Ostradic), Progesteron, LH, FSH und Prolactin
Ergebnisse: Aneuploide Zellen wurden in eiper gmﬁen Anzahl von . Follikeln (65/119) und
Patietinnen (25/32) gefunden. Bine kleino Anzahl von Follikeln (3/119) und Patientinnen (7/32)
enthielten multiploide Zellen. Bg 2sigte sich keine Korrelation Zwischen Proliferationsindioss und
Ploidy. Lichtmikroskopisch fanden sich iberwiegend Granulosazellen in den Follikeifiisigkeiteo, In
ktinem Fall fanden sich zytologisch malignititeverdichtig Zellen. Signifikant niedrigere
Konzentrationen von Testosteron, Progesteron und DHEAS in Follikeln mit aneuploiden Zellen
konziten nachgewiesen worden.

Diskussion: DitsiudiomUmmhmgmlendmaisﬁnummway-RmmMi:hﬂ
Granulosa-Zallen in IVF Patientinnen, Dis Klinische Bedeutung der Beobachtung ist unkiar. Weiters
Untereuchungen sollten durchgefhrt werden zum Nachweis siner miglichen Korrelation zwischen
DNA-Ploidy von Granul dlen und Net irkungen der  Gonadotropin - Therapi (zB.
Uberstimulationssynerom) sowie den biclogischen Patametern einer In Vitro Fertilisation, Weitere
Untersuchungen sollten Aufichlu) dariiber geben, ob obigs Deten née Erkenninisse liefern 7 einem
kirzlich  international  diskutierten  Rislko von Kindermunsch-Patientinnen ~ nach
Gonadotropinetimulation, an einem Ovarialcancinom oder einem Granuloea-Zell Tumor 2o erkranken.
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PDIE INZIDENZ AN ANEUPLOIDIEN BEIM MULTIPLEN MYELOM KORRELIERT NICHT MIT

" R Nowsk, U. Qelschlagel, U, Range und G. Ehninger

Technische Universitit Dresden, Medizinische Kiinik 1, 01307 Dresden

Das-Multiple Myclqm ist eine Erkrankung, bei der hﬁﬁg Aneuploidien in der malignen
Zelipopulation vorkommen. !-linsi_chtﬁch der Bezichung von Krankheitsstadium und dem
Vorkommen von  durchfiuBzytometrisch  nachweisbaren  Aneuploidien _ wurden

-gegensitzliche Ergebnisse beschricben. Auch bei der Monoklonalen Gammopathie

Unkiarer Genese (MGUS) variiert der Prozentsatz  der durchflubzytometrisch
nachgewiesenen Aneuploidien zwischen 0% bis 50%. Ein Grund fir diese Disksepanzen
ist der geringe Plasmazellanteil in.den frithen Krankheitsstadien, Mittels gleichzeitiger
Messung von DNS-Gehalt und  CD38- oder B-Bd-Expression konnten Aneuploidien
auch bei geringem Plasmazellanteil nachgewiesen werden. Bel der Untersuchung von 60
Patienten mit einer monoklonalen Serumkomponente konnten keine Unterschiede
zwischen Krankheitsstadium und Inzidenz an Ane\ipldidien festgestellt werden.

MGUS . Multiples Myelom -
. |_Stadium 1 _]_Stadiuen IL_| Stadium 21}
_ Patientenzahi 11 sk 6 - 26,
Incidenz an Aneuploidien 5(45%) | 12 (80%) 4(67% 16 (61%)
Korrelationskoeffizient
CDS56+/ Aneuploidie - 0,886 0,7971 0,7903 0,1630
p-Wert fiir die Korrelation <000 | <0003 - 0,210 0,1630

In Ubercinstimmung mit anderen Autoren koreliert auch in diesen Untersuchungen die
CDS6-Expression mit dem Prozentsatz an ancuploiden Zellen, Aber innerhalb der
einzelnen Krankheitsstadien traten groBe Differenzen auf. Wahrend dic CDS6-Positivitat
in den fraheren Stadien mit dem Prozenisatz an ancuploiden Zellen korreliert, konnte in
den spiiteren Stadien keine Beziehung nachgewiesen werden, Die Klinische Bedeutung
der Subgruppe der CD56. negativen aneuploiden Multiplen Myelome sollte untersucht
werden. - : :

Identifizierung hNA-Repinhr-rolc_vnter Gene bei Fanconi Ansemie am
nicht-syngenen Zelimodell via Differential Display

SMPMMMW.MMWW

Bochringer Mannheiin GmbH, Biotechriclopy Therapoutica Reacarch Canter,
82377 Pexizberg, Germany

Konventionelle Subtraktions-Techniken oder DNA-Transfektionsstodien. sind hsuptskchlich
sngewnndte Standardtechniken zr Identifiziening und Tsolstion DNA-Repazatur refevanter
(Ges bei Fanconi Asacmic (PA). Erst kizlich wwurde ein neves molckulerbiclogisclics Ver-
fabiren entwickelt, mit dem dis mRNA Expression zwischen einar mutierten Zellinie und ciner
syngenea Kontrolle verglichen werden kann. Mit diesem Differential Display Verfbren kin-
nen innechath kbezestor Zeit nshezu alle vorlicgenden mRNA Speies mit statistischen
Primem verglichen werden. Dennoch kinnen fir dis Anlyse DNA-Reparatur defokter Mur
tanten bej Panconi Anaceie keina syogenen Zellmodelle herengezogen werdon. Theosetisch
witade soan erwarten, daf vielo difforcatielle Banden beim Vergieich von FA Zelle mit nicht-
syngenen Kostrollzellen aufgruod der Unicrachiede in unteapsiatierten Bereiohen suftreten.
Democh komnten wir zeigen, dab dio Verwendung nicht-syngener diploider Fibroblastcn
nicht dio Aazab differenticller Banden ez, el Scveening von ca. 13000 --DNA Banden
wrdens sur 6,5 % diffecentiello Randen zwischen FA und Kontrollzellen exprimiert. Dic
Fragmentlinge reichte von 350y bin 900 bp und 25 potentialls FA ¢-DNA Kandidaten-
banden konnicn ausgeschnittrn und amplifiziert werden. Unsere Ergebaisse zeigen deutlich,
88 nicht-syngens, normal diploide Zellkulturmodells identischer ontogenstischer Heskim®,
die durch hochaufisends BrdUfHoechst-Technik im Flowzytometer zeliproliforativ
angeglichen wuzden, erfolgreich mit dec Differential Display Tochnik zue dentifizierong von
DNA-angmmvamdﬂwudmhummeKmﬁmmkmm
Klanienung in einen Groen Fluorescent Veotor und dossen Transfoktion in FA Zellen naittels
FACS schiusl] auf sine miglichn Korrektur des DNA-Reparaturdefcktes (herprift wesden.
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DURCHFLUBCYTOMETRISCHE BESTIMMUNG VON CYTOKERATIN 8-
18 UND P53 POSITIVEN ZELLEN BEMM RENALZELLCARCINOM

Eugen Plas, Ruth Jilch*, Sonja Thury*, Michas} Fischer*, Heinz Pflilger

Abt. fiir Urologie und LBI fiir Urologie und Andrologie, KH Lainz, *Inst. fiir
Laboratoriumsmedizin, KH Lainz Wien ) '

Die DNA-Ploidie bei Tumoren des Urogenitaltraktes wird als zusitzliche
Information filr die Prognostik verwendet. Auch der Nachweis von epithelialen
Antigenen und Proliferationsmarkem gewinnt an Bedentung. Wir untersuchten die
Mauglichkeit des durchiluBcyiometrischen Nachweises von Cytokeratin 8-18 und p53-
Antigen positiver Zellen beim humanen ‘Renalzellcarcinom und korrelicrten die
Expression von Cytokeratin 8-18 und P53 im nommalen Niesengewebe zu den
Konzentrationen in zentralen und peripheren Tumorgewebe.

Bei 25 Patienten mit- Renslzellcarcinom wurden, nach radikaler
Tumomephrektomie, sowohl aus der Cortex des normalen Nierenparenchiyms als aueh
aus dem zentralen und peripheren Tumorgewebe, Priparate entnommen. In allen
Fillen wurde dic DNA-Ploidic sowic die Bestimmung des prozentuclien Anteiles an
Cytokeratin 8-18 positiven Zellen und p53 - posiliven Zellen mittels
DurchfluBcytometric aus den Gewebeproben durchgefihrt, Nach Herstellung einer
Einzelzellsuspension mit der Medimachine® (Fa. DAKO} aus den
Operationspriparaten wurden 105 Zellen mit 1% Paraformaldehyd und 70% Methanol
{-20°C)) fixiert und permeabilisiert. AnschlieBend crfolgte eine Doppelfiitbung erstens
entweder mit FITC- markierten Anticytokeratin 8-18 (Becton Dickinson Inc.) oder mit
Anti-p53 (DO-7, indirekte Firbemethode; Fa. DAKO) und zweitens mit
Probidiumjodid fir die DNA-Analyse. Bei der durchfluBeylomeétrischen Messung
wurden rindestens 30 000 Zellen pro Probe analysiert und mittels FACScan (Becton
Dickinson, Inc.) und Cell FIT- Programm (Becton Dickinson, Inc.) ausgewertet,

Die DNA-Ploidie der Normalgewebe war in allen Filllen - diploid, 7/25
Patienten (28%) hatten einen diploiden Tumor, bei 18/25 Patienten-(72%) lag ein
aneuploider- Tumor vor. Von den ancuploiden Tumoren waren 5/18 hypoploid
(27.8%) und 13418 hyperploid (72.2%). Der Nachweis von Cytokeratin 8-18 positiven
Zellen ats dem Normalgewebe, zentralen Tumorgewebe und peripheren
Tumorgewebe gclang in allen Fijlen. Die dirchschnittliche Anteil an Cytokeratin 8-
18 positiven Zellen betrug 43.69% 4 18.92SD im Normalgewebe, 26.34% 4 18.165D
im- zentralen Tumorgewebe vnd 33.58% + 24.65D im petipheren Tumor. Der
Unierschied zwischen Cytokeratin 8-18 positiver Zellen im Normalgewebe und
zentralern Tumorgéwebe war signifikant (p<0.05), hingegen zeigle sich zwischen
Nomalgewebe und peripherem Tumor kein signifikanter Unterschied (p>0.05). Der
Nachweis von pS3-positiven Zcllen gelang in 75% aller Untersuchungen. Der Aneil
an p53-positiven Zellen im Normalgewebe lag bei durchschmiulich 0.78% + 0.818D,
im zentralen Turzor 0.91% + 1.0SD und im peripheren Tumor 1.44% + 1.68D. Der
Unterschied  zwischen p53-positiven Zellen im Normalgewebe und zentralem
Tumorgewebe war-nicht signifikant (p>0.05), zwischen Normalgewebe und
peripherem Tumor bestand ein signifikanter Unterschied (p<0.03).

Der-durchfluBcytometrische Nachweis von Cytokeratin 8-i8 Antigen in der
Niere gelang sowohl im Normalgewebe als auch im Tumorgewebe, hingegen licBen
sich p53 positive Zellen nir in 75% der Priiparate nachweisen, Der hishere Anteil
Cytokeratin-positiver Zellen im peripheren ‘Tunior kénnte durch den Verlust

epithelialer Zellen im Tumorzentram bedingt sein. Der Anstieg p53-positiven Zellen

im peripheren Turhorgewebe deutet auf cine hisheren Anteil an Mutationen in'der
Tumorperiphesie hin. B R L e

VERANDERUNGEN IN MITOCEONDRIALEM POTENTIAL DER ZELLE UNTER
EINFLUSS VON APOFTOSE INDUZIERENDEN SUBSTANZEN,

WIA. Stoctzer 03, Wilmanzs W, Nissler V

GSF-Forschamgszentrum flir Gesundheit und Unrwelt, Institut fir kiinische Eiomatologie,
Minchen

Einfikrang: Dus mitachondrisic Membeanpotential (MMF) ist in indirckter Indikator fir
miochonditale Fusktion (SsuersoTisation, Veriodemdgen de mitochondrislen Fuzktion
mwwﬂﬂmmmuﬂdmmwmﬁhﬁmmm&
Stress it bekeantgnoalien fir den progammicrten Zelitod nach Zytostatike- Bohandhung

Wn:-M—Bmhmm;mndcmhderi&mzwﬁFubmﬂ’qﬂmlichs,s_‘,s,ﬁ‘-
tetracklora-1,1°,3,3" tetraethylbeninidezolcarbocyanine. odide (IC-1) andRhodamin-123

Dinlmﬁﬂtdu'lc-lmddﬁkhodmimﬂrwngwmkdn&ldtdu
hM'?ohtkmianieZdhwmﬂm!O?bdﬂinhMmddmnﬂ!ﬂfcquymﬂ
Saftwire am FACScan amalysiert: Die Photomultipler waren FLI1 fiir Rhodamin-123 1nd
WEI,MMMJC—I.DMMM&HZWmMﬂkM_MMP-
Bestimmung wit JC-I. Vier Zellinien (FHL-60, Jurkat, Carpas, K562) wm'dmmt Etoposid {50-
leDﬁl!Sﬂ.m.Pmmﬂmwmmm&mwy
mmmmmmmm_hmmmmwm
Propidium Iodide (PI) bestimmt Peak chaniel and mean Wate wunden filr Bestimeung dex

buisse: Dag FSC/SSC-Bild zeigte zwes zollimienabhingig wsdudeﬂpopdm
EmithohmFSC(l)mdanduenitniedﬂganFSCundloduhoh-an'SSC(?)vaneﬂm
abhingig. Daher war dio Population 1(P1) fast komplett Plnagativ und wies cive hihere
Fhuoreazenrivtensitiit als P2 auf. Die Fluoreszenzintensitht in Pl-negativen Zelles vom P2 war
mmﬁ&mmmmmwwmpimm_
CCCP) induzierten ein Abfull von IC-} und Riodamine Fluorsszenz, B .
%th':sid Inkubation mit Ftoposid war die FI v JC-1 sngéstisgen und blich hoch bis der
AnﬂiegthndmimFlmchdchehmdlmgmﬁEmposidwwhmmdugw‘m
mmmebmm&mummwmwwmn
erschwaren Rhodatn-induzicete Alterationen in FSC/SSC dié Unterscheidung von P1 und ¥2.

Schlufifolgernny: Im Gegensatzr 2 anderen Forchungygruppen konnten wir nach letaler
m&ww-mmmzwmm-lma@mwﬂm
als Rhodsmine, weil die Verindorungen fhither auftrcten und ausgeprigter sind. Vielleicht sind
induzierte Apoptose sperifisch,weil Etopoide induriert keine Apaptose in K562-Zellen,aber
int for sie zytoroxisch. o - :
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DNA-Diploidie, cinc. flulizytometrische Figemchaft des Ovarialkarzinoms?
Reich O, Parstner P .
Gehn-lshlﬂsdn—gymkologsd:e Universitiitsklinik sz

Hi Bei der multiparametrischen Bnmhngdwnnlngmwsmovmnﬂmnmhm
dwmthrd'lﬂtﬂmm Bestimmung der ‘DNA-Ploidie in den  Ietzten Jahren: cine zinchmende
Ovarialkarzinome

" Bedewtung erlangt Bisher wird Gherwicgend davon ausgegangen, daB die Mehrzahl der

vom. Malignititsgrad | cinen diploiden DMA-Gehalt z¢igen, wihrend sich bei Karzinomen vom
Wl@nﬂsg;adllmdlﬂmdn-dlplmdcmmfm Von grobBer praktischer Bedeutunyg ist dabed,
dal} sowohl Auswahl, Anzah! vnd Qualitiit der Gewebeproben, als auch der Meflstandart und die At deor
Dateninterpetation wesentlich die Ergebnisse beeinflussen, Gohde et at. (1) drisckten 1995 die Vermuhang
aus,duﬂﬁbﬂdmmﬂmmdlgtmTkamudlplmdeeﬁuﬂendtglbmeﬂaqmmhn
Bedingungen gearbeitet wird,

'Zwmmmmllwsmhlmmgwmm&uﬂ

i anderer cher Fehl llen DNA-diploide Ovarialkerzinome finden lassen.
anumuu:gmm 33 Ovmalmm nomen wurde untersucht (26 sertis, 3 endometrioid, 2
muzings, 2 Klarzellig; hoch differoniest =3, miblg differenziert =12, schlecht differenziert n=16). Pro
Fall wurden unter Beachtung der Makroskopie tnd in Abhiingigkeit der Tumorgriile pezielt zwischen 3
und 8, durchschaitttich 5, Gewehesproben entnoeemen. Die Entrahme erfolgte spitenstens 30 Minunien
nach der Operation. Nach Zweiteilung dor Proben wurde je die €ine Hilfte bei -70 C &ingefroren, je die
andere Hiflfte e Qualitiitskontrolle formalinfixiert, paraffingebettet und I{E-gcfﬁlbt. Fur dic DNA-
Analyse wurde eine PAS HI Zytometer (F. Partec, BRD) cingesett. An mindesiens 20.000 Zellkemen
pro Probe erfolgie eine DAPL-Firbung nach Gihde, modifiziest nach Otto. Zur Eichung des Geriites und
als interme Reffercnz dicnten humane Lymphozyten, Der mittlere Variationskoeffizient (CV). Rir simliche
gemessene GG 1-peaks war <3%. Dic Auswertung erfolgte mmels Mutticycle software (Phenix Fiow
System), Zur Fallmlaptmm wurde jeweils dic Frobe der Abweichung vom diploiden
Refferenzpeak herangezogen, Folgende Gruppen der Plaidic wurden unterschicden: diploid (DI: 0,97-
«<1,03), near diploid (DF: 1,03-<1,05; m%mﬁlﬂ:?l?g g.)l 19-2,1) hypuplond(Dl =095},

loid (DI: 1,05-<1,1), hj <19
m 33\::m3] (100%%6y Karg'mm zciglen einen nicht diploiden DNA-Gehalt. Dabei fanden sich
in 31 von 33 (94%) Kam:mmhlgl:mlouk. malnplmdcoderhypoplmdehbmmgm 2 Karzinome
{6%) waren DNA near-diploid.
Schlulfolperung: Dlel::pbmm nahe, daf bei Anwendung Isochauﬂésumiu' Mellnecinlk ein nicht-
d.pluhﬁ; DNA-Gehalt eine mngdkznﬂ konstante Cigenschaft der Ovarialknizinens ist. Deren allcinige
Wertmg . lisfert damit keinen wesentlichen Beitrag zur ‘Bewerning des malignen Potentidls dieser

“Fumoren. Hingegen behitit dic DNA-Ploidic bei Qvarialtumoren vom Borderlinetyp anfigrund geringerer

netto- DNA- Amlmmg:: dieser Tumoren ihren Klinisch Hohen Stellenwert (2).

1. Gﬂlldcw uut. DeBedeunngduMeBgaumgkeubadu-DNS-Zywplma
Verh.Disch Ges. Zyt. 19; 1995: 156-70

2, Reich O. ¢ a)Ia. Hochaufltsende Durchfluizytiometrie wnd p53 Iimmoreaktivitit bei epithelialen
Owarialtumoren vom Borderlinetyp im Stadium |. 8. I-klddhcryxzmleSympuﬂmKuﬂmm
der Be]tlﬂge. 155N 0949-5347; 19951139 : )

Unterscheldung von Ovartaltumoren mit DNA-Zytometrle

M. Ruhnke, A. Ditzenbach und W, Kahn

Abteilung fr Gynakologische Morphologio der Frauenkiink das Universitatsklinkums
Benjamin Frankiin der FU Berlin, Hindkenburgdamm 30, D-12200 Berlin

Problemstellung: Borderlinetumore des Ovars sind schwer von proliferierten Adenomen
auf der einen und gut differenzierten Karzinomen auf der anderen Seite zu un!emche:den
Die Diagnostik ist durch die geringe Uberemstunmung einzelner Untersuchungen
gekennzeichnet, Im Gegensatz zu  Ovarialkarzinomen, bei denen eine adjuvante
Polychemothemple inegraler Bestandteil der Therapie ist, kann der Borderlinetumor
durch alteinige Chirurgie behandeh werden, Um eine Ubenhetaple zu vermeiden sind

" repraduzierbare Methoden zur Unterscheidung der einzelner: Tumorentititen notwendig.

Material und Methoden: Von 150 Ovarialtumoren (24 benigne, 53 borderline und 73
maligne Tumore) wurde der DNA-Gehalt bestimmi, Afle Praparate wurden von einem
erfalirenen Pathologen (WK) reevaluiert. Schnitts von parafinisiertem Material wurden
nach Feulgen gefirbt und mit einem CAS-200 Bildverarbeitungssystem analysiert, Die
statistische Auswertung basiert auf der relativen Zcllenzahl mit einem DNA-Gehalt von

. 26, >5c und >9¢ und wurde mit dem U-Test durchgefiihnt. Untersucht wurden 14

prol:fenerte und 10 nicht prollfena*lc Adenome (benigne), 42 serdse und 1} mucinds
Borderlinetumore, sowie 12 Grad I, 26 Grad 1l und 25 Grad I Ovarialkarzinome
Ergebnisse: Der relative Anteil von diploiden Zellen war 78% bei benignen und 31% bei
borderline Tumoren. Dic Ovarialkarzinome zeigten im Median keine diploiden Zelien.
Bei Adenomen hatien 3%, bei Borderlinetumoren 20% und bei Karzinomen 43% der
Zellen einen DNA-Gehalt >5¢. Zellen mit einem DNA-Gehalt >9¢ (9%) fanden sich nur
bei Maligromen. Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen proliferiertene und
richt prolifrerierten Adenomen. Ebeso zeigien serése und mucindse Borderlinetumore
keinen sigrifikanten Unterschied. Signifikant unterschiedlich war der Zellenateil mit
einem DNA-Gehalt von 2¢, >5Sc und >9¢ sowohl zwischen benignen und bordertine, als
auch zwischen borderfine und malignen Tumoren. Prolifericrte Adenome und
Borderlinetumore unterschieden sich signifikant im relativen Anteit von 2¢- und >Sc-
Zellen '

SchiuBfolgerung: Die DNA-Zytometrie ist eine . zusitzdiche Methode zur
Unterscheidung  von - benignen, bordedine und gut differenzierten malignen
Ovarialtumoren.
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Asngiogenese in Ovarislkarzinomen: Erste Erfabrungen mit bildanalytischer
Quantifizierang der endothelialen Immunoreaktivitit und ihrer miglichen
prognostischen Bedeutung

W. Schéll, Q. Reich, D. Pieber, F. Goicer

. Geburtshilllich-Gynikologische Univ. Klinik Graz

Higtergrund und Fragestellung; For das Wachstum eincs Tumors und seiner Metastasen
ist die Bildung von Blusgefiiflen essentiell, Das Ausmaf dicser Angiogenese bestimmt dic
Oxygenicrung und dic Anlicferung von Substraten an die Tumorzellen und wird zu einem
determinierenden Faktor fiir das Tumorwachstum. Ist die ‘Tumorvaskularisation bild-

-analytisch quantifizicrbar und ist ihre Zunahme Ausdruck pesteigerter Tumoraggressivi-

t?

Material und Methodik: Patientinnen mit Ovarialkarzinomen dessclben histologischen
Typs, Gradings und Stadivms urid derselben operativen und adjuvanten Therapie, jedoch
voilig unterschiedlichen Krankheitsverlaufes (Versterben am Tumor innerhalb von §
JTahren versus Rezidivfreiheit Uber:10 Johre) werden bezliglich ihrer Tumotvaskularisation
verglichen., - _ o '

In paraffinicttemn Material werden endotheliale CD34-, CD31- und Faktor VI Antigene
mit entsprechenden monoklonalen Antikotpern markiert, Die Dedektion erfolgt durch ein
Biotin-Streptavidin amplifizieres System mit “Fast Red” als Chromogen. Jene Schnitte,
die bildanalytisch vermessen werden; bleiben zur isolierten Dasstellung der Gefiile ohne
Gegenfiirbung. Mittels CCD Camera wird ein digitales Graubitd im Computer gespei-
chert. Nach programmicrien Schritten der Bildvorverarbeitung (“dynamische Dis-
kriminierung”, Tiefpabfilterung mit Subtraktion des Hintergrundes) wird cin Bintrbild

“erstellt, in dem nur mehr Bildpunkte erfolt werden, die den ursprilnglich gefirbten
" 'Endothelzellen-entsprechen. Hintergrund gelangt nicht zur Darstellung, Der prozentuale
- Fliichenanteil, der vori den Endothelien im eingesehenen Gesichtsfeld eingenommen wird,

wird bestimmt. Infolge der Autornatisicrung der Mcthode konnen bei peringem Zeitauf-
wand mehrere Quadratmillimeter am Schnitt vermessen werden, : i
Ergebnisse: Karzinome mit schicchter Prognose zeigen im epithelnahen Tumorstroma

. Endothelzellflschenanteile bis tiber 10 %. Tumore mit klinischer Rezidivireiheit haben im

Vergleich dazu stromale Endothelflichenanteile unter 5 %. Bei Beritcksichtigung der

epithelizlen Tumorkomponente werden bei beiden Karzinomformen Weste von 3% nicht -

dberschiitten. _
Diskussion: Erste Ergebnisse bestiitigen die in der Literatur vorliegenden Hinweise, dafl
das Ausmal der Vaskwlarisation ein wichtiger prognostischer Faktor bei Qvarialkarzino-

~men sein kann. Der Einsatz der Bildanalyse kann die quantitative Erfassung der Vaskula-

risation gegenfiber einer einfachen GefiBzhlung stark beschleunigen und objektivieren.
Der Endothelzellfltichenantcil ist reproduzierbar und unterliegt weniger Storeinfl0ssen als
die Bestimmung, des Flichenanteils des GefiSlumens oder eine Gefiibzihlung,

Hollingsworth 4. C. ¢1 al.: Tusiior angiogenesis in advanced stage-ovarian carcinoma. Coiment in Am
Pathol. 1995; 147(1):33-4)

Simpson J. F. et al.: Endothelial arca ns a prognostic indicator for invasive breast carcinoma. Cancer 1996;
77:2077-85

Proliforationskinetik von Magenkarzinomen *In vivo™
A. Sandler*, K.-P. Gilbertz®, A. Rhein®, K. Matzen*, U. Fink®, I. Beckei*, D. van
Beuningen®

*Chirurglsche Klink und *Instiut far Pathologie der TU Minchen, Kiinikum rechts

dor isar, 816844 Minchen, *Instilut fir Radiobiclogle, Akadenie des Sanitiits- und
Gasundheitsweson dor Bundaswelw, 80901 Minchen,

Der Stellorrwerl der potentislien Verdopplungszeit Tpot als Prognosefakior
und/oder préidiktiver Parameter beim Magenkarzinom st ungekidrt. Nach
Zustimmung der Ethikkommission wurde 52 Patienten mit gesichertem
Adenckarzinom des Magens priioperativ 200 mg Bromdeoxyuridin (BrdU)
injiziert. Die Praparatentnahme erfolgte nach 5 - 7Std. Die BrdU Inkorporation

"und der, DNA Gehalt (BrdU/DNA assay) vawden durchflulizytometriach

gemessen. Folgende Paramator warden bestimmt bzw. berechnet: Ploidie, S-
Phase, BrdU Labelling Index (L. L), Dauer der S-phase (Ts} und Tpot.
Pathohistologisch wurde eine Referenzhistologie befundet und nach -Laurén
klaasifiziert (intestinaler vs. nicht intestinaler Typ). I

" 20 Tumore waren diploid, 32 Tumore aneuplold. Nach der Laurén Klauiﬁkaﬁon'

gehdrien 22 Adenckarzinome dem “intestinalen® Typ und 30 dem “nicht
intestinalen™ Typ an. Die Detection von BrdU war i 82 % (n = 43) der Fille
mbglich, Ts urd Tpot konnten in 74 % (n = 37) berechnet werden. Bei diploiden
Karzinomen konnte BrdUl. in 75 % der Fillle nachgewiesen werden, die
Berechnung von Tpot war in 55 % mdglich. Der Median des BrdU L) war 18.1%

" {3.5 - 30.2 %), der Median von Ts war 12.5 Stunden (6 bis 80 Std). Der

Median yon Tpot betrug 3.7 Tage (1.4 - 23.1 Tage). Nimmit man diesen Median
als Grsﬁze zwischen schnell und langsam proliferierenden Tumoren, waren
51% der Tumore schnall und 48 % langsam proliferierend. ‘

L) BrdU, Ts und Tpot sind auch in dieser Untersuchung individuelie Parameter
sines Karzinoms. Es fand sich keine Korrelation zu epidemiologischen,
klinischen oder pathohistologischen Befunden. Ebenfalls fand sich keine

- Korrelation zur Ploldié und zur S-Phase der Tumore. Vor dem Kiinischen

Einsatz von BrdiJ als_pridiktivam Parameter muB die Senasitivitdt der Memodik
erhht werden. '
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Qualitdtskontrolle
- und

: “Gute Labor Praxis

-Qualitétsbeurteilung der immunphiénotypisierung von Leukimien
und Lymphomen

J. W, Gratama imd J.C. Kiuin-Nelemans fir die .
Dutch Study Group on Imimunophenotyping od Hoematological Malignancies
{SIHON)

LEin Schema tg;:‘ie ig:alltﬁmumllunxsdar mruWemg von Leukdinion und
ymphomen nicht nur tachnischa Aspek| inhatten, sondem auch die pra-
i (d.h. Auswahl der Reagenzien aufgrund elney??mdéuﬂgm Kinlschen Di 5

Die Duich Cooperative Study Group on Immunophenotyping of Hema Mali
(SIHON) wurde 1985 g«raggndel. um gin salches Schema fir die Qualitatsbeurteilung
auizustallen. Seither wu halgﬁhrﬂdl Sendungen varschickt, die aus tiefgekiihiten Proben
{im alig. mehr als B0% anomale Zellen) sowia einem ungefarbten Blutausstrich oder Cytospin
bestanden, dem elne kurze kiinische Beschrei und eine voridufige kiinische D
beigefiigt waren. Die Teilnehmer wurden dazu aul gefordart, eine Immunaphanatypisienn
anhand ihrer eiganen Protokolle oder den durch SIHON formulierten Richtiinien {s.u.)
durchzulithren, alle Antikorper-Resultate als % positive Zsllen anzugeben (d.h. Anteil an der
mononukledren Zelisuspension) und eine Immunologische Diagnose dem Koordiniarungslabor
(Universitéitskrankenhaus Leiden) zur Verfligung zu stelian, Nach der Datenauswertung durch
Koondinianmngsiabor wurden die Resultate bel haibjdhriichen Planarsitzungen préisentiert

und diskutiert. Wahrend dieser Smw Warl aut die angemessene

Zusammensalzung der. verwendetan Anti 7 und eine gesignete Inlerpretation der

Resuﬁalg golegl. - ) . . o .

Bis 2um heutigen Tag wurden 16 Sendungen organisien, die insgesamt 48 Proben enthisiton,
. Die Analyse der Resuyliate. ngm&mt&l;,mngem '

-Dio Marker mit den sich am haufi n-widersprectienden Ergebinissan war .
Zytoplasmatisches CD22, TdT, CD11¢, CD13, CD15, CD33, CD4.und CD7. Technische
Probleme mgaielten die %nréﬂle Rolle bel der Bewrteilung von ?toplasmaﬁsdlen*cw und TdT.
Widersprichliche Ergebnisse fiir die mysloiden Marker CD13 und CD33 waran besondars
héufig in ALL-Proben. Die abermnte Expression in diesen Féllen ist typischerweise mit einem
schwachen Fluoreszenzsignal assoziiert, das die groBte Quelle der Variabllitit zwischen
varschiédanen Labors darstellt. Das glelche Argument git fidr die schwache Expression von

. CD4 und CD7 In vislen AML-Fillen. :

-Die Qualitat der immunologischan Diagnose war im m-alnan sohr gut fiir die meisten
Necplasien velfer B-Zellen, normale ALL- undg AML-P! cn, mit mehr als.80%.(fast) komekter
Diagnoss. Ein hidufiger Fehler, vor allem in dan Anfangsjahren von SIHON war die Zuwaisung
von FAB-Klassifikationen M1-M6 aul der Grundlage imm ischer Ergabnisse. Nur die
FAB-Klassiikation MO und M7 kann.mit Hile immunclogischer durchgefiihit werden, Vor
diesem Fehler wurde hii In Planarsitzungen gewamt. L o

- Dig Immundiagnose von T-Zell-Neoplasian war mit devutiichen Problemen behattet {duh. etwa
60% akzeptable Diagnose). Ein Hauptproblem war die falsche Interpretation des Td1-
Igmr%nﬂuoreszmnustam odar, noch schlimmar, mangeinde Nachweisbarkeit von TdT
Gberhaupt. . . o

= Uni efégr 6% der inmumleEiadwn-Diagnosan.bemhtan auf einem 2zu begrenzien Auswahl
vog IT d_l:_kérpem. z. B. eing ALL-Diagrose ohne Bericht Gber die Nachweisbarkelt von CD34

Wahrond der ersten 2ehn Jahre hat sich die Teiinehmerzah) bei SIHON von 12 auf 40 erhéaht,

* wobej dlle Laboratorien, die in den Niedertanden mil des Immunophinotypisienung von

Lgukimien und Lymphomen befaft sind, betelligt sind. Waitere Qualititsverbesserungen
sollen durch Konzentration auf die Ttcken der Immundiagnosa, wis oben zusammengetalt,
erveicht werder:. mit Hille dar halbjiihriichen Begutachtung der Qualildtsbeurteilung und der
themenarientiarten Workshops, ‘ .
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Erfehrungen aus den Ringversuchen zur Qualititssicherung der curchftubzyto-
metrischen DNA-Messung.

Friedrich J. Otto, Ulrike Westhofl .~
Fachiklinlk Hornhelds, Abteliung fir Tumorforschung, 48157 Minster

In den letzten Jahren wurden Insgesamt finf Ringversuche zur Standardisierung
und Qualltissicherung der durchfiuBzytometrischen DNA-Messung durchge-
fibrt. An den Versuchen nahmen bis zu 56 Labors fell. Die Tellnshmer wurden
gebeten, die Proben aus ethanolfxderten tlerischen und menschlichen Zellen

‘nach Ihren eigenan Mathoden 2u farben und zu messen, In den latzten zwel
Varsuchen wurden auBerdem Smdard-_F_Arbepromkolle emprobt, um die Hetero-
- genitat der Methoden zu vemingerm.

Bei allen Versuchen zeigten die MeBwerte und die aus den Histogrammen
abgeloiteten Daten eine emobllcmsnremmg Die Me'sgenaulgka_ié war in den
Labors sehr unterschisdiich. Die hochste MaBgenauigkelt im Durchschnitt und
die niedrigsten CV-Werta Im einzeinen wurden mit HBO-Lampen-Geriten und
DAPHFarbung erziet. Im Vergielch der aufeinanderfoigenden Ringversuche

*. zelgte sich eine Tendenz 2u steigender MeBgenaulghelt.
 Durch die Anwendung von Standard-Farbeprotokolien wurde sine deutiiche Ver-
' besserung der Ergebnisse emeicht. Das DAPI-Standardprotokoll erhdhte die

Genauigkeit und Homogenlﬁt dor MeBdatent und reduzierte dis bel der Bestim-
mung der DNA-Indizes und S-Phasen-Anteile beobacineten Abweichungen. Dag

.- Pi-Standardprotokoll Ist nach verbesssrungsbedGritig.
. Im diesjshrigen Versucth wurden zusiitziich goffirbte und fixierte Standardzefien

eingesetzt, um die instrumentslie Genaulgkeit und Stabiitht zu kontroflieren, Die
Ergebnisse zeigen, daB die Uberwachung der instrumentefian Parameter ebenso

:. wio die Standardislonung der Férbum_m_hodan wirksame MaBnahmen darstellen,
. 'die Genauighet,- Zuveriassigkelt und Feproduzierbarkelt der Ergebrisse 2
B verbessermn und zu sichem. ’

EUROPAISCHES KONSENSUS PROTOKOLL ZUR DURCHFLUSSZYTO-
METRISCHEN CHARAKTERISIERUNG DER THROMBOZYTENFUNKTION

G. Rolhe fir die European Working Group on. Clinical Cell Analysis - Task
Force on Platelst Analysis {J. Kappelmayer, R. Lenkei, G. Rothe, G. Schmitz}

Eine gesteigerte oder gestdrie Aktivierung und Aggragation von Thrombo-
Zyten spielt eine bedeutende Rolle in der Pathophysiclogia von Thrombose
und Hamostase sowie kardiovaskuliren Erlrankungen. Neben qualitativen
Veranderungen der Plattchenfunktion sind Veranderungen der Thrombopoese
oder eine gesteigerte Elimination von Thrombozyten Z. B. bai der auloimmunen
Thrombozylopenie von grofier klinischer Relevanz. Die OurchfluBzytomietrie
wird zunehmend fir die spezifische Charaklarisierung von solchen phanotypi-
schen Verdnderungen an Thrombozyten eingesetzt, die ein MaR filr zelluldre
Aktivierung, die hamostatische Funklion oder die Reifung von Voriduferzetien

~ darstellen. Diese neusn Techniken erlauben die Untersuchung der in vibo

interakion von Thrombozylen mit spezifischen Stimuli und deren Modifizierung
wahrend Thrombozyten-gerichteter Therapie sowie die Charakterisierung

- Thrombozyten-spezifischer Antiktirper. In. Folge der Klinischen Einfiihrung von

Thrombopoietin wird auch die Uberwachung der Reifung von Thrombozyten
von zunehmender Bedeutung sein, Die zunehmende Komplexitat disser durch-
flulizytometrischen Techniken hat die Sensitivitit und Spezifitat dieser Assays
erheblich -gesteigert. Glaichzeitig macht itve Anwendung durch eine. zuneh-
mernd wachsende Zahl von Laboraltorien eine technologische Standardisierung,
die. Erarbeitung von aligemeinen Testvorschrifien und die Eirichiung von exter-
nen Qualititskontroliprogrammen notwendig. | . . )
Kiiizlich starteten 16 Gruppen mit dem Tatigkeitsgebiet kiinische Durch-
fluzytometrie aus 13 europgischen Landem eing Initiative zur Erarbeitung des

- derzeitigen Konsensus iber durchfluBzytometrische Mathoden im - klinischen

Laboratorium als Basis zukifliger Qualititssichenmg und -Kontrolle. Spozifi-
sche Prolokalle sollen hisrhei innerhalb von spezifischen- Arbeitsausschissen
aus Mitgliedem der Gruppe und weiteren Wissenschattiem aus den verschis-
denen elropaischen Landam auf 6 Gebigten der technischen ‘Standardisierung
sowia 4 Feldem der kiinischen Anwendung entwickelt werden.

In einer ersten aus einer-Serie- von Konsensuskonferenzen traf sich kirz-
lich gin Arbeitsausschul zur Thrombozytenanalytik in Mailand, Gm ein Protakoil
2ur durchfluBzytometrischen Immunphéinotypisierung und Funktionsanalyse
von Thrombozylen zu diskutieren. In diesem Protokoll werden spezifischa
Empfehlungen fur die préanalytische Phase, Probenvorbereitung und Reagen-
tien, die durchfiuBzytomietrische Messung sowie die Datenandlyse .aufbauend
auf einer Beschreibung: des. derzeitigen Stands der durchflufizytometrischen
Methodologie gegeben. Diese Empfehiungen sind ein Versuch, dia Anwendung
dieser neuan Techniken zu fdrdem sowie die Vergleichbarkeit zwischen Labo-
ratorien zu steigern, Weiterhin sollte derarliger Konsensus in einem zweiten
Schvitt wertvoll sein fiur die Erarbeitung von Studienprotokollen mit dem Ziel der
Bastatigung des Kinischen Nulzens dieser Methoden fir ihre verschiadenan
Anwendungen, ‘ - : I . :
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Einsatz von elektronischen Cell Counter Analyser

Systemen zur Qualititskontrolle
5W-Regel : Wer hat was wann womit und warum gemacht? (GLP}

Scharfe System GmbH, Emil-Adoltf-StraBe 14, D-72760 Reutlingen

* GLP- Gute Labor Praxis. In aller Munde, und dennoch bezeugen die vielen Fragen

aus der Praxis, daB es nicht ganz so einfach ist. Ein Bereich, mit dem sich die GLP
befaBt, ist das Innenleben. der taboratorien und dessen Handfing. Hierzu gehoren
z.B. Materialien und Reagenz:en, oder Gerate dle ur Gemnnung von Daten

i dlEﬂEﬂ

Die im . Labor gewonnenen Dafen und Ergebnisse missen ,gleich und
vergleichbar” sein. Voraussetzung hierfar ist, daB auch die Methoden gleich und
vergleichbar sind. i !

' Es wird veranschaulicht, welche Eigenschaften ein Cell Counter Analyser System

mit sich bringen muB, 4m als GLP-konforme Methode in Frage 2u kbmmen. _

DaB ', das Gieiche” mcht immer daselbe" Ist, wird anhand von Beispielen aus der

Praxis erlautert

MWWWW.NJ-
Oberbilck nach 3 Jatwwn Exfshrang

MM.WMMMNM
m.mmmmmmmwm
Augustenburger Plstz 1, 13333 Barlin, FAX: + 49, 30, 45 08. 30 14 .

Dia Bastinuwung unreifer Erythrozyten, der Retiludozyten, steilt sing
Routine-Methode der himatelogischen Labordiagnoutic dar. Dis
Retfiailozyten stalien in dor Regel i einen sehr ideinen Teil alier
voten Biutkibeperchen dar. Dahar ist dis milvoskopische Bestnmung
theser Retiaioxyten aus Grilnden der Zihistatistik wanig priiziss wnd
die Reprodurierharkelt der Exgebrilsss tst gering. Ale Aldrnative xu
der  micoskopischen . Methode sind  eine  Reihe  von
durchilubzytomatrischen Mothoden in den ietxten Jehren efngofiint
worden. Diese Techniken baslersn aof mit DNS bzw, RNS
stochiometrisch reagieranden Farbatoffen. Dis Pritzision und die
w”mmmmrmm
waelient, ds regelhet mehwers yohntsusend Erytheoryben pro
Messung wifakt werden. i Auftrsg von INSTAND w.V. habs loh dis
Exteme Qualititssicherung fUr dis Bestimmung der "Retiadozyten™

' mittsls Mikroskopie und mitiels Durchilulzylometrie orgunisiert. Zu

mmmmmmmmm
susgesendt {1x: 1994; 2x: 1999; 1x: 1996]. Die Beﬁlmmar.
m:mmmmmm_mmmw
Mtiniwartan von 1,5% bis 3,5% betrug. der Variationskoefiizient (VK)

-bel stwa 350 Tellneheyern ungetihr 40%.

mmmmnmmwm
mmammmmma
szelen  durchitulzytomstrischen  Mathoden  darsisBben,
mhmmmmﬂwim)m
mmmmmnnﬂcm Probe A} urd 1,7% (VK
1mmm_wmumm.mdc
entsprachenden Werte 2,9% (VK 55%; Probe A) und 4.4% (VK 30%;
FProbe B) betrugen.

mmmmmummmmn
wr Bestimmung wmmmwm
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Immunophdénotypisierung

~ und |
Populationsanalytik

Durchflufizytometrische Analyse .des Lymphomzeliimmunphinotyps
mittels automatisierter Clusteranalyse :

S. Barlage, G. Rothe, G. Schmitz
Institut far Klinlsche Chemie, Universitit Regensburg, Deutschiand

Dia. durchfiuizytomeirische- Analyse hamatopoalischer Naoplasien hat sich zu
giner wichligen Methods im Rahmen der Klinischen Reutinediagnostik
entwickelt. Die multiparametrische Analyse von Antigenkoexpressionsmustem
und Antigendichten -erméglicht hierbei die Detektion und Charakterisierung
selbst Kleiner aberranter Zeflpopuiationen. Die Komplexit&t der Analylik
verlangt jedoch elne Standardisierung sowoh! der durchfluBzytometrischen
Methodik an sich, als auch die der nachfolgenden Datenanalyse. Hinsichilich

* einer Standardisierung der Datenverarbeilung wurden daher die Maglichkeiten

einer kommerziell eshilllichen Clustersoftware (LAltractors”, Becton Dickinson)
fur den Einsatz in der Datenanalyse von Dreifarbimmunphiinotypisierungen aus
Blul- und Knochenmarksproben getestet. 45 Patientenproben wurden
hinsichtlich des Nachweises sowie einsr weitergehenden Cherakierisierung
des Lymphomzetiimmunphtinotyps analysiert (B-CLL. (23), Haarzelletskémie (7),
Plasmozytom (5) Immunozytom/ce/ch-Lymphomivaria (10)). Hierzu wurden
samtliche Proben anhand sines elnheitlichen Protokolias vorbersital und
gemassen. ‘Jewasils 29- verschiedene Antikérperspezifitdten  wurden in 3-

‘Farbkombinationen mit der. Voliblutproba inkubiert; gefolgt von einer Lyse dor

Eryihirozyten. Die Diagnose eines B-NHL wurde -anhand . der Analyse der
Kionalitst’ Uber- sinheilliche Expression eines immunglobutinteichtkettentyps

" “(kappa oder lambda) in Kombination mil einer genaueren Feststellung das

immimphanotyps (Expression von CD19, CD22, FMC7, CD23, CDS, CD103,
CD25, CD11c, Oberflachenimmunglobuting gesteilt. Plasmozylomzellen wurden
anhand der kionalen, cyteplasmatischen Leichtkettenexpression diagnostiziert.
Die- automatisierte Erkennung der Zeflpopulationen wurde mit Hilfe

'vordefinierler Parameler-“Muster® in 2-Parameterdarstellungen von Scatter-
‘und - Fluoreszenzsignalen - ereichl. Im Unterschied . zu in ihrer.. Lage
- vorgegabanen Regionen in karwventionellen Datenanalysetechniken erfolgt die

Identifikation von Zellen hierbei anhand ihres- Abslandes zu einem variablen
Zentrum der Population, das wiederum in einer vargegebenen Region, gesticht
wird. Weiterhin erfolgt’ die  Zuordnung von Zellen konkurrierend nach
Wahrscheinlichkeit der Zugshorigkeit zu mehreren voneinander unabhangig
vorgegebenen - Populationen. Die Abgrenzung von Subpopulationen wurde
durch. hierarchisch . strukiurierte Sub-"Cluster ‘emeicht. Hierdurch konnten
sémffiche charakteristischen physiologischen -und aberranten Phénotypen
erfallt, bzw. nicht-lymphatische Zellen von physiologischen und aberranten
Lymiphozytenclustern abgegrenzt werden. Die Grofle der Populationen wird
schlieBlich in einem als Spreadsheet vordeéfinierten Befundbogen gemittelt.
Diese Ar der - Datenanalyse fuhrt zu einer wesentlich verbesserten
Standardisierung. der Analytik, verbunden mit giner hoheren: Vergleichbarkeit

- der’ Ergebnisse = zwischen einzeinen Proben als auch verschiedenen

Laboralorien. Die Definition patienten- und populationsspezifischer Ciuster
sollte zudem 2u einer verbesserten Therapiekgptrolte hinsichtlich des
Nachweises residualer Zellen fahren, .
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FACS-Analyse selektiv Haut-infiltrierender Blut-
Ze_llen nach einem antigenen Stimulus in vivo

cor o BOAML, BAUER R

. Universitits-Hautklinik Honn
v Si‘gnund-’-l_"rwd—su. 25, D-53105 Bomn

. Die Kontaktdermatitis, ¢in typisches Beispiel einer allergischen Sphttypreaktion, entsteht
. dumhkmplaeMommEpiduM-mﬂmM‘Blﬂﬂmﬁdmlhﬂ-
infiltrierenden  Zellen {skin  infiltrafing cells oefls = SIC). Imnunkompetente
- -Epidermalzelon - und Antigen-prisenticrende ' Zellen  bewirtken durch Freigetzung
L - verschiedener Zytokine und Medintocey ein selektives Einwandem Anfigen-spezifischer

T-Zellen und anderer Effektor-Zellen, : g
Um Einblick in die qualitative and qumumnveZummmwng der SIC zu bekommen,
snalysierten wir flow-zytometrisch die zefluliren Bestandteile spongiotischer Vesikel
positiver  ‘Routine-Epikutantestreaktionen  und nicht-istrogen  entsiandener
Kontaltdermatitiden. Frisch gewonnene SIC wurden mit einem Panal mAbs in der
Zwad'arbtednmk angefitht und. dic Ergebnisse mit denen des peripheren Biutes

Ungere - Ergebnisse zeigen, da8 Lymphozyten den Hamiptanteil der SIC bei der
Kontaktdermatitis, nicht aber von Paich-Test-Reaktionen susmachten, 70 - 86% der SIC
w13 Kontakidermatitiden waren CD3+ CD4+, wahrend mur 36% aus den Patch-Test.
Reaktionen T-Helfer Zellen waren. CD4+ SIC konnten als. Memory-Zellen mit der
" Markerkonstetiation CD45RO4+ CD25+ HLA-DR+ identifiziert werden. CD3+ CDS+
Zc!lmfmdmsid;indermm‘m'aleidmvmuﬁswieﬁnpuipbumBht. Monozyten
fieBen sich nur in Patch-Test- Reaktionen nachweisen. Sie zeichneten sich nicht durch
" ¢ine speziclle Expression von Aktivierungsmarkem aus. Erstaunlicherweise fanden sich
: neutiophile Granulozyten zu 14 - 74% (durchschnittlich 49%) in der Vesikelfissigkeit.
" Diese Zellen exprimierten zu 46% CD4SRA suf der Oberfliche, whhrend dieses Antigen
" ¥ boi 26% der periphoren Blutneutrophilen gefinden wurde. SchlieBlich konnten wir
cosinophile  Gramulozyten im Vesikelinhalt nachweisen, Insgesantt - waren e
Eosinophilenzablen im Hautiniltrat nur gering im Vergleich zum peripheren Shut erhoht,
- ~* Nur bei cinem Fall fanden wir 5% Eosinophile im peripheren Blut, aber 2% in der
: Vesikelfiissigkeit, - '
" Die quantitative und qualitatitve Analyse von SIC erbrachte beim Vergleich von nicht-
istrogen enstandenen Kontaktdermatitiden und von Patch-Test-Reaktionen, 1) daB
* Lymphozyten in der Vesikelfiissigkeit der Kontaktdermatitia dominieres und 2) daB
Patch-Test-Reaktionen “zustizlich  Monozyten, ' Neutrophile und Eosinophile in
amthernd gleicher prozentualer Zusammensetzung wie im peripheren Biut enthalten.
Allerdings exprimierten’ SIC stirker als im peripheten Bhat - Aktivierungs- und

CD69, el neuer Marker zar Bestlmmung der Akivierbarkeit von Lymphozyten
bel HEV-Ak positiven Patienten und bel Patienten mit Chronischom Midigheits-
und Immundefeld-Syndrom (CFIDS)?

JanBen M. N,, Knechten H., Knickmamn M., Rubsck C,, Hitzinamm 1. und Brava P.
PZB-Aachen, BlondelstraBe 9, 52062 Aschen.

CD69 {activaticn-inducer molecule, AIM) ist cin homodimeres Glykoprotein, das sich
koustitutiv  suf Thymozyen und Thrombazyten befindet und auf aktivietzn T- und B-
Lymphozyten, NK-Zelen wnd Nowrophiks  cxprimient winl. Bedingt durch dic
Exprinicrang auf Lymghozyten innethalb von 60 Minaten nach Aklivienng, bistet sich
CD69 als Antigen fiir dic durchfinBzytometrische Bestimmmmg der Altivierbarkeit von

'LymphnzyMn.

In Rahimen cincs Forsciumgsprojektes warde bei HIV-Ak+Patienten (n=78), Patierten mit
CFIDS (1=37) wnd cincm Normalkollektiv (:=49) mhand der CD69-Exprimicrang
untersucht, ob sich Unterschicds in des Aktivierbarkeit der Lymphozyten zeigen.

Das heparmisicric Vallbhit dey Probanden vamde imarhalb van 4 Stundea nach Aboshme
mit 20 pg/ml Fhytohaemagphutinin versetzt. Weitcrhin warden cine Negativkontrolle mit
PBS durchgefbet, Bride Amix wurdm fir 4 Stunden bei 37°C inlubiert und
mschlicBend mit fuoreszenzmarkierten Antikirpem (y1/y1/CD3, CD4/CD6%/CD3 und
CD8/CD6Y/CD3; Fastlmmune™ , Becton Dickinson) 15 Minuten - gefirbt. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wunden dic Proben mindestenis 35 Minuten lysiert und mittels CellQuest

im FACScan analysiert.

Grondsfitzlich fand sich bei alln Patienten e Akiivirung der amtersuchien
Zellpopulationsn nach Mitogenzugabe (P<0.001). Bei den HIV-Ak+ Patioten koonts, im
Vergleich Normalkollektiv, einc signifikante Minderaktivierbarkeit der Helfer-/

. Inducer-Zellen beobachtet werden, Bezogen suf das Normalkollektiv waren dic gemessenen

Relativwerte der CD69+ Suppressor- / Zytoloxischen  Zellen in der HIV-Ak+ Gruppe
sowohl vor, als auch nach Mitogenzugabe niedriger. Das Kollektiv der  CFIDS-Paticnten
unterschied sich nicht signifikant von der Gruppe der Normalprobanden, Tendentiell war
MMW@VMMMMEMM&Wm
In weitcren Verlauf unseres Forschumgsprojektes werden die verschiedenen Stadien einer
HIV-Infektion auf die Aktivierbarkeit der CD4+und CDB+ Lymphozyten hin untersucht,
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die Blockierungskapezitat 50%. i
.SchluBfolgerungen: Eine passive Immuntherapis unter dem Einsatz vor Anh- ]

BLOCKIERUNG DER BINDUNG DES HIV-1 HOLLGLYKOPROTEINS {GP120)
AN CD4+ TLYMPHOZYTEN DURCH ANTI-HIV MONOKLONALE
ANTIKGRPER _ :

Krdpelin, M., S0sal, C., Daniel, V., und Opelz, G. Universitat Heidelbery, Institut
fir Immunologia, 69120 Heidelberg, Deutschland

Zlela: Hl-Viren, auf.in_ﬁzierlen Zellen exprimiertes gp120 oder froies Glykoprotein

binden hauptsachlich an CD4+ T Zellen und fahren zu Fehlfunktion undfoder
Reduktion der CD4 Zahlen. Es war unser Ziel, die CD4-8indungastelien (BS) des
Hilproteins zu bestimmen; und die gp120-CD4 Interaktion durch monckionale Anti-
gp120 Antikbrper (MAbs) zu biockleren. |
Methbdén: CD4+ Lymphozyten des peripheren Blules gesunder Voloniaire wurden
nach Ficoll-Hypaque Gradienten Zenfrifugation i.rn_d Markierung mit CD19-FITC (B-
Zellen), .CD16-PE (NK Zellen) und Leu-2a-PE (CDB+ Zellen) in einem FACSﬁr Plus
sortiert, Negativ selektierte CD4+ T Zallen wurden in Abwesenheit oder Gegenwart
der Anti-CD4 MAbs Leu-3a, OKT4a oder 10T4a, oder des humanen MAD F105

- und/oder des Maus MAb 87-135/9 {Niedrig, M. u.a.}_inkubiert. Die rgp120-FITC
‘Bindung an CD4+ Zellen. wurde durch FACScan (BD) Analyse bestimmt,

Ergobnisse: An CD4+ T Zellen gebundenes rgp120-FITC hinderte Leu-3a und
OKT4a. daran zu binden, hingegen wurde dia [0T4a-Bindung weniger
beeintréichligl. Rgp120 hat 2 Hauptkontakistellen fir CD4, die durch Anti«gp1 20

" MAbs blockiert werden konnlen. Im Gegensatz zum MADb F105, von dem bekannt

ist, daB er an eine diskontinuierliche Stefle bindet, der die konstanien Regionen 4
und 5 des viralen gp120 einschlielit, erkannte der MAb 87-135/9 ein gp120 Epitop
in der konstanten Region 1 {C1). 87-135/8 hindette rgp120 daran, an CD4+
Zelien zu binden; diese Aktivitat war dosisabhingig und synerg:shsch ELISA-Tests
zeigten, dat sich die gp120BS von 87135/ auf dem gp120 Peplid .« .-
Hgnnswmas_l.x {Aminostiuren 105117} befindet. 3l_rnVargI_gi_¢_:ﬁ 11 F105 befnt

gp120 CD4BS MAbs oder eines bispezifischen Antikdrpers |
HIVIAIDS Patienten haben, und/oder sine antivirale Behandiung
Medikamenten unterstitzen. :
Korrespondenz an: maranne.kroepelin@krzmail krz.ul

DurchiluBzytometrische Analyse Antikdrper-sezemierender Zellen

R A. Manz! , AThiel! , 5. Miltanyi?2 and A. Radbruch!, Institt fir Genetik,

gniversitﬁt Zu Kéin, 50923 Kdln und Miltenyi Biolec GmbH, 51429 Bergisch
ladbach, '

Plasmazellen sind die Effektorzellon der humoralen Immiunaniwort, Wegen
threr geringen Frequenz und dem weilgehenden Fehlen von
Oberflichenmarkem stammt jedoch der gniBte Teil unseres Wissens Ober
diase Zellen aus Versuchen mit Zeflinien. Wir habsn eine Methoda entwickelt,
um lebande Zellen, die ein bastimmtes Produlkt sezemieren, mit Antikérpem
gegen dieses Produikt zu firben und damit der DurchfiuBzytometrie
zugtingiich zu machen (Manz et. al., PNAS 92, 1921, 1995). Hier beschreiban
wir den’ Nuizen dieser Methode zur isolierung und Analyse von Antikérper-
sozemiorenden Zellen aus Miausen in einer spezifischen Immunantwort
gegen Ovalbumin, I der Milz und im Knochenmark sind weniger als 0.1 %
Ovalbumin spezifische Plasmazellen enthalten. Nach der Anreicherung der

.- Antikorper-sezemierenden - Zellen -wurde ‘der  Phinotyp  der

Ovalbuminspezifischen Plasmazollen im - zeitlichen Verlaul nach einer
immunisierung bestimmt. . :
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~ G.8. Matic, G. Rathe, G. Schritz

Eln verbesserter durchiluzytometrischer Test zur Bestimmung des
Antalis .,_mtil:ullertm_-_" Thrombozyten In Voliblut

tnstiut for Klinische: Chemie undLaboratoriumsmedizin, Klinikum der

" Universitat, _Regensburg

«Retikulierie® Thrombozyten enthaiten typischerweise Reste von Nuklein-
sduren (hauptsachlich' RNA). Es wurde gezeigt, daft retikulierte® Throm-
bozyten die jlingsten zirkulierenden Thrombozylen darstetlen. Zwei Fluo-
reszenzfarbstoffe werden gegenwdrtig in der DurchfiuBzytometrie zur Far-

‘bung von retikulierten® Thrombozyten verwendet: Thiazol Orange und

Auramin Orange fArben neben DNA auch RNA. An Nukleinstkuren gebun-
den vervielfacht sich die Fluoreszenz beider Farhstoffe.

Die Ferbstoffe permeieren inlakie Zelimembranen und unfixierte
Thrombozyten reichem sie kontinuierlich an, Wenn “Thrombozyten vor der
Farbung mit (Para-) Formaldehyd, fixiert werden, kann eine halbwegs
siablle Sattigung nach ein- bis zweistindiger Inkubation emeicht werden,
In bisherigen Verdffentlichungen wird hauptsachlich plffichenreiches
Plasma zyr Messung verwendel. Die-beschrisbenen Methoden varileren
hinsichtlich der Inkubationszeiten, Definftion des Schwalienwertes .zur
Unterscheldung RNA-negativer und positiver Pisttchen, der Verwendung
fixierter oder unfidderter Zelian und der Konzentrstion der Farbstoffe,

Die Verwendung pidtichenreichen Plasmas ist arbeitsaufwendig und
Seleklion. oder Verust von - Subpopulationen. ist  nicht sicher
auszuschiieGen. Die publizierten Inkubationszeiten bewegen sich
zwischen 3 Minulen. bei unfixierten Thrombozyten und 2 Stunden bei
fixierten Zellen. Die kurze Inkubatioszeit erlaubt, wenn manueli gearbeitet
wird, keine zeitgenaue Proberzufuhr, wogegen die lange Inkubationszeit
sehr zeitaufwendig ist. Wir haben eine Methode entwickel, dis
Thrombozyten unfixiert und schnell zu iirben, und die Fairung dann durch
eine Formaldehydfixation zu stabilisieren. Verdinntes Vollblin wurde mit
Thiazol-Orange.und eihem Phycoarythrin-markierien Anft-Thrombozyten-
glykoprotein-Antikdrper inkublert, Die Inkubsatioszeit in Gegenwart von

Thiazol Orange betrug 15 Minuten, Nach der Fixation war die Fluores- _

zenz fir mindestens zwei Stunden stabil.
Mit der Verwendung wvon Vollblut wurden alle Nachteile des
plattchenreichen Plasmas vermieden. Der Schwellenwert konnte unter
Zuhienahme nicht-gefdrbter Proben emmittet  werden, wnd die
Nomalwerte beweglen sich im Bersich zwischen 10 und  15%
Jretikulierter” Thrombozyten. Wenn bel siner Gesamtlberfebenszeit von
10 Tagen eine Oberlobenszait setikullerter Thrombozyten von 1-2 Tagen
Zugrundegelegt wird, sind diese Werte plausibel und ertauben auch dis
Diagnose verminderier ,retikuliertar” Thrombozyten. i

IN VITRO UNTERSUCHUNGEN ZUM LYMPHOZYTEN-HOMING BEl ENTZONDLICHEN
RHEUMATISCHEN ERKRANKUNGEN UNTER VERWENDUNG VON FLUSS-ZYTOMETRIE
UND BILDANALYSE

J. Neumdhier (1), J, Menzel (2), A. Dunky (3) i

(1} Ludwig Boltzmann institut Klir Rheumnatologie and Batnoologie, Wien, (2) Instiiut for
immunologle, Universitit Wien, (3) 5. AbleRung fir inners Medizin, Withelminenspital, Wien,
Cstemsich

Die Pathologie der Arhiills psorisiica (AP) Ist durch VerSinderungen der synovitlon
Mikrovaskuletur -charaiderislart. Bel diessm ProzsS binden Entriledungszelon an
Endotheizelien (EZ) der postkaplilaren Venulen der synovislen Subintima.

Vier Punkie waren filr diess Studle ausschiaggebend: 1. Dia Untersuchung des Phiinotyps der
Lymphozylen (LZ) von AP-Patienten mitlels Flud-Zytometris (FC) wnler besonderer
Berticksichligung von Aklivierungsmarkem und Adhisionsmolekilien, 2. Untersuchungen dber
die Adhiision von LZ von AP-Palienten an fuhende oder-an {mit Thivenbin, IFN-y oder LPS)
aktiviarte Umbilicatvenen-EZ (HUVEC) , wobel das Verhalinis Feulgen-gefarbler adhBrensnder
LZ-Zelikeme zu denea von HUVEC bidanalylisch edfaBl wunts. 3. Die Bestimmung der
Synthess von [L-6 und IL-B In den Obersiinden der cokultivierten Zetlen 24 Sud. nach .dem
Inokulum mittets Immunfuoreszenz und quaniktativ suf "Einzelzelinives® durch FC sowie ln
don Oberstinden der Kukuren mit kommerzislion ELISA-Tests. 4. Dia Frage, ob Zelladhiision
und Zytokinprodwktion durch monokionale Antikarper (MAK) gegenh LZ- oder EZ-spexifische
MAK gehemmi werdan konnen, .

Bei AP-Palionion Umt gegenibsr Kontrolipsrsonen an CD3* LZ eine  erhiibte

‘Oberflichensxpression von CD11a, b und'c und CU44, jedoch sine veningerte

Oherfldchenaxprassion von CO40/CD29, CD48a/CD29 und zeligebundenem Fibronectin (FN)
aut. Dlo AKtivierungsmarker CD25 und HLA-DR waren bei AP-Pationten leichl erhoht. AP-
Patienten zelgton elne aligemeine Ethohung der Zelladhdaion, dia nach IFN-y Stimulation
durch MAK gegen CD11a und CD18 blocklent, durch MAK gegan CDS4 veringert, durch

- Behandiung der HUVEC mit MAK gegen FN, CDE2E und CD106 abae varstirkt war. Bei AP-

Patienten ral infolgo des Zellkontakles zwischen LZ und HUVEG eine hthers IL-6 und IL-8
Produktion auf. Dieser Effekt war zwar auch bol uhenden HUVEC naciwelsber, wurde aber
durch deren Akfivierung vergrtBert. IL-8 wurde hauptsichich von HUVEC aber auch in
geningerer Quaniitit von LZ synthelisient, IL-8 hingegen nur von HUVEC, wobel parallel zur

. Synthese von IL-8 nach Inkubation mit LZ- oder EZ- spezifischon MAK Verinderungen der

Zelladhiision aufiraten. :

Diese Experimento zeigen, daB bet AP-Pallenlen der Haupt-Adhlisionsweg durch die
Interaktion von CO11a/CD18 (aul EZ) mit dem CDS4 (suf LZ) zustandekommt und eine
Synthase proinflammatosischer Zytokine zur Folge hal. Diese Ergebnisse unlerstiizen die
Hypothase, daBl sinige der pathologischen Veriinderungen der synavialen Mikrovaskulstur bei
AP-Pallenten durch Verinderungen der Homing-Prozesse enstehen kdnnlen.
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. ntrazeliular nachwelsen, Die Rezeptorbindungsstellen der. Obar!l
nicht besetzt und die bekannten Zytokinrezeploren sing. nicht:an

§Instﬂut for Genatik, Universnas Kéin, Deutschiand, #Mmenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach Dautschland

Nachweis von IFN-y und IL-10 auf der Oberlliiche sezemierender Zellen

-mittels magnetofluoreszenter - Llposornen' spezilische Oberflichenmarker

far Zytokinproduktlon
A. ScheftoldS, M. Assenmachel'§ J Scnmnz# s Mmanyr# and A, Aadbruch§
-.Ein_wichtiger Teil- der regulatolischen T Zellfunklfonen wird durch spezifische

.Zytokma vermitielt. Trotz der grofien. klinischen Relevanz -der von T Zellen

ausgepragten Zytokinmuster stand-bislang kein Oberflsichenmarker zur Verfiigung, der

-die Identifiziarung von Subpopulationan von Zellen emidglicht, die bestimmte Zytokina

produzieran. Die Varwendung .magnetofluoreszenter Liposomen “machite den

"Nachweis von IFN=y und IL-10 auf der Oberfiache akiivierter, menschlicher und
‘muriner T Zellblasten, sowie menschliichen und murinen Zollinien, die mit der

entsprachenden Zytokin-cDNA transfiziert wurden. mbglich. Die Zytokine werden nur in

sehr geringen Mengen auf der Oberfidche exprimiert und sind mittels konventioneller -

Immunflucreszenz neheozd nicht nachzuweisen. Die Obomachenexpresslon Ist direkt
mit der Produktion/Sekretion der Zylokine korreliert. T Zellen, ‘die aufgrund .ihrar
Obarflachen-IFN-y-Expression aus elner gemischten TH1/Th2 Kultur’ sofiert. wurden,
sazemierten in den 24 Stunden nach Sodierung nahezu das gesainle’ im Uberstand

nachweisbare IFN-y aber nur sehr geringe Mengen IL-4 und IL:5, Zudem 126t sich in

allen Zellen, die positiv auf der Oberflichen sind, das entsprechends Zybokh ‘auch

Verankerung beteiligt.

Immunelogische VerSaderwnges Im Verinuf vou Hers- wad Gefifioperationen bel Kindera: Der
Einfiub der Herz-Lungen-Maschins (HLM)

. Klinik 8 Kinderkardiologic, Herzentrum Lelgig Geubk - Universitltaklinik - Russeasiy, 19, 04275

Kinder, mmmwmmumummmmmmmmmwm
Mww(cmmmmmmmmmmmm
uwlm\fﬂindmmm hﬂm%sﬂhbﬁmw&qwmﬁmw
mvmwmxmmmvmmmmmmwm

: mmmuunmumommmwmmnmmm.mmwm

Blutproben und durchituBzy
mebubmgm&phwcmwmm%ﬁmm&mﬂmmkﬁmﬁwﬁmmum-
schicde in der Populationskinetik vou Granulozytea, Monozyten und Lymphozyten. Gleichfnlls Rhadich
waren die Vertinderuogen der T- und B-Lymphozyten sowie der nacirlichen Killerzellen. Als dewliche
Unterschiedz erwiesen sich aber withrend der HLM-Zels 1. dic massive Zusahme des Anieils naiver im
Verhiltnis zu memory T-Zellen um das 2-3-fache (CD4SRA'ICD4SRO™), 2. der Abfall des Verhiiltnisses
ven Helfer zu zytotoxischen T-Zellen (CD3’4’m38)mmme3 ¢ine Abnshme dey HLA-DR.
E:qummemozﬁmmmmmAbuldmgmdmmmummmmW
pressiven Binflud de HLM hin. Der unmittelbare Einfluf dieser Veriadenagen auf das CLS 6 sich al-
Iudmgsaudeabiﬂmgmbummduduehnblnm
mﬂtmwmmmmﬂmmammmmtpmmnwm
pruppicrt. Postoperative Komplikationen sind wa. Odematisioung und PerikarderguB, Die Kinder mit
Kumpuhnonmlumpmpmvmmcnwos und CD45RA/CB4SRO Varhliimiswerte, Bei lhnen
nabm wibrend der Operation das CD4/CD8 Verhlmia dewtlich sb (p<0,05), whhrend sich des
CDAIRA/CD4SRO Verhilins nick signifikant Kodorie. Dagegen nahm dicser Wert bei der Komplika-
tionaGieien Gruppe zu (p<0,005) und war das CDM/CDS Verhhlds nichd signifikemt verindert, Die
bisherigen Ergebnisse deuten auf prioperative immunologische Unterschiede zwischen beiden Gruppen
hin und aind mbglicherweise ala p ische P von Bed

(-3 24
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" fabren ncben der Feststeliung homo- oder h phil Interaktion anch sine Absch

. Nilhtre U hong der Bindung

Durchflubzytotmetrische Mersung von rro'tu-wmm., miz
Muoreszierenden Miaropartikeln

3

) ;
ok A, Nithretben

. Hcnherg Rathien F*
) "Klinik fir K iologie, Herzzentnm Leipzig GmbH - UsiiversitikTinik ~ Russenstr. 19, 04275
Leipzig, ? Max-Delbriick-Zentrum fir Molekulare Medizin, Berfin-Buch

Nevronale AdhEsionsmolekiie, die wilrend der Embryomalentwicklung exprimiert werden sind es-
senticl! fir die korveke Wegfindung des Axons 2 ihrem Zielorgan und fik nevronale Venchaltmg, Die
Kmmisduwmlvﬁrkmdicuruddﬂ!emwmmdnvm:ihraﬁmhim&nomp

" bsmug, Adlﬂdmmnolddﬂe_ kdnnen kdanen 1, mit sich selber {homophil) oder 2, mit anderen Molektilen

W)wmmmtmmmmwmmucmmm

Wir haben fir dic Besti g der Wechselwirkung sin einfach und mverilssiges Verfahren any
mm,mnmmmmmdm)mmwmmv«-
. g der
Bindungrstirke zwischen den Moleklilen, Mit Hilfe von Arﬂkﬁrpuummbmnlmndumemle oder
mit m&l@ﬁpwmmrummmwm der Dindugsbereiche erfol-
g : :

ammmmmemmmmmwmm.mrmrma
aus Hithnerhim suf ihre: Adhisionseipenschafers ttersochi, [meruna finithtspeeeinigete Molekille warden

; mﬂm&mﬂmﬁa(&mmwwemm;wmm

CV der Fluoreszenz < 3%). kavatent brw, nichi-kovalent pekoppelt, Fir die Untersuctrng der heterg-
philea Interaktion worden verschiedene Molekile jeweils an* Beads mit vaterschisdlicher Fuoreszen.
Zfurbe (blau, rot oder grtin) gekoppett, Die Mesnmge exfolgten am Durchfluizytometer (EPICS ELITE,
Zellsstter; FACScalibur, Durchfiufizytometer). Aus den gemeszenen Partikelzablen warde dic ent-
MMMMAWMWMMMWWMMMe

- die mittlere Aggrogatgroie besimmt,

Homophile Inieraktion wurde u.a, bei NgCAM, NCAM und NrCAM gefinden, wobei die Aggregmtion

© NgCAMSNICAM>NCAM war (Newron, 11 1113, 1993). Heteropiile knteraktion konnte in den fol-

ek Kombinatlonen festpestetit werden: NiCAMIFL1, Tenascin-RAFH (Newron 10: T11,1993). Die
von Tenascin-R mit F11 it Fragmenten von Tonascin-R er-

g-b.MdleJ.uBFihmﬂﬂanmnhmduMoleknls m-dlemmmmumucm
Biol, 130:473, 1995), Dhmmaumenwmmnmwmmm Zellkultur.
mmm.UmUnmmﬁmMﬂammmMmﬁ
mwmmmmmmmwmvmumm
tizmung von Proteininteraktionen a1, '

-

Dnuh!hhtmm ‘ be  Charakterblerwng IIII.IH‘ ; TrophobiastzeHen
 nack Inglation awe frischom Plazentagewshe . - -

Thicme B., Koop F, Harbeck N., Kolben M., » Ugele B., Sclmeidec KTM., Graell H,

-ynd Schumitt M. Fravicukdinik der Tochtiachen, Universitit Mitnchen, 1. Fratandinik

Protoolyscfakloen 2.8 uPAUPAR, MMP ind docen Intibitorsn spicien bei dec phisio-

togschen wid der pathologischen Trophobladtzeliinvasion in dic Uteruswsnd eine

wichiige Rollec Zial of al(|992): Kolben ot L{I984); Libwack ot aL{1994}; Crpss et ol, Science

(1550 Erasexiclings i3 cx moglch, Trophotimtzeilon der Plazetts zu ecliesen, auf Eis- ,

asizclcbeny durchilubizytometrisch s untersuchea und 50 Erccnptuisue tber Protoolyse- *
: Mw&mwmumwvmmﬁowm ,
" zu verschidénen Scliwangerschafivzeitpunkion und bei Schwangeeschafien mit patholo-

gischer Trophoblastzellinvasion 2u pewinnex ? Meshodt: Frisches Plaeqagravebe wurde
unmiticlbar mach der Geburt pripariens und mit Scheren zedleinert, die Zellverbiinde.

- enzymasinch (DMase und Trypein) aufgelost und die' esulierende Zellsuspension Uber
" cinen Percollgradienten getrentit (modifiziest nach Kiiaws 1956). Dic dic Trophoblastzelicn

suthaltenden Zell-Bandico wurden abgenoomen, die Zellen mehisfach gewaschen und mit

1% Paraformaldebyyd fixicet, Nach der Resktion mit verschiddence Astikieporn whrden

ie (urchfiufizytometrisch (FACSCalibue, Becton Dickinson, Heidelbetg) gemessen.
nwmmwmwwmmmmw
dac, Hambug), BHCO sod bPL. (Dako; Hamburg). Die weaigen, dio Trophoblasizcil-,

population venuareinigendta Zellen wiszden mit Antikliepem gégien CD3, CD1S (Dako); .

C€D45 (Galtag, San Franzisko) und cineqs’ Fibmbiasien-Antkivper (Sigma, Munchen)

identfiziert. Mehufarben-Flucretzenz: Measungen besiftigien, daB Trophoblsstzellen id.
: mmvdﬂu”%mme,Hw-mmw -
. Tpolieste mufixierte Trophoblastzellon kiopen bis zor ‘Aushildung -von Synzytien in

Kyzsitindtur von 2 bis 3 Tagen genomeoen wesden, dantit Qberflichenantigene, dic bei

’ - . ] o, . L -
" dor Trypeinbehandiong zersiee werdon, wicdés wuf der Zellobeifliche crochine
, ‘kaWWMW“UW” 7
 frioch isoliarten oder kultiviertpn Tropboblastzelien sl Eiszebreliebon, mitisls Dusche

flufeytouetrie. Zim Zeit werden Trophoblastaellen sus lepcwehg mormaler
Schwangenichalten des 1. Schwangerchafiadrificls upd zum Geburwternin upd sus

Plazentagewebe von Schwsngemchafien mit Stwung., der ‘Trophoblasinvasion

miteipander verglichen, und auf ilren Gehalt an Protoolysefakioren untcrsucht, Dics soll

. duz britragen, ein tiefores Veistiindals der grundiegeoden Vorginge béi physiologischer

and pothologischer Trophoblastzelinvasion zu gewinncn. )




‘Motekulare Chnnktorlllnﬁmg von - Plittchenfunktionsstdrungen am

Belsplel sines Patlenton mit verminderter Expression von CD38 auf

. Thrombozyten und ‘erhShter Glykoprotein 1b-1X Expression.
A Zwick,.E. Ors6, ). Stohr, E. Alzner, S, Barlage, W. Drobnik, G. Rothe, C.

Aslanidis and G. Schmilz _ ‘
institut f0r_Kiinische Chemle ‘and Laborstoriumsmedicin, Kiinfkum der

Universitat Regensburg,

D-93042 Regensburg -

Hereditars Throfhboiyiqpaﬁ;ien' wie z. 8. das Bernard-Soislier-Syndrom oder
die Glarmnann#hrombasthbnia sind hiufige Ursachen hamorrhagischer
Diathesen.. Eine fehlende “Glykoprotein-Expression, die. Expression eines

funktionell-defekien Glykoproteins und ein funkiionsller Defokt des Liganden

sind_ verschiedans. Erscheinungsformen dieser.-Erkrankungen. - Aus. diesen
Granden - erfalit die durchfluxytometrische Analyse ' der konstitutiven

- Expression von Glykoproleinen (Gplb, lib/llla) nur einen Teil diaser Defalde,

Eina wesentliche Verbessefung stellt hier die funktionella Anglyse von
Thrombozyten dber  die Verfinderung der Expressionsdichlen von
Glykoprateinen sowie die Bindung der endogenen Ligandan Fibrinogen und
vor-Willsbrand-Faktor nach in vitro Stimulation von Voliblut z, B. mit ADP oder
einem Thrombin-Rezeptor spazifischen Peplid (TRAP-6) dar. Dar kirzlich
wonig auffallige durchflufizytometrische Untersuchungsbefund eines Patienten

-mit ‘manifester. hamorrhagischor Diathess zéigte jedoch, daB auch das

optimierie Testsystem Defekie der hamestatischen Funktion von Thrombazyten
nur inkomplett erfagt. - - Lo e

Der von uns betreute Patient zeigt inisch eina jabsnslang bestehende milde
hémorrhagische Diathess,  ‘die  mit einer veriangerton = Biutungszaeit,
Thrombozytopenie, isicht. vergroRartem mittleren Plattchervolumen und einer

- gestortan  Thrombozylenaggregation nach Zugabe von Kollagen einhergeht.
Bei.den 0blicheén gerinnungsphysiologischen Untersuchungen zeigten sich

keine signifikanten Unterschiade zu Kontrollpatianten, :

" 'Die erweailerien durchfiufizylomstrischen Analysen erbrachion eine stark
- varmindarie - {20%) BExpression. . von CD36.  (GpV), - dem
. Thrombospondinrezeptor, auf Thrombazyten imd Monozyten in Kombination

‘mit erhdtiter Expression von GpiX und Gpib, als Teil des vWF-Rezepiors.
im Rahmen der weiteren Charakierisienung dieser gostdrien  Glykoprotain-

~Expression . mittels - molekularblologischer Methoden konnte : die Existenz
- mulfipler CD36 mRNA- Spfice Varianten zusatziich zur normaten CD35 Form

nachgawiessn werden. ) . )

SchiuBlolgernd ergibt sich -aus diesen Analysen, daf ‘eine’ veréndorie
Oberflachenexpression von -Giykoproteinen nicht nur  auf genatische
Mutationen sondem auch auf gestorta MRNA-Reifung zurickzufOhren sein
kann bleiben, Zum zweiten werden bei der ausschiisflichen Betrachtung der

" Thrombozytenaggregation bezGglich Fibrinogenbindung wichtige endotheliaie

Adhasionsprozesss z.8. xwischen CD36 und Kollagen nicht erfaBt, . ..

S1
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v S _
Morphometric an of OR -protein, '
evahxtion I :'Ym IogyASN proteins for cell doubling time
Maxsimo Derengint -

celi prolifecation); 2) the DT o growing

{ pro| . ofﬂhummehom.mm 3 in rde mice was
dsniﬂmﬂymhmdmhu\gNORm:in quantity (r=0.963; p<0.001); and 3} the DT of 12
hmhm)hdnucimmmdﬂamedbymmrhgmwlmvﬁiﬁmw
aﬁn;dperiqdofﬂmeby':w time" s iverscly related to the AGNOR
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mmmmmmmﬁ together with the well-
mwmmmmmwmmhmwotm. .

Digitate Finoreszenzmikroskopie: Konventionell und Konfokal

Peter 1.S. Hutzler, GSF - Forschingszentrum, Oberschleifheios

Zur quantitativen Erfassung von Eluoreszenzbilddaten sichen grundsitzlich zwei Verfahren
zur Wahl, wobei die Entscheidung wesentlich vom mikroskopischen Priparar, inshesondere

Ist ein Prifpamat 50 ditnn, daB mit dem gewihiten Objektiv ale wesentlichen Informationen
Bleichzeitig scharf dargestellt werden kinnen, dann ist die koaventionelle ~ : - -
Fluoreszenymikroskopie mit integricrender, evil. gekihticr CCD-Kainera zur Bilderfassung
vorteithaft. Der Einsatz einer solohicn Kamera hoher Empfindlichkeit mit geringem Rauschen
erlaubt selbst die Erfassung schr lichtschwacher Signate, die durch das Okular fir das Auge

- kaum mehr wahmehmbar sind, Bej Verwendung einer monochromen Kamera mit
Empfindlichkeit von UV bis Infrarot ist dic Anzahi des trennbaren Fluoreszeazkangle npur
noch ¢in Problem der Fluorochrome und der Anregungs- / Emissionsfiltersitzs,

An dicken Prifparaten, bei denen die relevanicn Informationen nicht mit ciner
Fokuseinstellung scharf abgebildet werden ktnoca, zeigt die konfokale Laser Scanning
Mikroskopic ihre Stirke, Die konfokale Filterung untendritckt Hintergrundlicht von “out of
Facus® Ebenen und erlaubt somit eine sequentielle Erfassung von Priparatebenen
unterschicdlicher Tiefe als ‘optische Schnittbilder. Aus ciner Sequenz solcher optischer
Schnittbilder lassen sich Bilder erweiterter optischer Tiefenschiirfe errechnen, aber auch
Stereobildpasre zur riumlichen Priisentation, sowie Sequenzen von Richungsprojektionen zur
vaumlichen Animation mikroskopischer Objcktc. '

Die Vor- und Nachicile der beiden Verfahren zur digitalen Fluoreszenzmikyoskopie werden
an biomedizinischen Beispielen eritutert, - . _
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Mikroskopiesteverung, Bildaufnahme und -visualisierung per Netzwerk
zur "online” Telemikrgskopic itber wejle Distanzen '

Matthias Nagorni, Joachim Brad!, B:ernhaid Schneider, Michael Hausmann, -

Christoph Cremer

_ Institut fiir Angewandte Physik, Uni\;etiqtit Heidelberg, Albert-Ubeile-Ste, 35,

D-69120 Heideiberg )
Die Bildaufnahme mit digitalen CCD-Kameras, die Langzeitintegration ermaglichen

‘(Fa. Kappa, Gleichen, Germany), wurde unter dem-Betriebssystgm Linux fir PC’s fiie

die 3D-Aufnahme von Zellkernen und. die 2D-Aufrahme von Metaphaseplatten in der
Fluoreszenzmikroskopie realisiert. Da die Kamera direkt das analoge Bildsignal digita-
lisiert, ist kein Framegrabber mehr notwendig. Die Bilddaten werden mit einer ISA-Bus

- 'Karte transferiert und unter X-Windows dargestellt, Mit der bisher entwickelten Soft-

ware kénnen Bilder visualisiert, analysiert und auf Festplatte gespeichert werden, Alle
notwenidigen Programme zur Initialisierung und Bedienung der Kamera existieren als
Einzelroutinen. Damit kann die Automatisierung aur Aufnahme ganzer Bildsequen-
zen leicht erreicht werden, beispielsweize: durch ein "Unix Shell Script”. 'Durch das
X-Windows System kinnen einzelne Bilder auch auf anderen Workatations innerhalb

 cines Netzwerkes dargestelit werden, die dieselbe graphische Darstellung nutzen. Dies

wurde via Internct getestet. Als Beispiel fiir die Telemikroskopie Gber weite Entfernun-

gen diente die Strecke Braunschweig-Heidelberg. Andere Méglichkeiten Tiegen in der.

Verwendung von ISDN cder einem Modem mit z.B. einem PPE-Protokol. Damit wird
3 miglich, die gesamte Bildaulnahme von einer entfernten Workstation durchzufiihren,

. sofern - wie bei dem hier genutzten Aufbau - das Mikroskop iiber den Bildaufnabme

Computer gesteuert wird. Dies diirfte beispielsweise bei den neven Geriten von Zeiss
(Axiophot) oder Leica (DM RB) méglich scin:

Axialtomographische Mi bochaufliisenden der
. ikroskopie yur Analyse der Interphase-

B.Rinke!, P.Edelmann', JBrad'; A Esa', B.Schacider', M Hausmann’, C.Cremer'?
Institut flr Angewandte Physik, Universitit Heidelberg

* Interdisziplinires Zentram filr Wissenschaftliches Rechacn (IWR), Universitit
Heidelberg -

Hochaulldsendo mikroskopische Verfabuen in Verbindumg mit digitaler Bildanalyss werden es ermiigli-

MHWMMNMEWWIMMMWW&WQG:M_W«!M

derea rlumlicher Anoeduung zu and DNA-Abechaitien In einem Chromosomeaterritrivm oder reta-

' uvmmmmmwmmwmmmmwandm.mnm

Ficlics Problem der koaveationelicn und konfoksicn Fluoreazenzmikoskopie ist das richtungsabbngigs
Auflisungavernisgen, So ist die Aulteuny in Richung des optischen Achse om einen Fakior 2 schlcchier
als die Interslo Aufldsung in des Fokalcbens,

In ciner realittsnsben Anordnung konato die Aufitetng; vo mit FITC markicrten Sigoalen in mit Propi-
diumjodid gegengeflicbien Lymphozytenzellkeraca suf 430 om Iaicral uad B60 nm axial sbgeschitzt wee-
MIZI.DanszMWWMWMmMMﬂMM
mMmunhMAmdhthsmmﬂmmﬁcnm
chenden Objekte drebbar zu lagern, um durch mindesteas zwei Tucinander senkrechic Aufnakimen die
ﬁmmzmnumgmkmm[3}.hdmmnmwdmdu0bjemmmu
Olustuser gebrachs (4] Anhand von flucrestiercnden Latcxbeads wird aufgezeigt, daB selbat filr relativ
cinfache Objekts cine physikalischo Drchung in die optimwle Aufeabamelags von groBem Nutzea ist. Die
3,15 Mikrometer groficn Beads wutden aach Adsorption auf ciner Borosilikaiglasfaser ijn einem 9:1 Gly-
zerin-Wasser-Gemisch tingebolict, Weiterhin wurdo vin Standarddockglas mit ca. 160 jua Dicks verwen-
des. Eu ist gelungea, von ciner auffilligen Koaformation dreier Beads, um Joweils 90 Grad gedrebie, voll-
stindigs koafokale Schnittbildserien zu ersiclien. In Fwei Positionea waren somil zwei Beads dichi ualee-
cinander, wihrend diess in der O-Gradposition nebeocinader zu liegen kmon ud exst 5o petrennt wahr-
nehmbar sind, Hitte man keine Drchoption zus Verfigung gehab, so wiren sclbst antand der konfokalen
DaunnurzweiObjehnammniﬂmhnmsmnﬁuupmmwmmmrkm
wemmkmwmmﬂmmmmm

- Inkespbasczellkem [5).

wadkMpﬁqndcr_mmehvuﬂcMmgmdsmm4Dhmdhﬁmﬂhigtﬁtdu
Milroaxialtomographie (MAT) suf dem Ocbic) der kenfokalen Laseriluoreszenzmikeoskopic demanstrien

- werden. Von entscheidender Bedeuiung bei der quantiiativen Beurteilusg von dichs belcinander ficge

fluoresziertnden Gebicten ist dic Muglichieit, den griBien Abstand i projizizrten Epifl nzlich
bitd durch Drebung mit MAT cinzustellen. Der Fehler der Abstandshestimmiung wird somit miniriect,

{1] T.Cremer etat., Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol, LVITE (1993) 777-792

[2] B.-Rinke ct o, 1 Microscopy & FI Probes, ¢d. J.Slavik, Plenotn Press
S (1996) 168-1T3 L : A

[3) J.Brad! etuk, I. Miceosc. 176 (1994) 211-221

{4} JBrad) ¢1 L, Proc. SPIR 2628 (1995) 140-146

[5] BRinke et al., Bicimaging 3 (1995) [-1}
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- sprechenden Punkilichtquellen zugeordneten Blendenoffinngen beobachtet. .

EiN NEVES PRINZIP DER KONFOKALEN MIKROSKOPIE:
STRAHLENGANGSTABILE LASER-SCANNING MIKROSKOPIE

VON STELDERN DU ¥, MILIGEV M o ’ )

' BroTECIINGLOGTE CONSULYING, D-69181 LEMEN: * MG MicROSCOFE GMBH , D-69245 BAMMENTAL

-Die Prinzipien der konfokalen Mikroskopie beinhalten nach dem Stand der Technik ein

sukzessives Abtastverfahren der Probe, bei dem der Probentriger suf einem Kreuztisch in
X, Yund Z- Achse vecfahten wird; oder der fokussierte Beleuchtungsstraht die Y- und ¥-
Achse abtastet, eine Hohenverinderung der Schiffeehene wiederum durch den Proben-
trager bewerkstelligt wird (Abb. 1'bzw. Abb. 2). Die Rekonstruktion von 2-D oder 3-D

* - Abbildungen muB aus den gespeicherten Daten der Einzelpunktmessungen erfolgen und

benotigt zor Betrachiung ein zusttzliches bildgebendes Medium, :
Hier wird nun ein konfokales Abtastverfahren vorgestelit (Prinzip siche Abb. 3), das auf
ciner Patentmeldung aus dem Jahre 1991 basiert {Patent esteilt; DE 41 13 297) und bei

- dem das Objekt sowie similiche optischen Elemente im Strahlengang rwischen Objekt

-und einer Punktlichtquellen-Matrix sowie der Detektor-Matrix in ihrer Anordnung zucin-
ander festgehalten werden. Das Objekt wird durch Anstenerung der einzelnen Punkilicht-
quellen sukzessiv ausgeleuchtet und durch die Detektor-Matrix mit jeweils den .cent-

. - Prinzipleller Gerktevergleich
. )

L
“ .
-

PO S,

Xi-Gcanner

i

YU S I Abb2 Abb.3

Aus dieser gegebenen Anordmung resultieren die folgenden Vorteite gegentiber dem Stand

der Technik:

" e “Die primiire Erzeugung von zweidimensionalen konfokalen Bildern ist ohne jegliche

- elektronische Nachbearbeitung realisierbar (die elektrononische Bilderstelumg ist
- zustzlich maglich). Diese Bilder sind also direkt/indirekt physiclogisch wahmehmbar
und kénnen auch z.B. fotografiert werden, )
¢ Absolute Reproduzierbarkeit der Koordinaten innerhalb einer Ebene. Die Erstellung
priiziser Abbildungen-in weitaus griiBerer Geschwindighkeit eréiffnet die Moglichkeit,
dynemische Vorgfinge in der Zelle besser zu verfolgen. :

"+ Erstmalige Mbglichkeit 2ur Erzeugung von konfokalen 2-I» Bildem auch in Durch-

lichténordnung. Einé weitere Konscquenz des neusn Systems ist-ex-auch, dal sich die
‘Erzeuguig von Durchlichtbildern mech bei kiassischen Scanitern mit Hilfs des neuen
Systems nachrlisten 188t (Durchlichtoption). © T

Mikroorganismen
und

"B ioprozef3 technik
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Flow Cytomwirie mit Phenol ablisuenden Bakterlen nach in situ
WNWMDAH-FIIWN

_.c. HERRMANN

mwmrmnmmmmm
wao.mummw 15, 14318 Loiguig

mmmummw 2eichnen sich durch e Polenz zum
MMMMWWKMMMMM)MM

smmwammmﬁmﬁmwmmmnm

Fhuorochvorierung it der Fiow-Cylomefris untersucit

Fumnmwmwmmmmmmmm
20 Nukleotiden) aingecatzt, dle sn die komplementiren Sequenzon auf der 165 NS bzw. der
235 1RNS binden. Ene Evbakieriensorade, Zwel gruppenspezifochs Sonden, eine gerse-
maﬂmm“mmmmmwmmmmm wd

) mmmmmm:nmmmmm )
_mmmmmmmmmmmprwmm

Expanentiol wacheanden: Stadien ein defokliertares Signal, Durch elne Signatveretiring
mmwmamm.mmmmm;
delokberbar,

Beide Baktorionclimme konnlen Im . Fluoreszenzmiroskop duch  Sonden, dis M
enterschiodichen Farbekofle marerls warsn {CY3 und Fhuoresoein), ciferonziert worden, In
mmmmwmmmmmmm
unlorsohieciche  Signale hach DAPLFlbung psvennt werden. Boi TransientStals-

- Kolfvierungen von Achebobacte . 2sigte sich eine inoers Komalaton von Wacheiumersle _

(0,05 1r' - 0,3 Iv*) und rRNA-Gehalt, Zoklen von Alcalganes evtzphus JMP134 wurden fiach
Phenot- und - 2,4-Dichiorphenciyacelst-Stred -in Hutrietaf Kultivieringen  undersuchi. Mt

mxmmmmmmmwmnmsm )

i WMMWF&MM‘MW

Mw mmwmrmu.msum .' . L

nmwmmawmmnw' o
technischen Prozessen unkeriucit werden. Man échill inforrmationen vor dew einzsingn Zellen ©

. mmnmummmmm
© und-Johwitsstofien als much Gbor das Sireclichiveialten bel verschisdénen Sisiidnkel.
Dabel untaractisidet sich das Streubchvarhalts von Zakon, dis ehea die GroSe von Bakission

ma_zmdmnnmaunmgmm-ummomm

ummmmmmmmammowm-

" Ow) ot e Strwokchiinbensial i ake Ricungensbes gioch (Raylekgh-Sirewr), Bel rieren
‘ Mmmm-mmmwummhvmuu

m*mummmmmmum

mmmm&mm wmmmmmmmv_ '

1mmmzn.mmammmmmmm
mwmmm&mmmwwm-m

. - Kralsscheibe. -

mmmmmmmuwmum
mmmmmuﬁmmwmmmmm

* chungsindex dar Zellen, der ua. such von der Vorbshandiing.der Zolles (Fberung) ablilingl,
) wmmwmwummmmm oin
- tast nosrer Zusammenhang Zwischen Zelgrite und Biredlichintenstt bestont (Streuwinksl -

mmmmmmdﬂmmm
mmv-mmnmmmmma_a mrmwzm)mmmm.
mmdnmmzmmmhwwmrmmm
mmmmmmmuummmmmm :
mmmmmummwmmmmwmm%m;
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Bastimmung wurde sbenfalls  durchgefoht,  Boi
'mmmmmmmm-wbmnnVugMN&cm)mmEmm
* [ emmiintor GC-Gehalt (3.8 +/- 0,2) %) ' ' :

Mikroorganismen in Fruchtsaft-Honzentraten

M. Moastafu, . Wartenberg snd W. Sachxse
-AG Zytogenciik- Uni. Mainz

VDi.a mmm Fa_fle von verdorbenen Fruchtsatten, basmdus im Sommer, beruhen meistens auf

Kontamination mit sdure- und hitzestabilon Mikrgorganismen, Die Ausgangsprodukle slammen
Gberwiegend sowohl Bus ost- und sodeuropdischen ois auch aus afrikenischen und

lateinamerikanischen. Die Vorbereftung solcher Safte ist mit Erhitzung verbunden, Dennoch -

kénnen gewisse Mikroorganismen, besonders die Sporenbildenden, die hoho Temperatur
mmm&smusmmmmmM|mfahmmMmmdm
Zalien, : . . :
Aus Fruchtsaft-Korzentraten ' Herkunft (S0d-N

T emiedrigte Wachstumorate bei 365°C

3 gehommte atkoholische Gorung (0,3 Viois)

0 gestoigrts Micheaure-Ganng (0,75- 0,62 ph)

) emonte Ot -Séuro- Konzenirationaverschisbung.

" Hilte von Fluoreszenztarbatoften und der Zytometie. Aufgrund der Viorteils Giésss
' Verfshrens gegendber. wachsiumsabhangigen Mathoden. woliten wir soine

Wachstumsvarhaitens halien wir Flucreszenzfarbsiofie zur Messung der
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Keimung und w.éhuum von Sporen charakterislert mit Hilte von
Flucreszenzlarbstoffen und der Durchiluzytomatris

G. Nebe-von Caron* und WA Anderson, Unllaver. Research, Colworth
Laboratory, Shambrook, Beds., MK44 1L.Q United Kingdom

Seit mahveran Jahren studisren wir tie Vitalitét vegetativer Baktarien mit

Anwandbarkeit zur Analyse von Sporen untersuchen, Zur Chavekterisierung ihres

Membranintegritat und des Membranpotentials varwendal,

Dieim Phasenkonirast sichibare Andenung van hel zu dunkel korrelierte fi
der Aufnahme von Ethidiumbromid als Supravitalfirbung. Der Wechsal von der
Spore zur vegatativen Zelle war von einer Erhdhung der DNA-Firbung begluitet,
gefoigl von der Polarisierung dargestelit durch den Ausschiuft von Bis-Oxonol.
Penmeabilisierie Sporen zeiglen auch dia Aufnahme von Propidiumjodid, aber
orst nach der rehydrisrung der Zelfe.
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Bsurtellung  der Vlnlltlt_iindlin von Bakterien mit Wife der
Durchflukzytometrie und der Einzsizellsortierung.

G. Nebe-von Caron®, P. Stephens und R.A Badiay

Unilever Research, Colworth Laboratory, Shambrook, Buds., MK44 1LQ, UK

Aufgrund der Anwendung von Fluoreszenzfarbstoffen im Bereich der
Zytometrie hat sich die schnelfe ‘Deleklion und VilatitAtsbestimmung von
Bakterien in fetzier Zeit orheblich verbessert. Wir haben kirziich beschrieben,
dalt vier Vitalitdssiufen unterschieden werden kannen: 1. Reprdddkuon oder
Wachsium, 2. Melabolische Aktivilat, 3. 'Ihlegr!tli und 4. Permeabilisation der
Zelle. Bisher durchgefihrie Sorllersxperimente haben gezeigt das nichi alle

- intakten Ze%ien direkt anwachsen, dal aber Zellen die keine metabolische
~ Aktivitat aulwaisen, kuitivierbar sein kénnan. Um die Inlerferenzen durch akiive

Fnrbaussdﬂeuisung sowie die Abwesenheil metabolischer Signale wie

: Enzymaktivilétodo:MdmbmnpolénuﬂausgohungomZellenzuumgehon.wurdo

sine” Farbetechnilc mit' drel Farbstaffen sntwickelt, die diesen Problamen

‘Rechnung tragl, Sie erlaubl eins weiterfohrende Charaktarisiarung der intakten

Zellan durch: akliven Ausschiufl von EthidSumbromid (EB) (metabolisch aktive
Zelian), Aufnahme von EB. aber Ausschiufi von Bis-Oxonol (BOX) (nicht
pumpende aber polarisierte Zellen), sowle dia Aufnashme beider Ferbsioffe
{depolarisiarte Zollen). Permeabilisierie Zellen wurden durch die Aufnshme von
Propidiumjodid (Pl Identifiziert. Die Fabetechnik wurde mit Hilfa einos

alokironisch programmierbaran individuellen Zetisorlierers (EPICS Elite) und

ausgehungertar Salmonelis typhimurium Zellen validiert. Einzeine Zoﬁon Bus den
verschiadenen Gruppen wurden dirskt auf Agarplatien sortert

Farbung Zellzustand Wachstum
'EB-; BOX-; PI- aktiv pumpend B1%

EB+; BOX- PI- nicht pumpend B85%

EB+ BOX+: P-  depolarisiert 35%

EB+;, BOX+, P+ permsabilisisrt ‘0%

E8-; BOX+; PI- ‘Ghosts’' 0%

Die meistanmetabolisch akliven und inaktivan Zellen, sowie ein signifikenter

_ Anteil der depolarisiesten Zellen wuchsen auf den Agarplatien an. Dies zeigl, dat

dievon verschiedenan Autoren vorgeschiagens Massung der Depolarization zwar
sin empfindlicher Indikator fir die Schadigunp von Zellen ist, nicht aber den

- Zalitod anzeigl.

Durchl'luhytomoﬁu_:ho Rainigung von Mesophyll- und Leithlndelschel-
don-Chloroplasten aus varschisdenen Pflanzen mit C,-Photosynthese

E..Pindel'* und A. Meistar’,

Minstitut for Pflanzengenatk und KulurpRanzenforschung, Comensstr, 3,

D-06486 Gatersieben.
“Universitat Leipzig, Inetitut fur Botanik, Johannisallee 21, D-04103 Leipzig

Wnbeﬁdttetenheinervmh&fgehanﬂenﬁrbeﬁﬂberaimmuemthodezur
durchfiufizytometrischen Gewinnung von reinen Mesophyll- {MES) und. Leit-
blindeischeiden- (BS) Chioroplasten aus der C At Mais (Plindel und Meister
(1986) Cytomelry 23, 97-105). Die Methode basiert auf der Datektion der Chio-
Tophyll-Autofiuoreszenz zweler spekiraler Emissionsbereiche. Im vorliegenden
Beitrag wird diese Methodik auf 15 Pflanzenarten mit CPhotosynthese ausge-
dehnt (Pfinded ot of. (1996) Plant Physiol., im Druck). Die Arten reprasentieren
2 biochemisch untemduedhd'ne Typen der C..-Photosynmese den NADP-
Malat- -Enzym- und den NAD-Malal-Enzym-Typus In den beiden biochamischen
Typen unterscheiden sich die Fluoreszenz-Eigenschatten von MES- relativ 2y

"BS-Chloroplasten, Durch die Kombination unserer durchﬂUEzytometnsdmn
. Analysa und konvanboneller Techniken zur Anreicherung van MES- und BS-

Chioraplasten wurden bestinume Muster von Partikel-Populationen erhalten,
die zur Identrﬁzlerung des biochemischen Typs der C.-Phoinsynmese herange-

~ Zogen werden kénnen. Weiterhin konnten mit Hiffe der Durchﬂul!\zytomtna

deutiiche Unterschiede der Fluoteszenz-Charakterislika innethalb der beide C,-
Typén nachgewieson werden Disse Befunde wurden durch Fluoreszenzspek-

- troskopie bestitigt und zelgen. -daB innerhalb eines C,-Typs unterschiedliche

Membranzusammensetzungen in MES- und in BS-Chloropiasten bestehen,
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| Drei-Laser-DurchfluBzytometrie zur gleichzeitigen Messung
-von Photosynthesepigmenten und Proteingehalt von
" Phytoplanktonpepulationen in Seen und Flissen

Schafer, H'?: Bruckmeyer, B."*; Sreinberg, C.? and Beisker, W.!
(1):  GSF - Durchflupzytometrie .

Ingolsiadier Landsir 1, D-85764 Neuherberg, Germany
(2} Institut fiir Gewdlsserokologie vind Binnenfischerei
' Muggelseedamm 5!0._D-!2587 Berlin, Germany .
Mit einem kolﬁmeuio;llm FACSt™ hsben wir e¢in Verfahren zur gleichzeitigen
Mersung von Chlorephyligehalt, Chlorophylipigmentgnippen und Proteingchalt von
‘Phytoplankionpopulationen mit einem - Drei-Laser-Aufban  sntwickeht, Chlorophyll
‘Pigmentgruppen kdnnen durch Anregung bei 632nm und $28nm quantifiziert werden.
AlsdrineWeIIungediult&nﬂanl.uerMNregmgvonmC zur gleichzeitigen
Proteingchalisbestimmung der Algen: Als Triggerpsrameter haben wir Chlorophyil bzw,
Phycocyanin benutzt, angeregt mit eincm 50 mW HeNo Laser bei 632nm. Koflinear mit
diesem Strahl qneseln wir .einen' 488m Asgonlaser mit 15mW Leistung ein zur
Anregung von FITC. Dio Analyse der akzesworischen Pigmente erfolgt durch den

' Vuﬂddldaﬁmmhmnﬂﬂmﬁldaﬁwmumm

durch cinen dritten Laser bei 528nm (Argon-lonen Laser mit 100-200mW - Leistung,
hiermit kann such Phycocrythrin gemessen werden). Um den Aufbau zu erleichtem,
werden mit Hilfé eines Dove-Prismas die Strahlen der 488 und 632am Laser mit desen
des 528nm Lasers, der cigentlich als erster Laser cingebaut ist, vertauscht, Somit werden
ie 632 und 488nm Laser sls erste Laser und der 528nm Laser als zweiter Laser passiert.

- “Wegen der nur 15mW des 488nm Lasers im Verhltnis zo den 50 mW des 632nm Lasers
. crgeben sich keine Storungen bei der Messung der Pigmentgruppen. Verschiedeno
. Planktonpopulationen wie Distomeen, Chrysophyceen und Dinoflagellaten (mit
- Corotinciden) konnen von Chiorophyceen und Euglenophyoeen cbenso” wie von

.- phycoerythrinhaltigen Cyanophyceen und Ciyplophyoeen unterachicden werden.

hmﬂﬁdnzﬁgmwhﬂsmwvmmmm
Phytoplanktonpopulationenn  von ~ der  Womitz und  von  seuren
Braunkohletagebauresiseen, Diese Daten zeigen die Anwendbarkeit der beschiiebenen
halbtaxonomischen Miethode in Lisnnologie und squatischee Okotoxikologie.
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Nicht-invasive Bioprozessanalytik: Populationsdynamik

Bernhard Sonnleitner
Institut f Biotechnologie, ETH Zilrich

Mikrobielte l’opulaﬁﬁuen werden vielfach statistisch-gleich verteilt, also

_micht segregiert behandelt, was aufgrund ihrer Grsse plausibel ist. Auch

die Annahme eines Fliessgleichgewichtes erleichtert die mathematische

- Analyse mikrobiéller Kulturen wesentlich. Ein echtes Fliessgleichgewicht.

stellt aber eine kiinsiliche Sitation dar und ist nicht die Regel. Ebenso
haben bereits kleine Anderungen der Umgebungsbedingungen grosse Aus-
wirkungen auf die Populationsdynamik. = S .

Am Beispiel ciner Biickerhefe, Saccharomyces cerevisiae, werden solche
Aspekie untersucht. Dabet ist e5 wichlig, dass die Dynamik der Kulturen
nicht durch die Analytik geiindert oder gepriigt wird, es braucht also

nicht-invasive Analytik. Und dafir cignen sich insbesondere cytometsi-
sche Verfahren,

Hefckulturen haben ein “Gediichinis": Wenn einer (vermeintlich) im
Fliessgleichgewicht befindlichen Hefckultur eine vergrésserter Substrat-
fluss angeboten wird, dann reagiert cine sofche Kultur darauf verschic.
den, je nachdem, wic fange sie zuvor bej konstanten Verhiiltnissen kulti-
viert wurde. Die intrazellubiire Enzymausstattung muss den neuen Ge-
geberheiten erst angepasst werden, was zu einem beobachtbaren Uber-
schwingen der extrazelluliiren Subsiratkonzertsation fishren kann, Gleich-

* zeitig kinnen auch populationsdynamische Ercignisse ausgelist wesden,

wic etwa der partiell synchrone Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus.
Solche Ereignisse sind typischerweise nur mittels cytometrischer Verfah-
ren zu quantifizieren. Nebst der klassischen off-line Methode der Flow-
cytomelric ist uns eine, zundchst nicht klassiercnde, on-line Variante dien-
lich gewesen. An 3 Kiassen von Beispielen wird dic Leistungsfiihigkeit

_der Methodik diskutiert:

1) Nach dem Transfer einer Kultur in frisches Medium. trigt zundchst
Gleichverteilung der Population in den Vordergrund, aber in einer spiiten

- Phase versammeln sich die Zeflen wieder in typischen Kiassen.

2) Den persistenten, spontanen Oszillationen in Chemostatkulturen Jiegt
eine Segregation in mindestens 2 Subpopulationen zugrunde; diese re-
synchronisicren sich offensichtlich selbst. _ :

3) Populationsdynamische Ereignisses konnen durch dusserst geringe
Veriinderungen der Umgebungsbedingungen ausgeltst werden. Unter
anderem Yisst Sich dadurch eine Verkiirzung der Generationszeit e

zwingen.
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e R 5 ¥

- Bestimmuny der Vitalittsvertellung von Lactobacilius
plarrtarum Zellen nach Inaktivierungsmassnahmen
_ mittels Durchﬁusszytomeb*le

' l._leckett, 3. und Ter Steeg, P.F.

Unilever Research Laboratorium
P.0. Box 114, 3130 AT Viasrdingen, NL

“Lactobacifius planfarum ist ein Microarganisms, der einerseits bestimmte
" -L.ebensmitte! vardirbt, anderarsaits in der Biolechnologie eingesetzt wird,

Dieses Gram-positive Bakterium wurde f0r Medellstudion fiber Resistenz und:

" Oberleben nach Inakiivierungsmassnahmen In Verbindung mit

Durchiiusszytometrie ausgewshit. Ziel war es, die physiclogischen
Oberiebenstakioren In Populationen zu identifizieren. Es ist bekannt, dass die

... bakterielle Phyéiologle vor der Behandiung die Prozessempfindlichkeit

individusller Zellen und diB Vital[latsveneilmg danad'l die Wachstums-

. charakteristik bestimmt. -

Auswirkungen von Hitze- und Nismbohmdll.mgan auf Vltalnatsvarlam und

" Wachstum von Lactobacifius piantarum wurden bestimmt.

Fluoreszenxfarbstoffe wurden eingesetzt, um Mambranintegritat und
Zellteilungen, induzierte Schiiden sowie den Anteil von wachsenden Zellen in
der Population zu bestimmen, Vitalitat {interner pH, Emrgatuslemmta)

. .. ‘wurde mitiels eines nicht-inhibitorischen, kovalent gebundenen pH-abhiingigen

Fluoreszenzfarbstoffes bestlmmt. derschon vor dar Konsar\rlonmq appliziert

“werden konnie.

Teile der Kulturen waren mslutent gegen die Behandiungen, Mittels
Durchflusszytometrie war.es mdglich, Populationen in Bezug auf Parameter

‘wis Membranintegritat Und Vilalitit 2u identifizieren und zu unlerscheiden.

Nach Einzelzellsortierung und derauffolgender Inkubiecung in Medium oder auf
Agar konnten die Sub-Populationen als lebend, geschiidigt sowie als tot
charakierisiert werden.
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Neue Techniken,
Verfahren
und
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DurchfluBzytometrische Fluoreszenzlebensdaver Messungen:
Prinzipien und erste Anwendungen

Beisker, W. und Klocke, A.
GSF « Durchflupzytometrie, Ingolsiadicr Landstr, I, D-85764 Nevherberg

In onserem  Bericht zeipen wir die Entwicklung eines Systems zur

durchfluBzytometrischen Fluoreszenzlebensdaver Messumg durch die Esmvechnung von
Phasenspekiren mit Hilfe digitaler Signalverarbeitung. Der Anregungslaser  des
Zytometers wir durch einen akusto-optischen Modulator mit einer Frequent von § bis 25
Mhz je nach zv messender Lebensdaver moduliert. Das Zytometer selbst ist im
Auflichtdesign entwickelt worden, um eine madmale numerische Apertur des
Emissionslichitkanals zu erreichen (bis ca. 1.25). Die Lichtpulse for den Fluorezenzkana)
und einen Reforenzkanal werden mit Hilfo eines schnclien digitalen Ouzifloskops mit
einer Speicherrate von bis zu cinem Ghz erfalt. Mit Hilfe der schnellen digitalen
Fouriertransformation ‘(Fagt Fourier Transform, FFT) wird ein smplituden- und
Phascnspekirum sus den sufgenommen Signalen mit Hilfe tines Standard PC's emeciunet,
Die sufgenommen Signale kdnnen wi¢ cinfache sht-scanning Signale mit 2048 oder 4096
Datenpunkten pro Zelie und Parameter erfat und vemechnet werden, Dazu wird das
eizblierte  Datcnanalyscpaket  DAS  verwendet, um  Phasenverschicbung,

* Fluorezenzirensitit und schfieBlich die Fluoreszenziebensdauer in nsec flir jede einzelne

zdlembmhmbiemwhmmbﬂenmkbmmmmmﬂeum
Daten weiter verarbeitet und dargestellt werden. _

Berechmungen des Signal-zu-Rausch Verhalinisses fir analoge Datenverarbeiting und
fir unsere neus digitale Technik werden mit Literaturdaten sowie mit Messergebmissens
fir Konstliche fluoreszierende Partikel und fir mit DNA Faubstoffen angefubte
Shugetierzellen verglichen, :
Encrgie-Transfer zwischen verschiedenen  Farbstoffinolekdlen kann  sowoh! die
Fluoreszenzlebensdsuer als such den  Fluoreszenzdepolarisationsmrad  veriindern.
Fluoreszenzdepolarisationsmessungen wirden 8a einem kommerziellen FACStar™
susgestattct mit einer Quarizkilvette, einem Polarisationsdreher sowie einem Glan-
Thompsen Prisma, durchgefihrt. Daten von der Wechselwirkung von Propidiumiodid
und Ethidiumbromid als Akzeptoren sowio Farbstoffen wie Mithramyzin als Donoren
unter verschiedenen Bedingungen werden gezeigt,

Koeabiaation “*‘mm 'MMd-Mllwm"'. S

M. Brischweis, w.lmqmmm&hmnxmuﬂm :

mmmumwuhanumm@m_w,j

“Tiorlwcha und plisaatiche Zalles sind Mikroeyusess it hoara ,siruluricn,
Ovpualsaoosyrad wnd’ nichlioewee Sgsaldyonmlk (1), Sia beskaon painfels’ Dysea-

Jabeo wit s Moyicm ectwickel, das aa Zell unt Gewebessairial zelhlirs, Sigusle.
mmuﬂnmmwmmm& -

. Das Sysiocn 1t yecignnt sur Autiabme adblrenter und In Suspenslod wachiciner
mmmms.maewmm.mmmmmmu.w=
mwwamm'mdhmumuqﬂwm.

 domsonen (7. 1n planaser Teckell) fir pH, Saverstoll, Temperstiv, Yonen und tisksi ifcha .
-wmmmmmmmhmmmqmw-.

oder aind {m Stemungskanal des Nahroediums positioniert, Zuslilick lst des Zell. oder.
Wm.nm@mmmmwuwi
nnmuslunmuumaummmnm.DeAm@usml
sowle sno Zuseuncafarsung bisher ervcter Eugeboisss s Signaienalyso an Zelie folcn
prisontiart werden. : R

Litwstars (1) M. Kraae, B. Wolk: Sumctund Bloogical Mdlling - A 5w sppgeoash 1o Mgy -
dm..mmy.mmmmmwmwu-mm.
peocess. 1. Theor. Biek. 143, 245231 (15, (3) M. Krnor, W, Batman, M, Belckwia; R, B, €. .
Larost, B. Wil Biosemmcells it aululhrn Sywrems. Biotoope 1, 2633 (19503, (4) M. Kimm, 2. 'Wath
mmhmmammumﬁnmﬁuﬂ*
mmmn,mammnw&umxmuma.
Duabe 0. Bl Voericbhng sum Milocukipboss, Schatznct, 2 44 17 OTRS, 1984 (5 B. Wlt, W, .
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. PHASE-SENST JFLOW CYTOMETRY: LIFETIME-BASED TECHNOLOGY FOR ANALYZING
: MOMOSDMES LABELED WITH FLUORESCENT PROBES

o ; o Tohn A. Smink.ar_np : .
- . Life Sciences Division, Los Alamos National Labortatory, Los Alamos, NM 87545, USA.

. A phase-sensitive flow cytoincier hes been developed that combines flow cytometry (FCM) and
fluorescence lifetime spectroscopy measurement principles 10 provide unique capabilitics for making
frequency-domain measurements on cells/chromosomes labeled with fluorescent probes {Rev. Sci.
Instrum. 64:3440, -1993).  No other instrumeni can resolve hetcrogencous fluorescence based on
differences in lifetimes and quantify lifetimes direcily in real time, Cells are analyzed as they intersect a
high-frequency, intensity-modulated (sine-wave) laser excitation beam. Fluorescence signals are
processed by 1} phasc-sensitive detection electronics to resolve heterogencous fluorescence based on
differences in lifetimes expressed as phase-shifts, 2) phase shift and amplitude demodutation electronics to

_quantify. fluorescence lifetime, and 3) low-pass fitering to oblain tonventional FCM signals, and are

displayed as frequency distribution hisiograms and bivariate contour diagrams. The technology has been
characterized with respect 1o measurement precision, lincarity, sensitivity, and dynamic range. Lifetioe
histograms have been ded o autofl human lung fibroblasts; murine thymus cells labeled
with antibodies conjugated to fluorophores for studying fluorescence quenching as a function of antibody
dilution and F/P ratio; and cultured cells, nuciéi, and chromosomes stained with DNA-binding
flo - Phase-resolved, fluorescence signat-intensity histograms have been measured on thymus
cells tabeled with Red 613 antiThy 1.1 and propidium iodide (P positive dead cells) to demonstrate the
resolution of signals from highly overlapping emission spectra. Studies directed at eliminating
background interference cavsed by cellular astofluorescence in low-level immunofluorescence
measurements are underway. This technology will mcrease the number of fluorescent markers vsable in
multilabeling studies and lifetimes can be used as spectroscopit probes w study the interaction of markers
with their targets, each other, and the surrounding microenvironment. (Supponied by the U.S. Dept. of
Energy and NIH Grants RROT3151 and RROTB55).
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Coulter-immunotech Disgaostics, Europerk Fichisshain B13, 47807 Kesfeld
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Dereich vor. GekProbe™ Reagenzien aind Subnirats, die i #inem grin fuoreziornden Fadbsiof
gekoppol sind. Dio chamischen Bindunges dieser Subsiret-F arblofiomplae sind 5o designed, det
das Ausqangsprodust koine Fluorsszen zeigt. Erst durch die enzymatische Abspaltung des Subsirats
mwFum«qupnmm
mumwﬁunnemswummmww.
Dio Enzymakivitdien werden mit CekProbe™.Resgenzien i ihrem natirichen Miiou, d. b, knerhalh
der lebenden Zeilon, bestimimt. Die Zotion kinnen aus Blut odes anderen KirperUssigksien, sus
-m_mmwmmmwm'mm.mmmmm»
Viren Sioffwechuolvorghingen beteilig siad, kann cls Messung dieser Enzymaktivittien wichtige In-
formiaiionon Gber Zelular Metabalismen Lefom, hierzut gshdren . B, Zollakiivisrng, -
differenzienung, -iransduidion, -regulation und Apoptose. Mit den CelProbo™ Reagonzien fasser sich
abermdtlndarumondar&uymﬂivﬂm von pathologischen Zotien oder von normalen Zelien
unter Elnwirkung von Chemikasion, im Vesglsich zu Kontrolproben, untorsuchen,

Dor Naciweis dor Enzymakiivitat mitels CelProbe™ Reagenzien kst odoch nicht nur suf e Dugh.
ﬁmmm.m_uﬁ'wmumnﬁthmwm
der Laser-Scanningy Mikroskopi, dot Bikisnalyse und sogarin der Spekrafaorumetie snsatzen. .




Zellaggregatbildung bei der Immunfiucreszenz-Routine: Relevanz des Fey-
Rezeptorpolymorphismus filr dis kiinische DurchfiuBzytometrie

JW. Gu‘itama‘. R. v. d. Linden1, C, do Beukelaer?, J. G. J. v.d. Winke!2 and R. L. H.
Bolhuis .

1Department of Clinical and Tumor immunclogy, Danlel den Hoed Cancer Center,
Rouaﬂ':llam and 2Depariment of Immunology, University Hospital, Utrecht, the
Netherdands o ‘ : .

Dle Beeinflussung der Lichtstreuungseigenschatten {FSC, SSC) von peripharen
Blut-Lymphozyten durch den Typ-der fir die Immunophanotypisierung verwendeten
Antikrper, beeintrichtigt routineméBig genutzte durchiiuBzytometrische
Analysemathoden, bei denen feste FSC,S5C Einstellungen und Lymphozyten-
“gates” auf die CD45, CD14 gaffirbte Standardprobe angewandt werden. Diese
Situation entsteht durch zellulare Aggregatbildung wodurch Einzelereignisse aus
dem Aufnahmegate herausfallen. .

Zun&chst becbachteton wir einen signifikanten shift des FSC/SSC-Signals bel
PBMC’s von 72 gesundan Spendern, abhangig vom verwendeten
Antikrpercocktail (alle IgGi1). Zwischen verschisdenen Spendem gab es starke
aber repreduzierbare Schwankungen. Durch parallele DNA/ANA-Firbung konnten
wir zellulire Aggregate definiaren {Uber die FL3 Signalbreite, FL3w), die
gleichzeitig deutlich stérkere FSC/SSC-Signale aufwlesen.

Dar kodominant exprimlerte Fey-Rezeptor Typ lla (FeyRila) waist einen funtionell
relavanien genetischen Polymomphismus auf, bei dem Histidin in Position 131
oinen niadrigatfinen Rezeptor fir igG1 der Maus ergibt, wohingegen Arginin in
dieser Position einen relativ hochaffinen Rezeptor erzeugt. Wir untersuchien den
EinfluB dieses Polymorphismus auf die Zellaggregatbildung in elnem Panel von 78
Spendem, von denen 12 mehrfach (bls zu 6 mal} untersucht wurden.

Unsere Ergebnisse belegen, daB die interaktion zwischen AntikGrpem, spezifisch
fiir Zelioberfiachenmolekite, und den verschisdenen polymorphen Formen des
Fcy-Rezeptors ein wichtiger Faktor bei der Entstehung von Immunflucreszenz-
Arlefakien durch Biidung von Zellaggregaten ist. . )

Markierung und Anal i
yse von rekombinantem Hirudi i
der Flow Cytometrie trudin mit
R. Malsch, L. Pigzolo, W Lianchun, A. Timmermann
ch, | 0, W. and J Harenbe;

Il-i Medmmschc Klinik, Fakultit for klinische Medizin Mannhcxr:i der University
Hie::ihe.rg. TheodarKuImrUfer,GBlﬁ?Mmheim Ve
din ist ein natlrlich vorkemmendes Antikioa, i
modmalgs)‘ von Markwart et al isoliert wurde. l-ﬁmnuﬁn lstd‘:ma::nﬁl.:r Elladmsg:hlr@fmr:o
Thro}r:]htmnhﬂmm (Kn = 6.8 x 1010 mol, pH 7,4, 20° C). Die Substany wird zz:rr
g:zf ylnx;glul;d mruc der_ vmosmh';chnmbods;klmh geprift, Die rekombinate
Entwicklung als antikoagulanter WirkstofF zu ermoglichn. o govimen, um die

"Smgr-l-limdinwmbmiteimmIoflchenﬂbcmhusml"ilcmcimmme

Phosphat Paffer (pH 7,5, 25°C) gelsbeit. Die Anfithombin Aktivi ubstanz
:::!13 2 Ulmg und warde it dem chromogenen smnmé\ga;zt;;ﬁ ios nm
immt. Das markierte Hinudin zeigte eine Fite/Protein Ratio von 0.14,

Das fluoreszente Hindin wurde 10 Minuten im Dunkeln mit Vi i iert. Nach.
X oliblut ink

:Iem Waschen  der  Blutzellen it Cellwash wm'den diese uu:ler dem

Fluomszgmikfoskop_ und  der - Flow  Cytometric wntersucht. e

— . e P 3

n?mmmm“hliclaenlu li;l:[ gle m{e Binding von r-dem-Pllc.(l.z mg/ml) an

Die Flow Cytometrie Analyse wurde mit Konzentrati i

Hlmdm-l'-'_ilc finm_hgcﬁ:l!m. Die Gruoulozyten zeigteno:n?e v;nmdlgéo v?;ab(')sl lbl:.:grl“,‘tz|
mg/m! Hirudin-Fitc. Die Monozyten banden 02 bis 1,2 mg/ml  Hiradin Hits. Dl
:Srzythmzyten,ml -Lymphnzywn_ and Th:mnbozyten_ wicsen cine Bindung zwischen 0.6 to
-2 mg/ml auf. Verschicdene Konzentrationen von r-Hirudin zwischen 0,03 und 19
mg/mi sowie vor Thrombin zwischen 0,0 to 30 U wurden unlcrsuc-:lu um das

_gebundene Hinudio-Fitc von der Zelloberfliche verdriingen,

Die Exgebiissc zeigen daf die Bindung von r-Hirudin an menschiiche . ring
i B die Bindu Butzetten

ist. Dns ﬂunrmmna;km Hirudin kann dazu verwendet werden die Bindun?"v:ﬁ
Hirudin-an zefivlaren_ Oberflichen und Gewcben mit der Flow Zytometric und
Fleor ¢ zu messen. Eine weitere Applikation stelly die Detektion von

:il)‘lynmbin mit Hilfe von fluorcszeniten Hirudinen dar.
i Arbeit wurde freundlicherweise von dem Forsch i
‘Klinische Medizin, Mannhein unterstatet, vrgsionds. der Fakulth. fur
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Analyse der Rolle des FAC-Gan bei dor Regulation des Zellzykius und der
Apoptoss mittels einer neuen durchfluBzytomaetrischen Mathods

Martin Poot, Frank Kruyt?, Hans Joenjs®, Victoris L. Singer and Richard P.
Haugland. Molecular Probes, Inc., Eugens, OR 97402, |5.5_A. und Department
of Human Genatics®, Fres University of Amsterdam, 1081 BT Amstardsm, The
Netherlands. ’ :

Die Entschifisselng der Wage zuin apoptotischen. Zelltod ist bislang
dadurch singoschrinkt wordan, daB visle der, fir dis Apoptose relavanten
Parameter, nur-nach einer Zekifixierung dargestelit worden kinnten. Um diess
Einschrinkung zu Gberwinden, haben wir eine Reihe von Lebandfarbstoffen, dis
Nukleinsfuren anfacben, dshingshend untersuchit, ob sie es arauben,
spoptotische von nicht-apoptotischen  Zellon zu unterscheiden.  Als
Modalisystem {0r ungara Suche benutzten wir Kulturen von mitteta Epstein-Barr-
Virus-Transformation immortatisierten, menschlichen B8-Zéllinien. . Dieses
Zalisystem wurds susgewihit, weil dieser Zelityp aua Proben des peripharen
Blutes von Patienten und gesunden Spendern gewonnen warden kenn. Von den
yntersuchten Lebendfarbstoffon zelgte dazs SYTO™ 11 die beste AufiSsung
zwischen spoptotischen urid nicht-apoptotischen  Zeflsn. - Mittels SYTO

. 11/Hoechst 33342-Dappeltantirbung konnten wir die Zelizyklusvarteiieng der

frih-apoptotischan und der nickt-spoptotischer: Zellsn aufiisen. Disse neus

" Mesthode dar Darstaflung der Apoptosa bei labandan Zellen wendsten wir auf die

Oberempfindlichkeit der Fanconi AnEmie (FA) hinsichtlich der Apoptose-
Induktion durch das Mitomycin C IMMC] {Kruyt et al., {1996) Blood 87, 938)
on. Dissa Erkrankung das Kindasniters kennzeichnet sich durch sine prograssive
Panzytopenie und Skelettfahibiidungen. FA folgt einem eutosomal rezessiven
Erbgangund l4sst sichin font Komplemamaﬁonggmppen aufteiten. Das Gon fir
dia Komplementationsgruppe C wards isofiert; das Genprodukt st ein im

. Zytoplasma lokalisierendes Protein, weichas riit drai andaren Proteinen einen

Komplex bildet. ‘Von slnem Patientan der Komplamentationagrupps C stammt
‘sina Zellints, welche mit dem Vektor DR2 transfiziart wurde und dis dis erhthta
Apoptoserate der FA behielt, D!l'ﬂbﬁlﬂl‘l!l.lt zeigta diese Zellinis nach
“Exposition an MMC efnen erhShten Anteil an frlh-apoptotischan Zallan in der

" G1- und G2-Phase des Zolizykius und eine starke Tetraploidislerung. Dis

Tranafektion und Uberexpression des Wikityp-FAG-Gens hingegen fihite zu
einer Verringerung des Anteils an apaptotischan Zellan und zu einer starken
Tetraploidisieruny, Bel der Zelnie eines gesundsn Spenders fihrts dis
Exposition an Mitemycin C zur Bildung von frih-spoptotischan Zellen in der G1-
und frilhen S-Phase des Zellzykius. Wir schiiefien, de8 des FAC-Gen an der
Regulation sirnes kombinierten “Zelizykius/Apoptose-Checkpoints”™ betailigt ist.

Analyss der unterschiedichan Wege zum spoptotischen ZeZtod in lebenden
Zallen mittels MitoTracker™ und SYTO™ Duchfiurytomatrie

Martin Poot, Lisa L. Gibson, Victoria L. Singer and Richaed P. Haugland,

‘Molecular Probes, Inc,, Department of Bioaciences, Fugene, OR 87402,
U.S.A.

in Kulturen von vier manschiichan himatologischen Zailtypen (H8, Hi-
60, Jurket und eine B-Zellinie) wurde durch Exposition an Camptothecin
Apoptoss induziert. Nach Anflrbung mit den SYTO™ Nukleinglursfarbstoffen
lissen sich in den mit Camptothecin behandeiten  Zellkulturen zwei
Signalgruppen  aufidsen.  Menschiiche B-Zellen zeigten disss. heiden
Signaigruppen unterschiodlicher Fluoreszensintensitit nach Anflrbung mit den
SYTO11-,12-, 13-, 14-und 18-Lebendfarbstotien. Die HB-, HL-60- und Jurkat
2Zallon zeigten eine Aulldsung zwischan spoptotischen und nicht-spopotischen
Zollen nur mit den SYTO 11-, 13-, 14- und 16-Lebsndfarbstotfen. Verday
fodierter B-Zellen mit ANase A reduzisrte die Fidoreazensirtansitst nach SYTQ
12-Antarbung; dis Fluoreszens dar andaren SYTO-Farbstoffe zeigte sich jedoch
ntr geringfagig empfindiich gegeniber RNzua A-Verdou. Hisreus schiioBen wir,
daB die Verringerung der SYTO 12-Fluoreszensintensitat wahescheinlich RNA-
Abbau witvend der Apopiase widerspisgeit. Auchnach RNase A-Verdau zeigte
keiner der SYTO- Farbstoffe sine Hnormunllnhmhluvomilung, welche
stdichiometrisch mit dem zellularen DNA-Gehalt ist. Diesas Ergebnls indiziert,
dof dio Verringerung dor Fluoreszensintensitht nach Anfirbung mit den SYTO
1-, 13, 14—_ ‘und 16-Lebend-farbstaffen dis Folga einer Anderung der
Chrombatinstruktur wihrend der Apoptase dorstelit. In allen untersuchten
Zelttypon wurde sine Klare Aufissung zwischen apoptotischen und nicht-
apoptotischen Zellen nach Anfarbung mit dem MitoFracker™ Red CMXRos-
Farbstoff gefunden. Mittols Doppeltanfarbungsversuche konnten wir iaigon,
da} Zellen mit verringartar SYTO H1-Flucreszensintensitiit auch vorringerte
CMXRos-Flucreszensintensitht aufwisssn. Somit  schilafien - wir, dal
unterschindliche SYTO-Lebendfarbstoffe as srlauben, apoptotische von nicht-
apoptotischen Zallen zu unterscheiden. Dar SYTO 12-Lsbendfarbatoff erlaubt
©s, RNA-Abbeu whitvend der Apoptose darzustelien. Anfibung mit den
CMXHRas-Farbstoff zsigt eine Verringerung der mitochondrilen Funktion in allen
bislang untsrsuchten  Zalitypen. Somit scheint die mitochondriale
Funktionsstbrung einen generelien Aspekt der Apoprose darzustellen,
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EXCIMER-FILLUORESZENZ IM VERGLEICH ZU DEPOLARISATION IN DER
DURCHFLUSSZYTOMETRISCHEN CHARAKTERISIERUNG VON
LATERALER MEMBRANMOBILITAT

3. Rothw, B. Schafer, G. Schimitz = - o
Institut fikr Kinische Chemie, Universitt Regenstburg, Deutschiand

Eine veranderta zelluliire Membranfluiditat als Folge efnes vernderten Chate-
sterinmetabolismus ist ein’ potantiell bedeutender Pathomechanismus der Athero-
genesa, Insbesondere eine gesteigerte Aktivierbarkeit der Aggregation von Throm.
bozyten, die bei Patienten mit Si3nngen des Lipid- oder tipoproteinstoffwechsels
elnsn Risikofakior fir vaskulare Thrombosen darstelt, konnte experimentsl] in el-
nen Zusammaenhang mit einer abnormen Mikroviskositét gebracht werden, Das Ziel
dieser Studie war dia Entwicidung -einer néuen durchfluBzylometrischen Methode
zur direkien Analyse der zellularen Membranviskositat von Thrombozyten in Kome-
lation zu aktivienungsassoziierien Verdnderungen ihres Phanotyps in-vitro,

" Die Analyse vort Flucreszenzpolarisation nach selektiver Anférbung von hy-
drophoben Regiorien dor Zelimembran mit dem Farbstoff 1,6-Diphenyl-1,3,6-Hexa-
trien (DPH) ist eing gut charakterisierte Methode zur Analyse dar Membranfluiditat
Das AusmaR der Fluoreszenzanisotropie in Abhangigkedt der Rotationsmobilitat
dlases Farbstoffes ist hierbel indirekt proportional zur Mikroviskositit des angefirb-
tan Membrankompartiments, by dieser Studie wurde eine alternative, analytisch ein-
fachera Methodae basiarend auf der Diffusions-befwrenzien Excimer-Bildung durch
Pyrendecansaure (PDA) im Vergieich zur Polarisationsanalyse als Referenzme-
thoda naher charakterisiert, - - . .

Humane Thrombozyten zeigten bel Raumtemparatur elne rasche Aufnahme
sowohl von DPH als such PDA resuitierend in elner Anfarbung vor aberwiegend
der Plasmamembran nach bis zu 30-minGtiger nkubation, Die durchfiufzytometri-
sche Analyse der Farbung bei 351 nm Anregung mit einem Argon-Laser ergab ein
Plateau des Depolarisationskoeffizienion von DPH bei 20 pM im Gegensatz zu el-
ner welteren Zuname des Extimer-Monomer-Quotienten von PDA mit steigender
Farbstofkonzentration. Ein "Membran-Fluiditats-Koeffizient”, der bei 5 uM PDA eln
Ptaleaw. emeichte konnte als Excimer-Fiuoreszenz dividient durch das Quadrat der
Monomer-Fluoreszenz berechnel werden. Hierbel erfolgt eine Komektur fir den
Einflul der Farbstoffkonzentration auf die zu Excimer-Flucreszenz fihrende Kol

. sionsfrequenz. Die temparaturabhangigen Yerdndenungen der Membranviskositat

dienten in weiteren Untersuchungen ais einfaches Modell fiir den Vergleich der
beiden Methoden, Zwischen 12°C und 33°C zeiglen Zellen eine lineare Zunahma
das Kooffizienten der PDA-Fluoreszenz um den Fakior 3,1. Dor Depolarisations-
koeffiziont von DPH nahm hingegen bel relativ geringeren Verinderungen ober-
hatb 24°C nur um den Faktor 2,2 ab. Eine Cholesterin-Dépletion von Thrombo-
zyten mittels Cholesterin-armer Phosphatidyicholin-Liposamen ergab eine signifi-
kante Zunshme des Koeffizienten der PDA-Fluoreszenz wihrend eine nur geringe
Verandsnung des Polatisationskoefizientsn fir DPH keine reproduzierbare Ana-
lyse ertauble, Diese hthere Sensitivitat der PDA Methode bestatigte sich weiter In
der Untersuchung der Blutproben von Patienten, die nur fir den Fiuoreszenzkoof-
fizianten von PDA eine signifikante Komrelation zum Serum LDL Cholesterin ergab,
Zusammenfassend stelt die Analyse der Excimer-Fluoreszenz von PDA eine
{echnisch einfache, sensitive, und gut reproduzierbara Methode zur durchiiulizyto-
metrischen Analyse der verfinderion Menh‘aMIﬂivon'mmmbozyten dar.

FluB-Zytomatrie von aliaiischen Lren Phosphatase-Aktivitite
-
Vergleich mﬂmxumumnh':‘d ll:!. der Iloﬂlvlumhollﬂtmmﬂ:d. -

E. Severin und E. Seiclar, Institut £ Strahlenbiologie der Universitht
Robert-Kochelr, 43, D-48149 ans:e.rfur dor Minster,

S e S, e
T e o
?%%mw% ?ﬁ’i .nmvanden. well du.e F!uoreszanz des
R e e E e s
8 ot e s sl St o
gesigneter Konzentration mit den Zetian ‘mﬁzﬁm : aii%mfs

. stauFastRed\ﬁoletLBsaﬂalsKuppimgs(a:bst_uffFastﬁsdTRsanvarwendeLso

veriult die Reaition unspezifisch positiv auch mit phosphatase-negativen
= - 5 3 ¥
Proapmatsee o 50 do sars (1 ) odor Gl haiscre (1 0
F . ch- ¢ nkubation von 2. Min - Wi i
Reaktionslbsung abzentrifugiert und dis Zelion werden far 1 Stu?deenmv;t‘rg,zg"z

sawen Milieu flucresziert. Der Reakdionsansatz ist ebonso o i '
. | ainfach wie bei
gas Reaidtionsprodut fluoresziert bilau, deshalb wird die DNA mit Eﬁdiunﬁ:d%m
ajrsaplqsumjnt?zd gegengatirbt. Die Aufidsung der Histogramme ist aber schiechter
bei der Diazo-Methode, Aus diesem Grund und wegen der pH-Abhangigkeit der

. Fluoreszenz empfishit sich die Diazomethode mit Naphthol-AS-Phosphat als Substrat

und Fast Red Violet LB salt als Kuppler fiir die FluBzytometrie der Phosphatasen,
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Abschitzung der (barlebensprognoss colorektaler Krebspatienten miitels

Multiparamater-CLASSIF1-Analyse des GEPDH Sausrstoff Insensitivitits.

tests sowie von SCD und Lipidperoxidase-Messungen an Gefrierschnitten,

GVvalet!), BEM. Van Drisi2), Hlyon3), U.Hansen3), J.Song?}, C.UF. Van

Noorden<? - )
1) Max-Flanck-Inst. Biochemie, 82152 Martinsried, Germany, 2) Lab.Cell Biol.and
Histol, Academic Mad.Center, Univ.Amstardam, N1, 3) Dep.Pathol., Kobenhawns -

" Kommunes Hvidovre Hosp., Univ.Copenhagen, Denmark

Dio Aklivitat der Glucose-6-phosphat-dehydrogenase (GBPDH) als Regu-
latorenzyri des Pentosephosphateshunts nimmt zu Beginn der Krebsaentstehung
bereits vor Morphologienderungen In der Sequenz normales Gewebe, Adenom,
Karzinom zu. Tetrazoliumsalze als Elektronanalceptoren prizipitieran dabei in
orhéhtem Male als geftirbies Formazan. Formazanprizipitate ireten bei Einsatz
von Neotetrazoliumchlorid in normalen Zeflen, nicht aber-in malignen Colon-,

“Magen-, Brust- oder Bronchialzellen in Gegenwart von 100% Saverstoff auf.

_ Gefrierschnitte von frischon Postoperationsproben wurden Formazan
geftrbt. Normales und: Krebsgewebe wurde standardisiert mit einem Vickers
MB5a Zytophotometer bei 585nm vermessen. CuZn-SOD (Superoxiddismutase)
und Mn-SOD wurden -quantitaliv mittels Immuneperoxidasefarbung sowia die

Lipidperoxidation (LPO) mit einer ‘FeCl3/Ascorbinsaura/Naphlolsaurehydrazid

(NAH)/Fast Bive B Methode beide nach 4% Formaldehydfixation erfait.

29 Datenbankkeolonnen waren fur die unbeeinflult selbstiermnende Daten-
Klassifikation. verfigbar, Sie boslanden aus Patientenalier, Gewebedifferenzie-
rung, Dukes Stadium, lokatem Lymphknotenbefall und Tumorinvasion in iokala
Blutgelale sowie 10 gemessenen zytochemischen Parametem mit 2 % Wertsn

" dor GEPDH Aktivitdl in Tumor- (tu) und Normalgewebe (no) mit und ohne O,

Welterhin enthielt sie berechnele 6 Differanz- und 6 % Werte zwischén Krebs-
und Normalgeweba aus den obigen 10+2 zytochemischen Werten, . -

. ' Normales und malignes. Gewebe wurde diagnostisch in >95% der Fille
durch die CLASSIF1 Tripelmatrixklassifizierung richtig erkannt. Ein wichtigar As-
pokt beatrifit dia prognostische Kiassifizierung der Daten beziglich Oberieban
oder Versterbon wailhrend -einer maximalon postoperativen Phase von 66
Monaten. Das Versterben wurde in 64.3% der letzilich verstorbenen Patienten
{n=42) korreld und ohne Verwechslung mit Gberlebenden Patienten prognostiziert
d.h. 100% dieser Xlassifizierungsuriaile waren korvekt. Uberlebende Patienten
{n=22) wurda eberifalis in 100% der Falle richtig erkannl, aber die verblisbenen
35.7% dor verstorbenen Patienten wurden ebenfalls als Uberlebende klassifiziert
d.h. die CLASSIF1 Klassifizisrung "Uberlebendar” war rur in 100/135.7=13.6%
.der Falie richtig. Die auspewahiten Klassifizierungmuster konnten durch das
Prograrm von urspringlich 29 auf 11 Datenbankkolonnen reduziert werden.

Patlenten hatten eine schiachte Prognose bei niedrigem: Alter, tu-CuZn-S0D,

1u-Mn-SOD, ne-%-verblieb.GEPDH Aklivitat unter O, -% und Differenz der twino
GBPDH unter Ny ebanso wie die Differenzen tuno CuZn-S0D und twno LPO in
Kombination mit arhShten; Lymphknoteninfiltrationen, Dukes Stadium und %

" wno-%-verblieb.GEPDH Aklivitat unter Op.

Aus den Untersuchungen ergibt sich, dall die standardislerte Tripeima-
‘rixklassifizierung von Bildanalysadaten cytochemischer Anadtze in Gefriorschnit-
ten eina signifikant bessere Einzelfaliprognose ergibt als fraditionelie Parame-
fer wie Dukes Stadium oder histopsthologisches Grading.

G. Woltl, P. Steinbsch, J. Betie, E. Badl, F. Hofstidier
mmmmmmmm .
Wmmmmmmm(wwmm.mmmnh
mwmmhwmwmwmm
mmvmmmw&mmmmmmumkmwm

Eu.swumumwmmlehMM'
w StoBwellngenenatons  ausgesctrt.  Die Zellen wanden mit  dem
mwmmwmmmmmmhu)mmm
‘resulticrende Fluorcszeoz mittels des Dirchilufzytometers FACScan (BD) ermitielt. Dusch
cine Gegenfirbung mit Propidiumiodid und unter Verwendung der Steulichizigenschafien der
Zellen wurden Subpopuilationen sichtbar, die mit Hilfe des Farbstoffs SYTOI3 (Molecutar
Probes) identifiziert wurden. Zur - weitcren - Auswertng gelangle die Population der
‘Finzelzellon ’ . :

Einc Stofwellenexpasition: von 2000 Pulsen bei einer Encrgicdichtc von 0,2 mlmn? resulticrte
_in‘eintupupohri-ﬁmdﬂthmhmtmﬁ.hnmav.m_dnuSﬁgmmgm
30% entspricht. Dic Anderungen sind i demn untersuchten Bereich von 0.1 mlfmm? bis 0,33
mifmm”  dosissblifogig. Ebeofills wurde eine Zeitsbblngigkeit der durch HESW
bervorgerufenen  Andeusgen sowie  Schwankimgen  des Plhsmamembunpotentials  in
Abhingigkeit von den Kulturbedingungen festgestelit,

Diese Resultate Jonnen eine ensto Erklinmg der analgetischen Wirkung der HESW darstellen,
da bei einer Hypespolarisation dic Schwelle zumn Ausldscn sines Akticnspoteatials echiht wird,
Weitere Untcrmuctumgen, wie der Einflul der Anzabl der angewandien HESW und das
Ermiticn einer optimalen Dosis, mbsscn noch durchgeflhrt werden. Auch die Verwendung

'MM&MMWMWNMPCRZ:MMWMM

Verstindnis der Wickmechani mmbelhgw
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R ) Posterbeitrdge

le F i tiljve "paigting”

-Markus Durn, Dietmar Welf, ilaus Aldinger, Frank-Martin Hapr, Christaph Cremer

‘lostilut fir Angewandte Phynik, Universitat Heidelberg, Albert-Uberle-Str. 3.5, .
69120 Heidelberg . . - '

Die Fluoreszenz in situ Hsrbridisiemng {FISH} ist mittlerweile eine bedentende Tech-

.aik fir die Zytogenetik. Wir endwickelien cin schnelles FISH Verfahren {"F\\stISH"),

das im Puffer auf Formamid oder andere chemische dematusiore..d Agentien verzichtet.

“Nach simultaner Denaturicrung von Probe und Chromosomen belrigt die Hybridisie-

bei direkter Markierung weniger.als | Stunde,

Das Verfahven wurde auf. zwei Zentromer spezifische, repetitive DNA Proben ange-
wendet (pUC L77 und D15Z3) 1,2 Abbingig von der Basensequenz der Proben,
war es notwendig, zwei Parameter {Hybridisierungstemperatur und -zeit) zu variicren,
Damit konnte eine Optimicrung fiir verschiedene a-Satelliten Proben und verschiedene

- Anwendungen erziclt werden (3).

Mit geringer Modifizierung war es méiglich, eine schnelle Markierung des gesamten
menschlichen Chromosoms 11 einer Chinesisch amster x Mensch Hybridzellinie
durch genomiache DNA aus der Humanzellinic ne 37 2u enveichen. Unter denselben Puf-

Es wird ein neues, extrem sehielles Protokol far Chmmésomen-Painlin_g ("express chro-

mosome painting”, ECP) mit einer kommerzieli erhiltlichen, direkt markierten Proke

fiir Chromosom 8§ vorgestellt {5]. Unter diesen Hybridisierungsbedingungen werden
° h

weder *Pre; 0g” noch denat de chemische Agenzien bendtigt. Die Renatu-
Fietungszeil fir das Chremosomen-Painting wurde auf 15 bazw. 30 Minuten reduoziert.
ECP benbligt ebenfalls nur einen Waschechrilt (0,9% NaCt, 0,2% Tween 20), so daf

- die gesamte Prozedur in weniger als ciner halben Stunde abgeschiossen ist,

Literatur: 0

"1 = Celeda ct al., Cytometry 17, 13-25 (1994);

2 = Hanr et al., Biotechnigues 17, 346-353 (1994);

3 = Durm et al., 2. Naturforsch. 51c, 253-261-(1996);
4 = Hausmann et al., Z. Med. Phys, 6, 59-67 (1996);
5 = Durm et al., Z. Naturforsch. Sle, 435-439 (1996)
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Automatische berwachung des Abrikpunkts am Cell Sorter
mit Hilfe elnes PC's

: ~ Joachim W. Eliwart, Ingol Karls?
* 'GSF-nstitut for Experimentaile Hamatologie, Miinchen-GroBthaderm
Siemens AG, Mdnchen

Ein konstantsr Abrifpunkt des Fiissigkeitstrahis. Ist eine der wichtigste
Voraussetzungen for reines Sortieran von Zellen mit abgelankien Fropfchen,
Die Lage des Abripunkts wird herkommlicherweise vom Operator visuatl
dberwacht. Falls sich der AbriBpunkts verandert, unterbrichi der Operator den

. Sortiervorgang bzw., reguliari die Lage des AbriRpunkis von Hand nach. Dabei
treten Verzdgerungszsiten auf, in denen falsch sortiert und die sortierte
Fraktion verunreinigt wird. Ein weilerer Nachtell der visuellen Oberwachung ist
bal '1en9d5usmdan Sortierungen die Bindung dos Personals. Bei unserer
automatischen Obsrwachung des Abritipunkts kann fr die Beobachtung des
‘Flossigkeitstrahls auf Personal verzichtet werden. Weiter wird bei Storungen

- des Fiufisystems, die sich durch das Verschioben des Abrifipunkts bemerkbar
machen, dor Sortiervorgang nahezu verzbgerungsfrel unterbrochen und somit
die Reinhait der Sortierung gewahriloistet.

' Zur automatischen Uberwachung des Abripunkts verwenden wir einen
486ear PC untér MS—DOS mit einem preisgOnstigen monochromen Frame
Grabber far den ISA-Bus, der das Videosignal der Becbachtungskamera am
Cell Sorter in Echizelt digilalisiert und sin selbst entwicksites
Bildanalysaprogramm, das die Lage des Abriipunits standig errechnet, mit

 den Koordinaten beim Programmstart vergleicht und bei einer Verschisbung
dan Alarmfall erkennt. Uber ein Relais-Interface wird dann der Sortiervorgang
unterbrochien und akustischer Alarm ausgeldst. Dabei entfernt sin Magnet die
Sortierrhrchen aus dem Sostierberelch. Um den Operator zu alammionen
verwenden wir eine Sirene oder einen Piepser, der Gber das Hausfunknetz
aktivier! wird. Das Bildanalyseprogramm ist in'C geschrieben und 13Ul unter

Windows 3.1.

A- Bsa!, L. Trakhtenbrot?, M. Hausmaann?, J. Bea-Bassat?, C. Crege!

1 = Institut fir Angewandte Physik, Universitat Heidelberg, Albert-Uberle-Str. 3.5,
D-69120 Heidelberg oo

2 = [nglitut fiir Hamatologie, Chaim Sheba Medical Center, Tel Hashomes, Israel

Klonale Chromosomenaberrationen neoplastischer Zellen werden ais Krankheitsmarker
genutzt, die dingnostische und prognostische Information liefern. Ebenso lassen sich
somit der Patientenstatus {iberwachen und ein Therapieplan festlegen. Die Fagt-FISH
Technik [1,2], die auf einer thermischen, Formamid freien DNA Chromosomen Hybri-

Computeranalyse wurden optimiert. Ein Vergleich zwischen Standard- und Fast-FISH
hinsichtlich Sensitivitat und Auflésung wurde durchgefiihre,

Bei der Fast FISH wurde nach Fixierung der Zellen &) eine simultane Denaturierung
von Chromosomes und DNA ohne zusitzliche Agenzien durchgefiihrt; b) eine erhdhte
Hybridisierungstemperatur und ¢) eine verkiirzte Hybridisierungszeit (15 min)} ver
wendet. Die quantitative Bildauswertung zcigte cinen etwa gleich hohen Kontrast
nack Fast-FISH wie nach Standard-FISHE. Die Aufnahmen wurden mit einer Echtfar-
ben CCD-Kamera {Kappa CF 15 MC) auf einem Leica Fluoreszenzmikroskop aus.

Edmonds, WA, USA) fir PC verwendet, In diese Software wurde ejne Subroutine
implementiert zum automatischen Aullinden und Auswerten von Hybridisierungastel-
len {3]. Die Fast-FISH erlaubt somit ejne selir achnelle, reproduzierbare, automatische
quantitative Auswertung von Zeltkernen mit numerischen Chromosomenaberrationen,
‘Literatur: i )
1 = Celeda et al., Cytometry 17: 13-25 (1994);
-2 = Haar et al,, Biotechniques 17: 316-353 (1994);

3 = Durm et al., Z. Naturforsch, 5lc: 253-261 {1996)
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Zellkniturvergleich der Sssiren Rekonstroktionsmaterialien
Polymaleinat Tonomer Zement und Polymethylmethaeryist

" Dr.Dr. S. HaBfeM, Dr. R. Frombach, Dr.Dv. R. Wiedenmann, PD Dr.Dr, J, Ziller

- Kiinik und Poliklinik fixr Mund-, Kicfer- und Gesichischirutgie,

Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg .
Im Neuenheimer Feld 460, 69120 Heidelberg -

o cinerin vitro-Untersuchung wurden die zwei Kuochenersatzmaterialien Polymaleinat

Jonomer Zement und Polmethacrylat Refobacm Palacos®, die in der rekonstruktiven
Chinrgie Anwendung finden, anfihm_ Biokompatibilitat gepriift. Fir die Kukurversuche
wurden 3T3-Méusefibroblasten verwendet.

. Als Testverfahren dienten die quantitative Erfassung des Fibroblastenwachstums auf der

Materialoberfliche, die Toxizititsbestimmung mittel Agm'-m (DINV
13930) und die Analysiernng der Phasenverteilung im Zellzyklus mitiels

- Durchilufzytometer.
" ) - - ]
. Der Ionomer Zement wirkte nicht hemmend auf das 3T3-Miusefibroblastenwachstum.

Ab einer Stunde Aushirtengszeit zeigten sich keine toxischen Reaktionserscheinungen.
mmwmmmmuhmmmmmm sich nicht von der
eines auf Glas wachsenden Monolsyess. Das Polymethacrylat hemmie das Wachstum der
Zellen stark, Erst nach einer Aushéirtung von zwei Stunden iiberlebten die 3T3- -
Miusefibroblasten suf der Oberflache, Auch dann zeigten sich noch msgepragte toxische
Erscheimungen. Auch am DurchfiuBzytometer fand sich cine Verschichung der

PhnsmameilehnZeﬂzykhs.NncheinmnﬁgemDmphhufmdesZyﬂmmhmdeie

Zellen in der G2-Fhase an, Erst fnch einer Inkubationszeit von 67 Stunden 1ste sich der
G2-5top wieder muf. . ‘
WrséhﬁeﬂmmsdenBrgehissm.daﬂdﬁPolymhmlmmmmdm.n o
" Polymethacryfat in klinischen Binsatz iibeticgen sein solte. Dies soll i einer Klinischen
Studie iiberpriift werden.

Tum Transfer von Lysphozyten durch die Blut/Liquor-Schranke des
Menschen

T.0. Kleine*, H.J. Merner®, J. Albrechte

*Med. Zentrum filr Hervenheilkunde, Funktionsbereiech Neurachemis,
Phitipps-Universitat Marburg .

** Becton Dickinson, Heidelberg

. Der Tranfer von Bliutleukozyten vom Blut durch die Blut-Hirn-Schranke
in das Zentraliiervensysta- (INS) bendtigt en Hermodellen 9 bis 12 b,
Nur aktivierte T I_ynphozy_ten kdnnen diesen transendothelialen Neg pas-
sieren [1]. Belm Menschen wurde der Transfer von Blut Vymphozyten duyrch
die Blut/Liquor-Schranke mittels FACScan-Analyse in simultan abgenon-
menen venidsen Blut- und Liquor-Proben wit Becton Dickinson Reagenzien
untersucht [2,3] und der Quotiant aus der Zellzahl iwm vendsen Byt und
der Zetlzah) im Lumballiquor berechnet.

Be1 Kontrolien wurde kein Unterschied zwischen dem BlutA iquor-
Quotient fir CD3*HLA-DR* T Zollen und CD03* T Zellen gefunden. Beide
Zell-Quotienten waran bei akuten und subakuten Meningitiden im glei-

- chen AuswaB vermindert. Unsere Befunden zeigen keinen erleichterten

Transfer von COI*HLA-DR* aktivierten T Ze)ien durch die Blot/Liquor-
Schranke bat Patienten am,

Bagegen wurden Hinweise fir den LFA-1 : ICAN-2 Adhlisionsweg und den
€D2 : LFA-3 Adhislonswey bei Patienten gefunden [2], da die

Blut/L iquor-Quot ienten fiir COILFAYY T Zellen baw. CD3*2+ T Zellen
niedriger waren als diejentgen von CDI*LFA- bzw. CB3%2- T Zellen. Atn-
Hche Evgebaisse wurden far COI9HFA und C019%CDZ B Zetlen erhaltten.
Zusamengefaft st depr Transfer von Lymphozyten durch die Blut/Lquor-
Schranke bei Kontrollen gering: -1900:1 Fir CO3* Zellen, 10 500:1 fir
NK, und 30 000:1 fop Zellen; bel diversen INS-EntzOndungen wird der
Transfer mittels miltipler ezeptow&egenrazeptor-lnteraktionen
erhéht, )

[1] Lasswann H, et a).,Brain Pathology, 1991:1:115-23.

(2] Kleine T4, et al., J Lab med 1996;20:164-5.

[3] Kleine 70, ot a'!.._ Eur J Clin Chem C)in Biochem 1994;32:45-52,
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Verinderungen von Lymphozytenpopulationen und ihrer Cell Homing
Rezeptor-Kapazitit im Blut nach totalem Schlafentzug beim Menschen

T.0. Kleine*, W. Schreiber™, J. Albrecht™**

*Funkt fonsbereich Neurgchemie, **K1inik fir Psychiatrie, Med. Zentrum
filr NervenheiTkunde, Philipps-Universitit Marburg
***Becton Dickinson, Heidelberg

Mittels Cosinor-Rhythmometrie wurden im peripheren Blut von gesunden
Menschen signifikante circadiane Verdnderungen von T Zellen, ihren
“Subpopulationen und von B Zelien gefunden [1]. Hier wird der EinfluB
von totalen Schlafentzug auf dies_e'circadianen Yerdnderungen
untersucht. ’

in Jysierten vendsen EDTA-Blut von vier gesunden Minnern wirden mit-
tels FACScan-Analyse die Leukozyten differenziert und Lymphazyten-Sub-
populationen mit Becton Dickinson Reagenzien bestimmt [2]. Blutentnah-
men erfolgten an 3 aufeinander folgenden Tagen jeweils wm 7.00h,
13.00 h und 12.00 h mit totalem Schlafentzug zwischen dem 1. und 2.
Tag und Evholungsschiaf zwischen dem 2. und 3. Tag.

Signifikante Abnatmen der Lymphozytenzah) {um 20% und 31%) wurden im
Vergleich zum ). Tag um 7.00 h am 2. und 3. Tag gefunden (gepaarter i-
Test), die Abnahmen um 13.00 h. und 15.00 h waren nicht signifikant.
Signifikante Abnahmen wurden um 7.00 h auch fir CO3%, CD3*44* und
CO3*LFA-1* T Zellen am 2. und 3. Tag gefunden, dagegen nahmen mur die
€03*44~ T Zellen zu. Am 3. Tag nahmen um 7.00 h CD19*, CD19+44* und
CD19LFA-1* B Zellen signifikant ab und £D19*44- und CDI*LFA-1- B
Zellen am 2. und 3. Tag teilweise signifikant zu. _

friese Ergebnisse weisen auf etne deutliche Beeinflussung des

. circadianen {ymphozytenmusters von T und B Zetlen im Blut durch tota-

Ten $chlafentzug hin, wobei die Verinderungen bei der Expression des
homing Receptors (D44 (weniger von LFA-1) auf peripheren 8lutliymphozy-
ten Verinderungen bet der Zeliverteilung im zelluliren Immunsystem

anzeigen.

{11 Kleine TO, et al., J Interdiscipl Cycle Res 1993;24:236-8.

[2] Kleire 10, Hackler R, Raffael, A. In: Schwitz G, Rothe 6, editors,

Durchf luBzytometrie in der kTlinischen Zelldiagnostik. Stuttgart, New
York: Schattauer. 1994.217-28.

:A-.! on Chromosomenaberrati
mittels Slit-Scan F lufluoprmetsie
Heiko Lentfer, Di tarti i ;

oy Cm: ietmar Wolf, Marl.m Cmnc,. Kla_us Aldinger, Mtdnad Hausmann, Chri-

institut fir Angewandie Physi T -
69120 Heidelberg |0 Univensitit Heidelberg, Albert- Uberle-Str. 3.5, D-

Als Aowendung fiir das Heidelberger Slit-Scan System wird di Chro-
mosomen und die Detektion dizentrischer Chromo::men :'a.cr: :l:::é::;:ru Bev::ndl

mit H30;/L-Histidin der Zellen vorgestellt. Durch diese Behandlung werden I'Jopi:ou:-.llg
strangbriiche in dex DNA induziert, die zu dhnlichen Chromosomenaberrationen wit.:,
nach Bealr_ahlfmg mit ionisierender Strahlung fiihsen, Die Chromosomen werden aus
den Zelien |s.all|_el:l., mit DNA-spezifischen Fluorochramen gefarbt und in das FluBsystem
des S?rtera mjiziert. Nach der hydrodynamischen Fokussierung des Flusses durchque-
ren die Chr-omoson‘lm wit ca. 10 m/s einen bandférmig fokussierten Laserstrahl qDer
Fokus betrigt weniger als 2um in Richtung des Flusses. Somit kann die Chmr-noso—
menﬂuoreszenlz zeitaufgeldst angeregt werden. Senkrecht zur Richtung des Laserstrahls
und zur F!_uﬁnchtung wird die Fluoreszenzverteilung detektiert, Zuadtzlich zur, Chro-
mnnon:ncnlangc und dem relativen DNA-Gehalt werden die relative Zentromerposition
und die Anzahl der Zentromere bestimmt. Die Echtzeit-Datenanalyse erdaubt, eine
schnelle Auswertung und bietet die Méglichkeil, die Chromosomen nach frei wihiba.
ren l.’amme!;ex:n zu sortieren. Das Slit-Scan System wurden fiir dic biologische Dasi-
melrie ‘konz:pnert, d.h. beispielsweise um die Haufigeit dizentrischer Chromosomen
zu best.lmmefa. ’:I‘ypische Beispicle bierzu werden geseigt. Eine vorliufige Abschitzung
der domsabl}a.nglgcn Haufigkeil dizentrischer Chromosomen nach Ha0y/L-Histidin Be-
kandlung wird gegeben. Hierzu wurden auch Vergleichsmessungen mittels quantitatj-

-ver Fluoreszenzmikroskopie durchgefiihet.

Literatur;
Hausmann et al., Opt. Eng. 31: 1463-1460 {1992);

“Hausmann et al., Microsc, Anal. 7/95: 27-29 (1995);

Hausmann et al., Z. Mcd. Phys. 6: 59-67 (1996)




88

Ein neuer flowzytometrischer Test fiir die Basophllendegranulation

ana;_um‘, Karin Hartmann®, Wattraut Pfirrmann und Christiane BayeriZ
Institut for Kfinische Chemie und 2Hautklinik, Kiinkum Mannheim, D-658135 Mannheim

In der Dlagnostik der lgE-vemmittelten Hypersensitivitht kormmt &8 2.8, bel Patisnten mit nsek-
tengift- oder Latexallergien zu Problemen, da der kommerzielle Fluoreszuenzimmunoassay Hor
speziiisches IgE (CAP, Phanmacia, Uppsala, Schweden) teilwaise versagt hat (falsch negative
bzw. positive Testergabnisse} oder well die Allergene nicht tragergebunden vordiegen. Bei typi-
schar Anamnese und positivem Pricktest war der CAP-Assay oft negativ (Latex) bzw. positiv far
Biene und Wespe (bei Stich von nur einem insekt). Daher setzten wir Zusatziich zwei weitars
Tests der Basophiolendegranutation ein: 1.) einen Immunoassay fur acyliertes Histamin (Immu-
.notach, Marseille) und 2.} einen neven durchfiufizytometrischen Ansatz,

Nach Durchsicht der aktustien Litaratur haben wir ¢ine Reihe von Farbatoffen gegen basophile
Granula und Oberfiachenprotsine untersucht, die auf Basophilen exprimiert wardan sollen, Wi
verghchen einen korzlich pubiizierten Test, der IgE und CDA5-Expression untersucht mit
unserem Test, der die aklivierungsabhangige de novo-Expression eines lysosomalen Proteins
{gp55) mit, Unter Verwendung des chemotaktischen Peptids MLP als Positivikontrotie erhied-
ten wir eine gute Korelation zwischen Histaminrelease und zylomelrischer Antigenaxprassion.
Graspollenaliergene als kiassisches Allergan wurden von alien drei Tests inklusive CAP erkannt,
jedoch Latex nur von denen, die das natiriche Allergen verwenden. Die CD45- und 1gE-Ex-
pressionsdichten waren nur mit der Dicektmariderung zuveriassig, inshesondere wena sie gegen
eine Titration vor Allergen graphisch aufgetragen werden.

Der zylomelrische gp55 Test st leichter und schnaller durchithrbar, watrend der Histarmin-
release-Test bel niedigen Konzentrationan deutich sensitiver ist (2 Dekaden). Jedoch war die
Aussage die gleiche und korefierte gut mit der kiinischen Disgnose, Daher wind konftig die
Durchflulizytometrie ginen leichteren Zugang for die Testung soicher Allergens erauben, dis
kommerziell nicht verfighar oder unzureichend validiert worden sind. In Kombination mit dem
Lymphazytenaktivisrungstest, der die Neomxpression des CDBY Antigens erfallt, und der Eo-
sinophiiendegranuiation solten such Medikamentenallergien zukinftig besser analysierbar sein.

Vergleich unterschiedlicher Mathoden,
A Targets und Induktoren von

Thomas Nebe', Jutta Vucher!, Monika Bahi2, Gerolf Maier?. Inari 1
et or et Whchec |, Mori ) . Ingrid Brochtel! and Wemer Hin?
PIMWI by - Gheﬂn' Mannheim, D-88135 Mannheim und “ORPEGEN

anmmmmwmmmmﬁwmm gefunden,
da sie eine neue bnlogigem und phamazeutische Moglichkeit bietet, Tumorzation Epeaﬁseher
gmmwm_ irkungen zu behandain. Zur Untersuchung des programivlesten Zeilio-

MWMuMWVMnWWn. Die ideala M-
Ih?do_ ?.ollh in-vl!u und ex-vivo funktionieren, um neve Medikaments und phamakologische
Pnnznpoanzusluc!mm Jmmmnmmmmummnmmuw
g:amgenmohmfnmmhnumdammﬂwhme '

F haben wir unterschiodiiche durchiuBzylometrische Methoden erweiidung
Zellinien und kiinischan Pmbenune Vollblut und Knochenmark uberp:lnﬂ.w Ndlgtt‘:umamtzm

“von Apoplose. Inleressantsrwelse waren bastimmia Kombinationen von Zelltypen und Medika-

menten offekliver als andere. -Selbst Klassische Substanzen wig Cortison zel elne bomer.
kenswert heterogene Antwort unter verschiedenen Aktiviorungsbadingungen umamum

Folgande Memud_sg wurden verglichen: .

q \ 1Ay miflt den parieflen Verlust der Membranschranken-
mmmmmMme Pi-Autnahme In vitale apopiolische Zeflen, Tote Zellen
Zeigen eine intensive Farbung der DNS, wobwi auch hisr ein sb-G1-Peak zu beobachien ist,
der von ursprilnglich apoptotischen Zeilen stammen konnte. .

A i analysiert den Anteil fixiarter Zeflan, der durch die St
einon feiwelson DNS-Verlust erfitten hat. Die Zelizyklusanalyse kst dabel msm\ghmdum
Propiciumjodid oder dem spelctlml bassar gelegenen 7-Amino-Actinomycin D méglich, .
mitit den Einbay eines fusreszenten Nuleotids (dUTP-FITC) nach

drigere FSC-Signate und Markeidichien vanglichin mit nomalen Lymphozylen, Meh '
kationen und Verbessarungen sind fur diese Methode besnhriebenywotden. . rere Mocdk
i bertchsichligt die Tatsache, dall sich, dis

- der auleren- Membran der Lipiddoppetschicht durch dia Apoploso verandert, was ain starkes

Auslosesignal fur die Phagozytose darstellt (z.B. fir die Entlemung apoptotischer Zellen

o A -8 aus der
Zirkilalion oder im Thymus). Anniexin V-FITC bietet sich hier afs spezifischer Ligand bai vitalen
Zellen und gleichzeitiger Pl- bzw. 7-AAD-Farbung an. : o

'Die Ergebrisso der Vergleiche werden im Lichte der kinischan Erfordemisse diskutiort.
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Verglelch varschiedensr Techniken der Analyss von Multi-Drug-Resistenz

Thomas Nebe!, Susan Kranzpiller!, Verena Zunftmeistor!, M. Muschek, M.J. Slegsmund?®, M,
Cianfrigfia® and Alexandra Dom-Belneke? _
Tinstiut for Kiinische Chemis, 2Urlogische Kiinik, Kiiniam Mannheim, D-68135 Mannheim,
3insL. 1. Sanita Superiore di Roma, taly? und Labor Prof. Seeig, Kriegstralie 93, D-76133
Karisruha, Germany : :

‘In der letzten Dekade wurde die Muti-Drug-Ressilenz (MDR} von Tumorzelen R das

Therapieversagen bai Tumoren verantwortlich gemacht bei Medikameanten, die «in Substrat for
den MDR-Transporter (gp170) darstellen.
Far die zylomalrische Analyse der MDR wurden bersits mehrere Vorgehensweisen publizlert
und In Kinischen Studien aingesetzt  Die ideale Methode solite das iinischa Verhaiten des
gp170 in-vitro und ex-vivo widerspiegeln, um neve Madikamants und pharmakologische Prin-
ziplen studiersn zu kdonen. Es existiert nach.bisherigen Ergebnissen jedoch eine deutliche
Diskrepanz zwischen Laborergebnissen und kiinischer Response. Die besta Korretation wurde
bei Patianton mit akuter mysicischer Leukimie unter Verwendung des Rhodamin123 (R123)-
Effisdestes gesehen (Ludescher, innsbruck). :
Die’ Methoden kdnnen einerseiis eingeteit werden In soiche, die die Proteinexpression dunch
Immunkistochermie oder in-situ Hybridisierung darstalien und soiche, die die funklionefle Aktivitat
Ober Influx oder Effiux von Anthrazykkinen bxw. Indikatotfarbsioffen wie R123 bestimmen,
‘Die soweit in der Literatur berichteten, enttauschenden Ergebniase kdnnten durch methodische
Prohleme und Diskrepanzen erklart werden. Zum Belsplel wurde durch uns In siner Studie an
Ober B0 CLL-Patienten gereigt. daft Proteinexpression micht immer mit EMux koreliert. Daher
Oberprafien wir die durchfuBzytometrischen Methoden an Zelinien und Kiinischan Proben wie
peripherem Blut und Knochenmark. Folgende Methoden wurden verglichen:

milt die Expression des MDR1-Transporters gpd70 auf vitalen
Zellen, Mehrers Antiktrper.gegen intra- und extrazefulars Doméanen des gp170 wurden

lichen. . - .
' den Abfal der R123 Fluoraszenz nach 15 Minuten
Beladungsdauer, sinmaligem Waschen und 60 min Alrwesanheit des Farbstoffes.
‘Methade G (DNR-Influx) mit die Einlagerung sines fuomarenten, zyloatatischen Madikements
{Dauncrubicin, DNR) im Verglaich mit einer Kontrolle, die sinen Inhibitor enthalt (Verapamil) 2.7.
in Kombination mit siner OberRachenmarkerfarbung. Das fuoreszente Madikamant wird dabei
in Kenzentrationen singesstzt, die den tatsachlichen Plasmespiegein in vivo antsprechen.
[memunftuoreszrenz-Studien an Zelinien mit elner bekannten und schiittwalten, funklionelen
Effluxeigenschaft ergaben unbefriedigende Ergebnisse bei dem Versuch, mit verschiedenen
Antikorperkionen die zytoplasmatischen Antigene zu gquantifizieren, Die zwei von uns getesteten
Antikorper gegen Oberflachenepitope (MRK18 und MMA.17) zeigten beide die ghsichen
abnorman Bindungseigenschaften, d.h. kefne Sattigung im Gblichen Bersich von 1-10 ug per 1
Milllon Zelien bei fehimnder unspegifischer Bindung an Kontrolizellen, Bei 25-50 pg und immer
noch linearem Fluoreszenzanstieg zeigle sich bei einigon Zeflinien eine bessere Komelation
zwischen Efffux und Expressionsdichte (RT112, RT112-D21). In dem funidionafien R123-Effiex-
Test zeigts sich, dag undichte, tots oder apopiotische Zollen falsch positive Resuttate Hefern,
dh. Effux vorthuschen. Daher bawvten wir die DNR-nflux-Methode af. DNR refiektiert
auflerdem die wahre AMinitat zu dem wirkiichen: Target, der intranukiesren DNS, verglichen mit
R123, weiches ioose an Milochiondrien bindat.
Die vergleichenden Untersuchungen werden diskutiernt.

Proliferation versus Apoptosa: Die hiclogische Aktivitiit von Thymu
f ymus-
ipeptiden bel Lymphozyten von gesunden Spendern und HIV-Patienten

! 1, ingrid Brechtel! Gerolf Maier! and Gerhard Backar?
m_ ", Kavin Hartmann!, i .
Institut #r Klinische Chemie, Kiinikum Mar, 2
D-72270 Balersbronn, ¢ Mannheim, D-68135 Mannhelm end 2Sanorell Pharma,

Kirzlich wurde eén neuer in-vitro Assay fr dia L

et al., Cytometry 20:127-133, kommerziedl erhaitiich pls FAST] mm Bacton Dickuum('vc w
witt die Expression von CO69 mittels DurchfuRzylometrie, weiche bereits 4. Stunden nach
mitogener oder antigener Aktiviorung in-vitr auf T-Zellen nachwelsber sein sol. Dis Autoron
WMSWWMManMNmemWWEMMd«
CDGB-Expression sn. Wi untarsuchten die in-vito Effeids von Peptiden aus Kalsthymis
mynpsmo;muﬂmhuymnitmmxommmmmwmmm
Zentrationen. Dr_e% Anglitze wurden paraliel durchgefaht:

D verwande! Ficoll isclierte Lymphozyten, dla 72 Stund '
in RPIIG4D + 1msasmummmmsxcozmdhm£mmogm
oxyuridin (Brdl) in den letzten 8 Stunden inkubient wurden. Der BrdU-Einbay wurde nach
Aufschiul der Zellen mittels aines Enzymeimsmuncassay (Boshringer Mannhaim) emitteit.

' ) verwandet das gleiche stemn mit und
24-stindiger Inkubation erfoigle die Analyse das ﬂuhmmmnﬂm mcms%?:g
bzw. CDB-Lymphozyten mitiets DurchRulzytometrie auf vitalen Zelien, '

Amplifikation mit dem Enzym terminale Desoxynucisotidyltransfarase dis DNS-Strang-
briche mit JUTP-FITC delektion. Apopiotische T Zelion zeigen eing migams Engwinket-
::rreuﬂcmmgnaf (fSG} und elne geringers Qbetfidchanmarkerdichie im Veigleich zu nomnaien
Folgende Ergebnisse wurden erzielt: ' )
1) Die-Aktivierung nach 4 Stunden ist unziveritssig und wird nur bei einem Tell der Spender

2) c«nmm“m@mmm und Proliferation, die bet Gesunden mehr 2l
CD4- als auf CDB-T-Zellen ausgepragt sind, ein Belund der sich bel HV-Pation umge-
:am v 8L ; HV- ten genau
1] HIV-Paliemm zelgen eine hohere Rate an Spontanapoploss, v.a. bel dan CD8-Zellen.
4) Thymosand® bewirkt in den Kidturen der Gesunden und HIV-Patientan eina dosisabhangige
mmr derACDnA-EﬁA;ﬂivmhmn und noch metr sine dar Prokferation .
suppressive stirker auf den CDB- als auf den C phozytesi pragt
und deutiicher bei niedrigeren Knnlanhatbnenduaﬁm:ﬁ:ram m& yien susee
6) Die Licke zwischen Aktivierung, gemessan an CDG3-Expression und Prolferation i
durch eing erhohte Rato an Apopl_mg aridivbar. und ' (Bruyis
gcerlpgtuoypmmaazgh?e ?E;Sé;pmlm von T-Zellen korreliert nicht imener mit Proliferation.
im klinischen u tete suppressive Elfekt der Thymuspeplide aus Thymosand®
bql Patienton mit Autolmemunerkrankungen kanate dadurch eridart werden, dall dnamTy—Zalion n
Richtung Apoptose anstalla von Prolferation dirigiert werden, -
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Proliferation, Apoptose oder Phagozytose: Der suppressive Effekt von
‘Autoantikdrpern suf Lymphozytsn von gesunden Spendern und HIV
Patienten co

1. Nebel, G Maier?, M. Mirter*, 1. Brechter?, K. Harimann1, . Thianel2, B. Buchhoiz3, K
Friese?, A. Willer? and K.P. ) _

Yinstitu for Kinische Chernie, 21, Med. Kfinik, 3Kinderidinik, Arravenkinik, Stil. Med, Kiink,
Sinstitut for Mikuobiclogie und Hygiene, Kiinikum Mannheim, D-68135 Mannheim, Germany

In der Immunpathogeness der HIV-infektion Ist die Lymphozytenproliferation schon frih deutiich
eingreschrankt, noch bevor dia CD4-Zellzahlen abfalien. Déese Suppression ereichtert vicale
und bakterietie Infektionan, dis umgskehrt die CD4-Aklivienung von Lyrmphozyten und Mono-
zyten und somit die HIV-Repilkation induzieren, Daher untarsuchten wir die Mechanismen, die
Zu einarm- solchen Effekt beitragen konnten, Wie vergiichan den Virusioad mit Lyrmphozyten-
assozliertem Immunglobulin, mit Aktivierung und Prolferation nach mitogener Kostimutation, mit
" Apoptose (3: Tagungsbeitrag Nebe el. al: Prolferation versus Apopiose) und Phagozytosa.
Sachs Methoden wurden dazu .. paraliet angewandt:

bestimmi die gp120-Bindung auf Lymphozylen milteis elner Dreifarb-
Immunfucreszenz (gp12mGoat-anli—rrmsa-Fch. Blockierung mit Mausesrum, dana CD4-PE +

CD3-ParCP) ) . )
defeidiert das IGsliche p24-Antigen im Serum nach Dissozistion der
Imenunkemplaxe durch einen EAzymimmuncassay (Abbott, Wiesbaden). )
Mathoda 3. (Lymphozyten-assoziiertes Immunglobulin milt humanes 19G und Komplement C3
mit geeigneten Kaninchenantiseren (DAKO, Hamburg) auf T Zeflen nach Gegenfarbung mit
CD4-PE und CD3-PerCP (Bécton Dickinson, Heldalborg).
Methode 4 (Akfivieungstast) verwendel ein Vollbiul-Kultursystam mit und ohne polyidonate Sti-
mutation durch das Lelkdin ConA Nach 24 Swunden wurda die Aktivierung @ber die Messung des
frahsn Aktivierungsantigsns CDB9 jewells auf CD4 und CDB Lymphozyten mittels Durchfiud-
zytomelrie bestimmt (kommerziefl erhaltich als FASTIMMUNE®, Bacton Dickinson). Der Test
korreliert nicht immer mit der Proliteration, Wie im 0.0. Baltrag zu dieser Tagung gezeigt wird.
Methode 5 (Tunai-Mathoda) benutzt @haliche Kuluibedingungen. Hier wurds der Vollbfutansatz
mit der Dichtegradientenisotierung und eine 24- mit einer 48-stindigen Kulturdaver verglichen,
Die Zellen wurden zuersi mit CR4-PE und CDB-PE-Cy5 gefwht, dann fixlert und anschhieBend
wurden die DNS-Strangbriche nach Amplifikation mit dem Enzym termninate Desoxynu-
cleotidyltransferase (FdT) mit dem fuoreszenten Nukleotid dUTP-FITC (Boshringer Mannheim)
detoktiort. Apoptotische T Zellen zeigen ein niedrigeres Engwinkelstreuficht (FSC)-Signal und
eine niedsigere Oberfichenmarkerdichte vergichen mit norrnalen Lymphozyten.
| sucht nach der Phagozytose von opsonisierten Lymphazyten
durch adharante Mohazyten. Nach einer pancplischen Farbung werden die zwei Tage vorkulti-
wamnmmpmmmmwmmmwmmmmmw

. zanmt .

mwmmmﬁ@'nwumﬂw&mumn

DURCHFLUSSZYTOMETRISCHER NACHWEIS MEN
VON GERIN
ANEUPLOIDER ZELLEN IM KNOCHENMARK VON Al.l.-l’A’?’lﬁ’l‘EN e

U. Oelschligel, B. Nowak, U. Keebs, A. Schaub
. , .| . , C. , R i
Rismaa, P, Hinze, H.-D. Kici, E. Sicgen, G. mmm?ar@mmmmﬁ hlewr
Universitit Dresden, Medizinische Klinik 101307 Drvsden, - i
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untersucht. .

 Diesc Atbtiten wuzden diich die Fiemen C: N .
" Disgnostica unterstatzt, Fiemen Coulter-Lawmunolech Disguosticy, Becloa Dickison und DAKO




trielle ProzeBanalyse;
:;::’cymuh in dor Brautechnologie

Petzold, Louiss", Maller, Susann, Hutter, Kart-Josef’, Bley, Thomes®

*\niversithl Leipzig, Abtefiung Bictechnologie, Permoserstr. 15, Leipzig
ZDKFZ Heldelborg, im heimer Fald 200, Heldei

STU Cresden, institut Lebensmittel- und Biovertahrenstechnik, Dresden

Heutige technolagische Entwickiungen in der Girflihrung haben zom Ziel, ln_lmnmk(‘nmet:;
Zeiten ¢in Immer gro&nes Quauﬂi.u'rl an Bler zu produzieren. Um die Qualitat des de
entstehenden Produikias sichem Iu kiinnen, sind andere als.dle bisher bekannten
yonventionslien  blologischen  Analyssnmethoden  notwondio. mmmmzummmmmm
emulmdnawmwmmoﬂ-mwmmdum
wilhrend der Gnmg i der Broutechnologle.
::mim vinige wesentiiche Paramater, dia dis Quantitdt (d.h. des Ab- und Anschaften der
Pm:famﬁon) und der Qualitht des Produktes (0., die Glraklivhit der Hofe) beeinflussen.
Dazu z8hlen, ebenso wie der DNS-Gehall, der Gehall an membrangebundenen 33-
Hydmxysiefolen' und die Neutralfetie, Die Kenninis dieser drel Parameter srmoplicht :le
Mwéummmmﬂ_mwdemmmuammmﬂwmm or
Hrauhefetihrung.
memommmwmmmpmnmdmmmmmzmumm' oy
und Ober die Anfiirbung jewsiis Zweles intrazetividrer Pu-mlar"(::s_uw xlmm
1FITC bow. DNS ber. DAPY Neulrifette.

Hydroxystergla {ber NystatinA
Emmharuammmmhmmwmwsmmmm.mm e rre
der Anstetfhefs, Mmuelmanmmmmmm

, Ausbeute an Z Ende dor GAMUNAME,

materisl. Eln hoher Steroigehalt gegen
quantitative Ausbeute an Zeil : : pgieind
orausgesetzt, pefinden sich in der G1-Phase des Zeitzyidus, garantie

it susgezeic :::::nmmmwmnmemmnmnu«muahwm-
':nﬂﬁﬁmvmmwmemnumam Zehanustd:n“
mmm.mmuﬁmuemmm.um
oin Verlust an Ze#t (von bis zu 12 Stunden).” :

! flon unter .
Die Syninasa des Neuiralipide ist ais Reakiion auf Strelskuationon verstshen. Ze

mammevamwmm«mmmmAMM
NeutraFipkien memmem.duvaeanlvaMmmm m-wm,,
w. anlpmmwmmmmmmmn“ v
MMWHMFMVMQWM(WMG:UM .
Prokferation). Mit Hilfe dieser Untersuchungen komten Ausshgen mum&m“
MMMHMNHMLMRBWMW.MWM

mmmmmmummmwwmm N

. mit Himatoxytin-Eosin gefiim, um die definitive Auswaht von dysplastischen und tuifiords
. verlinderten Gewsbeareslen zu enmiglichen. Dis ausgewlihiien Gewebsareale wurden it

koanten chromosocmale Verdnderungen in Biopsian von oralen Plattonepithe

ANALYSE VON CHROMOSOMALEN iMBALANCEN IN BIOPSIEN VON ORALEN
PLATTENEPITHELKARZINOMEN UND DEREN VORLAUFERLASIONEN MITTELS

MIKRODISSEKTION, UNIVERSALER DNA-AMPLIFIKATION UND VERGLEICHENDER
GENOMISCHER HYBRIDISIERUNG {CGH}

Martin SCHEER™**; Ruthild WEBER™"; Christof HOFELE"; Stefan JOOS". 1. Antonio HORN®,;
Peler LICHTER®; Joachim ZOLLER': Thomas CREMER™®

"Kiinik fr Mund-, Kiefer- und Gesichischirurglo, “insli #0r Humangenetik und lnsttut fir
Pathoicgie der Universitht Heidetberg, “Doutsches Krebsforschungszentium, 69120 Heidelbery
und *tristitut flir Anthropologie und Humangenetik, 80333 Monchen o

Biopsien von potenticll malignen Lisionon der , Mundhohis werden nach Entnahme
foutinemaslg histopathologisch untorsucht. Das Zist disser Studis war es, Blopsien mit den
histopathologischen Befunden Platienapithel-Karzinom, Carcinoma i sty und dysplastische
Leukoplakie der MundhBhie mit Hilfe der vergleichenden genomischen Hybridisterung ({CGH)
néher zu untersuchen. Die vergleicherxde genomische Hybrdislerung (CBH) ist eine neu
entwickelte Technik, die in einem alnzigen Experiment dis Identifizierung von unbalancierien
clwomasomalen Veriinderungen auf genomischar Ebens enaubt, Verluste, Gewinne und
Ampiifikatianen In der Tumor-DNA konnen mit einer Aufltsung von etwa 10-20 Mbp erkannt
und auf nonmaten Metaphase-Chromosomen lokalisiert wesden, Das folgende experimeéntelle
Vorgehen wurde gewshit Foumlln-ﬂqd_nnu und Peraffin-eingebettete Gewebeschnitte wurden

Hilfe einer Mikrodissektionseinrichlung von den Objekitrigem abgekratzt. Vor der Analyse auf
chromosomale Imbalancen miltels vergleichender genomischer Hybridisierung (CGM) wurde
das mikrodissezierte Material durch DOP-PCR universal amplifiziet. Mit dieser Methode

| Ikarzinomen und
deren Voniufendsionen nachgewlesen worden. s :




Abstandsmessungen von einzelnen Objekten im Interphasezelikern mit dem
: ' ' Wellenfeldmikroskop

3 9 . -l' w - |‘ .
Pernhard Schcider’, Joachim Bradl’, ingolf Kirsien', Mathiss Nagored Rindke', Michse!
' ' Hausmann', Christoph Cremer™

Atbert- Dbericaw, 3-5, D-49120 Heldefherg.
* Ittt ftir Angewandee Plysik. Urivorsicit Holdclberg. N )

. P Aliches Hockwen (TWR), Universitit Heldlichorg.

Schitissetworia: Abstandsmessongen in der Fluoreszesmikroskogie, Axial
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F. Lanni B'Bailey.D.LFuh:&D.LTuylu.Bmm' i 5. L, 187- 1

. . -Hmmm.'n Schmelder, B mm.c.um.l.uum..m.m- .
1. Bradi, M. Hsusman, B- B,

-HISTKOM - FELD‘I'E.ST FOR TELEPATHOLOGIE UND TELEZYTOLOGIE
P. Schwarzmann, B. Bindar, .J. Burkant, J. Schmid
Institut tr Physikalische Elaktronik, Univorsitiit Stuttgart

Schnelischnittdiagnose - ontwickelt. Damit der auswirtige Pathologe ein
Priparat wie gowochm durchmustom  kann, kdnnen nahazu alie
- Mikroskopfunictionen fembedient werden. Dies trifft fir die x- und y-Koordinaten
.des Tisches, die Fokusierung, dis VergrdBarung, die Kondensorainsteliungen,
die Beleuchtung und eine Mbglichkalt, entnommeno Organe und ganze
Objekitrager abzubilden, zu. Dio Mikroskopstation und dia entlemte
Batrachtungsstation sind Gber das ISDN-Netz miteinander verbunden,

- Ubertragen werden das mikroskopische Gesichisfeld, Sprache und bewagliche

- Zeiger im Bild. Datenkompression und dia Biindslung mehrerer ISDN-Kanle
eriauben einen verbesserten Onlineeindruck baim Benutzer, Gegenwdrtig sind
3 Stationen mit unterschiedfichan Mikroskapen in Benutzung, sin 4. Systam
wird im Herbst 96 zustzlich zur VerKigung stehen. Alle Stationen kénnen
untereindor verbunden werden, _

Die Benutzeroberfiicha ist so_gestaliet, daB sie den Pathologen von den
meisten Rechnereingaben entlastet, und ihm daher die Konzentration auf seine
Auswertung eraubt, Alle Betriebsparameter, wie Bildfrequenz, Aufidsung,
Scharfstellen, Belouchtung kdnnon vom System entsprechend  seinem
Verhalten automatisch singestellt werden. : '

An dem Feldtest nehmen ca. 20 Gruppan teil. Jede bekommt fir 4 bis & Wo-
chen eine Anlage fiir die Durchtiihrung eigener Versuchsreihen bereitgastalft,
Eln erster groflorar doppelt biinder Test mit 118 Schnallschritten aus Lungen-
eingriffen begann im Herbst 95 und wurde im Friihjahr 86 fertig. Die Kennwerte
fir die Auswertung sind die Falschpositiv- und die Falschnaegaliviate sowie dia
‘Anzahl der nicht diagnostizierbaren Falle, Verglichen wird Jewells mit dem Gold-
standard - den konventionellen Paraffinschnitten. Walter wird der Zeitbedarf fir
die Erstellung einer Diagnose, dis Anzahl der ‘angeschauten Gesichtsfolder
sowie deren VergrdBarung und die Anzahi der Objektivwochssl registrien,
HISTKOM ist von der Deutschen Telokom AG und der Robert Bosch Stiftung

geférdant. Die Geréite nehmen an dem EU-Projekt EUROPATH teil.
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Deutschen Gesellschaft

fiir

o Zytometrie eV.

Gesellschaft fiir Zytometrie e.V.
Deutsche Geselischaft fir Zytometrie e.V.

Kdinden 11.9.95 -
/o Institut #ir Genetlk dar Universiiat zu Kéln Tel..0221/ 470-3419
. Prol. A Radbzr;m eFa:u:t)zanf 470-4970 .
Weynrtal 12; Emall: andreas genl.genetik.uni-kosin.da .
D-60331 Kdin

An die
- Mitglieder der
Deutschen Geselischaft tar Zytometrie e.V.

Einladung

zur ordentlichen Mitgliederver'sammllung

Hiemnit mbchte Ich Sie im Namen des Vorstandes nach §12 dar Satzung zur
diesjahrigen ordentlichan Milglfederversnmmlung unserer Geselischalt einladen,

Die Mitgliedervercammiung findst am Ereitag, dem 18, Oktober 1996, um 14.00 yny
Im groBen Horsaa! des DKR-Konununlkaﬂmszentmms i Heidelberg statt,

‘Der Vorstand bittet um zahireiches Erscheinen. Es missen ein Drittaf
der Mitglieder anwesend seln, damit wir beschiuBiihig sind,

Iagesordnung

Endguttige Festlegung der Tagssordnung u. Faststellung der BaschiuBfahigkeit
Verlaihung des Kiaus-Goerttter-Preises -
-Vortrag des Preistrigers :

Bericht des Vorsitzenden '

Bericht des Schatzmeistars und der beiden Rechnungsprilfer far 1995/96

-

LFCY Y PR

Entlastung des Vorstandes -
Wahl eines Varsammiungsleiters
Wahl des 1. Vorsitzenden ,
Wah! des stellvertretenden Varsitzendan
. Wahl das Schatzmeisters
- Wahl des Schrififiihrers
=12, Wahl never Boiratsmitgliedar
13. ‘Wahi neuar Rachnungsprifer
14. Antrige Satzungsinderung
.a) §1: Anderung des Vereinsnamens in "Deutsche Gesslischalt fiir Zytometria 8.V,

Py

TEN®

il ke
-

s. Anhang 1 .
b)§i13: Beschlufiihigkeit : von ein Drittel auf ein Viertel dey Mitglieder dndem
8. Anhang 2 .
15, Preisverisihung fir das basle Logo
“16. Zeit, Ort und Hauptthemen der nichsien Jahrestagung

17. Klaus-Goerttier-Preis tir Zytometile 1997 und Reisestipendion 97
18. Whaitera Veranstaltungen :
19. Verschiedenes

Mit freundlichem GruB

Posichackamt 40
* Osterraich: Landeshypothehenbank Stelormark Zwelgatells LKH-Graz,Kio.Nr. 20241056288,
’ BL2Z Ges. 1. ie, P, Pirstnar
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Anhang 1: zu TOP 13

5.) Antrag auf Sa&uﬂghludemngun (Vorstand): §%
1)Andanung des Yereinsnamens

Der Verelnsname “Geselischalt Kir Zylometrie e.V." soll in "Doutsche
‘Gasellsehai! fir Zylomstrie @.V.* umbenannt wendan.

Bagrindung: )

Dls Voransteliung des Wortes “Deulsche” vor den alten Vereinsnamen
soll uynterstreichen, daf} sich der Verein besonders um den
Zusarmmenschiul der Interessen bzgl. Frapen dor Zytomeie des
deutschsprachluan Raums bemilht.

neuer Wortiaut der Satzung:
§ 1 Nara, Sitz, Gaschiftsiahr
Dieaamnwamumnmmmemwmrmmm
a.V. und st in Versinsréglister mt Sitz in Heidelbery singetragen.

-Geschifsahr it das Kalendetioht.

Anhang 2: zu TOP 14

b.) Antrag aut Satzungsknderung (Birgit Mechtold): §13

£13 Beschiulifdhigkeft

Die Mighederversammiung der Gasslischalt Ist boschiuffanly, wann

mehr ais gin Viente! dar Milghedsr anwesend sind. Der Belmt ist
bosdmmlg, wonn melir als ein Drittel der Mitgliadsr anwesend sind,
Andaifalls kann aif dem Postwege abgestinvmt werden,

Da dia Gesellschalt ein noch ziemiich schaell wachsander Verein isi,
vermullich aych bedingt- durch den niedrigen Jalvesbeitray, treten

" besondars wahrend dor Jitvestaging haullg Personen bet, dis in den

darautfolgandan Jahren nicht wieder erscheinen, .
Dios erhdht 2war elnersaits unsere Mitgliederzahl, erschwert aber das
uglandekommen der BeschiuBfahigkett in den nachiolgenden Jahran,

- Seit bestehen dos Vereins lag die Telinehmerzahl bei den

Mitgliederversammiungon bei durchschriliitich 55 Milpkedem (43 -72

" MG, ausjen. Briatwahi 103 MG). Da die Mighederzahl inzwischen dia

200 Obersclhuitten hat, wire bel alner BeschiuBfahigket boi mehr als
einem Vieral der anwesenden Miglieder eine reafistische Chance, dia

Basdﬂuﬂﬂmgknﬂwahmﬂdarﬂnﬂuupmmhngmlanda F T
- bekomimen und die sorist anstahende Briofwah) zu umgehen,

Geagtischan 17 Zylommne o.V. Minchen, den 4.12.1994

. &0 Max-Planck-instnia fir Blochemis o
DO2152 Masingties -
. ..

. itylluder: 78
abgegehene Stimmen: 103
Wahlhetelligung: §7.5%  Sol: mehr als 1/3 der Migliader

ftige Stimmen: 94

ngﬁlllge Stimmen: 9

DieWahi ist in Anbetracht der abgegobanan Stimmen giltig. - ln ainzelnm wurda
olgendarmaﬂan gestimmt:

Jda  Nein Enthaltung-

Prol.Radbruch 8 1 5 .
PD Hemmer 8 1 8
Prol.Feichter 88 o [
DipLing Schwarzmann 82 0 ~ &

DrBley &7

1 0
Dr.Nisse 64 0 i
Prof.Trendelenburg 5t 1 2
Prof Hadam 4 0 ]
e.Tarnok 2 ¢ 1
Dr.Nebo 78 4 4
De.Ulrich s 0 4
Jn U (
(Prof.Or.G.Vatet)
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2. MUNCHENER ZYTOMETRIEKURS

"GRUNDLAGEN UND ANWENDUNGEN VON'
DURCHFLUSSZYTOMETRIE UND BILDZYTOMETRIE"

Dentsche Gesellschaft filr Zytometrie
GSF-Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit

10. - 13. Juni 1996

Ziel dieses Zytometriekurses ist es, moderne durchflul- und bildzytometrische Verfahren
praktisch zu eriernen. Es werden grundlagenorientierte Untersuchungen an lebenden
oder fixierten Zellen (Siugetierzellen, Mikroorganismen, Pflanzenzellen) zu Proliferati-
onsverhalten, Funktionszustand, Zellkern bxw. Chromosomenstruktur, etc. angeboten.
Dazn sollen Priiparations-, Analyse- und Sortierungrexperimente durchgefishrt werden,

1 lstmn@ tation

DurchftuBzytometrie: Prinzipien (Beisker, Kachel)

Bildzytometrie: LSM, Laserpincette, CAS, SAMBA (Hutxler, Minkus, Aubele, Gais)
Nene Methodep: Slit scanning, Flooreszenz-Lebensdauer, -Polarisation (Beisker)
Datenianalyse (Valet) ) ’ ’

2. Methoden

DNA, Chromosomen (O:ta, Nisse)

Bildzytometrie: DPNA (Aubcle, Gais)

BrdUrd, Zellkinetik, {Beisker, Weller)

Proliferationsmarkes (Gilbert, Rhein)

Apoptose (Marx, Nisse) .

Milarokerne, zytogenctische Effekte (Niisse)

Phagozytose (Kaifenberger)

Calcium, Lebendparameter (Valet, Grundler, Rethe, Tarmok)

Immunologie, Zetlsortierung (Radbruch, Eilwart)

Mehrfarbenmessung von Lymphozyten {Tarnok)

HIV-spezifische Antigene (Kleinschmidt)

Genexpression (Kicin) '

FISH (Knehr, Lehmann)

Immunzytometrische Untersuchungen an Paraffinschnitten (Aubele)

Isolierung von Einzelzellen und Chromosomenfragmenten mit Laserpinzette (Minkus)
Identifizierung von Bakterien, in situ Hybridisierung mit fRNA Proben (Wallaer)
Zytometrie von Hefen, Algen und Pllanzenzellen (Hutter, Schiifer, Ulrich)

Kursdaten:

Ankunft: 9.6.1996 abends oder 10.6.1996 morgens

Kursbeginn: Montag, 10.6.1996 9,00 Ubr

Kursende: Donnersiag, 13.6.1996, ca. 17.00 Uhr

Kuorsgebithr: Mitglieder der DGZ DM 350.-, Nichtnitglieder: DM 450.~
(Karsnnterlagen, Kalleepausen) -

Anzabl der Teilachmer: ca. 24 .

Kursort: GSF, Geb. 37, D-85758 Oberschieilheim bei Miinchen

Orpanisation:

Br, Michael Niisse, GSF-AG Durchflufzyiometrie,

85758 OberschleiBheim

Tel: 089-31873433, Fax: 089-31873349, E-mail: NUESSE@GSF.DE

Anmeldeschiull; 31. Mai 1996

- Priiparations-, Analyse- und Zellsortictuiigsexperimenten. wurde

i Dickinson und BlOZOL_ﬁlr_ﬁnanzieli'e Unterstiitzung,

-rechtzeitig bekanntgegeben.

2, Miinchener Zytometriekurs
10. - 13. Juni 1996

Umwelt und Gesundheit, Neuherberg bei Monchen, statt. Er wurde von der Gesellschaft &5
Zytomettie und der GSF-Durchilulzytometric von Michael Nisse organisien. Ziel dieses

Gen-Expression, Emmunmarkicrung, FISH, etc. angeboten. Schwem;nhdlml(m
nicht-Klinische Anwendungen yor Duschfiuf- und Bildzytometric. Eine Vickr

demonstrierten 26 verschiedenc Experimente, dic zum Teil auch in Griolhadem,
fir Himatologie, stattfanden. An den Vormittsgen wurden Voririge angeboten,
Ubersichtsreferate zu verschiedenen Themenbereichen, zum Teil aber auch Einfikrungen
Experimente, dic an den Nachmittagen durchgefiihrt werden konnten. -

Die folgenden Gesite standen wihrend des Kurses fir
Demonstrationen zar Verfligung: 2 FACStar® mit jeweils zwei Lasem, FAC
Dl_ckmsnn). Coulter XL (Coulter Electronics), MACS (Miltenyi), Konfokales
Mikroskop (Zeiss), Lasesmikrostrahl, SAMBA, CAS (Bildzytometrie), Dank'
Coulter Electronics, die Personal und Gerte zur Verfilgung stéllie, sowie den Fi

Dic 20 Teilnchmer konnten je mach Interesse zwischen den einzelnen
wilhlen, die jeweils ein- oder zweimal angehoten wurden. Da mehrere Durc ytor
qualifizierten: Operatoren zur Verfiigung: standen, konnten viele der priparicsten: Pr
verschiedenen Geriiten vergleichend gemessen werden. Die groBe Anzahl von. |
verbunden mit dem hohen Interesse der Teilnehmer fihrte zu ciner intensiven Disk
vorgefiihsten Expesimente und Techniken. .

Dic Gesellschaft fir Zytomeirie plant, shuliche Zytometrickurse alle zwei Jahre .
anzubicten. Der nichste Zytometriekurs wird deswegen voraussichtlich im Frobjabr 1998 - -
angeboten werden, miglicherweise von einer anderen Institution. Informationen dazu werden
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PROGRAMM

VIl. Workshop Flowzytometrie
der ADF
In Zusammenarbelt mit der
- Deutschen Geselischaft fliir Zytometrie e.V.

12.13. September 1996

Tagungsort:
- Universitatsciub Bonn
: Konvi_ktsIraBe 9- 53113_ Bonn

Immunphanotypisierung: Immundefekts, Lo
Funktionelle Subpopulationen: zZytoplasma
Abkidirung von Antimien: Retikulozyten, ZP
Thrombozytg'_ : Antigene, Akdtivierung, Aut
Mulﬁ-Dmg-HeSislenz:-Funktion und gp170 -
Apoptose: TdT-Assay, Pl-Test, CD95
Phagozylose und oxidativer Burst
Basophilendeégranulation
Lymphozytenaktivjerung und NK-Assay
LDL-Rezeptortest

Teilnehmer:  Vorlesung unbegrenzt, Prakﬁkuni 30 Personen

‘Organisation: T. Nebe und Mitarbeiter, Insttut i Kiinische Chemie
o D-68135 Mannheim, Tel. 0621/383-3486 FAX -3819
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| 3.  Kongress filir

Flow - Zytometrie und Bildverarbeitung

in der Onkologie
. Graz, 25.- 26. April 1997
_ | Tagungsort _ |
'Hﬁr;aul der Gebuﬂ;himi_t_:h - Gyndkologischen
|  Universitétskiinik Graz
Vorstand: Prof. Dr. R. Winter |
Info und Anmeldung:
P.Plrsiner
Tel.: (00)43-316-385-3159
Fax: (00)43-316-385-2477
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Einladung

10. Heidelberger
Zytometrie Symposium

Tagung der
Deutschen Gesellschatft fiir Zytometrie e.V.

Heidelberg, 16. bis 18. Oktober 1997

Tagungsort
Kommunikationszentrum
Deutsches Krebsforschungszentrum Heidelberg
Im Neuenheimer Feld 280
D - 69 120 Heidelberg
Tel.: 062217423208 Fax: 06221/42 2652
E-mail: m.stoehr@dkfz-heidelberg.de

Organisatoren
K.J. Hutter, S. Meuer, M. Stohr, M. Trendelenburg.




