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Originalarbeit

Neuer Parameter fir die Stoffwechseleinstellung: Durch-

schnittsglucose statt HbA1c?

Erwin Schleicher

Medizinische Klinik und Poliklinik IVV/Zentrallabor, Universitatsklinikum Tibingen

Zusammenfassung: Versuche die HbA1c
Methoden zu harmonisieren zeigten, dass die
zurzeit verwendeten Methoden unspezifisch
sind. Inzwischen wurde eine Referenzmethode
entwickelt und evaluiert die allerdings um ca.
2% niedrigere Werte ergibt. Die amerikanische
Diabetesgesellschaft hat daher vorgeschlagen
die HbA1c-Werte als ,geschatzte Durch-
schnittsglucose” zu reportieren, wobei diese
durch Umrechnung der gemessenen HbA1c-
Werte Gber eine Gleichung erhalten werden.

Der HbA1c-Wert ist seit zwei Dekaden ein
etablierter Parameter zur Kontrolle der Stoff-
wechseleinstellung von Typ 1und Typ 2 Diabe-
tikern. Beim Versuch die auf der Welt vorhan-
denen unterschiedlichen Methoden zu harmo-
nisieren zeigte sich, dass die verwendeten
HbA1c Methoden unterschiedliche Werte er-
geben. Eine inzwischen etablierte und evalu-
ierte Referenzmethode ergab aber niedrigere
HbA1c-Werte als die bislang verwendeten
Methoden. Um Patienten und Kliniker nicht zu
verwirren und um eine Interpretation der Er-
gebnisse vorzunehmen, wurde von der ameri-
kanischen Diabetesgesellschaft vorgeschlagen
die gemessenen HbA1c-Werte Uber eine Glei-
chung in eine ,geschétzte Durchschnittsgluco-
se“ umzurechnen und als solche in mg/dl zu
reportieren.

Was ist HbA1c?

HbA1c ist die minore Hdmoglobin-Fraktion,
die am N-terminalen Valin der R-Kette des
Hamoglobins glykiert ist, d.h. dass Glucose an
dieser Stelle des Hamoglobins irreversibel ge-
bunden ist. Das Ausmal} der Glykierung hdngt

linear von der Blutglucosekonzentration und
der Dauer der Glucoseexposition, also der Ery-
throzytheniberlebenszeit ab, die normalerwei-
se ca. 120 Tage betragt. Obwohl auch andere
Proteine im Plasma wie auch im Gewebe in
Abhangigkeit von der Glucosekonzentration
glykiert werden, ist das HbA1c in den letzten
zwei Dekaden zum anerkannten Goldstandard
fur die quantitative Abschatzung der chroni-
schen Hyperglykdmie geworden und dient da-
mit als Richtwert fir die Therapieeinstellung
von Typ 1 und Typ 2 Diabetikern. Das liegt vor
allem daran, dass groRe Studien eine enge
Assoziation zwischen dem Risiko fur Langzeit-
komplikationen (vor allem mikrovaskulare
Schéden) und dem HbA1c-Wert gezeigt ha-
ben. Fir die erste grof3e Studie, die amerikani-
sche DCCT-Studie wurde fir die Bestimmung
des HbA1c die auf chromatographischer Tren-
nung beruhende HPLC-Methode verwendet,
sodass diese Studie Grundlage fiir die Erstel-
lung von Therapiezielen war.

Da fur die Bestimmung des HbA1c auf ver-
schiedenen Prinzipien beruhende Methoden,
die unterschiedliche Resultate ergaben, vor-
handen waren, versuchte man eine Standardi-
sierung der Methoden. Dabei stellte sich aller-
dings heraus dass sogar die Methoden, die auf
dem gleichen Messprinzip beruhen und mit
dem gleichen Standard kalibriert wurden, un-
terschiedliche Patientenwerte ergaben: im
Vergleich zur amerikanischen ,National Glyco-
hemoglobin Standardization Program®
(NGSP)-Methode, die auf der bei der DCCT-
Studie verwendeten Methode basierte, waren
die mit der japanischen Methode gemessenen
HbA1c Werte um ca. 0,4% und die mit der
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schwedische Methode gemessenen sogar um
1,4% niedriger. Da diese Harmonisierungsbe-
mihungen zeigten, dass die vorhandenen Me-
thoden fehlerbehaftet sind, wurde von der In-
ternationalen Federation of Clinical Chemistry
(IFCC) ein Komitee gegriindet, das eine Refe-
renzmethode etablieren sollte.

Dieses Komitee entwickelte eine neue Be-
stimmungsmethode, die auf ,Peptid-mapping“
basierte. Um eine ,absolute” Standardisierung
zu erreichen wurde sich streng an die Definiti-
on des HbA1c gehalten d.h. nur der N-ter-
minale Teil des Hadmoglobins der R-Kette ana-
lysiert. FUr die Analytik wurde der N-terminale
Teil des Hdmoglobins mit einem Enzym spezi-
fisch abgespalten und der Anteil an glykiertem
versus nicht-glykiertem Peptid mit modernen

massenspektroskopischen Methoden gemes-
sen (Abb.1). Wie erwartet wurden ca. 1,5-2%
niedrigere HbA1c-Werte erhalten. Um die Wer-
te vergleichen zu kénnen wurde eine ,Master”
Regressionsgleichung mit Hilfe von Patienten-
werten aufgestellt mit der man die Werte um-
rechnen kann: (NSPG-HbA1c) = 0,915 x
(IFCC-HbA1c) + 2,15. Da Referenzmethoden
in Sl-Einheiten angegeben werden missen
und um Verwechslungen zu vermeiden, wurde
die Einheit fir die Referenzmethode auf
mmol/mol festgelegt d.h dass die HbA1c-
Werte in Promille berichtet werden, aber we-
gen der spezifischeren Methode niedriger lie-
gen. Eine danische Gruppe fand mit der neuen
Referenzmethode einen Referenzbereich von
28,5 -38,1 (Mittelwert = 33,3) mmol/mol fir ein
Kollektiv von Nichtdiabetikern.

Enzymatische Spaltung durch Glu-C

N-Terminus der B-Kette des Hb

Yal  hi

Leu Thr

\

Pro Glu

HbAO-Peptid

Ol
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Leu Thr

Pro Ghu

HbA1_-Peptid

Abb. 1:

Bestimmung des HbA1c mittels der Referenzmethode:nach spezifischer enzymatischer Spaltung mit der

Protease Glu-C wird das Verhéltnis von HbAO- zu HbA1c massenspektrometrisch bestimmt
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Die Referenzmethode wurde inzwischen
von allen klinisch-chemischen Gesellschaften
der Welt unter dem Dach der International Fe-
deration of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine (IFCC) und auch von der amerikani-
schen (ADA), der europdischen (EASD) und
der internationalen Diabetesgesellschaft (IDF)
anerkannt. Allerdings sprachen sich vor allem
die amerikanischen Kollegen gegen die ,neue
Ergebnisse” aus (nicht gegen die neue Metho-
de!), da andere Werte erhalten werden, die mit
den in den Leitlinien enthaltenen Zielwerten
nicht tibereinstimmen.

Daraufhin wurde beschlossen ein ,consen-
sus committee“ einzurichten das folgende Be-
schltisse fasste (Mailand, 4.Mai 2007):

HbA1c Testergebnisse einschlieBlich des
Referenzsystems und des ,reporting” sollen
weltweit standardisiert werden.

Das neue IFCC Referenzsystem flir HbA1c
stellt den einzigen validen Anker flir die Imp-
lementierung der Standardisierung der HbA1c
Messungen dar.

Die HbA1c Ergebnisse muissen weltweit in
mmol/mol und abgeleitenen NGSP-Einheiten,
die Uber obige Mastergleichung berechnet
werden, berichtet werden.

Falls die laufende ,mittlere Plasma Glucose
Studie“ vordefinierte Kriterien erflillt, kann der
HbA1c Wert auch als von ,Al1c-abgeleiteter
mittlere Glucose“ (ADAG) berichtet werden.
(Anmerkung: die neu eingeflihrte Abkuirzung
Aic fir HbA1c wird in Europa und inzwischen
auch in den USA nicht empfohlen).

Die Ziele der Stoffwechseleinstellung in kli-
nischen Leitlinien sollten in IFCC-Einheiten
oder abgeleiteten NGSP Einheiten oder als
ADAG berichtet werden.

Inzwischen wurde die ADAG-Studie verdf-
fentlicht. Ziel dieser Studie war es eine ma-
thematische Beziehung zwischen dem HbA1c-

Wert und den vom Patienten selbst gemesse-
nen, gemittelten Glucosewerten zu erhalten
um zu ermitteln ob HbA1c-Werte in ,mittleren®
Glucosewerten in den gleichen Einheiten, wie
sie beim Patientenselbstmessen verwendet
werden, ausgedrlickt und berichtet werden
kénnen.

Die Studie wurden in 10 internationalen
Zentren durchgeftihrt, davon 6 in den USA, je-
weils ein Zentrum war in den Niederlanden,
Dénemark, ltalien und Kamerun. Insgesamt
wurden 268 Patienten mit Typ 1 und 159 Pati-
enten mit Typ 2 Diabetes und 80 Nichtdiabeti-
ker eingeschleust. Der HbA1c-wert wurde am
Ende der 3-Monatsperiode in einem Zentralla-
bor bestimmt und mit den mittleren Glucose-
werten die aus den sehr héufig (ca. 2700) in-
nerhalb der 3 Monate von den Patienten be-
stimmten Glucosewerten berechnet wurden,
verglichen. Folgende lineare Regressiongera-
de wurde erhalten (Abb. 2): ,Durchschnittsglu-
cose AG (mg/dl) = 28,7 x HbA1c — 46,7 (R2
=0,84, p < 0,0001). Die Autoren schlieen dar-
aus, dass HbA1c-Werte von den meisten Typ
1 und Typ 2 Diabetikern in “geschétzten”
Durchschnittsglucosewerten ausgedrtickt wer-
den kénnen. Bei genauerer Betrachtung zeigt
sich jedoch dass die Streuung in dem gut defi-
nierten Kollektiv relativ groB3 ist. Abb. 2 zeigt,
dass z.B. ein HbA1c-Wert von 7 einer “ge-
schétzten® Durchschnittsglucose von 123 bis
185 mg/dl entspricht. Noch gréBer sind die
Streuungen in héheren HbA1c-Bereichen; so
entspricht ein HbA1c-Wert von 9 einer “ge-
schétzten® Durchschnittsglucose von 170 bis
249 mg/dl. Weiterhin ist anzumerken dass fur
die Erstellung der Gleichung ein ausgewdéhltes
Kollektiv verwendet wurde, sodass in der Pra-
xis eine gréBere Streuung erwartet werden
kann. Eine Studie mit diabetischen Patienten
mit eingeschrénkter Nierenfunktion zeigte z.B.
eine schlechte Korrelation zwischen mittlerer
Glucose und HbA1c.
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Lineare Regression von HbA1c nach drei Monaten und errechnete Durchschnittsglucose wahrend der

drei Monate (aus Nathan DM et al. Diab Care 31,1473-78, 2008)

Durch die neue Referenzmethode, die den
absoluten Standard fur die HbA1c Methode
darstellt, ist, teilweise unnétig, einige Verwir-
rung aufgetreten. Das liegt vor allem daran,
dass vor allem die amerikanischen Kollegen
keine neue Einheit sondern eine ,Interpretati-
on“ des gemessenen HbA1c ausgedrickt in
geschéatzter Durchschnittsglucose wuinschen,
d.h. es soll der HbA1c-Wert gemessen werden
und dann durch das Laborinformationssystem
Uber eine Formel in eine geschétzte Durch-
schnittsglucoseermittelt werden, die dann un-
abhangig von der HbA1c-Methode und Benen-
nung ist.

Die Nachteile dass die HbA1c Werte in
Glucoseeinheiten ausgedrickt werden obwohl
keine Glucose gemessen wurde, dass es fir
die geschéatzte Durchschnittsglucose keine
Therapieziele gibt und dass die HbA1c-Werte
und die gemessenen Durchschnittsglucose-
werte teilweise nur schlecht korrelieren, wer-
den vor allem von der européaischen, japani-
schen und kanadischen Diabetesgesellschaft

gesehen sodass diese Gesellschaften wahr-
scheinlich die Umrechnung nicht empfehlen
werden.

Facit

Die bislang verwendeten HbA1c-MeR-
methoden erfassen auch nicht-glykiertes Ha&-
moglobin. Es wurde eine Referenzmethode e-
tabliert und evaluiert, die zeigte dass die
HbA1c-Werte um ca. 2% zu hoch sind. Die
IFCC Referenzmethode ist inzwischen von al-
len relevanten Gesellschaften anerkannt und
die Ergebnisse sollen in mmol/mol reportiert
werden. Die Kalibrierungen aller Gerate muss
mit Standards erfolgen deren Sollwerte sich
auf die Referenzmethode zuriickfihren lassen;
Umsetzung bis 31.12.2009. Die HbA1c-Werte
kénnen mit Hilfe einer Formel in eine “ge-
schéatzte” Durchschnittsglucose umgerechnet
werden um eine Interpretation fir Arzte und
Patienten zu erleichtern.
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AbschlieRend kann man fir die Praxis zu-
sammenfassen: Durch die Rickfihrbarkeit der
verschiedenen Methoden auf eine Referenz-
methode wird die Qualitat der HbA1c Messung
deutlich verbessert. Die Referenzmethode
nach IFCC wird sich langfristig durchsetzten so
dass langfristig auch die neue Benennung
verwendet wird.

Die Ergebnisse werden in mmol/mol ange-
geben; das bisherig verwendete HbA1c
(DCCT) wird weiterhin in % angegeben. In Eu-
ropa wird sich die Umrechung von HbA1c (e-
gal ob ,alte” oder ,neue“ Methode) in eine
,ourchschnittsglucose* nicht durchsetzen.

Literatur:

- DM. Nathan et al.: Translating the A1c Assay into
estimated average glucose values. Diabetes Care
2008; 31: 1473-78

- Consensus Committee: Consensus statement on
the worldwide standardization of the haemoglobin.
Diabetes Care 2007; 30: 2399-2400

Anschrift des Verfassers:

Erwin Schleicher, Universitatsklinikum Tubin-
gen, Medizinische Klinik und Poliklinik
IV/Zentrallabor, Hoppe-Seylerstr. 3, D-76076
Tabingen, Email: Erwin.Schleicher@med.uni-
tuebingen.de, Telefon: 07071 - 29-80602, Te-
lefax: 07071 - 29-4696

Erwin Schleicher ist Leiter der Abteilung fir
Klinische Chemie am Universitatsklinikum TU-
bingen. Die Untersuchung des molekularen
Mechanismus der gestérten Insulinsignaliber-
tragung ist ein Schwerpunkt seiner wissen-
schaftlichen Téatigkeit. Ein anderer Schwer-
punkt ist die Aufklarung der Entstehung diabe-
tischer Gefallschaden in dessen Rahmen die
Glykierung von Proteinen von besonderer Be-
deutung ist.
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Originalarbeit

Bedeutung von Darmbarriere, Detoxifikation und Gallensau-
restoffwechsel bei Chronisch-Entziindlichen Darmerkran-

kungen

Wolfgang Wistuba und Thomas Langmann

Institut fir Humangenetik, Universitdt Regensburg

Einleitung

Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen
(CED) mit den beiden Hauptformen Morbus
Crohn und Colitis ulcerosa stellen multifakto-
rielle Erkrankungen mit einer deutschlandwei-
ten Pravalenz von etwa 300.000 Patienten dar.
Neben allgemeinen immunologischen, mikro-
biellen und umweltbedingten EinfluRfaktoren
spielt die genetische Suszeptibilitat eine wich-
tige atiologische Rolle [1]. Die genetische
Komponente scheint bei Morbus Crohn héher
zu sein als bei Colitis ulcerosa und die Mehr-
zahl der identifizierten genetischen Varianten
zeigt eine signifikante Assoziation selektiv fir
Morbus Crohn. Mittels Kopplungsanalysen,
sowie durch Kandidatengenstudien bzw. ge-
nomweite Assoziationsstudien wurden mehr
als 30 Genloci identifiziert, die sich mehrheit-
lich in den Bereich immunologischer Faktoren
eingliedern lassen [2-4]. Neben der Fehlregu-
lation der innaten und adaptiven Immunantwort
stehen Dysbiose und gestérte Darm-Mikroben
Interaktion, sowie Defekte der epithelialen In-
tegritat und Barrierefunktion im Interesse der
Erforschung pathophysiologischer Grundprin-
zipien.

Darmbarriere und Detoxifikation

Darmepithelzellen spielen eine wichtige
Rolle als Teil der aktiven physiologischen Bar-
riere zwischen luminalen Bestandteilen wie
Bakterien, Nahrung und Toxinen, und Immun-
zellen des Darms. Eine Aufhebung dieser

rdaumlichen Trennung gilt als pathophysiolo-
gisch relevanter Prozess bei der Entstehung
von CED. So scheinen genetische Defektvari-
anten in NOD2 neben einer gestérten NFkB-
Aktivierung mit einer Fehlfunktion der Mukosa-
homdostase und einer verstarkten epithelialen
Exposition gegeniiber der Darmmikroflora ein-
herzugehen [5]. Es tritt eine verédnderte Erken-
nung bakterieller Oberflachenstrukturen durch
pathogen associated molecular patterns und
eine verminderte mukosale Sekretion von an-
timikrobiellen Peptiden, v.a. von Defensinen
und Cryptidinen in NOD2-mutanten Patienten
[6] und NOD2-defizienten Mausen [7] auf. Die
natirliche Permeabilitat der epithelialen Barrie-
re wird durch streng regulierte Prozesse kon-
trolliert. Der Verlust der Expression und Struk-
tur von Tight Junctions und Adherens Juncti-
ons und damit eine Auflésung bzw. Fehlbil-
dung der Zell-Zellkontakte gilt als Ausldser in-
testinaler Inflammation im Tiermodell [8]. Phy-
siologische Zell-Zell-Kontakte und Zell-Matrix-
Interaktionen von Enterozyten sind aber auch
wichtig zur Hemmung von Apoptose und damit
verbundener vorzeitiger Anoikis [9]. Inflamma-
torische Stimuli Uber das TNF/LIGHT-System
hingegen haben direkten Einfluss auf Signal-
kaskaden, die zur endozytotischen Aufnahme
der Junction Proteine ZO-1, Claudin-1 und
Occludin und damit zur Barrieredysfunktion
fuhren [10].

Neben der passiven Barriere der Mukosa
stellt die aktive Detoxifikation und Biotransfor-
mation sowie der Efflux luminaler Substanzen
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durch Epithelzellen des Colons und und des
Dunndarms eine wichtige Schutzfunktion dar.
Es lassen sich generell drei Phasen der Deto-
xifikation defininieren. Phase 1 Reaktionen
beinhalten Redoxreaktionen Uber Cytochrom
P-450 Enzyme (CYPs), Hydratationen durch
Carboanhydrasen und Hydrolysereaktionen
mittels Carboxylesterasen. Zu Phase 2 Reakti-
onen zahlt man Sulfatierung, Glucuronidie-
rung, Acetylierung, Methylierung und Glutathi-
on-Konjugation reaktiver Intermediate. Ein
darmspezifisches Set von ATP-binding casset-
te (ABC)-Transportern kann sowohl hydropho-
be Substanzen direkt ausschleusen, wie im
Fall des apikalen multidrug resistance protein 1,
MDR1 (ABCB1), als auch den Austransport
von Substratkonjugaten ermdglichen (z.B.
durch multidrug resistance related proteins,
MRPs) [11, 12]. Im Vergleich zur Leber zeigen
CYP3A und CYP2C Isoenzyme und die Glu-
tathion-S-Transferasen GSTM1 und GSTT1
eine etwa gleich hohe Expression im Darme-
pithel und hier vor allem an den Spitzen der
Mikrovilli. Intestinales CYP3A4, das flr den
Hauptteil des First Pass Metabolismus von
Medikamenten verantwortlich ist, ist maximal
aktiv in vollstandig polarisierten und zum Ver-
band geschlossenen Epithelzellen. Dies legt
nahe, dass die Entgiftungskapazitadt von Mu-
kosazellen direkt mit der physiologischen Bar-
rierefunktion in Zusammenhang steht. Die in-
dividuelle Aktivitat dieser Enzyme unterliegt ei-
ner vielfachen Kontrolle durch metabolische
Stimuli und genetische Polymorphismen. ABC-
Transporter werden ebenfalls substratabhan-
gig und individuell genetisch reguliert. MDR1,
MRP2 und BCRP (breast cancer resistance
protein) vermitteln den apikalen Export von
Xenobiotika und MRP3 steuert den basolateral
Efflux von sulfatierten und glucoronidierten
Stoffen. Die apikale Exportfunktion von Ente-
rozyten ermdglicht zum einen die wiederholte
und verlangerte Exposition und zum anderen
eine kontinuierliche Stimulation der Enzym-
und Transportsysteme. Aufgrund der hohen
Umsatzrate von Darmepithelzellen und man-
gels eines ,xenobiotischen Gedachtnisses” ist
die kontinuierliche Re-Induktion des mukosa-

len Biotransformationssystems essentiell fir
die physiologische Entgiftungsleistung des
Darms [11].

Storung der Detoxifikation und Darmbar-
riere bei CED

Sowohl eine standig wachsende Anzahl
von Studien an Tiermodellen, als auch Unter-
suchungen mit CED Patienten legen nahe,
dass eine gestorte Detoxifikation an der Pa-
thogenese chronisch entzindlicher Darmer-
krankungen beteiligt ist. So kann eine experi-
mentell induzierte Glutathion-Defizienz in
Mé&usen zur verstéarkten oxidativen Schadigung
der Mukosazellen filhren und schwere Dege-
neration von Epithelzellen des Jejunums und
des Colons auslésen, wahrend nach Trinitro-
benzolsulfonsdure (TNBS)-induzierter Colitis
eine signifikante Verbesserung durch Glutathi-
on-Supplementation erreicht werden kann [13].
Ma&use mit kombinierter Glutathion Peroxidase
1 (Gpx1) und Glutathion Peroxidase 2 (Gpx2)-
Defizienz entwickeln ebenfalls CED-&hnliche
Symptome. Interessanterweise stimuliert die
natlrliche Darmflora die Gpx2 Expression und
Dysbiose wirkt sich negativ auf das Glutathi-
onsystem aus [14]. Patienten mit Morbus
Crohn weisen zudem erniedrigte Glutathion-
Spiegel sowohl in entziindeter, als auch in
nicht-entziindeteter Mukosa auf [15].

Zusatzlich zu dieser Schadigung der Pri-
mar- und Sekundardetoxifikation zeigen neue
Daten, u.a. Expressionsanalysen unserer Ar-
beitsgruppe in 20 menschlichen Geweben [16],
dass ABC-Transporter eine hohe Expression
im Darm aufweisen und an der Protektion der
Mukosabarriere tber die Ausschleusung von
Toxinen, Nahrungsstoffen und bakteriellen
Komponenten zurlick ins Darmlumen bzw. in
den enteroheptischen Kreislauf beteiligt sind.
Die MDR1(ABCB1)-Knock-out Maus zahlt zu
den CED-ahnlichen Mausmodellen, die spon-
tan ohne weitere experimentelle Eingriffe eine
gestorte Darmbarriere und Colitis entwickeln
[17]. Die zusatzliche Infektion mit verschiede-
nen Helicobacter Spezies fuhrt zur Modulation
des Schweregrades bzw. des Zeitraums der
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Auspragung der Entziindung, was auf eine In-
teraktion der Darmflora mit dem Abwehr- bzw.
Entgiftungssystem hindeutet [18]. Im Men-
schen sind MDR1 Polymorphismen mit einer
Suszeptibilitat fur Colitis ulcerosa assoziiert
[19].

Wichtige Erkenntnisse zur Bedeutung der
zellularen Detoxifikation fur die Mukosahomé-
ostase und Darmbarriere wurden durch ge-
nomweite =~ mRNA-Expressionsstudien  an
Darmbiopsien von CED-Patienten in unserer
Arbeitsgruppe gewonnen. Wir konnten erst-
mals deutlich verminderte mMRNA Mengen von
ABC-Transportern, Phase 1 und 2 Detoxifikati-
onsenzymen und des Transkriptionsfaktors
Pregnane X Rezeptor (PXR, NR1I2) in ver-
schiedenen Darmabschnitten bei CED nach-
weisen. Dementsprechend lieferte die Be-
schreibung der Fehlexpression von PXR und
des nachgeschalteten ABC-Transporter-
Detoxifikations-Systems speziell bei der Colitis
ulcerosa eine erste molekulare Erklarung fur
die aberrante Entgiftung bei CED [20]. Darauf
aufbauend ergaben Fall-Kontrollstudien mit
Polymorphismen im PXR-Gen bei irischen und
spanischen Patientenkohorten ein erhéhtes re-
latives Risiko fir PXR-Genvariantentrager an
CED zu erkranken [21, 22]. Unveréffentlichte
Daten unserer Arbeitsgruppe mit knapp 400
deutschen CED-Patienten unterstitzen diese
Befunde, wahrend eine aktuelle Publikation
keine Assoziation von PXR Polymorphismen
mit CED bei padiatrischen Patienten finden
konnte [23]. Unabhéngig von diesen an CED-
Patienten erhobenen Daten deuten aktuelle
Ergebnisse aus Mausmodellen auf eine pro-
tektive Rolle von PXR im Darm hin. Die Be-
handlung mit dem PXR-Agonisten Pregneno-
lone-16a-carbonitrile (PCN) kann die Dextran-
sodiumsulfat (DSS)-induzierte akute Colitis im
Mausmodell signifikant mindern, begleitet mit
einer Suppression der Expression von NFkB-
Zielgenen [24]. Pro-inflammatorische, NFkB-
abhangige  Signalmechanismen  wiederum
vermitteln die reziproke Hemmung des PXR-
Regelkreises in vitro [20, 25]. Nach dem ge-
genwartigen Forschungsstand lasst sich ein
Uberzeugender Zusammenhang formulieren,

der besagt, dass eine physiologische Expres-
sion und Funktion von PXR im Darm die Induk-
tion von Entzindungsmechanismen unter-
drickt und eine chronische Entzindung wie-
derum zur Hemmung des PXR-
Detoxifikationssytems fihrt [26].

Interaktion des intestinalen Detoxifikati-
ons-sytems mit dem enterhohepatischen
Gallenséurestoffwechsel

Die koordinierte Induktion der funktionell
eng verzahnten Enzyme des Detoxifikations-
systems und des Gallensaurestoffwechsels
findet Uberwiegend transkriptionell in der Leber
und im Darm statt. Xenobiotika und Endobioti-
ka wie z.B. Gallensduren, die einer Biotrans-
formation unterliegen, wirken meist als direkte
Liganden fur PXR, Farnesoid X Rezeptor
(FXR), Constitutive Androstane Rezeptor
(CAR) und Aryl Hydrocarbone Rezeptor (AhR).
PXR, FXR, CAR und AhR steuern so koordi-
niert distinkte aber auch teilweise Uberlappen-
de Gengruppen des Stoffwechsels der Leber
und des Darms. Als Beispiel fir einen Feed
Forward Mechanismus der Gallensauredetoxi-
fikation sei hier die toxische Lithocholséure
(LCA) genannt, die als hochaffiner Ligand und
Aktivator fir PXR fungiert. Zusammen mit dem
ubiquitdren Bindungspartner Retinoid X Re-
zeptor (RXR) fordert LCA-PXR nach
Kerntranslokation und Promotor-/Enhancer-
Binding die Transkription von CYP3A4 und
somit die Umwandlung von LCA in die weniger
giftige Hyodeoxycholséure. Zuséatzlich zur Kon-
trolle der direkten Entgiftungsleistung tben
FXR und PXR jedoch auch wichtige Funktio-
nen bei der Aufrechterhaltung einer wirksamen
mizellaren antibakteriellen Blockade im Dunn-
darm und der Regulation des enterohepati-
schen Gallensaurestoffwechsels aus. So ge-
langt durch FXR gesteuert, aus Enterozyten
sezerniertes  Fibroblast growth factor 19
(FGF19) Protein via enterohepatischem Kreis-
lauf zur Leber und dockt dort am Fibroblast
growth factor receptor 4 an, woraufhin schlie3-
lich die Expression von CYP7A1 unterdriickt
wird. Auf diese Weise fungiert FGF19 als ente-
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rohepatisches Signal, noch bevor eine erhdhte
Menge an Gallensauren Uber Darm und Pfor-
tader zur Leber gelangen, um eine Uberschis-
sige Produktion von Gallensduren anzuzeigen
[27]. Uber diesen Mechanismus wird sehr
wahrscheinlich auch das Erschlaffen und somit
Wiederauffillen der Gallenblase gesteuert
[28]. In unseren eigenen Untersuchungen
konnten wir nachweisen, dass das menschli-
che FGF19 Gen nicht nur durch FXR gesteuert
ist, sondern auch durch PXR entscheiden re-
guliert wird. Sowohl das Antibiotikum Rifampi-
cin, als auch die sekundéare Gallensdure LCA
wirken induktiv auf PXR, wodurch direkt der
FGF19 Promotor in Darmzellen angeschalten
wird [28]. Damit scheint ein eindeutiger mole-
kularer Zusammenhang zwischen der Entgif-
tungsleistung im Darm und der Gallenséaure-
biosynthese in der Leber zu bestehen. Zur Un-
terstitzung dieser Hypothese konnten in einer
aktuellen Zusammenarbeit unserer Arbeits-
gruppe mit verschiedenen Forschergruppen,
u.a. mit Prof. Gerd Schmitz, Daten zum Gal-
lensaurestoffwechsel bei CED-Patienten erho-
ben werden. In dem CED-Patientenkollektiv,
bei dem bereits teilweise PXR Polymorphis-
men sowie die PXR Expression in Biopsaten
bestimmt wurden (unveréffentlichte Daten und
[20]), zeigten sich signifikant verdnderte Plas-
maprofile eines breiten Spektrums an freien
und konjugierten Gallenséduren [29]. Sollten
diese Befunde durch weitere Untersuchungen,
z.B. der Analyse der direkten hepatischen Syn-
theseleistung untermauert werden, kénnte die
massenspektrometrische  Bestimmung von
Gallensauren im Plasma zur nicht-invasiven
Beurteilung der Darmbarriere von CED-
Patienten dienen.

Ausblick

Zusammenfassend stellen die dargestellten
Befunde zur Charakterisierung des PXR-
abhangigen Detoxifikationssystems bei CED
einen vielversprechenden Ansatz fir neue pa-
thophysiologische Einblicke in zelluldre Krank-
heitsprozesse der CED dar. Darliberhinaus
kénnten sich daraus mittelfristig auch neue
Therapiewege zur Verbesserung der Barriere-

und Entgiftungsfunktion der Darmmukosa, so-
wie neue diagnostische Verfahren ergeben.
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HPLC Analytik der B6-Vitamere: Methodenoptimierung und

Referenzwerterstellung
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ender Wissenschaftler: Dr. Leif Dibbelt)

Eduard Samson, Aachen

Vitamin B6 umfasst eine Gruppe von sechs
3-Hydroxy-2-Methylpyridinen, die untereinan-
der im metabolischen Gleichgewicht stehen
und daher gleiche biologische Aktivitat zeigen:
Pyridoxin (PN), Pyridoxal (PL) und Pyridoxa-
min (PM) sowie ihre 5°-Phosphatester. Haupt-
metabolit der B6-Vitamere ist die 4-
Pyridoxins&ure. Die klinische Relevanz der B6-
Vitamere ergibt sich aus ihrer Funktion als
Coenzym in Uber hundert enzymatischen Re-
aktionen des Metabolismus. Der Vitamin-B6-
Status beim Menschen wird heute Uberwie-
gend durch Bestimmung einer oder mehrerer
B6-Formen im Serum mittels HPLC erfasst.
Keine der bestehenden Methoden ermdéglicht
allerdings die zuverldssige Quantifizierung al-
ler B6-Formen; stellvertretend wird meist die
Konzentration des  Coenzyms Pyrido-
xalphosphat (PLP) angegeben. In der Literatur
variieren die Referenzbereiche der B6-
Vitamere methodenabhéngig erheblich.

Ausgehend von einer publizierten HPLC-
Methode wurden die fur die Analytik relevanten
Variablen einschliellich der Probenvorberei-
tung systematisch tberprift. Neben der traditi-
onellen Eiweil3prazipitation wurden auch die
manuelle und die automatisierte Festphasen-
extraktion der B6-Formen aus Serum getestet,
aber als wenig effizient wieder verworfen. Die
Untersuchungen fiihrten zum Aufbau einer op-
timierten HPLC-Methode, die nach Zugabe von
Perchlorséure, Internem Standard und Dikali-
umhydrogenphosphat zum Serum den Zentri-
fugationsiiberstand an einer modifizierten C18-

Saule mit einer Gradientenelution auftrennt.
Die Detektion der B6-Formen erfolgt fluori-
metrisch. Wahrend der PN-Peak oft durch Mat-
rixbestandteile Uberlagert und deshalb nicht
auszuwerten war, konnten mit dieser Methode
PLP, PM und 4-PA regelmafig im Serum des
Menschen bestimmt werden. Die Methode eig-
net sich fur die Statuserhebung des Vitamin B6
in der klinischen Routinediagnostik und wird
erfolgreich in der Praxis eingesetzt. Fur die
Bestimmung weiterer B6-Vitamere wurde er-
ganzend eine zweite HPLC-Methode etabliert,
die sich in der Probenvorbereitung und in der
Zusammensetzung des Elutionsmittels von der
,Routinemethode“ unterscheidet, aber auch
weniger robust ist als diese. Mit beiden Metho-
den wurden in einem umfangreichen Kollektiv
Erwachsener beiderlei Geschlechts Referenz-
bereiche der Serum-Konzentrationen der B6-
Formen erstellt. Aulerdem wurde die Pharma-
kokinetik der B6-Formen nach Gabe von Pyri-
doxin untersucht.

Aufgrund erheblicher chemischer Unter-
schiede zwischen freien und phosphorylierten
B6-Vitameren sowie extrem niedriger Konzent-
rationen einzelner Vertreter dieser Substanz-
klasse bleibt die zuverldssige HPLC-Analytik
aller B6-Formen im Serum des Menschen eine
Herausforderung.
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In der Labordiagnostik und Therapiekon-
trolle des chronisch erhdhten Alkoholkonsums
ist das Kohlenhydrat- defiziente Transferrin
(CDT) eine etablierte MessgréRe. Die Hoch-
leistungs-Flussigkeitschromatographie (HPLC)
an Anionenaustauscher-S&ulen galt lange als
Referenzmethode der CDT-Analytik, wird heu-
te aber zunehmend auch in der Routineanaly-
tik eingesetzt. Um die Frage zu kléren, ob es
signifikante Unterschiede zwischen den Er-
gebnissen verschiedener, in der Laborroutine
verwendeter HPLC- Applikationen zur CDT-
Bestimmung gibt und, falls ja, ob M&glichkeiten
zur Harmonisierung dieser Analytik bestehen,
wurden drei HPLC-Methoden (Fa. Chromsys-
tems, Fa. Recipe und eine Eigenentwicklung)
an grof3en Serenkollektiven mit unauffélligen
und pathologischen CDT- Werten verglichen.
Die Ergebnisse dieser Methodenvergleiche
zeigten signifikante Unterschiede zwischen
den verschiedenen HPLC-Verfahren, die sich
auf Unterschiede in der Probenvorbereitung
(manuell oder in den HPLC-Lauf integriert), vor
allem aber auf die unterschiedliche Auswer-
tung der Chromatogramme zurtickfihren lie-
Ren. Zwei Verfahren verlangen die Integration
nach einem gemischten Verfahren, bei dem
Asialo- bis Disialotransferrin baseline integriert
werden, wahrend die restlichen Transfer-
rinfraktionen valley-to-valley ausgewertet wer-
den; die 3. Methode verwendet durchgehend
eine baseline-Auswertung. Wurden alle Chro-

matogramme einheitlich baseline integriert, er-
gab die statistische Auswertung eine deutlich
bessere Ubereinstimmung zwischen den Me-
thoden. Nach unseren Erfahrungen wirde eine
einheitliche baseline-Integration wesentlich zur
Harmonisierung der HPLC- basierten CDT-
Analytik beitragen.

Zur Herstellung geeigneter Standards fir
die HPLC-Analytik des CDT wurde eine HPLC-
Methode zur praparativen Isolierung der Iso-
transferrine aufgebaut. Asialo- bis Hexasia-
lotransferrin  wurden anhand des Chroma-
togramms fraktioniert aufgefangen, mittels i-
soelektrischer Fokussierung auf ihre Reinheit
Uberprift, durch Membranfiltration konzentriert
und in mehr als 95 % reiner Form gewonnen.
Ein Teil der aufgetrennten Isotransferrine wur-
de einem Hersteller von Labordiagnostika zur
Austestung Glykan-spezifischer Transferrin -
Antiseren zur Verfiigung gestellt.

Zusammenfassend wurden Madglichkeiten
zur Harmonisierung der HPLC-Analytik des
CDT geschaffen durch Identifizierung metho-
denabhangiger Unterschiede und der Herstel-
lung isolierter, fur Kontrollzwecke geeigneter
Isotransferrine.

Anschrift der Verfasserin:

Dr. med. Ulrike Schmitz, HildastraRe 35, D-
79102 Freiburg
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Polyzystisches Ovar-Syndrom — Untersuchung von Kandida-
tengenen und deren Korrelation mit dem klinischen Erschei-

nungsbild

Dissertation (Dr. med.) aus dem Institut fur Klinische Chemie und Laboratoriums-
medizin des Universitatsklinikums Regensburg (Direktor: Prof. Dr. med. Gerd

Schmitz)

Nadja Geneidy, Wertheim

Hintergrund: Bei dem polyzystischen O-
varsyndrom (PCOS) handelt es sich um die am
haufigsten vorkommende endokrine Stérung
bei Frauen im reproduktionsfahigen Alter. Sei-
ne Pravalenz liegt bei 5-10 %. Die betroffenen
Frauen zeigen ein heterogenes Bild, die klini-
sche Symptomatik reicht von Regeltempo-
anomalien und Adipositas Uber Zeichen einer
Androgenisierung bis hin zu Stoffwechselsto-
rungen im Sinne eines metabolischen Syn-
droms. Die Patientinnen fallen durch erhdhte
Androgene, anovulatorische Zyklen und erhéh-
te Werte des Luteinisierenden Hormons (LH)
auf, haufig findet sich eine Insulinresistenz mit
konsekutiver Hyperinsulinamie.

Bis heute ist die Atiologie des Syndroms in
weiten Teilen ungeklart. Darin liegt die Schwie-
rigkeit begriindet, in dem heterogenen Patien-
tinnenkollektiv eine sichere Diagnosestellung
mit ausreichender Sensitivitdt und hinreichen-
der Spezifitdt zu erreichen, sowie die Betroffe-
nen erfolgreich zu behandeln und langfristig
vor negativen Folgen fir ihre Gesundheit zu
schitzen.

Schon mehrfach wurde bei dem PCOS eine
familidre Haufung gefunden. Deshalb wird all-
gemein bei der Entstehung des PCOS das Zu-
sammenwirken einer genetischen Grundlage
mit dem Auftreten &uRerer Auslésefaktoren
vermutet. Es ist bisher jedoch nicht gelungen,
eine sichere Aussage Uber die genetischen
Veranderungen zu treffen, die vorliegen mis-
sen, um ein PCOS zu generieren. Ebenso ist
unklar, nach welchem Modus das Syndrom
vererbt wird. Viele Kandidatengene sind unter-

sucht worden, jedoch sind nur wenige Versu-
che, die Ergebnisse zu reproduzieren, gelun-
gen.

Bei der Suche nach mdéglicherweise den
klinischen Symptomen des PCOS zugrunde
liegenden genetischen Verdnderungen kann
man sich an den Stoffwechselwegen und den
fur die Fertilitdt ausschlaggebenden Vorgan-
gen, die bei dem PCOS gestért sind, orientie-
ren. Hier stehen vor allem Auffalligkeiten in der
Steroidogenese, in der Follikelreifung und im
Glucosestoffwechsel im Vordergrund.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde gepruft,
ob und inwieweit der R653Q-Single-Nukleotid-
Polymorphismus (SNP) im MTHFD-1-Gen, die
Apail-Variante des IGF-2-Gens wund der
4G/5G-Polymorphismus des PAI-1-Gens flr
die Pathogenese des PCOS und seine klini-
schen Charakteristika verantwortlich sind.

Methoden und Ergebnisse / Diskussi-
on: Dafiur erfolgte eine Sammlung klinischer
Daten sowie eine molekulargenetische Unter-
suchung von 242 Patientinnen und 161 ge-
sunden Kontrollpersonen. Es wurde gezeigt,
dass die genannten SNP nicht die genetische
Grundlage des Pathomechanismus des PCOS
darstellen.

Lediglich fur die Allelverteilung bezuglich
des 4G/5G-Polymorphismus des PAI-1-Gens
konnte ein Unterschied zwischen Patientinnen
mit PCOS und gesunden Kontrollen festge-
stellt werden. Unter den vom PCOS Betroffe-
nen fanden sich fir sich genommen jedoch
keine signifikanten Unterschiede in der Allel-
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verteilung, lediglich bei den gesunden Frauen
konnte ein signifikant hdufigeres Vorkommen
des 4G-Allels nachgewiesen werden.

Auf bestimmte klinische Charakteristika des
PCOS, wie die Androgenisierung haben die
untersuchten SNP nach den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit keine Auswirkung.

Andere klinische Parameter werden dage-
gen signifikant durch die jeweils bestehenden
Varianten der Polymorphismen beeinflusst. So
geht bei den Patientinnen die IGF-2-SNP-
Variante A/A mit Ubergewicht und Adipositas
einher, Frauen mit der reinen 5G-Variante des
PAI-1-Gen-Polymorphismus sind signifikant
haufiger schlank. Patientinnen mit A/A-
Variante des MTHFD-1-Gen-Polymorphismus
weisen signifikant hdufiger eine Dyslipiddmie
auf und entwickeln signifikant ofter einen
Gestationsdiabetes.

Nach einer Kinderwunschbehandlung tre-
ten signifikant weniger Fehlgeburten bei den
Frauen mit PCOS auf, die einen reinen 5G-
Genotyp des PAI-1-Gen-SNP haben.

Fazit: Wahrend manche der gefundenen
Ergebnisse mit denen anderer Untersucher
Ubereinstimmen, gibt es auch Fragestellungen,
bei denen abweichende Resultate von ande-
ren Forschern vorliegen.

Dies macht klar, dass mehr Studien mit
sehr hohen Fallzahlen benétigt werden, um zu
endglltigen Aussagen zu gelangen. Darlber
hinaus ist immer wieder die differierende Diag-
nosestellung des PCOS ein Grund flr unein-
heitliche Resultate verschiedener Untersu-
chungen.

Hier ist es unumganglich, dass fir eine
echte Vergleichbarkeit von Forschungsergeb-

nissen einheitliche Diagnosekriterien herange-
zogen und kompromisslos angewandt werden.

Die mangelnde Reproduzierbarkeit gefun-
dener Ergebnisse zeigt aber in jedem Fall,
dass weiterer Klarungsbedarf bezlglich der
Bedeutung der untersuchten Kandidatengene
besteht.

Die Zahl der Genomvarianten, die mit dem
PCOS assoziiert werden, nimmt immer mehr
zu. Dies legt nahe, dass es sich bei dem
PCOS um eine Stérung handelt, deren Patho-
mechanismus auf dem Zusammenwirken mul-
tipler Genveranderungen mit Umweltfaktoren
und Lebensgewohnheiten beruht.

Weitere Anstrengungen mussen hier unter-
nommen werden, um viele andere in Frage
kommende Kandidatengene auf ihre Assozia-
tion mit dem PCOS hin zu untersuchen. Dabei
wird stets auf die genaue Auswahl der Pro-
bandinnen mit strenger Anwendung der gulti-
gen Diagnosekriterien geachtet werden mis-
sen, bei gleichzeitigem Anstreben des Ein-
schlusses groRer Fallzahlen. Darlber hinaus
darf das wahrscheinliche Basieren der Patho-
genese des PCOS auf multiplen Genverande-
rungen nicht aulRer Acht gelassen werden.

Weiterhin bleibt zu klaren, ob es sich bei
dem PCOS berhaupt um eine einzige Stérung
handelt oder ob sich dahinter vielmehr mehre-
re verschiedene Krankheitsentitdten verber-
gen.

Anschrift der Verfasserin:

Nadja Geneidy, Krankenhaus Wertheim, Carl-
Roth-Str. 1, D-97877 Wertheim. E-Mail: nad-
ja.geneidy@freenet.de
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Prokoagulante Aktivitat des Monozyten: Fc gamma-
Rezeptoren als Trigger und Variable

Dissertation (Dr. med.) aus dem Institut fir Klinische Chemie und Laboratoriums-
medizin des Universitatsklinikums Regensburg (Direktor: Prof. Dr. med. Gerd

Schmitz).

Martin Frébe, Amberg

Hintergrund: Monozyten stehen gewis-
sermallen an der Schnittstelle zwischen Im-
munsystem und Gerinnungssystem, da sie ei-
nerseits die Fc- bzw. Fc gamma-Rezeptoren
(FcgR) besitzen, denen eine Schlisselstellung
innerhalb des Immunsystems zufallt, anderer-
seits den fur die Initiierung und die Ausbrei-
tung (,propagation®) der Thrombinbildung ent-
scheidenden Tissue Factor (TF) liefern kon-
nen.

Eine direkte Stimulierbarkeit von Monozy-
ten zur Expression von prokoagulanter Aktivi-
tat (PCA) bzw. TF durch FcgR-Aktivierung wird
in der Literatur kontrovers diskutiert, wobei
entsprechende Arbeiten mit selektivem Cross-
linking einer monozytaren FcgR-Klasse (FcgRI
[CD64], FcgRIIA/B [CD32], FcgRIIIA [CD16])
nicht gefunden wurden. Obwohl TF der Initiator
der Gerinnungskaskade in vivo ist, kdnnen
messbare TF-Expression und PCA in ver-
schiedenen Situationen deutlich voneinander
abweichen, was zunehmend intensiv unter-
sucht wird (sog. ,TF  encryption/de-
encryption“). Die am haufigsten von der stark
CD14-positiven Mo.-Hauptpopulation abge-
grenzte Subpopulation CD14(+)CD16(+)
scheint bei verschiedenen Erkrankungen, wie
z. B. der Lipopolysaccharid (LPS)-induzierten
Sepsis eine wesentliche Rolle zu spielen.

Grundlegende Ziele der Arbeit waren des-
halb die Untersuchung von Zusammenhéngen
zwischen den drei verschiedenen FcgR-
Klassen und PCA am Monozyten, die Betrach-
tung der Korrelation der erzeugten PCA mit ih-
rem Hauptinitiator TF sowie die Ermittlung von
Beziehungen zwischen CD16-Expression und

TF-Induktion bzw. -Induzierbarkeit unter LPS-
Stimulation.

Methoden und Ergebnisse / Diskussi-
on: Monozyten wurden aus Buffy-Coat-
Préaparaten konventioneller Blutspenden durch
Dichtegradientenzentrifugation und anschlie-
Bender Positiv- oder Negativisolierung mit
Magnetbeads gewonnen. Die TF-/PCA-
Induktion nach selektiver Stimulation einer
FcgR-Klasse  mit  spezifischen  F(ab’)2-
Fragementen bzw. Antikérpern wurde an iso-
lierten Monozyten auf verschiedenen Ebenen
untersucht (Calcium-Influx, TF-mRNA, TF-
Gesamtprotein, TF-Oberflachenexpression,
PCA mittels Rekalzifizierungszeit-Assay). Zur
Messung der revers transkribierten TF-mRNA
(= TF-cDNA) wurde eine Real-Time-PCR etab-
liert, die die absolute Quantifizierung der TF-
cDNA erlaubte. Mit den Inkubationen wurden
Korrelationsuntersuchungen  zwischen  TF-
Oberflachenexpression und PCA durchgefihrt,
z. T. mit Einsatz eines blockierenden Anti-TF-
Antikorpers. Auswirkungen der LPS-
Stimulation auf die CD16- Oberflachenexpres-
sion, sowie Effekte der CD16- Oberflachenex-
pression auf die LPS-induzierte PCA wurden
an negativisolierten Monozyten und in Voll-
blutproben freiwilliger Blutspender untersucht.
Die Etablierung einer Magnetbead-vermittelten
Anreicherung der CD16(+)- und CD16(-)-
Subpopulationen erlaubte schliellich den Ver-
gleich der LPS-induzierten PCA in beiden
Subpopulationen.

Es wurde gezeigt, dass in Monozyten-
Isolaten durch selektives Crosslinking des
FcgRl TF bzw. PCA induziert werden kann,
wahrend dies fir ein FcgRIIIA-Crosslinking
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nicht méglich war und der FcgRIl (Subklassen:
aktivierender FcgRIIA  und inhibierender
FcgRIIB) diesbeziglich variable Effekte er-
brachte. Fur die Induktion von monozytdrem
TF und damit die Initierung der Gerinnungs-
kaskade erscheint dabei das alleinige Cross-
linking (ohne Fc-Ligierung) der FcgR ausrei-
chend. Die hier tberraschend gute Korrelation
zwischen monozytdrer TF-OE und PCA-
Induktion kann ein Hinweis fir eine bei diesen
Experimenten nur wenig relevante TF encryp-
tion/de-encryption sein oder fir eine weitge-
hende Spezifitit des verwendeten fluores-
zenzmarkierten Anti-TF-Antikorpers fir aktiven
(de-encrypted) TF. Die hohe Relevanz von TF
bei der PCA-Induktion wurde durch eine um 95
% liegende Blockierbarkeit der PCA durch ei-
nen Anti-TF-Antikérper verdeutlicht. Eine resi-
duale PCA (hier um 5 %) nach TF-Blockade
zeigt sich auch in anderen Arbeiten, ihre Her-
kunft ist aber nicht eindeutig geklart. Unter
LPS-Stimulation resultierte eine Abnahme der
CD16(+)-Subpopulation sowie eine héhere TF-
Oberflachenexpression auf den CD16(-)-
Monozyten im Vergleich zu den CD16(+)-
Monozyten. Diese negative Korrelation von
CD16- und TF- Oberflachenexpression (bzw.
CD16- Oberflachenexpression und PCA-
Induktion durch LPS) bestatigte sich auch mit
getrennt untersuchten, angereicherten
CD16(+)-/CD16(-)-Subpopulationen, wo die

CD16(-)-Fraktion im Mittel die hdéhere PCA-
Antwort lieferte.

Fazit: Die Ergebnisse pragen am Monozy-
ten ein Bild vom FcgRIIIA als Negativindikator
fur PCA/PCA-Induzierbarkeit und vom FcgRI
als entsprechendem Positivindikator bzw. di-
rektem PCA-Trigger. Effektvariabilitdten beim
FcgRIl stehen wahrscheinlich im Zusammen-
hang mit der Wechselwirkung des eingesetz-
ten F(ab’)2-Fragments mit den beiden Sub-
klassen des FcgRII (aktivierender FcgRIIA und
inhibierender FcgRIIB). Monozytarer oberfla-
chenassoziierter TF konnte dabei als wesentli-
cher PCA-Induktor ausgemacht werden und
zeigte hier gute Korrelationen mit der PCA-
Antwort, was fur das intensiv beforschte Feld
der TF encryption/de-encryption von Bedeu-
tung ist. Subpopulationsanreicherung und
(Sub)Klassen-spezifisches FcgR-Crosslinking
sind wichtig zur genauen Bewertung der be-
trachteten Effekte.

Anschrift der Verfasserin:

Dr. med. Martin Frébe, Medizinische Klinik I,
Klinikum St. Marien Amberg, Mariahilfbergweg
5-7, D-92224 Amberg, email: mar-
tin.froebe@gmx.de
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Passagenabhangiges Differenzierungspotential adulter me-
senchymaler Stammzellen aus dem humanen subkutanen

Fettgewebe

Dissertation (Dr. med.) aus dem Institut fir Klinische Chemie und Laboratori-
ums—medizin des Universitatsklinikums Regensburg (Direktor: Prof. Dr. med. Gerd

Schmitz)

Sabine Fruth, Bayreuth
Hintergrund

Zellbasierten Therapieansétzen, wie Tissue
Engineering- und Stammzellkonzepten kommt
in der Medizin immer gréRere Bedeutung zu.
Fur die in vitro Herstellung und den in vivo Er-
satz von autologem, mesodermalem Gewebe
werden bisher v.a. adulte Stammzellen aus
dem Knochenmark verwendet. Sollte sich bes-
tatigen, dass auch subkutanes Fettgewebe
Erwachsener eine Population pluripotenter
Stammzellen enthalt, ware dies, v.a. Zellge-
winnung und -zahl betreffend, von erhebli-
chem Vorteil.

Ziel der Arbeit war, das Proliferations-
verhalten humaner Fettgewebs-Stromazellen
zu charakterisieren und deren Wachstumsbe-
dingungen zu optimieren, um eine reprodu-
zierbar hohe Anzahl an Ausgangszellen fur ei-
ne spatere Transplantation zu erhalten.

Die Fahigkeit der Zellen in mehrere mesen-
chymale Richtungen zu konvertieren, sollte un-
tersucht und ihre Entwicklung im Kulturverlauf
verfolgt werden. Es galt, mégliche Einflussfak-
toren auf beide Punkte zu evaluieren.

Methoden und Ergebnisse / Diskussion

Aus Fettgewebe isolierte Stromazellen
wurden adhérent sowie in Suspensionskultur
vermehrt. Spezifische Kultursysteme und Me-
dienzuséatze dienten zur Induktion ihrer multili-
nealen Differenzierung. Der Nachweis der
Konversion erfolgte mikroskopisch, durch his-
tologische und immunhistochemische Farbun-
gen sowie durch Enzymtests. Aus einem

Gramm verarbeitetem Fettgewebe konnten bis
zu 8,5 x 10" Fettgewebs-Stromazellen ge-
wonnen werden. Die Ausbeute war negativ mit
dem Spenderalter korreliert. Die hdchsten
Zellzahlen konnten mit Gewebe méannlicher
Donatoren, Fett aus der Abdominalregion so-
wie mit Liposuktionsmaterial erzielt werden.

In DMEM +10 % FKS verblieben Fettge-
webs-Stromazellen lange (max. 150 d) in ei-
nem stabilen undifferenzierten Zustand. Zei-
chen von Seneszenz waren nicht erkennbar,
die Verdopplungszeiten waren konstant. Mit
bis zu 38 Populationsverdopplungen lag das
biologische Alter der Zellen zwischen dem
embryonaler Stammzellen und dem reifer adul-
ter Zellen.

In EGM-2 wachsende Zellen zeigten an-
fangs eine deutlich raschere Abfolge von Zell-
teilungen, ihr Proliferationspotential war aller-
dings schneller erschépft, die erreichten Ge-
samtzellzahlen somit erheblich niedriger.

Die Vermehrung von Fettgewebs-Stroma-
zellen in Form frei flottierender Zellcluster, sog.
Spharen, in verschiedenen unbeschichteten
Kulturgefalten oder Rihrflaschen war auf max.
3-4 Passagen beschrankt, was zu sehr gerin-
gen Gesamtzellzahlen fiihrte. Deshalb und
aufgrund der héheren Mediumkosten und des
labortechnischen Mehraufwandes ist die Spha-
renkultur als ungeeignet fir eine Propagation
von Fettgewebs-Stromazellen einzustufen.

Unter serumfreien Bedingungen konnten
Fettgewebs-Stromazellen lange Uberleben. Ei-
ne Differenzierung der Fettgewebs-Stroma-
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zellen war unabhédngig von ihrer Herkunft in
adipogene, osteogene, chondrogene und en-
dotheliale Richtung mdéglich. Adipogenese und
Osteogenese waren auf die ersten 3-4 Passa-
gen beschrankt, eine

Vorkultur in EGM-2 steigerte und verldnger-
te (ca. 12 Populationsverdopplungen lang ge-
geniber ca. 4 in DMEM) das Konvertierungs-
potential. Eine chondrogene Entwicklung der
Zellen wurde unter Micromass-Bedingungen
wahrend der gesamten Kulturzeit erreicht. Die
endotheliale Differenzierung gelang am besten
in Matrigel mit Zellen friher Passagen (P1-P4).
Die Konvertierbarkeit von Zellen verschiedener
Spender unterschied sich sehr: Zellen junger
Spender, sowie insgesamt stark proliferierende
Zellchargen lieRen sich in héherem Ausmal} in
die einzelnen Zelltypen differenzieren.

Eine (mehrfache) Cryokonservierung von
Fettgewebs-Stromazellen veranderte ihre Pro-
liferations- und Differenzierungscharakteristika
nicht.

Fazit

Ausgehend von der Stammzelldefinition
von Weissman [Science 2000 25;287(5457):
1442-62000] kénnen aus dem humanen Un-
terhautfettgewebe isolierte Stromazellen als
multipotente adulte Stammzellen bezeichnet
werden: Sie lassen sich unter adharenten Kul-

turbedingungen auf hohe Zellzahlen vermeh-
ren und zumindest in den ersten Passagen in
mehrere mesenchymale Zelltypen konvertie-
ren, erfillen also die Kriterien der anhaltenden
Selbsterneuerung und der Differenzierbarkeit
in verschiedene Richtungen.

Humanes Fettgewebe stellt damit eine her-
vorragende Zellquelle fir zukinftige Tissue
Engineering  Anséatze und Stammzell-
(Re)Transplantationen dar. Die benétigte Men-
ge an (spezialisierten) Zellen kann aus einem
kleinen Gewebevolumen gewonnen werden.

Das Augenmerk ist nun auf eine GMP-
gerechte Isolation und Kultivierung der Zellen

zu richten. Dies erfordert v.a. die Entwick-
lung eines serumfreien, definierten Medium-
systems. Eine Modifikation von EGM-2 kdénnte
zur rascheren Amplifikation der Primarzellen
und deren erfolgreicheren Differenzierung in
multiple Richtungen dienen. Zukinftig sollte es
moglich sein, in Stammzellbanken gelagerte
patienteneigene Fettgewebs-Stromazellen zur
Linderung oder gar Heilung vieler derzeit nur
bedingt oder gar nicht behandelbarer Erkran-
kungen einzusetzen.

Anschrift des Verfassers:

Dr. med. Sabine Fruth, Medizinische Klinik I,
Klinikum Bayreuth, Preuschwitzer Str. 101, D-
95445 Bayreuth; email: sabine-fruth@gmx.net
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Entwicklung einer Methode zur schnellen und umfangreichen
Analyse des Phospho- und Shingolipidgehalts der humanen
Serumlipoproteine VLDL, LDL und HDL mittels Massen-

spektrometrie

Dissertation (Dr. med.) aus dem Institut fur Klinische Chemie und Laboratoriums-
medizin des Universitatsklinikums Regensburg (Direktor: Prof. Dr. med. Gerd

Schmitz)

Philipp Wiesner, San Diego, USA

Hintergrund: Phospholipide, insbesonde-
re Phosphatidylcholin und Sphingomyelin, sind
neben Cholesterin, Cholesterinestern und
Triglyceriden wichtige Bestandteile der huma-
nen Lipoproteine VLDL, LDL und HDL.
Phosphatidylcholin und Sphingomyelin dienen
sowohl als strukturelle Komponenten als auch
als Vorlaufer der Verbindungen Lysophospati-
dylcholine bzw. Ceramide. Diese Lipide habe
Einfluss auf zentrale Schritte des Lipopro-
teinstoffwechsels und dienen als wichtige Re-
gulatoren. Neben der direkten Wirkung dieser
Lipide auf den Zell- und Lipidstoffwechsel wur-
den in den letzten Jahren aufterdem Glyce-
rophosphlipid- und Sphingolipidspezies im Se-
rum als Biomarker verschiedenster Krankhei-
ten diskutiert.

Ziel der Arbeit war deshalb die Entwicklung
einer Methode zur schnellen und umfangrei-
chen Analyse des Gehalts an Cholesterin,
Sphingo- und Glycerophospholipiden in den
humanen Serumlipoproteinen VLDL, LDL and
HDL, die die zentralen lipidtransportierenden
Partikel im Serum darstellen.

Methoden und Ergebnisse / Duskussi-
on: Aus 50ul Serum wurden mit Hilfe einer
Superose 6 FPLC-Chromatographiesaule in
einem ersten Schritt die humanen Serumli-
poproteine VLDL, LDL und HDL getrennt und
fraktioniert. In einem zweiten Schritt wurden
diese Fraktionen nach Delipidierung auf Cho-
lesterin-, Phosphatidylcholin-, Lysophophati-
dylcholin-, Phosphatidyl-ethanolamin-, Sphin-

gomyelin, Ceramid- und Plasmalogengehalt
mittels Elektrospray-ionisierung-Tandem-
Massenspektrometrie untersucht.

Nach Validierung und Etablierung dieser
Methode wurde die Methode einem ersten
Praxistest unterzogen. Dabei wurde die Lipid-
zusammensetzung der Serumlipoproteine von
21 gesunden, nuchternen Blutspendern unter-
sucht.

Es wurde gezeigt, dass sich etwa 60% des
gesamten Lipoprotein assoziierten Ceramides
im LDL und etwa 60% von Phosphatidylcholin,
Phosphatidylethanolamin und Plasmalogenen
im HDL befindet. Die drei Lipoproteinklassen
VLDL, LDL und HDL zeigten auflerdem cha-
rakteristische Phospho- und Sphingolipidspe-
cieszusammensetzungen. Zusatzlich konnte
durch Analyse eines HDL-defizienten Patien-
tenserums (Tangier Disease) bestatigt werden,
dass bei einer FPLC basierten Trennung von
Lipoproteinen Albumin teilweise mit den HDL
enthaltenden FPLC Fraktionen co-eluiert. Wie
bereits aus der Literatur bekannt, konnten wir
zeigen, dass ausschlief3lich Lysophosphatidyl-
choline jedoch keines der anderen untersuch-
ten Lipide zusammen mit Albumin co-eluieren
und eine Beeinflussung unserer Messergeb-
nisse damit ausgeschlossen ist.

Fazit. Mit 50ul Probenvolumen, geringer
Probenaufbereitungs- und Analysezeit und der
Mdoglichkeit eines hohen Probendurchsatzes
ist diese Methode &uRerst wertvoll zur schnel-
len Quantifizierung von Cholesterin-, Sphingo-
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und Phospholipidgehalt der human Serumli-
poproteine. Neben der Verwendung fir Grund-
lagenforschung und klinische Studien zur de-
taillierten Untersuchung des Lipoproteinstoff-
wechsels ist auerdem der Einsatz der Metho-
de in der Routinediagnostik mdglich.

Resultierende Publikation:

Wiesner P, Leidl K, Boettcher A, Schmitz G, Liebisch
G: Lipid profiling of FPLC-separated lipoprotein frac-

tions by electrospray ionization tandem mass spec-
trometry. J Lipid Res 2009; 50:574-585

Anschrift des Verfassers:

Dr. med. Philipp Wiesner, Department of
Medicine/Endocrinology, University of Califor-
nia, San Diego, 9500 Gilman Drive, La Jolla,
CA, 92093; USA, email: pwiesner@ucsd.edu
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Nachrichten

Themenhefte ,,Klinische Chemie und molekulare Diagnostik*

Heft 1: Leistungsverzeichnis des Medizinischen Laboratoriums

W. Vogt, Herausgeber; 62 Seiten, 1997, brosch., € 10,90 (fur DGKL-Mitglieder € 8,00)

Heft 2: Sicherung der Qualitat molekularbiologischer Methoden in der Klinischen Chemie
M. Neumaier, A. Braun, Th. Deufel, A. Roscher und Ch. Wagener, 62 Seiten, 1997, brosch., €
17,90 (fir DGKL-Mitglieder € 15,00)

Heft 3: Die Vergiitung éarztlicher Leistungen im medizinischen Laboratorium

S. Appel, Herausgeber, 58 Seiten, 1997, brosch., € 12,90 (fur DGKL-Mitglieder € 10,00)

Heft 4: Total Quality Management und die Bewertung nach dem Modell der European Foun-
dation for Quality Management - Anwendung auf das Medizinische Laboratorium

W. Vogt, Herausgeber, 216 Seiten, 2000, brosch., € 35,90 (fir DGKL-Mitglieder € 30,00)
Weitere Informationen und Bestellungen bei:

Isensee Verlag GmbH, Haarenstr. 20/Burgstr. 17, D-26122 Oldenburg; Telefon 0441-25388; Te-
lefax: 0441-17872; e-mail: Isensee-Verlag@t-online.de; URL: http://www.isensee.de
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Tagungs- und Kursankiindigungen

Minisymposium der Arbeitsgruppe Klinische Toxikologie der DGKL.:
UPDATE Klinische Toxikologie — Klinik und Labor

Beginn: 15.10.2009 (12 Uhr)
Ende: 16.10.2009 (16 Uhr)

Ort: Bildungszentrum Kloster Banz
Hans-Seidel-Stiftung e.V., Kloster Banz, Kutschenhalle, 96231 Bad Staffelstein

Programm:

Donnerstag, 15. Oktober, Anreise bis 12 Uhr

12:30 Uhr bis 14:00 Uhr: Mittagessen / Lunchbuffet, Kennenlernen

14:00 — 18:30 Vortrage und Diskussion
» Management von Vergiftungen in einer interdisziplindren Notaufnahme / Praklinik (Dodt)
« Management vergifteter Patienten in einer spezialisierten Klinik (Zilker)
* LC-MS in der forensischen Toxikologie: Einsatz und Erfahrungen (Weinmann)

* LC-MS in der klinischen Toxikologie: Einsatz und Erfahrungen (Degel)
19:00 Uhr: Abendessen, anschlieRend Ausklang im Bierkeller

Freitag, 16. Oktober:

09:30 — 12:00 Uhr Vortrédge und Diskussion
+ LC-MS based techniques for quantification of organophosphorus compounds (John)
» Diuretika und Laxantienabusus (Maurer)

« Abklarung von Hypoglykdmien beim Nicht-Diabetiker (Rentsch)

12:00 Uhr: Mittagessen / Fingerfood
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13:30 — 16:00 Uhr Vortrage und Diskussion

* ASHT - Projekt der Europédischen Gemeinschaft: Frihwarnsystem fur Terrorgefahren
durch Chemikalien (Schaper)

» Analysenstrategien fir akut-toxikologische Fragestellungen im internationalen Ver-
gleich (Hallbach)

» Abschlussdiskussion

Aligemeine Informationen: Die Unterbringung erfolgt in Einzelzimmern im Klosterstil mit
Dusche/WC. Der Selbstkostenbeitrag (Ubernachtung, Verpflegung) betragt 160,00 Euro und
ist an der Rezeption bei der Abreise zu entrichten. Eine Teilnahmegebuhr fallt nicht an.

Anmeldung: Die Teilnehmerzahl ist auf insgesamt 40 Personen beschrankt. Bitte melden
Sie sich per e-mail an: juergen.hallbach@klinikum-muenchen.de

Sie erhalten kurzfristig per e-mail eine Anmeldebestéatigung. Sollten mehr Anmeldungen ein-
gehen als Platze vorhanden sind, gilt strikt das Eingangsdatum der Anmeldung.

Wir freuen uns auf lhr Kommen und eine interessante Konferenz mit reichlich Diskussion in
einem schénen Ambiente.

Mit herzlichen GriiRen

Dr. Fritz Degel (Nirnberg) Dr. Jurgen Hallbach (Miinchen)

Ca. 10 Fortbildungspunkte Kategorie A der Bayerischen Landesarztekammer (beantragt)
8 Fortbildungspunkte der GTFCh (Klinische Toxikologie)
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Repetitorium Klinische Chemie 2009

Beginn: Montag, 23.11.2009, 12.00 Uhr

Ende: Samstag, 28.11.2009, 13.00 Uhr

Inhalt: Alle Kapitel des Gegenstandskataloges der Weiterbildung in Klinischer Chemie

Ort: Klinikum Links der Weser/Visit Academy, Fortbildungszentrum am Klinikum
LDW, Bremen

Organisation
und Leitung: Herr Prof. Dr. E. Gurr, Bremen

Teilnahmegebiihr: Mitglieder der DGKL: €600,-, Nichtmitglieder der DGKL: €670,-

Die Kosten fiir Ubernachtung und Verpflegung sind in der Teilnahmegebiihr enthalten. Die
max. Teilnehmerzahl betragt 22. Die Vergabe der Platze erfolgt in der Reihenfolge der An-
meldungen.

Anmeldung und Auskunft:
Klinikum Links der Weser gGmbH, Zentrallabor, Frau K. Horstmann, D-28277 Bremen,
Tel: 0421-879-1671, Fax: 0421-879-1672, e-mail: kathrin.horstmann@klinikum-bremen-ldw.de

Mikroskopische Blutzelldifferenzierung 2009

Beginn: Samstag, 28.11.2009, 14.00 Uhr

Ende: Sonntag, 29.11.2009, 13.00 Uhr

Inhalt: Ubungen zur mikroskopische Blutzelldifferenzierung

Ort: Klinikum Links der Weser/Visit Academy, Fortbildungszentrum am Klinikum
LDW, Bremen

Organisation: Herr Prof. Dr. E. Gurr, Bremen
Leitung: Herr Prof. Dr. med. Schuff-Werner, Rostock
Teilnahmegebiihr: €190,-

Die Kosten furr Ubernachtung und Verpflegung sind in der Teilnahmegebiihr enthalten. Die
max. Teilnehmerzahl betrédgt 20. Die Vergabe der Platze erfolgt in der Reihenfolge der An-
meldungen.

Anmeldung und Auskunft:
Klinikum Links der Weser gGmbH, Zentrallabor, Frau K. Horstmann, D-28277 Bremen,
Tel: 0421-879-1671, Fax: 0421-879-1672, e-mail: kathrin.horstmann@klinikum-bremen-ldw.de
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,Gemeinsamer Weg von Laboratoriums- und Transfusionsmedizin®

25 Jahre Jubilaumssymposium

Institut fur Laboratoriums- und Transfusionsmedizin
Herz- und Diabeteszentrum Nordrhein-Westfalen
Universitatsklinik der Ruhr-Universitat Bochum

27. und 28. November 2009, Bad Oeynhausen

GruBwort
Liebe Kolleginnen und Kollegen,

zu unserem Jubildumssymposium am Wochenende vor dem 1. Advent 2009 lade ich Sie
herzlich ein. Nach 25 Jahren des Aufbaus des Institutes wollen wir einen Moment innehalten,
um das Erreichte zu bewerten, und uns vergewissern, dass wir auf dem rechten Wege sind.

Der Anfang des Institutes fur Laboratoriums- und Transfusionsmedizin war ein vollstédndiger
Neubeginn, und erfolgte gewissermalen als Begleiterscheinung, als das Land Nordrhein-
Westfalen im Jahre 1984 die damals in Deutschland etwas zurlickgebliebene Herzchirurgie
aktivieren wollte, zunachst auf3erhalb der noch staatlich-starren Universitaten. Den Griin-
dungsvétern des Vorhabens wurde dabei bald klar, dass ein Betrieb der geplanten Hochleis-
tungsmedizin ohne Laboratoriumsmedizin und Transfusionsmedizin nicht mdglich war. Die
Entwicklung des neuen Institutes beschreibt seither ein stetes Wachstum zu gréf3eren Leis-
tungszahlen in beiden Fachgebieten. Mittlerweile versorgt das Institut neben den Kliniken des
Herz- und Diabeteszentrums Nordrhein-Westfalen (HDZ NRW) auch andere Krankenhauser
der Region. Der Uni.Blutspendedienst OWL ist zu einem der gré3ten Universitats-
Blutspendedienste in Deutschland angewachsen, und durch die Neugrindung der Tochter-
gesellschaft Uni.Lab OWL ist jetzt auch eine ambulante laborarztliche Versorgung der nie-
dergelassenen Arzte méglich. Dariiber hinaus gehéren durch die Integration des HDZ NRW
in die Medizinische Fakultat der Ruhr-Universitat Bochum im Jahre 1989 Forschung und Le-
hre zu den Aufgaben des Universitatsinstitutes.

Ihre besondere Aufmerksamkeit verdient die Entwicklung unseres Institutes auch deshalb,
weil sie untypisch fiir die gegenwartigen Veranderungen im Gesundheits- und Krankenhaus-
wesen ist. Haufig werden bei der Strukturanpassung poststaatlicher Krankenhduser Mana-
gementmethoden aus dem gewerblichen Bereich Ubernommen, die eine geringe Leistungs-
tiefe anstreben, mit der Folge, dass viele klinisch-theoretische Fachgebiete in diagnostische
Zentren aulRerhalb der Krankenh&user verschoben werden. Einen anderei Weg beschreitet
das Management des HDZ NRW. Ziel ist es hier, durch das Erreichen eines hohen universi-
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tdren Standards in der medizinischen Versorgung auch den wirtschaftlichen Erfolg des Un-
ternehmens zu begriinden.

Das wissenschaftliche Programm der Tagung umfasst ein breites Spektrum.

Wir freuen uns sehr, dass hochqualifizierte Wissenschaftler unserer Einladung gefolgt sind
und ein Referat halten werden.

Unser Dank gilt auch den beiden Fachgesellschaften, der DGKL und DGTI, die die Schirm-
herrschaft Gbernommen haben.

Seien Sie herzlich willkommen in Bad Oeynhausen,

lhr
Prof. Dr. Knut Kleesiek

Vorlaufiges Programm (Stand August 2009)
Themen und geladene Redner

Freitag, 27. November 2009

Virussicherheit von Blut und Blutprodukten:
Aktueller Stand und kiinftige Herausforderungen
Prof. Dr. W. Kurt Roth, Frankfurt am Main

Strategien zur Senkung des Sepsisrisikos von Bluttransfusionen
PD Dr. Jens Dreier, Bad Oeynhausen

Transkriptionsfaktor C/EBPR bei Entzindung und Malignitat
Prof. Dr. Korbinian Brand, Hannover

Molekulare Mechanismen und labordiagnostische Herausforderungen der Organfibrosen
Prof. Dr. Axel M. Gressner, Aachen

Humane Xylosyltransferasen: Pathobiochemische Bedeutung und klinisch-chemische Dia-
gnostik
PD Dr. Christian Gétting, Bad Oeynhausen
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Das Krankenhaus zwischen Bedarfsdeckung und industriellem Management
Prof. Dr. Otto Foit, Bad Oeynhausen

Erfolgsstrategien fir das Krankenhauslabor im Wettbewerb
Prof. Dr. Heinrich Patscheke, Karlsruhe

Die Transfusionsmedizin — Ein Querschnittsfach zwischen Labor und Klinik
Prof. Dr. Dr. Walter Sibrowski, Miinster

25 Jahre Institut fir Laboratoriums- und Transfusionsmedizin
Prof. Dr. Knut Kleesiek, Bad Oeynhausen

Festabend im GOP-Varieté

Samstag, 28. November 2009

Bedeutung der Pharmakogenetik in der Blutgerinnung fiir die Therapie
Prof. Dr. Johannes Oldenburg, Bonn

Reprogrammierte Stammzellen: Perspektiven fur Forschung und Medizin
Dr. Tobias Cantz, Hannover

Kardiometabolische Risikofaktoren
Prof. Dr. Arnold von Eckardstein, Ztirich/CH

Herzinfarktmarker — Welche Konsequenzen haben die hochsensitiven Troponine?
Prof. Dr. Karl J. Lackner, Mainz

Labordiagnostik bei Transplantierten
Prof. Dr. Mathias M. Miiller, Wien/AT

Biomarker: Ein Bindeglied zwischen Drug Monitoring und Pharmakodynamik
Prof. Dr. Dr. Michael Oellerich, Géttingen

Aktuelle Aspekte der Immunsuppression nach Herztransplantation
Prof. Dr. Jan Gummert, Bad Oeynhausen

Fuhrung durch das Institut fir Laboratoriums- und Transfusionsmedizin
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Allgemeine Informationen

Schirmherrschaft Deutsche Vereinte Gesellschaft fiir Klinische Chemie und Labora-
toriumsmedizin (DGKL)

Deutsche Gesellschaft fur Transfusionsmedizin und Immunhama-
tologie (DGTI)

Veranstalter Institut fur Laboratoriums- und Transfusionsmedizin
Herz- und Diabeteszentrum Nordrhein-Westfalen

Universitatsklinik der Ruhr-Universitat Bochum

Wissenschaftlicher Leiter
Prof. Dr. med. Knut Kleesiek, Bad Oeynhausen

Ort Herz- und Diabeteszentrum Nordrhein-Westfalen
Universitatsklinik der Ruhr-Universitdt Bochum
Grolder Horsaal
Georgstralle 11
D-32545 Bad Oeynhausen

Termin 27. und 28. November 2009
Teilnahmegebiihren und Anmeldung

Die Teilnahme am Jubildumssymposium ist kostenfrei. Eine Vor-
anmeldung ist erforderlich. Bitte nutzen Sie hierfiir unser Online-
Formular unter www.conventus.de/hdz

Zertifizierung Die Zertifizierung des Symposiums wird bei der Arztekammer
Westfalen-Lippe mit 16 Punkten beantragt.

Anreise und Unterkunft Eine Ubersicht zur Anreise und zu verfiigbaren Hotels finden Sie
auf der Homepage www.conventus.de/hdz.

Organisation Conventus Congressmanagement & Marketing GmbH
Franziska Srp
Markt 8
D-07743 Jena
Telefon +49 (0)3641 35 33 22 38
Telefax +49 (0)3641 35 33 21
hdz@conventus.de
www.conventus.de/hdz
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Kongressbericht

18. Sachsisch-thiiringisches Laborleitertreffen

Burgstadt 3./4. April 2009

Thomas Demant, Dresden

Das sachsisch-thiringische Laborleitertref-
fen fand wie in den zuriickliegenden Jahren im
Hotel ,Alte Spinnerei in Burgstadt bei Chem-
nitz unter der Leitung von Prof. Dr. Th. Demant
(Dresden), Frau Dr. I Schauer (Erfurt) und
Prof. Dr. J. Thiery (Leipzig) statt. Es wurde von
etwa 60 Laborleitern aus den beiden Bundes-
landern besucht. Das Programm umfasste elf
Vortrage, die im Folgenden auf der Grundlage
der vorgelegten Abstracts zusammengefasst
werden.

Dr. Katrin Borucki (Institut fiir Klinische
Chemie und Pathochemie, Universitdt Magde-
burg): Alkoholismusmarker: Was leistet
Ethylglucuronid?

Akute Alkoholaufnahme oder chronischer
Alkoholmissbrauch lassen sich Uber die Be-
stimmung von Ethanol im Blut bzw. von CDT
(carbohydrate deficient transferrin) im Serum
erfassen. Der Nachweis eines kirzlich - ein bis
sieben Tage - zuruckliegenden Alkoholkon-
sums - ist jedoch schwierig. Um diese diagnos-
tische Liicke zu schliefen, werden seit einigen
Jahren neue Marker des akuten Alkoholkon-
sums diskutiert. Hierzu gehéren die direkten
Metabolite wie Ethylglucuronid (ETG) oder
Fettsdureethylester (FAEE), sowie ein Stoff-
wechselprodukt des Serotonins, das 5-
Hydroxytryptophol (HTOL) bzw. seine glucuro-
nidierte Form, 5-Hydroxytryptophol-glucuronid
(GTOL). Der geeignetste Marker ist nach dem
derzeitigen Kenntnisstand das ETG, das als
Phase Il - Metabolit des Ethanols durch hepa-
tische Glucuronidierung gebildet und renal eli-
miniert wird. Nach exessivem Alkoholgenuss
ist eine Nachweisbarkeit im Urin bis zu 80h,

nach einem geringfuigigen einmaligen Alkohol-
konsum 19-27h gegeben. Um eine standardi-
sierte Auswertung der EtG-Konzentration im
Urin zu gewéhrleisten, wird eine Normierung
auf die Kreatininkonzentration im Urin empfoh-
len.

Dr. Martin Fiedler (Institut flr Labormedi-
zin, Klinische Chemie und Molekulare Dia-
gnostik, Universitét Leipzig): Diagnostik der
Niereninsuffizienz. Fruihe Stadien der chroni-
schen Niereninsuffizienz, die eine Erfolg ver-
sprechende Therapie erlauben wirden, wer-
den haufig nicht erkannt. Als Maf} der Nieren-
funktion dient die glomerulédre Filtrationsrate
(GFR), die meist anhand des Kreatinins im Se-
rum und im Urin berechnet wird. Allerdings
spiegelt Kreatinin aufgrund seiner komplexen
Kinetik nur bedingt die GFR wider. Pathologi-
sche Werte lassen sich meist erst nachweisen,
wenn die Nierenfunktion bereits um mehr als
50% vermindert ist. Neue Methoden zur Be-
rechnungen der GFR (MDRD-Formel) beruck-
sichtigen den Einfluss des Alters, des Ge-
schlechtes und der Abstammung auf das Kera-
tinin. Die MDRD-Formel ist nur fir den Bereich
von 20-60 ml/min/1,73m? evaluiert und insbe-
sondere bei Kindern, Schwangeren, Erwach-
senen >75 Jahren, Patienten mit schwerer
Proteinurie, akutem Nierenversagen, schweren
Begleiterkrankungen und Adipositas nicht aus-
reichend untersucht. Cystatin C (Cystein-
Protease-Inhibitor) wird von allen kernhaltigen
Zellen mit einer weitgehend konstanten Rate
gebildet. In der Niere wird es glomerular filtriert
und anschlieBend fast vollstdndig tubuldr
reabsorbiert und metabolisiert. Die Serumkon-
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zentration hdngt somit nahezu ausschlieBlich
von der GFR ab. Sie steigt bereits bei einer
geringfiigig verminderten GFR von 70-90
ml/min/1,73m? an, so dass Cystatin C fir die
Frihdiagnose der Niereninsuffizienz geeignet
ist. Schilddriisenerkrankungen und Steroide
sind als Stdrfaktoren zu beachten.

Das akute Nierenversagen (ANV) ist eine
haufige Komplikation hospitalisierter Patienten
mit steigender Inzidenz und unverandert hoher
Mortalitat. Kreatinin ist aufgrund seines verzo-
gerten Anstiegs als Frihmarker des ANV nicht
geeignet. Cystatin C zeigt eine etwas bessere
diagnostische Sensitivitat. Aktuell werden
mehrere neue Serum- und Urin-Marker zur
Beurteilung der Inflammation und/oder tubula-
ren Schadigung klinischen geprift. Hierzu zéh-
len insbesondere Neutrophil gelatinase-
associated lipocalin (NGAL), IL-18, Kidney in-
jury molecule 1 (KIM-1) und Liver-type fatty a-
cid-binding protein (L-FABP). Eine abschlie-
Rende klinische Beurteilung ist noch nicht
moglich.

Prof. Dr. Thomas Arendt (Paul-Flechsig
Institut fur Hirnforschung, Universitét Leipzig):
Ein neuer diagnostischer Test fiir die Alz-
heimersche Erkrankung Es wird ein neues
nicht-invasives, kostengunstiges diagnosti-
sches Konzept vorgestellt, mit dem es méglich
ist, Patienten mit Alzheimerscher Erkrankung
zu identifizieren und mit hoher Sensitivitat und
Spezifitdt von anderen Formen dementieller
Erkrankungen abzugrenzen. Dieses Konzept
beruht auf dem Nachweis einer priméren Sté-
rung der Zellteilungs- und Differenzierungskon-
trolle. Infolge dieser Stérung kommt es bei der
Alzheimerschen Erkrankung in terminal diffe-
renzierten Neuronen zu einer Aktivierung des
Zellzyklus, der partiell durchlaufen wird. Dabei
wird teilweise oder vollstdndig DNA repliziert,
und damit ein Signalweg aktiviert, der zur
Apoptose fuhrt. Diese Fehlregulation der Zell-
teilung bei der Alzheimerschen Erkrankung
besitzt systemischen Charakter und ist daher
nicht auf das Gehirn beschrankt, sondern in
gleicher Weise auch in peripher zugénglichen
Zellen, wie Blutlymphozyten nachweisbar. Die-

se Stérungen sind nach mitogener Stimulation
mittels Durchflusszytometrie (FACS) von Ober-
flachenmarkern quantifizierbar und treten be-
reits in sehr frihen Phasen der Erkrankung
auf. Sie eignen sich daher als Biomarker fiir
die Frihdiagnostik der Erkrankung. Eine Pha-
se |I-Studie an einer gréReren Kohorte von Pa-
tienten mit Alzheimerscher Erkrankung, einer
Vergleichskohorte dementieller Erkrankungen
anderer Genese und gesunden Normalpro-
banden hat fir diesen Test eine diagnostische
Sensitivitdt und Spezifitdt von lber 85% er-
bracht.

Dr. Tobias Rupprecht (Neurologische Kli-
nik, Klinikum der LMU GroBhadern): Das
Chemokin CXCL13 als Biomarker in der Li-
quordiagnostik der frithen Neuroborreliose.
Bei einem Screening-Test mittels Proteinarray
wurde das Zytokin-Profil im Liquor von Neuro-
borreliose Patienten analysiert und per ELISA
bestatigt. Dabei fanden sich bei zwei verschie-
denen Spirochaten-Infektionen, der Neurobor-
reliose und der Neurolues, deutlich erhéhte
Werte des  chemotaktischen  Zytokins
(=Chemokin) CXCL13, wahrend dies bei ge-
sunden Kontrollpatienten oder anderen infekti-
oloigschen oder inflammatorischen ZNS-
Erkrankungen nicht der Fall war. Eine Diffe-
renzierung zwischen den beiden Spirochéaten-
Erkrankungen war Uber den Liquor-Serum
Quotienten dieses Chemokins mdglich, wel-
cher nur bei der Neuroborreliose auf eine
intrathekale Synthese hinweist. In vitro-
Untersuchungen konnten diese Befunde weiter
untermauern. Sowohl Treponema pallidum wie
auch Borrelia burgdorferi induzieren die
CXCL13-Sekretion in humanen Monozyten.
Weiterhin ist bemerkenswert, dass bei der
Neuroborreliose im Vergleich mit anderen in-
flammatorischen ZNS-Erkrankungen der
héchste Anteil an B-Lmyphozyten im Liquor zu
finden ist und CXCL13 zu den wenigen B-
Lymphozyten anziehenden Chemokinen ge-
hort.

In der experimentell klinischen Anwendung
war CXCL13 bereits frihzeitig nach Erkran-
kungsbeginn nachweisbar und ging teilweise
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der Antikdrperproduktion voraus. Dies wurde
auch in einer aktuellen norwegischen Studie
gezeigt, bei der CXCL13 bei der friihen Neuro-
borreliose im Trend eine hohere Sensitivitat als
der Borrelien-spezifische Antikdrper-Index hat-
te (100% vs. 89%, p=0,053). Zudem sinkt die
CXCL13-Konzentration im Liquor unter Thera-
pie auch rasch ab und zeigt somit einen The-
rapieerfolg an. In einer aktuellen Studie aus
Ulm war dabei die Konzentration des CXCL13
im Liquor friher ruckldufig als der Antikérper-
Index oder die Liquor-Zellzahl. Daher kdnnte
CXCL13 auch eine wichtige Rolle zur Ver-
laufskontrolle darstellen. Um die Sensitivitat
und insbesondere die Spezifitdt dieses Bio-
markers zu ermitteln, lauft derzeit eine pro-
spektive Studie an der Neurologischen Klinik
der LMU Munchen. Dabei kénnen auch einge-
sandte Liquorproben analysiert werden. Um
eine entsprechende Kontaktaufnahme uber
Tobias.Rupprecht@med.uni-muenchen.de
wird gebeten.

Dr. Petra Stieber (Institut fir Klinische
Chemie, Klinikum GroBhadern der LMU, Mn-
chen): Tumormarker in der Verlaufskontrol-
le maligner Erkrankungen: Aufgrund der feh-
lenden Tumor- und Organspezifitdt und der
daraus resultierenden hohen Quote falsch po-
sitiver Befunde ist der Einsatz von Tumormar-
kern beim Tumor-Screening kontraindiziert.
Nach wie vor umstrittene ist die Bestimmung
des PSA als Screening-Parameter fir das
Prostatakarzinom. Mit Ausnahme des AFP bei
chronischen Lebererkrankungen sind die ver-
figbaren Tumormarker auch nicht zur Uber-
wachung von Risikopatienten (z. B. familiarer
Poliposis Coli, familidr gehduftes Mamma-Ca.)
geeignet.

Bestimmungen vor der Ersttherapie: Die
préoperative Bestimmung der relevanten Mar-
ker als Ausgangspunkt der Verlaufsbeobach-
tung ist sinnvoll. Unter Umstédnden kdnnen
Biomarker zur Tumorlokalisation beitragen (z.
B. PSA und Thyreoglobulin oder auch konzent-
rationsabhangig ProGRP und HER-2/neu). Die
prognostische Information der Tumormarker
geht bislang nur bei der S-Klassifikation der

Hodentumore in das Staging ein (Bestimmung
von AFP, HCG und LDH).

Bestimmungen nach der Ersttherapie: Die
Bestimmung der Tumormarker ca. 30 Tage
nach Beendigung der ersten Therapie (Opera-
tion und evt. Radio/Chemotherapie) ist von
grolter Bedeutung, um die fir die gesamte
weitere Nachsorge relevanten individuellen
Basiswerte zu ermitteln. Im Falle einer kom-
pletten Tumorentfernung (RO-Resektion) sollen
die Tumormarker in den Referenzbereich, bes-
ser noch auf den Median oder darunter abfal-
len. Im gesamten weiteren Krankheitsverlauf
orientiert sich die Interpretation der Tumormar-
ker nur noch an diesen individuellen Basiswer-
ten, Referenzbereiche haben hier keine Be-
deutung.

Rezidivkontrolle: Mit Hilfe der in definierten
Zeitintervallen durchgefiihrten Tumormarker-
bestimmung kann ein Rezidiv oft lange vor der
klinisch manifesten Progression angezeigt
werden. Ein Anstieg von PSA, CEA, CA 15-3
oder CA 125 auf das Doppelte des individuel-
len Basiswertes nach Primérbehandlung ist ein
deutlicher Hinweis auf ein Tumorrezidiv oder
eine Metastasierung. Fir das kolorektale Kar-
zinom ist ein Uberlebensvorteil durch eine
postoperative Kontrolle des CEA inzwischen
durch eine Metaanalyse belegt. Problematisch
ist die Situation bei Tumoren mit begrenzten
chemotherapeutischen Méglichkeiten (z. B.
Bronchial- und Magenkarzinom), bei denen
trotz frihzeitiger Rezidivdiagnose kein wesent-
licher Uberlebensvorteil erreicht werden konn-
te.

Therapiekontrolle im fortgeschrittenen Tu-
morstadium: Es besteht eine gute Korrelation
zwischen der Anderung der Tumormarkerkon-
zentration unter Therapie und dem klinischen
Zustandsbild (Remission oder Progression).
Nur bei Wiedererreichen der individuellen Ba-
siswerte ist auch eine ,biochemischen Remis-
sion* erreicht. In der Uberwachung fortge-
schrittener Tumorstadium kann der stufendia-
gnostische Einsatz von onkologischen Biomar-
kern und Bildgebung zu deutlicher Kostenre-
duktion fuhren. Bei gleichbleibender Sympto-
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matik und kontinuierlicher Abnahme der Tu-
mormarker kann die bildgebende Diagnostik in
wesentlich grosseren Intervallen stattfinden.
Aufgrund fehlender Studien ist derzeit die Tu-
mormarker-Anderung allein noch keine Indika-
tion fir eine Therapiednderung oder -induktion
(Ausnahme HCG beim Hodentumor).

Bei kritischer Auswahl der Tumormarker,
Bestimmung eines postoperativen Basiswertes
und Beibehaltung des gleichen standardisier-
ten Tests leisten Tumormarker einen wichtigen
Beitrag zur Rezidivdiagnostik, Prognosefin-
dung und Therapiebeurteilung.

Prof. Dr. Gunter Haroske (Institut fiir Pa-
thologie, Krankenhaus Dresden-Friedrichstadit,
Dresden): Bedeutung von k-Ras Mutationen
fur die Therapie des Colonkarzinoms. Histo-
pathologische Diagnosen haben oft auch eine
pradiktive Komponente hinsichtlich der Ab-
schatzung des weiteren Verlaufs einer indivi-
duellen Erkrankung. Fur die Tumordiagnostik
wurde in den letzten Jahren eine ganze Reihe
von tumorbiologischen ,events“ entdeckt, die
zunehmend Ansatzpunkte fir mafRgeschnei-
derte Therapien sind. Die diagnostische Be-
wertung zum Vorhandenseins derartiger Ver-
anderungen im Tumorgewebe gibt also auch
Aufschluss dariliber, ob eine bestimmte Thera-
pie Uberhaupt ansprechen kann. Angesichts
sehr hoher Therapiekosten und nicht zu ver-
nachlassigender Nebenwirkungen wird diese
Form einer pradiktiven Diagnostik daher immer
wichtiger. Fur die Chemotherapie der sehr
haufigen kolorektalen Karzinome stehen seit
zwei Jahren zwei zugelassene Immunthera-
peutika (Cetuximab und Panitumumab) zur
Verfigung, deren Indikationsstellung den
Nachweis der Zielstrukturen am Tumorgewebe
einschliet. Das betrifft sowohl den direkten
Angriffspunkt des EGF-Rezeptors an der Zell-
membran, als auch nachgeschaltete Struktu-
ren in der Signaltransduktion vom Rezeptor bis
zur DNA-Synthese. Es hat sich gezeigt, dass
Tumoren mit Mutationen im k-Ras-Gen trotz
Rezeptorblockade ungehindert weiterwachsen,
d. h. fur diese Therapie nicht geeignet sind.
Der Nachweis des k-Ras-Mutationsstatus im

Tumorgewebe ist also vor einer jeden solchen
Therapie zu erbringen. Die daftr erforderlichen
molekularpathologischen Verfahren sind mor-
phologiebasiert und stehen qualitatskontrolliert
zur Verfugung. Aufgrund der Haufigkeit der o.
g. Tumoren zeichnen sich jedoch Kapazitats-
und Kostenprobleme ab. Diese Probleme wer-
den noch dadurch verscharft werden, dass k-
Ras ja nur ein Schritt in der Signaltransduktion
vom Rezeptor zum Effektor ist, dem mehrere
andere Schritte vor- und nachgeschaltet sind,
die selbst wiederum durch zahlreiche Ruck-
koppelungen verbunden ebenfalls sowohl Ziel-
struktur von neuen Therapien als auch von
Einfluss auf die bekannten Rezeptorblockaden
sein kénnen. Mit b-Raf wurde bereits ein sol-
cher Faktor identifiziert, dessen Bestimmung
zur Vorhersage von Therapieversagen einer
EGFR-Blockade bei k-Ras-Wildtyp genutzt
wird. Angesichts der Dynamik der Entwicklung
neuer mafRgeschneiderter Chemotherapeutika
ist in naher Zukunft mit einer wachsenden Zahl
von subzelluldren Strukturen zu rechnen, die
selbst oder deren kodierende Gene diagnos-
tisch zugéngig gemacht werden missen, um
eine bestimmte Therapie rechtfertigen zu kén-
nen.

PD Dr. Lutz Jatzwauk (Zentralbereich
Krankenhaushygiene, Universitétsklinik der TU
Dresden): MRSA-Screening. Die kontinuierli-
che Zunahme von MRSA-Infektionen in deut-
schen Krankenhdusern lasst eine Veranderung
der bisherigen Préventions- und Bekamp-
fungsmallnahmen  notwendig erscheinen.
Wahrend die klassischen Hygienemalinahmen
wie Isolierung und Dekolonisation zunehmend
kontrovers diskutiert werden, ist eine Intensi-
vierung des Screenings der Patienten bei der
Aufnahme Teil der Empfehlungen aller Fach-
gesellschaften bzw. Uberwachungsbehérden.
Man unterscheidet zwischen generellen, selek-
tiven oder sporadischen Untersuchungen der
aufgenommenen Patienten auf Kolonisation
mit MRSA. Sporadisches Screening wird nur
bei Verdachtsféllen (bekannter MRSA Patien-
ten) realisiert. Die Gefahr, unerkannt MRSA-
Patienten aufzunehmen ist hier am groften.
Selektives Screening schliefit die Untersu-
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chung von Patienten mit bestimmten Risikofak-
toren ein, generelles Screening alle Patienten
bestimmter Krankenhausbereiche (Intensivsta-
tionen, Dialyse, onkologische Stationen).
Letztgenanntes fihrt zu erheblichen Untersu-
chungskosten.

In Schweden, Danemark, den Niederlanden
und Grofbritannien wird selektives Screening
mit praventiver Isolation und MRSA-Sanierung
bei Patienten und medizinischem Personal
durchgefuhrt, wobei der Effekt auf die MRSA-
Inzidenz unterschiedlich ist. In Deutschland
und Frankreich werden meist Risikopatienten
auf MRSA-Kolonisation untersucht. In Frank-
reich gehen die MRSA-Raten zurlick. In
Deutschland ist dagegen auch in den letzten
Jahren ein weiterer Anstieg zu verzeichnen.
Als Screeningmethoden kommen kulturelle
(Selektivmedien) sowie PCR-basierte Nach-
weisverfahren  (unterschiedliche  Primerse-
quenzen) zum Einsatz. Die meisten gentechni-
schen Verfahren haben einen ausreichend ho-
hen negativen pradikativen Wert und sind da-
mit zum Ausschluss eines MRSA-Tragertums
gut geeignet. Hinsichtlich des Ortes, an dem
die Screening-Abstriche enthommen werden,
unterscheiden sich die Studien deutlich. Die
héchste Sensitivitat bei minimalen Kosten er-
scheint die Kombination eines Nasenabstrichs
mit eventuell vorhandenen Wunden oder Haut-
Iasionen. Es gibt bisher unterschiedliche Stu-
dienergebnisse Uber die Wirksamkeit von
MRSA-Screening-Methoden und deren Ein-
fluss auf die Inzidenz bestimmter nosokomialer
Infektionen. Das ist auch nicht verwunderlich,
da das anschlieBende Hygieneregime Unter-
schiede aufweist. Mit Screening allein, lassen
sich keine Infektionen verhiten. Da man mit
EUR 5.000 - 10.000 an zusétzlichen Kosten
bei Auftreten von MRSA-Infektionen rechnen
muss, erscheint das Screening schon dann fir
ein Krankenhaus kosteneffektiv, wenn dadurch
nur wenige MRSA —Infektionen verhindert
werden. Besonderes Augenmerk muss aller-
dings auf die Uberwachung von MRSA- Infek-
tionen gelegt werden, um das bestehende an-
timikrobielle Gesamtkonzept regelmafig neu
zu bewerten.

Prof. Dr. Detlef Michel (Institut fiir Virolo-
gie, Universitétsklinikum Ulm): Virusinfektio-
nen in der Schwangerschaft (Teil I: CMV,
Parvovirus, HCV). Bei viralen Infektionen in
der Schwangerschaft ist dem Infektionszeit-
punkt groRes Augenmerk beizumessen, da ei-
ne Infektion im ersten Trimenon unter Umstén-
den andere klinische Auswirkungen haben
kann als im zweiten oder dritten Trimenon, wie
dies z.B. bei einer Rételninfektion der Fall ist.
Zu unterscheiden sind diaplazentar Ubertrag-
bare Viren, die entweder teratogen (z.B. Ru-
bellavirus, Zytomegalievirus, Varizella-Zoster-
Virus) oder primar nicht teratogen sind (z.B.
Parvovirus B19, HIV und HCV) und hauptséch-
lich perinatale Infektionen (z.B. HSV-2, HIV,
HPV, HBV, HCV).

Serologische  Untersuchungen in der
Schwangerschaft bringen oft ,zufallig“ positive
IgM-Antikorper-Befunde zutage. Hier gilt es,
durch eine gute Anamnese und eine geeignete
virologische Stufendiagnostik (z.B. Aviditats-
Blots mit dem Nachweis neutralisierender An-
tikérper, Komplementbindungsreaktion oder
Neutralisationstests) den Infektionszeitpunkt
einzugrenzen oder zu zeigen, dass es sich um
bereits langer persistierende IgM-Antikorper
handelt. Im Rahmen konnataler Zytomegalievi-
rus-Infektionen haben in neuerer Zeit intraute-
rine Heilungsversuche mit Hyperimmunglobuli-
nen Erfolge erbracht. Eine antivirale Behand-
lung zeigte positive Ergebnisse mit Hérverbes-
serungen allerdings auch deutliche Leukope-
nien. Das Fehlen von IgM-Antikdrpern trotz ei-
ner Infektion kann ebenfalls ein diagnostisches
Problem darstellen. So bedirfen Infektionen
mit Parvoviren einer besonderen Aufmerksam-
keit, da sich etwa der fetale Hydrops in der
Regel erst 2-6 Wochen nach der akuten Infek-
tion der Schwangeren manifestiert. Zu dieser
Zeit kdnnen die spezifischen IgM-Antikérper im
mutterlichen Serum bereits nicht mehr nach-
weisbar sein. Auch hier sind eine gute Anam-
nese und Zusatzuntersuchungen essentiell, da
ein Heilungsversuch durch eine intrauterine
Bluttransfusion meist zu einer Riickbildung des
Hydrops fihrt, wogegen schwere Félle unbe-
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handelt fast immer zum intrauterinen Fruchttod
fUhren.

Ein weiteres Feld virologischer Probleme
stellt das Stillen dar. Auch hierzu einige Bei-
spiele.

Uber  90% aller  Zytomegalievirus-
seropositiven Schwangeren reaktivieren das
Virus lokal im Brustgewebe, ohne eine syste-
mische Infektion zu zeigen. Virushaltige Zellen
werden mit der Milch an das Neugeborene
weitergegeben, stellen aber fir einen normal
entwickelten Saugling kein Problem dar. Un-
tergewichtige Frihgeborene sollten dagegen
keine unbehandelte Muttermilch oder nur Milch
einer sero-negativen Frau bekommen. HIV-
positive Mitter sollten nicht stillen. Bei HCV-
positiven Mattern hat sich gezeigt, dass (i) eine
Entbindung durch einen Kaiserschnitt hinsicht-
lich einer HCV-Ubertragung auf das Kind kei-
nen Vorteil bringt, (ii) invasive diagnostische
Eingriffe das intrauterine Infektionsrisiko erh6-
hen und (iii) bisher keine Hinweise bestehen,
dass HCV-haltige Zellen mit der Milch Ubertra-
gen werden. Daher spricht momentan nichts
gegen eine Stillempfehlung bei diesen Frauen.

Prof. Dr. Barbara Pustowoit (Medizinische
Fakultét, Universitét Leipzig): Virusinfekte in
der Schwangerschaft (Teil 1l: Roteln) Am
Beispiel der Rdtelnstufendiagnostik wird die
Vielfalt von verschiedenen serologischen
Tests sowie die Vergleichbarkeit von Tester-
gebnissen untereinander erértert. Fir Roételn
wird derzeit der Immunstatus von Schwange-
ren mittels Hamagglutinationshemmungstest
(HHT) mit einem Titer von mindestens 1:32 als
positiv bewertet. Eine Festlegung von festen
Schwellenwerten fiir Rételnimmunitat (10 bzw.
15 IU/ml) im Rételn-IgG-ELISA ist jedoch auf-
grund vieler Einflussgrofken (Puffer, Antigene,
Detektionssysteme, Standardseren u.a.) ins-
besondere bei niedrigen Antikdrperspiegeln
schwierig. Um dem Rechnung zu tragen, sollte
nach der Empfehlung des Fachausschusses
,Virusinfektion und Schwangerschaft‘ der DVV
und GfV die Mutterschaftsrichtlinie geandert
werden. Die Uberpriifung der Rételnimmunitat
soll kinftig mittels zugelassenen Tests erfol-

gen, wobei bei positivem R&teln-IgG-Anti-
kérper-Nachweis entsprechend der Vorgaben
der Hersteller Immunitat anzunehmen ist. Bei
einem negativen Testergebnis ist nach Been-
digung der Schwangerschaft unbedingt eine
Rételnimpfung vorzunehmen.

Die effektivste MalRnahme, das kongenitale
Rételnsyndrom zu verhindern, ist die zweimali-
ge Rételnimpfung in der Kindheit. Umfassende
epidemiologische Erhebungen, die die aktuelle
gute Durchseuchungslage und Impfrate bei
Frauen im gebarfahigen Alter in Deutschland
aufzeigen, ermdglichen die Abschaffung des
generellen Roételn-Antikdrper Screenings in der
Schwangerschaft. Durch Dokumentation im
Impfpass kénnen aullerdem geschitzte von
ungeschitzten Schwangeren unterschieden
werden. Zukinftig sollte nur bei Schwangeren
mit unbekanntem Impfstatus ein Test auf R6-
teln-IgG-Antikérper durchgefiihrt werden. Bei
Verdacht auf eine Rételninfektion in der
Schwangerschaft muss jedoch weiterhin die
komplexe Rételnstufendiagnostik mit  Im-
munblot, Aviditdtsbestimmung und Elispot An-
wendung finden.

Unter Berlcksichtigung der Inzidenz aller
Infektionskrankheiten in Deutschland sollte zu-
kinftig anstelle des Ré&teln-Antikdrper Scree-
nings eine generelle Testung aller Schwange-
ren auf CMV-, Parvovirus B19- und Toxoplas-
moseantikérper durchgefiihrt werden.

Prof. Dr. Gabriele Siegert (Institut fir Kli-
nische Chemie und Labormedizin, Universi-
tétsklinik der TU Dresden): Neue Antikoagu-
lantien. Antikoagulanzien werden sowohl in
der Thromboseprophylaxe als auch in der The-
rapie thromboembolischer Ereignisse im vené-
sen und arteriellen Gefaflsystem eingesetzt.
Zu den herkémmlichen Antikoagulanzien wer-
den die Vitamin-K-Antagonisten und die Stan-
dardheparintherapie mit unfraktioniertem He-
parin gerechnet. Nachteile der Cumarinthera-
pie sind die erforderliche Uberlappung mit He-
parin in der Einstellungsphase nach einer
Thrombose, ein Monitoring Gber die INR sowie
das Risiko fur gastrointestinale und cerebrale
Blutungen insbesondere bei Patienten Uber 65
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Jahre. Die Therapie mit Standardheparin er-
fordert eine parenterale Applikation der sulfa-
tierten Glycosaminokglykane uneinheitlicher
Molekiilmasse. Probleme des Monitorings er-
geben sich insbesondere aus der unterschied-
lichen Empfindlichkeit von aPTT-Reagenzien.

Neue Antikoagulanzien werden nach der
Art ihrer Wirkung (direkt oder indirekt), nach
dem Zielfaktor (Faktor Xa- oder Thrombin-
Inhibitoren) sowie nach der Gabe (parenteral
oder peroral) unterschieden.

Niedermolekulare Heparine sind Fragmente
mit einer Molekllmasse von 4 — 8 kDa, sie be-
sitzen eine besser kalkulierbare antikoagulato-
rische Wirkung, sind biologisch besser verfiig-
bar und haben eine langere Halbwertszeit. Ihre
Affinitdt zu Faktor Xa ist hdéher als zu Throm-
bin. Laborkontrollen sind nur in Sonderfallen
wie bei Verdacht auf Dosierungsfehler, Nieren-
insuffizienz, Kérpergewicht < 50 kg oder > 100
kg oder mangelhafter Compliance des Patien-
ten erforderlich. Die Kontrolle des Wirkspie-
gels erfolgt Uber die Anti Xa-Aktivitat bei einem
Wirkspiegel 3 h nach Injektion.

Eine alternative Antikoagulation bei Hepa-
rin induzierter Thrombozytopenie kann mit dem
Danaparoid (Orgaran®), dem direkten Throm-
bininhibitor Lepirudin (Refludan®) sowie dem
univalenten, reversiblen Thrombininhibitor Ar-
gatroban (Argatra®) erfolgen. Danaparoid ist
ein Heparinoid, das den Faktor Xa und in ge-
ringem Maf® Thrombin hemmt. Die Therapie er-
folgt als Dauerinfusion nach einem Bolus. Die
Halbwertszeit ist lang, bei Niereninsuffizienz ist
eine Dosisanpassung erforderlich. Das Monito-
ring erfolgt durch Bestimmung des Anti Xa-
Spiegels nach spezieller Kalibration. Lepirudin
ist ein aus Hefezellen hergestelltes rekombi-
nantes DNA-Produkt. Die Therapie erfolgt
nach einem Bolus gefolgt von Dauerinfusion
mit dem Ziel einer gegeniber dem Ausgangs-
wert um das 2,5-fache verldngerten aPTT (Re-
agenzabhangigkeit), Thrombinzeit oder Ecarin-
Clotting-Time, mit erster Kontrolle 4 Stunden
nach Therapiebeginn. Argatroban ist ein syn-
thetisches Argininderivat, dessen Wirkungs-
maximum unmittelbar nach i. v. Gabe erreicht

wird, die Halbwertszeit betragt 40 — 50 min.
Die Metabolisierung erfolgt in der Leber, die
Ausscheidung Uber Faeces und Urin. Thera-
pieziel ist eine 1,5- bis 3,0-fach verlangerte
aPTT (Achtung: Reagenzunterschiede). Eine
Dosisanpassung ist bei Leberinsuffizienz er-
forderlich, jedoch nicht bei Niereninsuffizienz.
Als Thrombininhibitor hemmt Argatroban die
Prothrombinzeit sehr stark (Thromboplastinzeit
< 10 %, INR ~ 4), die Bestimmung von An-
tithrombin Gber Hemmung von Thrombin fihrt
zu falschen Ergebnissen.

Pentasaccharide: Aus der Beobachtung,
dass fiir die Wirkung der Heparine die Bindung
einer Sequenz von 5 Zuckermolekilen an das
Antithrombin verantwortlich ist, folgte die Syn-
these kurzer Sequenzen. In Deutschland zuge-
lassen ist Fondaparinux (Arixtra®), eine Sub-
stanz, die Antithrombin-vermittelt ausschliel3-
lich Faktor Xa hemmt. Der Wirkungseintritt er-
folgt rasch bei hoher Bioverflgbarkeit. Das
Monitoring ist Uber Anti Xa-Spiegel nach spe-
zieller Kalibration méglich. Der Abnahmezeit-
punkt 4 h nach der Injektion als Wirkspiegel
oder vor der ndchsten Gabe als Talspiegel ist
fur die Dosierung sehr wichtig.

Oral zu verabreichende Faktor Xa- und
Thrombin-Inhibtoren: Rivaroxaban (Xarelto®)
ist der erste orale direkte F.-Xa-Inhibitor mit
den Eigenschaften: taglich einmalige Einnah-
me, vorhersagbare Pharmakokinetik, hohe ora-
le Bioverfugbarkeit, schneller Wirkungseintritt
sowie einer fixen Wirkstoffdosis. Ein Monito-
ring ist nicht erforderlich. Das Medikament hat
seit Oktober 2008 eine Zulassung zur Throm-
boseprophylaxe bei orthopadischen Eingriffen.
Eine Zulassung fur Therapieindikationen wird
nicht vor 2010, bei Vorhofflimmern nicht vor
2011 und fir weitere Prophylaxeindikationen
nicht vor 2012 erfolgen. Fir Gerinnungsunter-
suchungen unter der Medikation ist zur Zeit
bekannt, dass eine Wirkungskontrolle Uber die
Thromboplastinzeit mit dem Reagenz Ne-
oplastin tber die Gerinnungszeit (13-25 Sek.)
mdglich ist, eine Kontrolle Gber Anti-Xa befin-
det sich in Vorbereitung. Die aPTT ist verlan-
gert, Angaben zum Reagenz liegen nicht vor.
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Eine Antithrombin-Bestimmung Uber Xa ist
nicht méglich. Dabigatran (Pradaxa®), hemmt
freies und an Fibrin gebundenes Thrombin
durch reversible Bindung an die ,active site“
des Thrombins. Seine Eigenschaften sind: Ein-
fache Anwendung, kein Routine-Monitoring der
Antikoagulation, keine Restriktionen in der
Nahrungsaufnahme, niedriges Potenzial fir
Medikamenten-Interaktionen, rascher Beginn
und rasches Ende der Antikoagulations-
Wirkung, Halbwertszeit 14 — 17 Stunden, Wir-
kungsmaximum nach 2 Stunden. Dabigatran
ist in Deutschland seit April 2008 zur Throm-
bose-Primarprophylaxe nach Knie- oder Huft-
gelenkersatzoperation zugelassen. Es wird
derzeit in weiteren Studien zur Schlaganfall-
pravention bei Vorhofflimmern untersucht. Mit
ersten Ergebnissen rechnet man Ende 2009.
Die Langzeitdaten fir die Sicherheit von Dabi-
gatran fehlen noch. Eine Laborkontrolle ist
noch nicht einheitlich geklart. Gerinnungszei-
ten von Thromboplastinzeit und aPTT sind ver-
langert (auch bei Einzelfaktoranalyse), die
Thrombinzeit ist verlangert, Fibrinogen nach
Clauss ist falsch vermindert, eine Antithrom-
binbestimmung Uber Thrombin ist nicht még-
lich. Auch wenn bei der Verabreichung neuer
Antikoagulanzien kein Monitoring erforderlich
ist, muss ihr Einfluss bei der Bewertung von
Laborergebnissen beachtet werden um Fehlin-
terpretationen zu vermeiden.

Peter J. Kuhl (Bioscientia GmbH, Ingel-
heim): Labor-Pravention. - Der ideale 1GeL-
Einstieg. Es werden drei Ebenen der Préaven-
tion unterschieden: Priméarprdvention bezeich-
net die generelle Vermeidung auslésender o-
der vorhandener Teilursachen (Risikofaktoren)
bestimmter Erkrankungen bzw. Gesundheits-
stérungen. Sekundérprévention bezieht sich
zum einen auf die Entdeckung eines noch
symptomlosen Frilhstadiums einer Krankheit
und vor allem deren erfolgreiche Frihtherapie,
zum anderen die Verhinderung eines Wieder-
eintritts eines Krankheitsereignisses nach er-
folgter Ersterkrankung. Tertidrprédvention wird

h&ufig verstanden als die Behandlung einer
symptomatisch gewordenen Erkrankung mit
dem Ziel, ihre Verschlimmerung zu verhiten.
Pravention muss neben der Kuration, Pflege
und Rehabilitation zur vierten Saule im Ge-
sundheitswesen werden, wenn wir die gesetz-
liche Krankenversicherung (GKV) zukunftssi-
cher machen wollen. Gesellschaftlich und 6-
konomisch kann diese Herausforderung nur
bewaltigt werden, wenn heute die Investitio-
nen, die derzeit fir den gesamten Gesund-
heitsschutz und Pravention lediglich 3,8% der
Gesundheitsausgaben betragen, fur lang- und
mittelfristig wirksame Pravention verstarkt
werden. 25-30 % der heutigen Gesundheits-
ausgaben lieRRen sich in Deutschland dadurch
theoretisch vermeiden. Der Nachweis konkre-
ter finanzieller Entlastung, die fir die Priméar-
pravention schwer zu fuhren ist, wird durch
moderne labordiagnostische Verfahren fir die
Sekundarpravention schon erbracht. Besonde-
re Praventionspotentiale bestehen dabei im
Bereich der Friherkennung von Krebs-
erkrankungen, der Herz-Kreislauf-Erkrankun-
gen, Diabetes mellitus, Nierenerkrankungen
und Osteoporose. Nicht alle gesetzlichen Vor-
sorgeprogramme sind auf dem neusten Stand
und sie decken bei weitem nicht alles ab, was
inzwischen an sinnvoller Diagnostik mdglich
ist. Damit bietet sich den Arzten die Chance,
ihre Patienten im Einzelfall sinnvolle labordia-
gnostische Malinahmen als Selbstzahler-
leistung anzubieten. Ein gutes 1GelL-Konzept
muss allen Beteiligten — Patient, Arztpraxis
und Labor — Transparenz, Rechtssicherheit
und vereinfachte Abl&dufe bieten, von der Auf-
tragserteilung bis zur Rechnungsstellung.

Anschrift des Verfassers:

Prof. Dr. Dr. med. Thomas Demant, Kranken-
haus Dresden-Friedrichstadt, Institut fur Klini-
sche Chemie und Labormedizin, Friedrichstra-
Re 41, D-01067 Dresden, Telefon: 0351-480
3900; Telefax: 0351-480 3909, e-mail: demant-
th@khdf.de
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Positionen ® R f B

Referenzinstitut
fur Bioanalytik

Das Referenzinstitut fur Bioanalytik (RfB) ist eine Referenzinstitution zur
Qualitatssicherung im medizinischen Laboratorium. Trager des RfB ist die Deutsche
Vereinte Gesellschaft fur Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin e.V. (DGKL).
Das RfB fuhrt Ringversuche zur externen Qualitatskontrolle durch und entwickelt und
betreibt zu diesem Zweck mehrere Inhouse-Datenbanken sowie eigene Websites.

Da die Anforderungen an unser EDV-System standig steigen, suchen wir fiir unsere
EDV-Abteilung eine/n

Informatiker/in
als Stellvertretende/n EDV-Leiter/in

lhre Aufgaben
* Entwicklung und Betrieb der Inhouse-Datenbanksysteme
¢ Entwicklung und Betrieb der Internetanwendungen
* Verwaltung der Netzwerk- u. Serverumgebung
* Anwenderunterstitzung

lhre Qualifikation
* Abgeschlossenes Studium (Uni, FH, BA) oder eine vergleichbare Ausbildung
¢ Erfahrungen im Aufbau und Betrieb von Datenbanken und Internet-

Anwendungen
¢ Profunde Kenntnisse gangiger Birosoftware
Aulerdem:

* Analytisches und konzeptionelles Denken
e Zuverlassige und selbststandige Arbeitsweise

* Hohe Auffassungsgabe und Leistungsbereitschaft

¢ Team- und Kommunikationsfahigkeit

e gute Englischkenntnisse in Wort und Schrift

Die EDV-Landschaft des RfB besteht sowohl auf Server- als auch auf Clientseite i. w.
aus Rechnern der Apple-Welt, Datenbankentwicklungssystem ist 4th Dimension.
Kenntnisse dieser Entwicklungswerkzeuge sowie des medizinischen Umfelds waren
winschenswert.

Wenn Sie diese abwechslungsreiche und verantwortungsvolle Aufgabe sowie das
Arbeiten in einem kleinen hochmotivierten Team reizt, freuen wir uns auf lhre
aussagekraftigen Bewerbungsunterlagen. Bitte richten Sie lhre Bewerbung unter
Angabe |hrer Gehaltsvorstellung und Ilhres frihestmdglichen Eintrittstermins,
vorzugsweise per email (info@dgkl-rfb.de), an:

Referenzinstitut fiir Bioanalytik, Im Miihlenbach 52 A, 53127 Bonn
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Geschaftsstelle der DGKL \ex =
Im Muhlenbach 52 b
D-53127 Bonn Deutsche Vereinte Gesellschaft

fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin e.V.

O  Antrag auf Mitgliedschaft Mitglieds-Nr.:

Name:

Vorname (ausgeschrieben):

Geburtsdatum:

Titel:

(Prof., PD, Dr. ..., Dipl.- ..., akademische Titel bitte vollstandig eintragen!)

Dienstanschrift:
Institut/Klinik/Firma:

Abteilung:

StraBe, Haus-Nr.:

Postleitzahl, Ort:

Bundesland:

Telefon / Telefax:

E-Mail / Internet:

Zum Nachweis meiner Tatigkeit in der Klinischen Chemie und Laboratoriumsdiagnostik flige ich
meinen Lebenslauf mit wissenschaftlichem Werdegang (ggf. Publikationsliste) bei.

Datum Unterschrift
Der Antrag wird befiirwortet von Ordentlichen Mitgliedern der DGKL:

1.

Name Datum Unterschrift

Name Datum Unterschrift
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An den Schriftleiter

der Mitteilungen der Deutschen Vereinten Gesellschaft fir Klinische Chemie
und Laboratoriumsmedizin e.V.

Herrn Prof. Dr. Dr. med. Thomas Demant

Krankenhaus Dresden-Friedrichstadt

Institut fir Klinische Chemie und Labormedizin

FriedrichstraBe 41

01067 Dresden

Neues aus dem Mitgliederkreis

Antrag auf Veréffentlichung wissenschaftlicher Mitteilungen unter der Rubrik: ,,Neues aus
dem Mitgliederkreis“

Name des einsendenden Mitgliedes:
Vorname (ausgeschrieben):
Titel:

(Prof., PD, Dr.e, Dipl.-e, akademische Titel bitte vollstandig eintragen!)
Dienstanschrift:
Institut/Klinik/Firma:
Abteilung:
StraBe, Haus-Nr.:
Postleitzahl, Ort: Bundesland:
Telefon: ( ) Telefax: ( )

Mitteilung einer Vortragskurzfassung - Dissertation - Sonstiges*)
(nicht Zutreffendes bitte streichen)

Bei Vortragskurzfassungen: Kongress:

in:

Publiziert in:

(sofern das Copyright eines Verlages betroffen ist, bitten wir, vor Einsendung einer Vortragskurzfassung die Druck-
erlaubnis einzuholen)

Bei Dissertationen: Referent:
Fakultat (Jahr):
Titel:
Autor(en):
Institut:
Text:
(eventuell zuséatzliche Seiten benutzen)

*) Mit dieser Sparte soll den Mitgliedern ermdglicht werden, Dissertationen, Kurzvortrage und Poster auf anderen
Kongressen, Habilitationsarbeiten und sonstige wissenschaftliche Aktivitdten dem Mitgliederkreis bekannt zugeben.
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