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Im medizinischen Labor ist die Qualität der
Analysenergebnisse maßgeblich von der Qualität
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Die Zentrifugation von Probenmaterial mit
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Parameter verhindert.
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AUS DEM PRÄSIDIUM

Liebe Mitglieder der DGKL,

mit dem ersten Heft der Mitteilungen des 

Jahres 2010 ist es an der Zeit einen Rück-

blick auf die letzten beiden Jahre zu wer-

fen, in denen der Aufbau einer neuen Ge-

schäftsstelle in Bonn unter der Leitung 

unseres Geschäftsführers Herrn DR. JENS 
KLABUNDE stattgefunden hat. Dem voraus-

gegangen war die Entscheidung des Präsid-

iums unter der Leitung und ich darf auch 

sagen auf Initiative von Herrn Kollegen  

KLEESIEK, die DGKL zu professionalisieren. Das 

Hauptziel war es, die Anforderungen an 

eine moderne Fachgesellschaft besser er-

füllen zu können, als dies ein nebenamtliches 

Präsidium auf Dauer alleine leisten kann. 

Das Präsidium hat sich die Entscheidung  

damals nicht leicht gemacht, da dieser Schritt 

natürlich auch mit einem deutlich höheren 

inanziellen Einsatz für die Geschäftsstelle 

der Fachgesellschaft verbunden war. Trotz-

dem schien sie uns zum damaligen Zeitpunkt 

zwingend, wenn die DGKL als Fachgesell-

schaft zukunftsfähig bleiben sollte.

Nach einem intensiven Auswahlverfahren, 

an dem das gesamte Präsidium teilhatte, hat 

Herr DR. KLABUNDE seine Stelle im April 2008 

angetreten. Wir können jetzt also fast zwei 

Jahre überblicken und ich möchte feststellen, 

dass wir den Zielen, die das Präsidium mit 

dieser Entscheidung verbunden hatte, einen 

großen Schritt näher gekommen sind. In viel-

en Bereichen, sowohl im Inneren der DGKL 

als auch in der Inter-

aktion nach außen ist 

die kontinuierliche, 

hauptamtliche Tätig-

keit des Geschäfts-

führers und seiner 

Mitarbeiter spürbar 

geworden. Ich glaube, 

dass dies – um nur 

einige Beispiele zu  

nennen – die Arbeitsgruppen betrifft, die 

im letzten Jahr auf den Weg gebrachten er-

sten Sektionen der DGKL oder die Organi-

sation unserer Jahrestagungen. Nach außen 

wurden u.a. die Verbindungen zu anderen 

Fachgesellschaften und Berufsverbänden 

intensiviert, die Basis für eine langfristige  

Öffentlichkeitsarbeit der DGKL gelegt und 

die zukünftige Rolle der DGKL in dem neu ge-

regelten Akkreditierungswesen der Bundes-

republik gesichert. Dazu gehört auch, dass 

die Geschäftsstelle jetzt den Schriftleiter 

Professor Demant aktiv in der Erstellung 

der Mitteilungen unterstützt. Viele Aufga-

ben, denen sich das Präsidium in den letzten 

beiden Jahren widmen konnte und musste, 

wären ohne eine solche professionelle Struk-

tur nicht angehbar gewesen. 

Insgesamt können wir also sagen, dass 

die DGKL heute deutlich besser für die  

Herausforderungen der kommenden Jahre 

gerüstet ist, als dies noch nach der Fu-

sion von DGKC und DGLM der Fall war. Wir  
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wünschen uns, dass Sie - unsere Mitglie-

der - die Fachgesellschaft auch in Zu-

kunft aktiv unterstützen und die Foren der 

DGKL von der Jahrestagung und Mitglieder- 

versammlung über die Mitteilungen bis zum 

Internetauftritt von Ihnen für eine intensive 

Kommunikation untereinander und mit dem  

Präsidium genutzt werden. Auf diese Weise 

können wir gemeinsam dem Anspruch an 

eine moderne wissenschaftliche Fachgesell-

schaft gerecht werden.

Karl J. Lackner  

Präsident der DGKL
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Liebe Mitglieder,

heute halten Sie die erste „Bonner“ Ausga-

be der Klinischen Chemie Mitteilung (KCM) in 

den Händen. Ein Meilenstein wurde erreicht - 

wir haben die KCM von Karlsruhe nach Bonn 

geholt und sie nach den DGKL Gestaltungs-

richtlinien „erfrischt“.

Ganz herzlich möchten wir uns bei Herrn 

PROF. DEMANT, dem Schriftführer der KCM, 

für die Zusammenarbeit bedanken und da-

für, dass er unseren Vorschlägen sehr offen 

und zustimmend gegenüberstand. Zusätz-

lich zu dem neuen „Layout“ haben wir die  

Ringösenheftung eingeführt, damit Sie zu-

künftig die Mitteilungen in einem Ordner 

abheften können. Auf unserer Homepage 

www.dgkl.de inden Sie die entsprechenden 

ORDNERRÜCKEN als Download.

Wenn Sie sich mit einem wissenschaft- 

lichen Bericht in die KCM einbringen wol-

len, steht Ihnen ein „AUTORENMANUAL“ ab 

sofort zur Verfügung, das Sie bei der Ge-

schäftsstelle oder bei Herrn Prof. Demant 

anfordern können. Das Manual stellen wir 

Ihnen ebenfalls als Download auf unserer  

Homepage zur Verfügung.

Über Anregungen und weitere Ideen   

freuen wir uns. 

Viel Spaß beim Lesen!

Mit freundlichen Grüßen 

aus der Geschäftsstelle Bonn

VANESSA DIETRICH & KATJA STEINBACH
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Im Folgenden wollen wir Sie über Neuer- 

ungen und Änderungen im RfB informieren.

1. AKKREDITIERUNG

Fünf Jahre nach Erstakkreditierung fand, we-

gen der aktuellen Gesetzgebung etwas vor-

gezogen, die erste Reakkreditierung durch 

die Deutsche Gesellschaft für Akkreditie-

rung mbH (DGA) im Oktober 2009 statt. 

Das RfB ist damit für weitere 5 Jahre ak-

kreditiert. Die Akkreditierung umfasst da-

bei die Normen ISO/IEC Guide 43-1:1997, 

ILAC G13:2000,DIN ISO/IEC 17020:2004, 

DIN V 55394-1:2000-09 und DIN EN 14136: 

2004-08.

2. RINGVERSUCHE

AK  ARZNEIMITTEL 

Die Anzahl der Ringversuche wurde auf vier 

Ringversuche pro Jahr reduziert. Ferner wur-

de die Trennung in Gruppe 1 und Gruppe 1 

+ 2 aufgehoben und umgestellt auf eine Be-

stellung von Set 1 und Set 2 im Ringversuch 

“AK Arzneimittel”. 

AM  AMMONIAK 

Es werden in diesem Jahr 4 Ringversuche für 

Ammoniakbestimmungen angeboten

CM  KARDIALE MARKER 

Im Ringversuch für kardiale Marker können 

Sie separates Probenmaterial für die Bestim-

mung von BNP bestellen. 

FV  MOLEKULARBIOLOGIE 

Im Ringversuch für Molekularbiologie kann 

nun auch K-RAS: Codon 12/13/61 untersucht 

werden. 

GR  GERINNUNG 

In diesem Ringversuch können Sie nun zu-

sätzlich die Faktoren XI, XII, XIII bestimmen. 

HA  HÄMATOLOGIE 

Im Ringversuch für die Hämatologie (HA) 

wird eine Differenzierung der Leukozyten 

angeboten und Sie können hierfür separa-

te Proben bestellen. 

KS  KLINISCHE CHEMIE IM SERUM 

Im Ringversuch für klinische Chemie können 

Sie nun auch das direkte Bilirubin bestim-

men. 

TM  TUMORMARKER 

Im Ringversuch für Tumormarker können Sie 

nun auch die Analyte Calcitonin und Thyreo-

globulin bestimmen.

TC T-CELL-DIAGNOSTIK

2009 wurde ein Pilotringversuch für T-cell-

Neuigkeiten aus dem Referenzinstitut für Bioanalytik (RfB) 
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Diagnostik (CD4+) in Zusammenarbeit mit 

der Firma Partec durchgeführt. Dabei wur-

den stabile Kontrollproben an Teilnehmer in 

Afrika und Asien versandt (100 Laborato-

rien aus 20 Ländern). Dieser Ringversuch 

für die T-cell-Diagnostik mit Teilnehmern aus  

Afrika und Asien soll auch 2010 einmal an-

geboten werden. 

In Planung bzw. in Vorbereitung sind Ringver-

suche auf dem Gebiet der Pathologie, Virus-

Serologie und Virus-PCR-Diagnostik.

3. MITARBEITER IM RFB

Zum 1. Dezember 2009 haben wir unsere 

IT-Abteilung mit Herrn JOHANNES LEIDHEISER 
verstärkt. 

HERR LEIDHEISER hat vergangenes Jahr 

sein Studium zum Diplom-Informatiker ab-

geschlossen und wird uns jetzt unter an-

derem bei der Weiterentwicklung unserer  

Internet-Applikationen unterstützen.

AUTOREN: 

DR. W. J.  GEILENKEUSER

DR. R. KRUSE

Referenzinstitut für Bioanalytik

Im Mühlenbach 52 a

53127 Bonn
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Am 5. und 6. Februar 2010 fand in Ham-

burg die Tagung „Stem Cell – Tumor – 

Proteomes“ statt. 

Die Tagung wurde von der Deutschen Ver-

einten Gesellschaft für KliniscÜbhe Chemie 

und Laboratoriumsmedizin sowie der Deut-

schen Gesellschaft für Proteomforschung 

veranstaltet.

Organisation und Federführung lag bei 

CHRISTOPH WAGENER, Institut für Klinische 

Chemie, Universitätsklinikum Hamburg-Ep-

pendorf. Wesentliches Ziel der Tagung war 

es, funktionell bedeutsame Schnittmengen 

zwischen den Proteomen von embryonalen 

und Gewebsstammzellen einerseits und Tu-

moren andererseits auszuloten. 

In der Vergangenheit wurden viele Stu-

dien veröffentlicht, in denen die Proteome 

von Tumorzellen und Tumorgeweben mit den 

Proteomen der entsprechenden Normalzel-

len und Normalgewebe verglichen wurden. 

Es wurden Unterschiede, z.B. von Membran-

proteinen und Proteinen des Zytoskeletts ge-

funden, und es ist anzunehmen, dass eini-

ge dieser Proteine als Tumormarker im Blut 

oder in Sekreten und Exkreten diagnostische 

Bedeutung erlangen werden. Allerdings lässt 

sich noch nicht abschätzen, ob diese neue 

Generation an Biomarkern mehr oder ande-

re klinische Informationen liefern wird als 

die aktuell gebräuchlichen Tumormarker. Tu-

mormarker, die zurzeit in Körperlüssigkei-

ten, Sekreten und Exkreten nachgewiesen 

werden, informieren darüber, ob ein Tumor 

vorhanden ist, oder ob die Tumormasse zu- 

oder abnimmt. Die Marker liefern allerdings 

in der Regel keine Hinweise auf die biologi-

schen Eigenschaften der Tumoren.

Ein Grund dafür, dass aktuelle Tumormar-

ker keine oder nur eingeschränkte Informa-

tionen über die Biologie des Tumors geben, 

mag daran liegen, dass diejenige Zellpopula-

tion, die den Tumor unterhält, nicht speziisch 

erfasst wird. Zellen dieser Population wer-

den auch als Tumorstammzellen bezeichnet. 

Die Existenz und Eigenschaften von Tu-

morstammzellen werden zurzeit intensiv 

und kontrovers diskutiert. Es gibt einige 

Argumente, die dafür sprechen, dass Ge-

websstammzellen die Ausgangszellen von 

Tumoren sind. Es dauert oft Jahre bis Jahr-

zehnte von der ersten Schädigung der DNA 

bis zur klinischen Diagnose von Tumoren. 

Unter der Voraussetzung einer klonalen 

Tagungsbericht 

Tagung der Arbeitsgruppe Proteomics in der Klinischen Chemie  
zum Thema „Stem Cell – Tumor – Proteomes“

Hamburg, 5./6. Februar 2010
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Tumorentstehung und der Mehrschrittkarzi-

nogenese muss die Ursprungszelle von Tu-

moren entsprechend lange im Organismus 

verweilen. In regenerierenden Geweben trifft 

dies auf die Gewebsstammzelle zu. Für die 

kolorektale Karzinogenese wurde kürzlich im 

Tierversuch gezeigt, dass die Tumoren von 

Gewebsstammzellen ausgehen. 

Die Entstehung von Tumoren aus Gewebs-

stammzellen stützt die Tumorstammzell-Hy-

pothese. Allerdings lässt sich diese Hypothe-

se nicht ohne weiteres verallgemeinern. Es 

gibt Hinweise, dass die Eigenschaften von 

Tumorstammzellen und den daraus entste-

henden Progenitorzellen lexibler sind als 

zunächst angenommen. So konnte für be-

stimmte Leukämien gezeigt werden, dass 

das für Stammzellen typische Programm der 

Selbsterneuerung auch in Progenitorzellen 

aktiviert werden kann. Dieser Mechanismus 

erinnert an induzierte pluripotente Stamm-

zellen, die aus normalen Körperzellen ge-

neriert werden und durch genetische Mani-

pulationen die Eigenschaften embryonaler 

Stammzellen erworben haben. 

Es gibt somit eine Reihe von Gemeinsam-

keiten zwischen embryonalen Stammzellen, 

Gewebsstammzellen und Tumorstammzellen. 

Ob sich diese Eigenschaften auch im Prote-

om der Zellen mit den zurzeit zur Verfügung 

stehenden proteomanalytischen Methoden 

nachweisen lassen, wurde auf der Tagung 

intensiv diskutiert. 

Der erste Teil der Tagung widmete sich 

Fortschritten auf dem Gebiet der Proteo-

manalytik. Ein Proteom bezeichnet die Ge-

samtheit der Proteine bzw. Proteinmodiika-

tionen einer Zelle, eines Zellkompartiments, 

oder einer Körperlüssigkeit. In der techno-

logischen Entwicklung der Proteomanalytik 

sind in den letzten Jahren quantitative mas-

senspektrometrische Methoden und Ansätze 

zum Nachweis posttranslationaler Modiika-

tionen in den Vordergrund getreten. Dieser 

Entwicklung wurde auf der Tagung Rechnung 

getragen.

Das einführende Referat wurde von  

HANNO LANGEN, Fa. ROCHE, Basel, gehalten. 

Er zeigte den mühsamen Weg auf, der von 

der ersten Identiizierung eines möglichen 

Marker-Proteins (hier für Tumoren) über die 

technische Validierung, die Entwicklung ei-

ner quantitativen Nachweismethode bis hin 

zur klinischen Validierung geht. Wenn dann 

der diagnostische Nutzen eines Biomarkers 

belegt wurde, muss er eine bessere diag-

nostische Aussagekraft als etablierte Mar-

ker haben oder bei vergleichbarer Aussa-

gekraft andere Vorzüge bieten (z.B. Preis, 

Assay-Performance). 

Nach den von JACEK R. WISNIEWSKI, Max-

Planck-Institut for Biochemistry, Martinsried, 

vorgestellten Daten lässt sich eine massen-

spektrometrische Proteomanalytik auch aus 

Formalin-ixiertem Parafin-eingebettetem 

(FFPE) Gewebe durchführen. Dies lässt für 
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die nähere Zukunft wichtige klinisch relevan-

te Daten erwarten. 

PETER NOLLAU, Institut für Klinische Che-

mie, Universitätsklinikum Hamburg-Eppen-

dorf, nutzt rekombinante SH2-Domänen zum 

sog. „Proiling“ der Tyrosin-Phosphorylierung 

in Zellen und Geweben. SH2-Domänen lassen 

sich zu Gruppen mit vergleichbarer Speziität 

zusammenfassen. Die Tatsache, dass die Do-

mänen eine Klassiizierung z.B. von Hirntu-

moren und akuten lymphatischen Leukämi-

en erlauben, belegt, dass der SH2-Domänen 

vermittelte Nachweis von Tyrosinphosphory-

lierungsmustern klinisch und biologisch re-

levante Aussagen erlaubt. 

Ein vergleichbarer Ansatz wurde von 

CHRISTOPH WAGENER, Institut für Klinische 

Chemie, Universitätsklinikum Hamburg-Ep-

pendorf, vorgestellt. In diesem Fall werden 

rekombinante humane Glykorezeptoren zum 

Nachweis von speziisch glykosylierten Pro-

teinen in Tumoren und Normalgeweben ver-

wendet. Mit dieser Methode konnten meta-

stasierende von nicht-metastasierenden 

Mammakarzinomen unterschieden werden. 

GERD SCHMITZ, Institut für Klinische Che-

mie und Laboratoriumsmedizin, Universität 

Regensburg, berichtete über eine umfas-

sende systembiologische Charakterisierung 

von Megakaryozyten und Blutplättchen, die 

Transkriptom, Proteom und Lipidom umfass-

te. Thrombozyten besitzen ein kanalikuläres 

System mit Verbindungen zum Blutplasma. 

Daher stammen viele der in Thrombozyten 

nachgewiesenen Proteine und Lipide aus dem 

Blutplasma. 

Die Sitzung zu embryonalen Stammzellen 

wurde von STEFAN ROSE-JOHN, Cytokine and 

Metalloproteinase Research Unit, Christian-

Albrechts-Universität Kiel, eröffnet. Er be-

richtete über die Bedeutung der Faktoren LIF 

und IL6 für die Regulation der Eigenschaften 

muriner Stammzellen. In diesen Zellen ist der 

STAT-Signalweg für den Erhalt der Stamm-

zelleigenschaften essentiell. Allerdings las-

sen sich die an murinen Stammzellen erhal-

tenen Befunde nicht eins zu eins auf humane 

embryonale Stammzellen übertragen. 

NICOLE ZUR NIEDEN, Frauenhofer-Institut 

für Zelltherapie und Immunologie, Leipzig, 

widmete ihren Vortrag der Bedeutung von 

b-Catenin für die osteogene Differenzierung 

embryonaler Stammzellen. Dieser bedeu-

tende Transkriptionsfaktor ist in bestimmten 

Phasen der Differenzierung an- und in ande-

ren Phasen der Differenzierung abgeschaltet. 

JEROEN KRIJGSFELD, Proteomic Core 

Facility, EMBL Heidelberg, berichtete über 

die quantitative Analyse des Phosphopro-

teoms nach Induktion der Differenzierung 

von humanen embryonalen Stammzellen. 

Funktionell bedeutsam ist der Befund, dass 

das Pluripotenz-assoziierte SOX2-Protein  

phosphoryliert und in der Folge sumoyliert 

wird.
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 THOMAS ESCHENHAGEN, Institut für Expe-

rimentelle und Klinische Pharmakologie und 

Toxikologie, Universitätsklinikum Hamburg-

Eppendorf, erläuterte, wie in humanen em-

bryonalen Stammzellen die Differenzierung 

zu funktionellen Cardiomyozyten induziert 

werden kann. 

In der Sitzung über Gewebsstammzellen 

widmete sich ANTHONY A. HO, V. Medizini-

sche Klinik, Universitätsklinikum Heidelberg, 

der Alterung hämatopoetischer Stammzellen. 

An der Alterung der Stammzellen sind nicht 

nur die Stammzellen selbst, sondern auch 

die Zellen der sog. Stammzellnische betei-

ligt. Umgekehrt scheinen hämatopoetische 

Stammzellen auch die Alterung der Nischen-

zellen zu beeinlussen. 

MARTIN RÜTZE, Fa. Beiersdorf AG, Ham-

burg, stellte eine Technik vor, mit deren Hil-

fe im Gewebsschnitt identische Zellen der 

Epidermis mit verschiedenen Liganden cha-

rakterisiert werden können. Es handelt sich 

hierbei um eine Modiikation der sog. FRAP 

(Fluorescent Recovery After Photobleaching) 

Methode. Keine Zelle der Epidermis expri-

mierte alle der bisher beschriebenen epider-

malen Stammzellmarker. p63 wurde als das-

jenige Protein identiiziert, das am engsten 

mit Markern und Topologie von Stammzel-

len assoziiert ist. 

EVELYN ORSO, Institut für Klinische Che-

mie und Laboratoriumsmedizin, Universi-

tät Regensburg, referierte über Ansätze zur 

Gewinnung, Charakterisierung, Expansion 

und Differenzierung autologer mesenchyma-

ler Progenitorzellen aus Liposuctionspräpara-

ten. Diese Zellen sollen in der Traumatologie 

z.B. zur Therapie von Bindegewebsläsionen, 

eingesetzt werden. 

Die Sitzung zum Thema ‚Tumorzellen’ be-

gann mit einem Vortrag von BJÖRN SCHEFF-
LER, Institut für Rekonstruktive Neurobiolo-

gie, Universitätsklinikum Bonn. Hinsichtlich 

der Charakterisierung von Tumorstammzel-

len zählen Glioblastome zu den am besten 

untersuchten Tumoren des Menschen. Auf 

funktioneller Ebene besteht in diesen Tumo-

ren an der Existenz von Tumorstammzel-

len kein Zweifel. Allerdings ist es noch nicht 

möglich, Tumorstammzellen phänotypisch 

eindeutig zu identiizieren. 

KLAUS PANTEL, Institut für Tumorbiolo-

gie, Universitätsklinikum Hamburg-Eppen-

dorf, berichtete über die phänotypische und 

funktionelle Charakterisierung zirkulierender 

und disseminierter Tumorzellen. Die Befun-

de sind nicht nur aus tumorbiologischer, son-

dern auch aus klinischer Sicht von großem 

Interesse. Bei Patientinnen mit Mammakar-

zinomen, deren Primärtumoren den HER2/

NEU-Rezeptor nicht exprimierten, wurden 

im peripheren Blut HER2/NEU-positive Tu-

morzellen identiiziert. Diese Patientinnen  

könnten eventuell von einer Therapie mit 

Herceptin proitieren.  
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JULIA ALMEIDA, Centro de Investigacion des 

Cancer, Campus Miguel de Unamuno, Spani-

en, berichtete über neue Ansätze einer Auf-

schlüsselung von Leukämiezellen durch mul-

tiparametrische Durchlusszytometrie.

 HELMUT MEYER, Medizinisches Proteom-

Center, Ruhr-Universität Bochum, widme-

te seinen Vortrag zunächst den Anforderun-

gen an proteomanalytische Methoden, um 

zuverlässige, statistisch abgesicherte und 

vor allem auch reproduzierbare Daten zu ge-

winnen. Diese Maßstäbe wurden der Iden-

tiizierung und Charakterisierung von Bio-

markern des Pankreaskarzinoms zugrunde 

gelegt. 

BENJAMIN BALUFF, II. Medizinische Klinik, 

Klinikum Rechts der Isar, München, stellte 

die Methode der Imaging Mass Spectrometry 

vor, in der unter Anwendung der MALDI-TOF 

Massenspektrometrie Muster aus Geweben 

generiert werden. Nach seinen Befunden be-

sitzt die Methode eine erstaunlich hohe Treff-

sicherheit bei der Differenzierung HER2/NEU 

positiver von HER2/NEU negativen Mamma- 

und Magenkarzinomen. 

Der Vortrag von IVAN DIKIC, Institut für 

Biochemie II, Universitätsklinikum Frankfurt, 

bildete einen der Höhepunkte und zugleich 

den Abschluss der Tagung. Ubiquitinierung 

und Sumoylierung sind äußerst differenzier-

te Proteinmodiikationen, die nicht nur den 

Abbau von Proteinen im Proteasom, son-

dern auch Signaltransduktion, Apoptose und 

vor allem auch Autophagie steuern. Unter 

Anwendung von Proteindomänen, die ver-

schiedene Ubiquitin-Modiikationen erken-

nen, sollte eine differenzierte Unterschei-

dung funktioneller Zustände von Einzelzellen 

möglich sein.

Zum Abschluss zog CHRISTOPH WAGENER 

Bilanz. Die deutlichste Parallele zwischen den 

Eigenschaften embryonaler Stammzellen und 

menschlicher Tumoren, die sich aus den Vor-

trägen ergab,  ist die zentrale Bedeutung des 

WNT-Signalwegs für die Differenzierung em-

bryonaler Stammzellen. Andererseits gibt 

es nur wenige Hinweise darauf, dass Tran-

skriptionsfaktoren, die für die Stammzellei-

genschaften embryonaler Stammzellen und 

für die Induktion pluripotenter Stammzellen 

essentiell sind (OCT4, NANOG, SOX2), in der 

humanen Karzinogenese eine Rolle spielen. 

Eine prominente Ausnahme ist das MYC Pro-

tein. Bezüglich der Parallelen zwischen Ge-

webs- und Tumorstammzellen war vor allem 

der Befund von Interesse, dass die Stamm-

zellen eher aufgrund funktioneller und topo-

logischer als phänotypischer Merkmale iden-

tiiziert werden können.  

Es gilt also, neue Instrumente der Ein-

zelzellanalyse zur phänotypischen Charak-

terisierung dieser Zellpopulationen zu ent-

wickeln. Der Einsatz von Proteindomänen 

(SH2, CRDs (carbohydrate recognition do-

mains), Ubiquitin-bindende Domänen) könn-

te dazu beitragen, verschiedene zelluläre 
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Differenzierungsstadien in soliden Geweben 

abzugrenzen und in Tumoren diejenigen Zell-

populationen zu erkennen, die das Wachstum 

von Primärtumoren und Metastasen unter-

halten. Wenn es gelänge, speziische Pro-

dukte dieser Zellen oder die Zellen selbst in 

der Zirkulation nachzuweisen, wäre ein ent-

scheidender Schritt auf dem Weg zu biolo-

gischen Tumormarkern getan. 

AUTOR

PROF. DR. C. WAGENER, 

Institut für Klinische Chemie  

Zentrum für Diagnostik 

Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf
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Das diesjährige Minisymposium der Ar-

beitsgruppe Klinische Toxikologie der DGKL 

fand am 15./16. Oktober 2009 im Kloster 

Banz in Bad Staffelstein statt. Unter der wis-

senschaftlichen Leitung von Dr. Degel (Nürn-

berg) und Dr. Hallbach (München) wurden 

Themen, die Klinik und Labor betreffen, be-

sprochen.

FRAU WOHLFARTH (Rechtsmedizin Freiburg, 

AK Prof. Weinmann) referierte über das The-

ma „LC-MS in der forensischen Toxikologie: 

Einsatz und Erfahrungen“.  In der Praxis 

wird die LC-MS/MS ebenso wie die GC-MS 

zur Bestätigung von hinweisgebenden Immu-

noassays verwendet. Die LC-MS/MS-Technik 

bietet im Gegensatz zur Gaschromatogra-

phie die Vorteile, dass zum einen keine De-

rivatisierung der Proben notwendig ist und 

im Vergleich kürzere Analysenzeiten möglich 

sind. Einige Bestätigungsanalysen mit LC-

MS/MS erläuterte Frau Wohlfarth im Detail, 

unter anderem Methoden zur Detektion von 

Analyten zur Heroin-Substitution, Analyten, 

die im Rahmen der Hirntoddiagnostik unter-

sucht werden, Alkoholkonsummarker (EtG 

und EtS), Cannabinoide, klassische Miss-

brauchsdrogen (Amphetamin, Cocain und 

Morphin), neue Designerdrogen und GHB. 

Zum Schluss stellte sie eine Nachweis-

methode für verschiedene Phosphatidyleth-

anole vor. Diese entstehen bei Anwesenheit 

von Ethanol aus Phosphatidylcholin und sind 

direkte Alkoholkonsummarker wie EtG und 

EtS in Vollblut. 

HERR DR. DEGEL (Klinikum Nürnberg) 

sprach über den Einsatz und die Erfahrun-

gen mit der LC-Tandem-MS mit Ionenfalle 

(ABI 4000 QTrap®) in der klinischen Toxikol-

ogie. Er stellte die Software CliquidTM Drug 

Screen & Quant vor. Hierbei handelt es sich 

um ein benutzerfreundliches Programm, mit 

dem einfach Multitarget-Screening-Untersu-

chungen auf Drogen und Medikamente und 

auch Quantiizierungen durchgeführt werden 

können. Die Software enthält eine Biblio-

thek mit über 1200 Massenspektren von 

Drogen, Pharmazeutika und deren Metabo-

liten. Durch einen neuen, automatischen Su-

chalgorithmus können die Chromatogramme 

nach Spektren und Retentionszeit toxikolo-

gisch relevanter Verbindungen durchsucht 

und mit der Datenbank abgeglichen werden. 

HERR DEGEL verglich bei 116 Fällen die 

etablierte GCMS-Analytik mit Ergebnissen 

Tagungsbericht

Zweites Banzer Minisymposium der Arbeitsgruppe  
„Klinische Toxikologie“

Kloster Banz, 15.-16. Oktober 2009
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der LC-MS-QTrap® und fand in 32 Fällen kon-

gruente, in 12 divergente und in 72 komple-

mentäre Ergebnisse. Die Methode eignet sich 

nach seiner Erfahrung daher weniger als Al-

ternative, aber sehr gut zur Ergänzung der 

etablierten „General-Unknown“ – Suche mit-

tels GC/MS, vor allem für Substanzen, die 

gaschromatographisch nur schwer zugän-

glich sind. Zusätzlich zu den vorgefertigten 

Screening- und Quantiizierungsmethoden 

können mit der Software auch neue, selbst 

entwickelte Methoden erstellt und in das Sys-

tem eingebunden werden. Derzeitige Nach-

teile sind die ausschließliche Verwendung 

von absoluten Retentionszeiten (keine -Indi-

ces) und die Beschränkung auf 300 Substan-

zen pro Analysenlauf (mit neuer Software 

im “scheduled-MRM“-Modus bis zu 1000). 

Nachteilig ist nach seiner Erfahrung auch der  

erschwerte Übergang zur Basissoftware  

Analyst, die weitere Funktionen wie auch das 

manuelle Suchen in der Gesamtdatenbank 

ermöglicht. Die CliquidTM -Software muss 

dazu verlassen werden. 

Es folgte der Vortrag „Management von 

Vergiftungen in einer interdisziplinären No-

taufnahme / Präklinik“ von Herrn PROF. 
DODT (Klinikum München Bogenhausen). Am 

Beispiel des Klinikums München Bogenhau-

sen stellte Herr PROF. DODT die organisato-

rischen Aspekte einer Notaufnahme vor. Eine 

wichtige Aufgabe der Notaufnahme besteht 

darin, aus einem undiagnostizierten Not-

fall einen geplanten bzw. planbaren Fall zu 

machen. Unmittelbar nach Eintreffen des Pa-

tienten erfolgt eine Ersteinschätzung, die die 

Gefährdung des Patienten bestimmt und die 

Dringlichkeit der Behandlung festlegt. In An-

lehnung an internationale Ersteinschätzungs-

systeme wird am Klinikum Bogenhausen ein 

sogenanntes Ampelsystem verwendet. Rot 

bedeutet akute Lebensgefahr, gelb bedrohte 

Stabilität, grün stabile Organfunktionen ohne 

akute Bedrohung. 

Bei allen Notfällen mit Bewusstseinstrübung 

und Wesensveränderung, die immer einer 

unverzüglichen Behandlung bedürfen, muss 

auch die Möglichkeit einer Vergiftung berück-

sichtigt werden. Hinweise können sich aus 

der Konstellation von Leitsymptomen, den 

sogenannten Toxidromen, aus Fremdhin-

weisen oder den speziellen Gegebenheiten 

beim Aufinden des Patienten ergeben. Ist 

eine Vergiftung möglich, ist eine möglichst 

umfassende Informationsbeschaffung unab-

dingbar. Dazu gehören die Asservierung von 

Tablettenresten, Blistern und auch erbroche-

nem Material, sowie die Einschätzung des 

Gefährdungspotentials und die Berücksich-

tigung des Eigenschutzes. Der aufnehmende 

Arzt sollte rechtzeitig Rücksprache mit den 

Giftnotrufzentralen zur weiteren speziisch-

en Informationsgewinnung nehmen. 

Im zweiten Teil referierte PROF. DODT 

über Gifteliminationsverfahren und den Ein-

satz von Antidota. Hier stellte er besonders 

heraus, dass in vielen Fällen die primäre 
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Giftentfernung durch eine Magenspülung 

die Prognose des Patienten nicht verbes-

sert. Beim Einsatz von Antidota sind die Ne-

benwirkungen ebenso zu beachten wie die 

Tatsache, dass die Halbwertszeit der Anti-

dota häuig deutlich kürzer ist als die der 

Giftstoffe.

Herr PROF. ZILKER (Klinikum der TU 

München) referierte über das Thema „Man-

agement vergifteter Patienten in einer spe-

zialisierten Klinik“ am Beispiel des Klinikums 

Rechts der Isar der Technischen Universität 

in München. Die Vorteile einer Spezialab-

teilung liegen erstens in der Erfahrung der 

Behandlung von schweren sowie seltenen 

Vergiftungen, zweitens der Verfügbarkeit 

selten benötigter aber dann lebensrettender 

Antidota, dem Zugang zu einem Toxikolo-

gischen Labor zur raschen, quasi bed-side 

Giftanalyse sowie dem sofortigen Einsatz 

selten benötigter Entgiftungsverfahren. 

Während die Haemodialyse zur Entgiftung 

toxischer Alkohole, Salizylat, Valproat, The-

ophyllin, Lithium und bei Schwermetallen mit 

gleichzeitigem Nierenversagen noch relativ 

häuig eingesetzt wird, ist die Hämoperfu-

sion nur noch bei den Barbituratvergiftungen 

indiziert. Forcierte Diurese, forcierte Abat-

mung und Abführmittel sind vollständig über-

holt. Die Magenspülung und das Auslösen 

von Erbrechen machen nur noch innerhalb 

einer Stunde nach Giftaufnahme Sinn. Die 

Gabe von Medizinalkohle, vor allem ihre re-

petitive Anwendung, sind heute die letzten 

Säulen der Giftentfernung. Zu den selten ge-

brauchten aber lebensrettenden Antidoten, 

die bevorratet werden, gehören u. a. Digi-

talisantidot, Glukagon, Eisenhexacyanofer-

rat, Pyridoxin, Deferoxamin, Obidoxim, Na-

triumthiosulfat, Silbinin DMPS, DMAP und 

Schlangenantiseren. Herr PROF. ZILKER wies 

darauf hin, wie wichtig es gerade für Notärz-

te ist, eine Auswahl von lebensrettenden An-

tidota mitzuführen. Dabei pointierte er den 

Einsatz von Atropin: 

“Ein Mensch, der liegt in großer Not, Sein 

Doktor sucht das Antidot

Er reckt die Arm zum Himmel hin, So gebt 

mir doch bloß Atropin”

Obwohl von den sonstigen Intensivmed-

izinischen Verfahren wenig unterschieden, 

bedarf die klinische Toxikologie Spezial- 

kenntnisse in der Respirator- und Kreislauf – 

Volumen-Therapie. Da bei Vergiftungen die 

Pumpleistung des Herzens meist mit einge-

schränkt ist, muss mit Flüssigkeit vorsichtig 

umgegangen werden, Katecholamine sind 

eher früher einzusetzen. Auch in der Botan-

ik und Zoologie bei der raschen Identiizier-

ung von Giftplanzen, Giftpilzen und gifti-

gen Tieren ist der Spezialist einer klinisch 

toxikologischen Abteilung wichtig, um keine 

Zeit bis zum Einleiten der richtigen Therapie 

zu verlieren. Ferner ist seine Erfahrung ge-

fragt bei den schwersten aller Medikamen-

tenvergiftungen. 
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Dabei handelt es sich um Vergiftungen mit 

den Kardiaka vom Beta-Rezeptorenblock-

er über Antiarrhythmika bis hin zu den Cal-

cium-Kanal-Blockern, die im Extremfall eine 

extrakorporale Aufrechterhaltung des Kreis-

laufes erforderlich machen. Damit bietet eine 

Spezialabteilung auch die Möglichkeit, rund 

um die Uhr schwer vergiftete Patienten aus 

Kliniken, die nicht über die Maximalversor-

gung verfügen, zu übernehmen. 

Der zweite Tag des Symposiums begann 

mit dem Beitrag „LC-MS based techniques 

for quantiication of organophosphorus 

compounds“ von Herrn PD DR. JOHN (Insti-

tut für Pharmakologie und Toxikologie der 

Bundeswehr, München). Weltweit werden 

phosphororganische Substanzen als Pestizide 

eingesetzt und beinden sich als Restbestän-

de chemischer Kampfstoffe in militärischen 

Arsenalen. An mehreren Beispielen von Ner-

venkampfstoffen und Pestiziden stellte HERR 
JOHN die verschiedenen Probenvorbereitun-

gen für die LC-MS vor. Eine optimale Proben-

vorbereitung ist abhängig von der Matrix und 

der vorhandenen Konzentration des Analy-

ten, so dass es keine universelle Aufarbei-

tung geben kann, sondern immer individuell 

entschieden werden muss. Die chromatogra-

phische Bestimmung der phosphororganisch-

en Verbindungen wird im Allgemeinen mit 

GC-FID, NPD oder EI-MS durchgeführt. 

Diese Methoden haben die Nachteile, dass 

sie für viele Substanzen, die mehr oder 

weniger polar, nicht-lüchtig oder thermisch 

labil sind, nur mit Einschränkungen verwen-

det werden können. Ergänzend erreichen 

moderne LC-MS Methoden hohe chromatog-

raphische Aulösung und ermöglichen zudem 

eine hoch-selektive Detektion. Zusammen-

fassend kann man sagen, dass der Nachweis 

von phosphororganischen Substanzen mit 

LC-ESI MS/MS eine hoch efiziente Methode 

für die Quantiizierung darstellt. 

Herr PROF. MAURER (Experimentelle und 

Klinische Toxikologie der Universität des  

Saarlandes, Homburg/Saar) sprach über das 

Thema Münchhausen-Syndrom: “Überwac-

hung von Diuretika und Laxantienabusus.” 

Typische Wirkstoffe beim Münchhausen-Syn-

drom, wie Diuretika, Laxantien, Antidiabetika 

und Anticoagulantien, führen zu objektiven 

Symptomen und Laborwertveränderungen. 

Hierzu stellte HERR MAURER die Wirkmech-

anismen der verschiedenen Stoffe vor sow-

ie den Nachweis von Laxantien und Diuretika 

mittels GC-MS im Urin. Mit dieser Methode 

können bis jetzt mehr als 30 Diuretika und 

Laxantien im Urin nachgewiesen werden. 

Niedrigste therapeutische Dosen der maßge-

blichen Substanzen können innerhalb von 24 

bis 72 Stunden gefunden werden. Außerdem 

lässt sich die Methode leicht für zahlreiche 

andere saure Verbindungen adaptieren. 

Anhand einer Publikation zur LC-MS/

MS-Analytik von Diuretika konnte PROF. 
MAURER zeigen, dass diese Stoffgruppe mit 
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sauren und basischen Verbindungen jeweils 

zwei Messungen erfordert, nämlich im pos-

itiven und negativen Modus. So dauert eine 

Analyse trotz direkter Urin-Injektion länger 

als mit GC-MS nach Extraktion und Deriva-

tisierung.

Im Anschluss folgte der Vortrag “Abklärung 

von Hypoglykämien beim Nicht-Diabetiker” 

von FRAU PD RENTSCH (Klinische Chemie, 

Universität Zürich). Als Hypoglykämie be-

zeichnet man Blutglukosekonzentrationen 

von unter 40 mg/dl (ohne Smptome) oder  

bereits unter 50 mg/dl mit Symptomen. 

Symptome einer Hypoglykämie können zum 

einen adrenerge Zeichen, wie innere Unruhe, 

Zittern, Heißhunger oder kalte Schweißaus-

brüche sein, zum anderen neuroglykopene 

Zeichen, wie der Kontrollverlust des Körpers, 

Konzentrations- und Bewusstseinsstörungen, 

Störungen der Bewegungskoordination und 

Sprachstörungen sein. 

Die häuigsten Ursachen für Hypoglykämien 

bei Nicht-Diabetikern sind übermäßiger Alko-

holkonsum ohne adäquate Nahrungszufuhr, 

die Verabreichung von Insulin oder Sulfonyl-

harnstoffen durch Fremde oder beim Suizid. 

Die Therapie ist eine i.v. oder orale Glukos-

ezufuhr, je nach Blutglukosekonzentration, 

teilweise über mehrere Tage. Im klinisch-

chemischen Labor werden Blutglukose, Insu-

lin und C-Peptid untersucht. Mit einer differ-

enzierten Auswertung kann zwischen exogen 

zugeführtem Insulin und endogenem Insulin 

beim Insulinom, und der oralen Aufnahme 

von Antidiabetika, z.B. Sulfonylharnstoffen, 

differenziert werden. Der Nachweis von Insu-

lin erfolgt immunologisch im Serum, Sulfonyl-

harnstoffe können im Plasma mittels LC-MS 

bestimmt werden. Diese Methode stellte FRAU 
RENTSCH im Detail da. Mit Nachweisgrenzen 

in der Regel deutlich unterhalb des thera-

peutischen Bereichs lassen sich Chlorprop-

amid, Tolbutamid, Glipizid, Gliclazid, Glibor-

nurid, Glibenclamid und Glimepirid erfassen. 

Die Methode beruht auf einer Festphasenex-

traktion im Sauren und einer RP-C18 HPLC. 

Als interner Standard werden von FRAU 
RENTSCH mangels Verfügbarkeit bei der 

Methodenetablierung keine deuterierten 

Verbindungen sondern für alle Analyte To-

lazamid verwendet.

Über ASHT – ein Projekt der Europäisch-

en Gemeinschschaft, dass ein  Frühwarn-

system für Terrorgefahren durch Chemika-

lien darstellt, referierte HERR DR. SCHAPER 
(Giftinformationszentrum Nord, Göttingen) 

aus dem Giftinformationszentrum-Nord, das 

der Universität Göttingen angeschlossen ist. 

ASHT bedeuted „Alerting System of a Health 

Surveillance System for the Deliberate Re-

lease of Chemicals by Terrorists“. 

Das Ziel dieses Projektes ist es, ein Konz-

ept und eine Implementierung eines eu-

ropäischen Rapid Alert System for CHEMicals 

(RAS-CHEM), wie es schon für übertrag-

bare Krankheiten gibt, zu etablieren. Die 
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Hauptaufgabe des ASHT-Projektes besteht 

darin, eine Datenbank zur Detektion ver-

deckter Chemikalienausbringung zu erstel-

len, die einen kriminellen oder terroristisch-

en Hintergrund besitzen. Ziel ist es, einzelne 

kleine Ereignisse in einen länderübergrei-

fenden größeren Zusammenhang bringen 

zu können und damit ein schnelles Han-

deln zu ermöglichen. Um das Programm zu  

testen, wurden 37 Ereignisse sowie acht  

dokumentierte Massenvergiftungen eingege-

ben. Als Beispiel solcher Ereignisse erinnerte 

HERR SCHAPER an Bhopal, Halabdja und den 

Sarin-Anschlag in der Tokioter U-Bahn.  

Hierfür wurden die Funktionalität der 

Datenbank erklärt, Eingabefelder für die  

Ereignisse entwickelt, der Zugang zum Internet  

festgelegt und ein Alarmsystem ausge- 

arbeitet. Die weiteren Aufgaben des 

ASHT-Projektes sind die Entwicklung von  

Testprotokollen und –prozeduren als Mach-

barkeitsstudie, der Nachweis, ob das  

„Rapid Alert System“ funktioniert, und wie 

der Alarm am besten weitergeleitet werden 

soll.

Im abschließenden Vortrag sprach Herr 

DR. HALLBACH (Department Klinische Che-

mie, Klinikum München) über Analysen-

strategien bei akut-toxikologischen Fra-

gestellungen im internationalen Vergleich.  

Bereits in den 90er Jahren wurden gemein-

sam von DFG und DGKC Methoden der 

Vorfeldanalytik und des toxikologischen  

A-Labors publiziert. In der Literatur gibt es 

einige Studien, die den Wert der toxikolo-

gischen Analytik abgesehen von wenigen 

Ausnahmen für die Notfallbehandlung von 

Patienten eher kritisch sehen, wohingegen 

es an Studien fehlt, die den Nutzen einer  

umfangreichen toxikologischen Analytik 

belegen. Dies hat dazu geführt, dass in der 

klinischen Praxis zwei extreme Meinungen 

aufeinander treffen: von einem minimalist-

ischen Ansatz bis hin zum Gießkannenprinzip 

mit einem weit gefächerten Analysenpro-

gramm. Je umfangreicher die toxikologische 

Basisanalytik ist, um so mehr lassen sich 

auch klinisch nicht vermutete Substanzen 

nachweisen. Hier ist besonders z.B. das 

Erkennen einer Paracetamolvergiftung von 

großer Bedeutung. 

Klinisch geht es in den ersten Stunden 

der Behandlung einer schweren Intoxikation 

allerdings erst einmal um die Stabilisierung 

des Patienten und weiterführende Untersu-

chungen, die eine zielgerichtete Weiterbe-

handlung des Patienten ermöglichen, haben 

nach Meinung verschiedener Experten bis zu 

4 Stunden Zeit. Hierfür sollen sogenannte di-

agnostische / toxikologische Pfade entwickelt 

werden, die in Form von Flussdiagrammen 

den Weg von der Basisdiagnostik bis hin zu 

detailierten Untersuchungen angeben sollen. 

In anderen Bereichen der Diagnostik sind 

solche Pfade bereits entwickelt worden, 

einen solchen Pfad aus der AG Diagnost-

ische Pfade der DGKL für die Abklärung des 
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klinischen Symptoms Abdominalschmerz 

stellte HERR HALLBACH vor. Anschließend 

präsentierte er einen vorläuigen Pfad für 

die Paracetamolvergiftung (Degel, Desel,  

Felgenhauer, Hallbach), der mit den Teil-

nehmern intensiv diskutiert wurde.

Die Teilnehmer zeigten insgesamt großes 

Interesse an einer Fortsetzung der Banzer 

Toxikologie-Tage und gerne wurde ein neuer 

Termin für das nächste Symposium, zu dem 

alle DGKL-Mitglieder bereits jetzt herzlich 

eingeladen sind, von den HERRN DEGEL und 

HERRN HALLBACH fest geplant.

VERFASSER 

DR. BIRGIT HENSCHEL und DR. ALEXANDER 

VON MEYER, Institut für Klinische Chemie,  

München

Nächstes Symposium: 

28.-29. Oktober 2010 

in Kloster Banz
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EINLEITUNG

Die Chagas-Erkrankung als endemisch 

primär in Lateinamerika vorkommende In-

fektionskrankheit, wird durch Trypanosoma 

cruzi, die hauptsächlich durch Raubwanzen-

kot von Tier zu Mensch und über Bluttrans-

fusion von Mensch zu Mensch übertragen 

werden, verursacht. 

Nach WHO-Angaben leben ca. 100 Millio-

nen Einwohner bzw. 25 % der Gesamtbevöl-

kerung Lateinamerikas in endemischen Ge-

bieten, wovon nach Angaben aus dem Jahre 

2000 elf Millionen Menschen chronisch ini-

ziert waren, was zu mehr als 21 000 Todes-

fällen im Jahr führte. 

Diaplazentale und perinatale Übertra-

gung von Trypanosoma cruzi, Übertragun-

gen durch verunreinigte Lebens- und Ge-

nussmittel sowie durch Organspende sind 

ebenfalls beschrieben. Durch zunehmende 

Migrationsprozesse und internationalen Tou-

rismus beginnt die Chagas-Erkrankung ein 

weltweites Problem zu werden.

 Die unmittelbar der Infektion folgen-

de akute Krankheitsphase ist in der Re-

gel unspektakulär. Symptomatisch wird die 

akute Phase vorwiegend bei Kindern ins-

besondere durch Myokarditis und Menin-

goenzephalitis, was mit einer Mortalität von  

2-6 % verbunden ist. 

In der anschließenden chronischen Cha-

gas-Erkrankung bleiben trotz der lebenslan-

gen Parasitenpersistenz 70 % der Patienten 

klinisch unauffällig (asymptomatische Phase, 

Indeterminate Phase, Latenz-Phase), bei den 

restlichen 30 % der Patienten manifestiert 

sich die chronische Chagas-Erkrankung als 

Erkrankung des Herzens (ca. 90 % der Pa-

tienten), hauptsächlich als Kardiomyopathie 

sowie als Erkrankung des Intestinaltraktes 

Forschungsbericht

Chronische Chagas-Erkrankung: Auto-Antikörper gegen den beta1-
Adrenorezeptor, beta2-Adrenorezeptor und muscarinergen Rezeptor 
M2 sowie Entzündungsmarker, Marker für Oxidativen Stress und 
Herzmarker zur Risikoabschätzung, Diagnostik und zum Monitoring

Gefördert durch die Stiftung für Pathobiochemie und Molekulare Diagnostik der DGKL 

durch Verleihung eines Heinz-Breuer-Stipendiums an SILVIA GILKA MUNOZ SARAVIA.

SILVIA GILKA MUNOZ SARAVIA, INGOLF SCHIMKE Charité - Santa Barbara Hospital Sucre, 

Bolivien; Charité - Universitätsmedizin Berlin
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(Megakolon, Megaösophagus) und des Ner-

vensystems. 

Die chronische Chagas-Erkrankung stellt 

damit für die betroffenen Länder Lateina-

merikas ein gewaltiges sozio-ökonomisches 

Problem dar. Beispielhaft für Brasilien bere-

chnet, ergibt sich aus Therapiekosten und 

Lebensarbeitszeitverlust ein inanzieller Ver-

lust von ca. 240 Mill. US Dollar jährlich. 

Bei der Hauptmanifestationsform der chro-

nischen Chagas-Erkrankung, der Chagas-

Herzkrankheit, stehen Rhythmusstörun-

gen, Thromboembolien, plötzlicher Herztod 

und Kardiomyopathie im Vordergrund.  

Mikroskopisch lassen sich fokale, später dif-

fuse Entzündungsprozesse und interstitielle 

Fibrose in allen Herzarealen nachweisen. 

Typisches radiologisches Zeichen von Mega-

kolon und Megaösophagus ist deren Dilata-

tion. Klinisches Zeichen für das Megakolon 

ist die chronische Obstipation als Folge der 

Darmhypokinesie.

Die Pathogenese der Chagas-Manifesta-

tionsformen wird heute hauptsächlich als 

Zusammenspiel von inlammatorischen, im-

munologischen und autoimmunologischen 

Mechanismen gesehen. Insbesondere für 

die Chagas-Kardiomyopathie aber auch im-

mer mehr für das Megakolon werden auto-

immune Schädigungsmechanismen in den 

Mittelpunkt der Pathogenese gerückt. Dis-

kutiert wird, dass durch T. cruzi speziische 

Antigene die Bildung von Auto-Antikörpern 

induziert wird. Die Auto-Antikörper richten 

sich gegen kreuzreagierende Wirtsantigene 

(Molekulares Mimicry) und/oder Antigene des 

Wirtes, die im Verlauf der Parasiten-induz-

ierten Gewebeschädigung dem Immunsys-

tem zugänglich werden. 

Unter den Auto-Antikörpern werden 

zunehmend solche als pathogen angeseh-

en, die gegen G-Protein gekoppelte Rezep-

toren gerichtet sind, insbesondere gegen 

beta1-, beta2-Adrenorezeptor (beta1-AAB, 

beta2-AAB) und muscarinergen M2-Rezep-

tor M2-AAB). 

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren gehören  

zu den Transmembranproteinen. Sie sind 

an der Signalverarbeitung von Sinnesreizen 

aber auch bei Entzündungs-prozessen, Che-

motaxie, Endo- und Exozytose, Zellwachs-

tum und –differenzierung sowie an der Reg-

ulation des Stoffwechsels beteiligt und damit 

zentrale Stellglieder sowohl physiologischer 

als auch pathophysiologischer Prozesse. Die 

transmembrane Signalübertragung von Kat-

echolaminen und Acetylcholin wird durch G-

Protein-gekoppelte Rezeptoren vermittelt. 

Eindrucksvoll lässt sich die Wirkung von be-

ta1-AAB, beta2-AAB und M2-AAB an ihrer 

positiven bzw. negativen Chronotropie auf 

neonale Rattenkardiomyozyten zeigen. 

PROBLEMSTELLUNG

Gegenwärtig existiert kein kausales  

therapeutisches Konzept, um den Über-

gang von der asymptomatischen zur 
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symptomatischen Phase der Chagas-Er-

krankung zu verhindern. Deshalb wäre es 

notwendig, die Patienten in der asymp-

tomatischen Phase herauszuinden, die 

ein hohes Risiko für die Entwicklung von 

Chagas-Herzkrankheit und intestinaler 

Krankheit besitzen. Diese Patienten sollten 

frühzeitig auf den Übergang von der as-

ymptomatischen zur symptomatisch-

en chronischen Chagas-Erkrankung ge-

testet werden, um sie früher als bisher den  

etablierten Therapieverfahren für Kardio- 

myopathie und Megakolon zuzuführen. 

Ausgehend von der Autoimmunhypothe-

se der chronischen Chagas-Erkrankung und 

speziell von der pathogenetischen Funkti-

on von beta1-AAB, beta2-AAB und M2-AAB  

postulieren wir, dass sich Chagas-Herz-

krankheit und intestinale Krankheit durch 

ein unterschiedliches Auto-Antikörpermus-

ter unterscheiden sollten. Solche Muster  

könnten dann bereits in der asymptomati-

schen Phase sichtbar sein und bei diesen Pa-

tienten das Risiko für den Übergang in die 

manifeste Phase kennzeichnen. 

In Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb das 

Muster von beta1- und beta2- und M2-AAB in 

asymptomatischen chronischen Chagas-Pati-

enten (Indeterminate Phase) und symptom-

atischen Patienten mit Chagas-Kardiomyop-

athie und Megakolon bestimmt. 

Im Hinblick auf die frühzeitige Diagnose 

des Überganges von der asymptomatischen 

zur symptomatischen chronischen Cha-

gas-Erkrankung wurde geprüft, ob labora-

toriumsmedizinische Untersuchungen ein-

en Beitrag dazu leisten können. Untersucht 

wurden Herzmarker (B-Typ Natriuretisches 

Peptid; kardiales Troponin T), Entzündungs-

marker (CRP, Interleukine, TNFĮ, Myeloper-

oxidase) und Marker für Oxidativen Stress  

(Myeloperoxidase, Malondialdehyd, Lipid- 

peroxide). 

MATERIAL UND METHODEN

Von 2005 bis 2007 wurden insgesamt 228 

Patienten mit dem Nachweis von Antikörpern 

gegen Trypanosoma cruzi und zusätzlich 29 

gesunde Probanden als Kontrollgruppe in die 

Studie eingeschlossen. Die Patienten wurden 

nach Anamnese, EKG und radiologischer Di-

agnostik der Latenz- (96 Patienten), Kardio-

myopathie (57), Megakolon- (30) und Mega-

kolon plus Kardiomyopathie-Gruppe (45) 

zugeordnet. Die Patienten mit Kardiomyop-

athie wurden zusätzlich nach dem Schwer-

egrad subklassiiziert. Von den Studienteil-

nehmern wurde Blut gewonnen, portioniert 

und bei -20 °C bis zur Bestimmung gelagert.

 Die Bestimmung der Autoantikörper-Ak-

tivität erfolgte in einem von uns zuvor stan-

dardisierten Bioassay, in dem die Änderung 

der Schlagfrequenz von kultivierten spon-

tan schlagenden neonatalen Rattenherzzel-

len nach Zugabe der Serum-IgG-Präparation 

der Patienten gemessen wurde. Durch selek-

tive Zugabe von Antagonisten zum Bioassay, 
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wurden die verschiedenen AAK-Aktivitäten 

differenziert. Die Bestimmung der labora-

toriumsmedizinischen Messgrößen erfolg-

te automatisiert bzw. halbautomatisiert mit 

kommerziell verfügbaren Analysengeräten 

und Assays.

ERGEBNISSE

Unter den Studienteilnehmern waren 156 

Frauen und 101 Männer. In der Kontroll-

gruppe, der Latenz- und Megakolon-Grup-

pe überwogen Frauen. In der Kardiomyopa-

thie-Gruppe überwogen Männer. Ein Einluss 

des Geschlechts auf die Untersuchun-

gsergebnisse wurde nicht festgestellt. Nach  

Analyse von Geburts- und Wohnort zeigte 

sich die für Südamerika typische Bevölker-

ungsbewegung in die Städte.

Obwohl die Studienteilnehmer der Kontroll-

gruppe und Latenz-Gruppe jünger als die Pa-

tienten der anderen Gruppen waren, wurden 

keine altersabhängigen Einlüsse auf die un-

tersuchten Parameter festgestellt.

Von den 102 Patienten mit Kardiomyopa-

thie hatten 8 Patienten eine milde, 52 eine 

moderate Kardiomyopathie und 42 eine 

schwere Kardiomyopathie. 

Die Blutabnahme erfolgte bei einem Teil 

der Patienten mit manifester chronischer 

Chagas-Erkrankung nach einer chirurgisch-

en Intervention (Schrittmacherimplanta-

tion, Kolonchirurgie). Für diese Patienten 

wurde jeweils der Einluss der chirurgischen 

Intervention auf die untersuchten Parameter 

geprüft und wenn notwendig diese Patienten 

von der weiteren Analyse ausgeschlossen. 

Basierend auf dem von uns in Vorunter-

suchungen ermittelten cut off von 4 U für 

beta1- und beta2-AAB und -4 U für M2-AAB 

waren von den Patienten mit Kardiomyopath-

ie nahezu alle positiv für beta1-AAK und M2-

AAK sowie ein größer Teil positiv beta2-AAK. 

Unter den Megakolon-Patienten zeigten alle  

Positivität für beta2-AAK und M2-AAK aber 

nur zu 1/3 für beta1-AAK. Damit bestand ein 

signiikanter Unterschied im Auftreten von 

beta1-AAK bei den Patienten mit Kardiomy-

opathie bzw. Megakolon. Patienten mit Mega-

kolon und Kardiomyopathie besaßen alle 3 

Auto-Antikörper.

Das typische Zeichen für Patienten mit Kar-

diomyopathie war damit das Auftreten von 

beta1-AAK gemeinsam mit M2-AAK, für die 

Patienten der Megakolon-Gruppe der Nach-

weis von beta2-AAK gemeinsam mit M2-AAK. 

In der Latenz-Gruppe sind jeweils 1/3 posi-

tiv entweder für beta1-AAK und M2-AAK oder 

beta2-AAK und M2-AAK.  

Zusätzlich zum unterschiedlichen AAK-

Muster wiesen die Kardiomyopathie-Patient-

en im Vergleich zu den Megakolon-Patienten 

höhere beta1-AAK- und M2-AAK-Aktivitäten 

auf, während bei letzteren höhere beta2-Ak-

tivität gefunden wurde. Dabei trennte ein 

cut-off von 9,6 U für die beta1-AAK-Aktivität 
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mit höchster Efizienz Kardiomyopathie und 

Megakolon-Patienten. 

Wendet man den cut off von 9.6 U für be-

ta1-AAK zur Unterscheidung von Chagas-Pa-

tienten mit Kardiomyopathie bzw. Megakolon 

nun auf das 1/3 der Patienten der Latenz-

Gruppe an, für die wir aufgrund ihres AAK-

Musters ein Risiko für die Entwicklung von 

Spätschäden postuliert haben, lassen sich  

85 % dieser Risiko-Patienten dem Kardiomy-

opathie-Muster und 15 % dem Megakolon-

muster zuordnen. In den Chagas-Patienten 

mit Kardiomyopathie korrelierte insbesonde-

re die beta1-AAK-Aktivität mit dem Schwer-

egrad der Kardiomyopathie. 

Für die Entzündungsmarker zeigen sich 

zusammenfassend höhere Werte in der Kar-

diomyopathie und Megakolon/Kardiomyopa-

thie-Gruppe verglichen mit der Latenz-Grup-

pe und der Gruppe mit Megakolon. Zusätzlich 

existierte eine Korrelation der Entzündungs-

marker zum Schweregrad der Kardiomyop-

athie. Wenig aussagekräftig sind die Ergeb-

nisse zur Myeloperoxidase, die sowohl als 

Entzündungsmarker als auch als Marker für 

den Oxidativen Stress gilt. Auch die eigentli-

chen Marker für den Oxidativen Stress lief-

ern keine Hinweise, dass deren Bestimmung 

frühzeitig den Übergang von der asymptoma-

tischen zur symptomatischen Phase anzeigen 

kann. Entweder wurden keine Unterschiede 

in den verschiedenen Patientengruppen ge-

funden oder aber Hinweise auf gesteigerten 

Oxidativen Stress vor allem in der Latenz-

Gruppe. Die Megakolon-Gruppe scheint un-

ter den verschiedenen Patientengruppen am 

wenigsten von Oxidativem Stress betroffen 

zu sein.

Patienten mit Kardiomyopathie so- 

wie Megakolon und Kardiomyopathie wiesen 

höhere NT-proBNP-Konzentrationen als die 

Patienten der Latenz-Gruppe und der Mega-

kolon-Gruppe auf. Dabei hatten Patienten mit 

schwerer Kardiomyopathie höhere NT-proB-

NP-Werte als Patienten mit milder/moderat-

er Kardiomyopathie. Wurde ein cut off von  

125 pg/ml zugrunde gelegt, lassen sich 1/3 

der Patienten der Gruppe mit milder/mod-

erater Kardiomyopathie mit diesem Herz-

marker identiizieren. Allerdings besaßen 

auch einige Patienten der Latenz-Gruppe 

und der Megakolon-Gruppe NT-proBNP über 

der Nachweisgrenze. Möglicherweise ist dies 

ein Hinweis auf eine Herzschädigung bei die-

sen Patienten, die mit der zur Patientenein-

teilung genutzten EKG-Diagnostik nicht er-

kannt wurde.

Mit Hilfe eines hochsensitiven Testes zur 

Bestimmung von cTnT wurden die höchsten 

Konzentrationen für diesen Herzmarker in 

den Patientengruppen mit Kardiomyopa-

thie gefunden, wobei eine Beziehung zum 

Schweregrad der Kardiomyopathie offensich-

tlich war. Etwa 1/3 der Patienten mit milder/

moderater Kardiomyopathie ließen sich iden-

tiizieren, wenn die untere Nachweisgrenze 
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des Assays als cut off gewählt wurde.

Wiederum hatten einige wenige Patient-

en der Latenz-Gruppe und der Megakolon-

Gruppe cTnT-Werte über dem gewählten cut 

off, was wiederum als Zeichen von bish-

er nicht erkannter Herzschädigung gewer-

tet werden könnte. Werden NT-proBNP- und 

cTnT-Bestimmung kombiniert, lässt sich der 

Anteil an Marker-positiven Patienten insbe-

sondere in der Latenz- und Megakolon-Grup-

pe steigern.

DISKUSSION UND ZUSAMMENFASSUNG

Die von uns beschriebenen unterschiedli-

chen AAK-Muster bei Chagas-Kardiomyopa-

thie und Megakolon und der Nachweis derar-

tiger Muster bereits in der asymptomatischen 

Phase der Erkrankung stützen die Autoim-

munhypothese der symptomatischen Cha-

gas-Erkrankung.

Das gezeigte Auftreten von AAK-Mustern 

bei ca. 30 % der Patienten in der asymptom-

atischen Phase steht in guter Übereinstim-

mung mit epidemiologischen Daten, die bele-

gen, dass 30 % der mit Trypanosoma cruzi 

inizierten Patienten eine symptomatische 

Chagas-Erkrankung entwickeln.

Mit Hilfe der beta1-AAK-Aktivität konnt-

en wir die AAK positiven Patienten der as-

ymptomatischen Phase zu ca. 85 % dem 

Kardiomyopathie-speziischen Muster zu-

ordnen, den Rest zum Megakolon-spezi-

ischen Muster. Auch dies stimmt gut mit 

den epidemiologischen Daten überein, nach 

denen der überwiegende Teil der symptoma-

tisch werdenden Patienten eine Kardiomyop-

athie entwickelt, während nur ca. 10 % eine 

gastrointestinale Schädigung herausbilden.

Die Bestimmung des AAK-Musters in den 

asymptomatischen Patienten könnte damit 

eine Möglichkeit darstellen, die Patienten 

mit dem Risiko für die Entwicklung von Kar-

diomyopathie und Megakolon zu identiizie-

ren und so frühzeitig in Kontrollprogramme 

einzuschließen. 

Zukünftig muss die Validität dieses von uns 

postulierten Konzeptes in prospektiven Stu-

dien geprüft werden.

Die Ergebnisse zu den Entzündungsmark-

ern weisen auf die Kardiomyopathie als 

die Chagas-Manifestation hin, bei der eine 

entzündliche Komponente in der Pathogen-

ese besonders deutlich sichtbar wird. Dies 

steht in Übereinstimmung mit einer Reihe 

bereits vorliegender Untersuchungen. 

Mit Hilfe der Herzmarker NT-proBNP und 

cTnT konnte ein erheblicher Teil der Patient-

en, die wir aufgrund der EKG-Diagnostik der 

Gruppe mit milder/moderater Kardiomyopa-

thie zugeordnet hatten, erkannt werden. Dies 

erscheint umso wichtiger, da in der Regel mil-

de/moderate Kardiomyopathie nicht bekannt 

sind, da die logistischen und ökonomischen 

Bedingungen in Südamerika es gegenwärtig 

nicht zulassen, lächendeckend mittels EKG 

oder besser noch mittels Echokardiographie 



25
AUS DER GESELLSCHAFT

T. cruzi inizierte Personen lächendeckend 

nach frühen Zeichen für eine Herzmanifesta-

tion der Chagas-Erkrankung zu untersuchen.

Die Bestimmung der Herzmarker zum  

Monitoring der Chagas-Patienten mit bekan-

nter Kardiomyopathie stellt eine praktikable, 

der kosten- und personalintensiven Diag-

nostik mittels EKG und Echokardiographie 

überlegene Möglichkeit dar. Die klinisch-che-

mische Diagnostik und Verlaufsbeurteilung 

bei Chagas-Herzerkrankung erlaubt eine 

für den Patienten kostengünstige dezen-

trale Probengewinnung in unmittelbarer örtli-

chen Nähe des Patienten (keine Reise zum 

Untersuchungsort) und ermöglicht eine ge-

genüber der üblichen kardiologischen Diag-

nostik hochstandardisierte und zentralisierte, 

damit qualitätsgesicherte und kostenminim-

ierte Marker-Analytik in wenigen Zentren.
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protein-coupled receptors in Chagas‘ cardi-

omyopathy and megacolon. Their potential 
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tomatic Chagas‘ patients. - J Am Coll Cardi-

ol. 2010; 55(5):463-8
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ZUSAMMENFASSUNG

Anthrazykline sind hochwirksame, sehr 

toxische Chemotherapeutika. Die Verwend-

ung von partikulären Wirkstoffträgern wie 

Liposomen gepaart mit einer gezielten 

Elimination der im Plasma zirkulierenden 

Wirkstoffträger zu einem therapeutisch gün-

stigen Zeitpunkt könnte die Nebenwirkun-

gen einer Chemotherapie deutlich verrin-

gern. Im ersten Abschnitt des Projektes 

wurden verschiedene Aphereseverfahren 

zur Elimination von Liposomen verglichen. 

Die Untersuchungen führten zur Auswahl 

der Kaskadeniltration für die weiteren Un-

tersuchungen. Im zweiten Projektabschnitt 

wurden Untersuchungen zur Sicherheit und  

Efizienz der Apherese in vitro und unter in 

vivo-Bedingungen durchgeführt. Die klinisch 

angewandte Kaskadeniltration kann an-

hand dieser Versuche als efizient und sicher  

angesehen werden, um in einem therapeu-

tischen Ansatz liposomale Wirkstoffträger 

bzw. liposomales Doxorubicin aus dem 

Plasma zu entfernen. Diese Versuche leg-

ten den Grundstein für eine Übertragung des 

Projektes in die Klinische Phase, die derzeit 

im Rahmen einer Pilotstudie in Freiburg läuft.

HINTERGRUND

Anthrazykline sind hochwirksame, jedoch 

auch sehr toxische Chemotherapeutika. Ihrer 

hohen Wirksamkeit in der Bekämpfung von 

Neoplasien stehen die schwerwiegenden 

Nebenwirkungen gegenüber, die sowohl die 

Einzeldosis als auch die lebenslange Kum-

mulativdosis der Anthrazykline begrenzen. 

Eine Möglichkeit, die akute und chronische 

Kardiotoxizität von Anthrazyklinen zu verrin-

gern, ist die Verwendung von lang zirkulier-

enden Liposomen. Liposomales Doxorubicin 

(Doxil®/Caelyx®) wird seit vielen Jahren in 

der Klinischen Praxis erfolgreich angewandt. 

Das in den Liposomen enthaltene Doxorubicin 

richtet jedoch weiterhin schwere Schäden im 

Organismus des Patienten an. Dosis limitier-

ende unerwünschten Arzneimittelwirkungen 

Forschungsbericht

Verringerung unerwünschter Arzneimittelwirkungen bei der Verabreichung 
von Chemotherapeutika durch eine extrakorporale Elimination 
entsprechender Wirkstoffträger

Gefördert durch die Stiftung für Pathobiochemie und Molekulare Diagnostik der DGKL
 

GERHARD PÜTZ, JÜRGEN ECKES, OLIVER SCHMAH, MARTIN J. HUG, KARL WINKLER und 

HEINRICH WIELAND. - Universitätsklinik Freiburg, Abteilung Klinische Chemie
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von liposomalem Doxorubicin sind schwere 

Hautschäden (palmar-plantare Erythro-

dysesthesie (PPE), auch Hand-Fuß-Syndrom 

genannt). Diese treten bei der empfohlenen 

Dosis von 50mg/m2 alle 4 Wochen bei ca.  

50 % aller Patienten auf.

Gewöhnlich erreicht nur ein sehr geringer 

Teil einer gegebenen Dosis tatsächlich das 

Zielgewebe, der weitaus überwiegende Teil 

des gegebenen Wirkstoffes indet sich in an-

deren Geweben wieder. Lang zirkulierende Li-

posomen reichern sich auf Grund der verän-

derten Endothelstruktur in den Blutgefässen, 

die den Tumor versorgen, zu einem gewissen 

Teil (ca. 0,3-3,6 % der initialen Gesamtdosis) 

im Tumorgewebe an. Diese Anreicherung im 

Tumorgewebe, „enhanced permeation and 

retention effect“ genannt, erfolgt irreversibel 

und schneller als die Akkumulation der Lipo-

somen in Geweben, in denen schwerwiegen-

de Nebenwirkungen auftreten. Nach Akku-

mulation und Sättigung des Tumorgewebes 

mit liposomalem Wirkstoff zirkuliert immer 

noch ein Großteil der gegebenen Liposomen 

im Plasma des Patienten. Die nach Anreicher-

ung im Tumorgewebe zirkulierende Menge an 

liposomalem Wirkstoff hat therapeutisch nur 

einen minimalen Wert, richtet jedoch weiter-

hin schwerwiegende Schäden im Organismus 

des Patienten an. Seit vielen Jahren wird die 

extrakorporale Elimination von Lipoprotein-

partikeln durch verschiedene Apheresever-

fahren im klinischen Alltag erfolgreich durch-

geführt. Liposomen sind den Lipoproteinen 

in einigen Eigenschaften recht ähnlich. Das 

Projekt CARL (Controlled application and re-

moval of liposomal therapeutics) untersucht 

die Möglichkeit, durch eine gezielte extrakor-

porale Elimination liposomale Chemothera-

peutika aus dem Plasma des Patienten zu 

entfernen. Eine Möglichkeit, die im Plasma 

beindliche Menge an toxischem Wirkstoff zu 

einem pharmakologisch sinnvollen Zeitpunkt 

aus dem Organismus zu entfernen, würde die 

Belastung des Patienten mit toxischem Wirk-

stoff und damit das Auftreten schwerwieg-

ender Nebenwirkungen deutlich verringern.

UNTERSUCHUNGEN ZU DEN VER-

SCHIEDENEN APHERESEVERFAHREN

Im Rahmen des ersten Projektabschnittes 

wurden die verschiedenen Apheresetechnik-

en bezüglich ihrer Interaktion mit Modelllipo-

somen im Detail untersucht. Die Elimination 

von partikulären Wirkstoffträgern nach dem 

Prinzip der Kaskadeniltration ist prinzipiell 

für Partikel entsprechender Größe unabhän-

gig von deren Ladung oder Komposition gut 

durchführbar. Bei der Verwendung von Lipo-

somen kann es zu einer iltrationsbedingten 

Freisetzung von verkapselten Inhaltsstoffen 

kommen. Eine mögliche Freisetzung von In-

haltstoffen sollt jedoch für die jeweilige Kom-

bination aus Wirkstoffträger und Apherese-

system überprüft werden.

Eine extrakorporale Elimination von par-

tikulären Wirkstoffträgern durch Präzipi-

tationsverfahren erscheint wenig ratsam. 
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Neben der Notwendigkeit einer zumindest 

induzierbaren positiven Nettoladung verrin-

gert die Wechselwirkung mit Plasmakompo-

nenten die Präzipitationsefizienz. Darüber 

hinaus induziert die Präzipitation in wes-

entlich stärkerem Ausmaß die Freisetzung 

von verkapseltem Material als eine verglei-

chbare Filtration der Partikel. 

Auch eine extrakorporale Elimination 

von partikulären Wirkstoffträgern durch 

die klinisch eingesetzten Adsorptionsver-

fahren erscheint wenig sinnvoll, da die 

Adsorptions-efizienz für Liposomen zu-

mindest unter den untersuchten Bedingun-

gen sehr gering war. 

Grundsätzlich scheint auf der Grundlage 

der bisher durchgeführten Experimente das 

Filtrationsprinzip für die extrakorporale Elim-

ination von partikulären und insbesondere 

von liposomalen Wirkstoffträgern sehr gut 

geeignet. Deshalb wurden die im nächsten 

Abschnitt des Projektes durchgeführten Un-

tersuchungen an Filtrationsverfahren durch-

geführt. 

Elimination von liposomalem Doxorubicin durch eine Kaskadeniltration. Liposomales Doxorubicin (8,5 ml Caelyx®) 

wurde mit 2 l einer Pufferlösung vermischt. Für die Kaskadeniltration wurde ein therapeutisch eingesetztes Aphe-

resesystem (OctoNova, Diamed GmbH, Köln) verwendet. Das System bestand aus einem Primärilter (OP-02) zur 

Trennung von Blutzellen und Plasma und einem Sekundärilter (EC-50), in dem die partikulären Bestandteile zu-

rückgehalten werden. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden vor und nach den Filtern Proben entnommen und auf 

ihren Doxorubicingehalt untersucht.
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UNTERSUCHUNGEN ZUR ANWENDBARKEIT 

VON THERAPEUTISCH EINGESETZTEN 

LIPOSOMEN UND APHERESEVERFAHREN

Die Untersuchungen im 2. Projektabschnitt 

wurden als Vorbereitung auf eine Klinische 

Anwendung des zu Grunde liegenden Prinzips 

(„Kinetisches Targeting“) durchgeführt.  

Deshalb wurden schwerpunktmäßig bereits 

zugelassene Apheresesysteme und in der 

Krebstherapie verwendete Liposomen un-

tersucht. Da pegyliertes liposomales Doxo-

rubicin (PLD) klinisch die weitaus größte Be-

deutung hat, wurde Doxil®/Caelyx® für die 

Untersuchungen verwendet. Seitens der 

Apheresesysteme wurden 2 Doppelmem-

braniltrationssysteme untersucht (Diamed/

Asahi-Kasei und Infomed/Kawasumi).

In einem einfachen Versuchsaufbau wurde 

die Filtrierbarkeit von PLD untersucht. PLD 

ist gut iltrierbar und zeigt unter den verwen-

deten Bedingungen keine Freisetzung von 

Doxorubicin. Da für die Beurteilung der Si-

cherheit einer Klinischen Apherese detailli-

erte Kenntnisse über das Filtrationsverhalten 

von PLD bei erhöhten Drücken notwendig 

sind, wurde dieses eingehend untersucht. 

Zur Untersuchung wurden die Unterschie-

de im Fluoreszenzspektrum von freiem und 

verkapseltem Doxorubicin ausgenutzt. Bei 

Drücken ab ~1500 mbar kann PLD (ca. 85 nm 

Durchmesser) durch Membranen mit einem 

Ausschlussvolumen von 500 kD (abgeschätzt 

ca. 15 nm Porendurchmesser) gepresst 

werden, ohne dass es zu einer Freisetzung 

von verkapseltem Doxorubicin kommt. Erst 

bei der Verwendung von Membranen mit 

kleinern Poren (100 kD Ausschlussvolumen 

bzw. abgeschätzt ca. 8 nm Porenduchmess-

er) und höheren Drücken (~2000 mbar) kom-

mt es zu einer Freisetzung von Doxorubicin. 

Der Porendurchmesser der bei der Apher-

ese verwendeten Filter liegt bei ca. 20 nm. 

Bei der therapeutischen Apherese wird der 

Druck im Sekundärilter laufend geprüft, er 

sollte bei normalen Einstellungen nicht über 

400 mbar ansteigen. Auf Grund der oben 

beschriebenen Ergebnisse ist demnach unt-

er normalen Apheresebedingungen nicht mit 

einer induzierten Freisetzung von Doxorubi-

cin während der Filtration zu rechnen.

Die Untersuchungen an therapeutisch eing-

esetzten Apheresesystemen mussten we-

gen der Größe der kommerziellen Filter mit 

entsprechend großen Volumina durchge-

führt werden. In einer ersten Versuchsrei-

he wurden Fluoreszenz markierte Modellli-

posomen verwendet, und es konnte gezeigt 

werden, dass die therapeutischen Systeme 

die Liposomen mit hoher Efizienz entfernen. 

Die Liposomen werden praktisch vollständig 

im Lipidilter zurückgehalten. Verkapselter 

Marker wird nur in minimalen Mengen freige-

setzt. Bei der Verwendung von PLD wurde 

eine gleichfalls hohe Eliminationsefizienz 

gefunden. Eine Freisetzung von Doxorubi-

cin fand im Rahmen der Detektionsgrenzen 

nicht statt. Um die klinische Situation ab-

zubilden, wurden neben den Versuchen mit 
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Pufferlösungen Versuche mit rekonstituier-

tem humanem Blut durchgeführt. 

Für diese Versuche wurden aus ethisch-

en Gründen nur bereits abgelaufenen Blut-

konserven (Erythrozytenkonzentrat und 

frisch eingefrorenes Humanplasma) ver-

wendet. In einem klinischen Einsatz wird 

die Apherese vorrausichtlich ca. 36-48 h 

nach der Gabe des liposomalen Therapeu-

tikums erfolgen. Aus diesem Grund wurde 

das in den Experimenten verwendete Cae-

lyx vor dem Experiment 48 h lang bei 37 °C 

mit frischem Humanplasma versetzt. Auch 

in diesen Experimenten zeigten die un-

tersuchten Aphereseverfahren eine gute 

Eliminationsefizienz. Allerdings zeigte der 

Plasmailter (Primärilter) eine geringere  

Durchtrittsefizienz (Ca.60-80%) für die Li-

posomen. Dies ist vermutlich auf die moder-

ate Qualität der verwendeten Blutprodukte 

zurückzuführen. Im Lipidilter (Sekundäril-

ter) fand weiterhin eine vollständige Elimina-

tion der in den Sekundärkreislauf gelangen-

den Liposomen statt. Eine Freisetzung von  

Doxorubicin wurde auch in diesen Versuchen 

nicht beobachtet.

Grundsätzlich kann die extrakorpora-

le Elimination von therapeutisch einge-

setztem liposomalem Doxorubicin (Doxil®/ 

Caelyx®) somit als efizient und sicher  

angesehen werden. 

AUSBLICK

Die mit Hilfe der gewährten Mittel durchge-

führten Untersuchungen zur Sicherheit und 

Efizienz der Apherese in vitro legten den Gr-

undstein für eine Übertragung des Projektes 

in die Klinische Phase. Derzeit läuft eine Pi-

lotstudie in Freiburg, in der Patientinnen mit 

Brustkrebs und Caelyx-Therapie zusätzlich 

mit einer Apherese behandelt werden. Auch 

in der klinischen Situation kann die extrakor-

porale Elimination von liposomalem Doxoru-

bicin bisher als efizient und sicher angeseh-

en werden. Bis dato trat bei vergleichbarer 

Wirkung bei keiner der behandelten Patien-

tinnen eine Hauttoxizität auf, während die 

Wahrscheinlichkeit für diese teilweise Dosis 

limitierende Nebenwirkung bei normal be-

handelten Patientinnen bei etwa 50 % liegt. 

Nach Abschluss der Pilotstudie ist die Er-

probung des Einsatzes einer Apherese zur 

gezielten Wirkstoffentfernung in der Che-

motherapie an einem größeren Patienten-

kollektiv geplant.
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EINLEITUNG

Der Connective Tissue Growth Factor 

(CTGF) ist ein cysteinreiches Protein, das 

aus 349 Aminosäuren besteht. Er gehört zu 

einer konservierten Proteinfamilie, denen 

zahlreiche wichtige biologische Funktionen 

zugeordnet werden. Prototypische und zu-

gleich namens gebende Mitglieder dieser so 

genannten CCN Proteinfamilie sind das cy-

steinreiche Protein 61 (CYR61), CTGF und 

das Nephroblastoma-Overexpressed Pro-

tein (NOV). Für sie charakteristisch ist ihr 

modularer Aufbau, in der eine N-terminale 

Signalsequenz, eine Insulin like Growth Fac-

tor bindende Domäne, eine von Willebrand 

Faktor Typ C Domäne, eine Thrombospondin 

Typ 1 Domäne und ein C-terminal gelege-

nes Cystein-Knotenmotiv aufeinander folgen. 

Neuere Arbeiten zeigen, dass eine veränder-

te Expression und Sekretion einzelner CCN 

Proteine ursächlich bei der Entstehung und 

Vermittlung einzelner Krankheiten beteiligt 

ist. Daher könnten diese Proteine prinzipiell 

als diagnostische Indikatoren genutzt wer-

den. So lassen Arbeiten unterschiedlicher 

Arbeitsgruppen vermuten, dass die Konzent-

ration von CTGF im Serum insbesondere zur 

Erfassung ibrosierender Erkrankungen ge-

nutzt werden könnte. Weiterhin wird ange-

nommen, dass einzelne Genpolymorphismen 

innerhalb des CTGF Gens zu einem verän-

derten Reaktionsmuster bei der Entstehung 

ibrosierender Erkrankungen führen.

In diesem Beitrag soll diskutiert werden, 

ob CTGF ein Surrogatmarker der Leberi-

brose ist und ob genetische Polymorphis-

men- oder Haplotypen-Untersuchungen des 

humanen CTGF Gens geeignet sind, um Prä-

dispositionen für ibrosierende Lebererkran-

kungen zu diagnostizieren.

Forschungsbericht

Diagnostischer Wert der Serum CTGF/CCN2 Konzentrationen und 
einzelner CTGF-Genpolymorphismen bei ibrotischen Lebererkrankungen: 
Erkenntnisse aus einem geförderten Projekt der Stiftung für Pathobiochemie 
und Molekulare Diagnostik der Deutschen Vereinten Gesellschaft für 
Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin

Gefördert durch die Stiftung für Pathobiochemie und Molekulare Diagnostik der DGKL  

EVGENIA KOVALENKO und RALF WEISKIRCHEN, Institut für Klinische Chemie und 
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STRUKTUR, FUNKTION UND 

REGULATION VON CTGF

CTGF wurde erstmalig im Jahre 1991 im 

Überstand kultivierter humaner Endothel-

zellen nachgewiesen [1]. In späteren Analy-

sen konnte die Expression in anderen Zellen 

mesodermalen sowie epidermalen Ursprungs 

nachgewiesen werden [2]. Aufgrund struktu-

reller Ähnlichkeiten und einer hohen Sequen-

zidentität wird CTGF der CCN-Proteinfami-

lie zugeordnet, wobei sich die Bezeichnung 

CCN von den Abkürzungen der drei erstbe-

schriebenen Proteine (Cyr61, CTGF, NOV) 

dieser Gruppe ableitet. Inzwischen umfasst 

die CCN Familie insgesamt sechs Mitglieder 

CCN1/Cyr61, CCN2/CTGF, CCN3/NOV, CCN4/

WISP-1, CCN5/WISP-2 und CCN6/WISP-3, 

die nach der neueren Konvention durchnum-

meriert werden [3]. Sie alle sind sezernier-

te, mit der extrazellulären Matrix assoziier-

te Proteine, die wichtige Funktionen bei der 

Steuerung von Adhäsion, Migration, Mito-

genese, Differenzierung und Regulation von 

Apoptose übernehmen [4]. Neuere Befunde 

deuten zudem daraufhin, dass CTGF an der 

Regulation von epidermalen-mesenchyma-

len Transitionen beteiligt ist [5], einem Pro-

zess der die phänotypische Umwandlung von 

epithelialen zu ibroblasten-ähnlichen Zel-

len beschreibt.

Das humane CTGF-Gen besitzt insge-

samt 5 Exons, die eine nur kurze etwa 3,2 

kbp umfassende Region umspannen und 

für ein 38-kD Protein aus insgesamt 349 

Aminosäuren kodieren. Die genaue Positi-

on des CTGF-Genlokus konnte durch eine 

kombinierte Analyse von somatischen Maus-

Mensch-Zellhybriden sowie Fluoreszenz in 

situ Hybridisierung (FISH) festgelegt wer-

den und beindet sich auf dem langen Arm 

des Chromosoms 6 in der Subregion q23.1 

[6]. Wie andere CCN Proteine besitzt CTGF 

fünf charakteristische Sequenzmotive [7, 8]: 

(i) ein N-terminales Signalpeptid, (ii) eine 

Insulin-like Growth Factor bindende Domä-

ne, (iii) eine von Willebrand Faktor Typ 1C 

Sequenzrepetition, (iv) eine Thrombospon-

din Typ 1 Repetition, sowie (v) ein C-termi-

nal gelegenes Cystein Knotenmotiv. Inter-

essanterweise werden die einzelnen Motive 

durch je ein Exon des CTGF Gens codiert. Es 

wurde daher die Hypothese aufgestellt, dass 

dieses Protein während der Evolution durch 

Exon shufling hervorgegangen ist. Die ein-

zelnen Regionen zwischen diesen Protein-

domänen sind gegenüber Proteolyse stark 

anfällig, was zur Bildung stabiler, bioaktiver 

Bruchstücke mit reduzierten Molekularge-

wichten führt [9], die sich in den verschie-

denen Körperlüssigkeiten nachweisen las-

sen [10]. Weiterhin konnte gezeigt werden, 

dass humanes CTGF im Vergleich zu dem 

anderer Spezies glykosyliert ist, was jedoch 

dessen funktionelle Eigenschaften nicht be-

einlusst [11].

Der CTGF Promoter trägt eine hohe Dich-

te möglicher Bindungsstellen für diverse 

Transkriptionsfaktoren, die prinzipiell eine 
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Vielzahl differenzieller Regulationen vermit-

teln können. Obwohl die funktionelle Signi-

ikanz entsprechender Bindungsstellen für 

die CTGF Expression noch nicht völlig ver-

standen ist, besteht in vielen Zelltypen eine 

direkte Abhängigkeit von dem Transforming 

Growth Factor-ß (TGF-ß). Ein im Jahre 1996 

beschriebenes TGF-ß responsives Sequen-

zelement soll die Basalaktivität des CTGF 

Gens vermitteln [7]. Spätere Analysen haben 

weitergehend gezeigt, dass diese Bindungs-

stelle unabhängig von den Transkriptionsfak-

toren AP-1, CREB und Sp1 die beschriebene 

basale Expression vermittelt [12]. Ebenso 

konnte ein Smad-Bindungselement identi-

iziert werden, das direkt durch TGF-ß sti-

muliert wird und die Voraussetzung für die 

Aktivierbarkeit des CTGF Gens durch dieses 

Zytokin ist [13]. Interessanterweise ist die 

Funktion einiger Bindungsstellen streng zell-

typabhängig. So ist z. B. eine Sp1 Bindungs-

stelle in Fibroblasten der Haut für die basale 

CTGF Transkription notwendig, wohingegen 

in anderen Zellen keine Abhängigkeit von 

diesem Bindungsmotiv besteht [14].

Neben den bekannten Aktivatoren wurden 

auch CTGF Suppressoren wie der Wilms Tu-

mor Suppressor (WT1), der durch Bindung 

an ein „Nicht-WT1-Konsensussequenz“ in-

nerhalb des Promoters die Transkription des 

CTGF Gens inhibiert, identiiziert [15]. Eben-

so ist eine posttranslationale Regulation der 

CTGF Expression beschrieben. In der 3’-un-

translatierten Region der ~2.4 kb langen 

CTGF mRNA liegen negativ regulierte cis-

Elemente, die ähnlich wie AT-reiche Regi-

onen auf die Stabilität der gebildeten RNA 

Einluss nehmen [16].

CTGF ALS PROFIBROGENER MARKER

Es ist verständlich, dass die Vielzahl dieser 

Regulationsmechanismen zu einer komple-

xen Gesamtregulation des CTGF Gens füh-

ren. Insbesondere die Assoziation mit dem 

proibrogenen Wachstumsfaktor TGF-ß hat 

vermuten lassen, dass das CTGF Protein ein 

guter Parameter zur Erfassung TGF-ß- ge-

triebener Erkrankungen darstellen könnte. 

Im Rahmen von ibrosierenden Erkrankun-

gen der Haut und Niere liegt eine erhöhte 

CTGF Expression in aktivierten Fibroblas-

ten (Myoibroblasten) vor, die mit einer ex-

zessiven Produktion extrazellulärer Matrix in 

Verbindung steht [17]. Gleichermaßen indet 

man in atherosklerotischen Läsionen eine 

gesteigerte CTGF Expression [18]. Es ist je-

doch derzeit völlig unklar, welche regula-

torischen Mechanismen zu der beobachte-

ten Veränderung der Expression führen und 

welche Funktionen CTGF für die Pathogene-

se der entsprechenden Krankheiten besitzt. 

Es ist jedoch sicher, dass die multimodulare 

Architektur des CTGF ein breites Spektrum 

verschiedener Proteinwechselwirkungen er-

laubt [19]. Es konnte gezeigt werden, dass 

CTGF mit einzelnen Signalmolekülen, ext-

razellulären Matrixproteinen, verschiedenen 

Rezeptoren, Kalziumbindenden Proteinen, 
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Ionenkanälen und einer Fülle von Zytokinen 

physikalisch interagiert und deren biologi-

sche Aktivität verändern kann. Die Bindung 

von CTGF an das Bone Morphogenetic Pro-

tein-4 (BMP-4) z. B. bewirkt dessen biologi-

sche Inaktivierung. Umgekehrt ist beschrie-

ben, dass die Bindung an TGF-ß 1 dessen 

Afinität zur Bindung speziischer, Signal-

auslösender Rezeptoren erhöht [20]. Diese 

Ergebnisse zeigen deutlich, dass CTGF ein 

wichtiger extrazellulärer Modulator der Si-

gnalvermittlung des TGF-ß darstellt. Frühe-

re Analysen haben zudem gezeigt, dass die 

CTGF Expression selber durch TGF-ß 1 sti-

muliert wird. Dies wurde mit der Erhöhung 

der CTGF Expression in ibrosierenden Le-

bererkrankungen in Verbindung gebracht.

 In hepatischen Sternzellen (HSC), dem 

proibrogenen Zelltyp der Leber, konnte wei-

terhin belegt werden, dass auch der Plate-

let-derived Growth Factor-BB (PDGF-BB) 

indirekt über TGF-ß eine Expressionsstei-

gerung von CTGF induziert. In dem postu-

lierten Mechanismus soll PDGF-BB zunächst 

die Expression von TGF-ß 1 induzieren, dass 

dann in der Folge die Expression von CTGF 

steigert [21, 22]. Es ist beschrieben, dass 

die Expression von CTGF auf RNA- und Pro-

teinebene im Rahmen der zellulären Akti-

vierung von HSC drastisch gesteigert wird 

und mit der Induktion der Kollagensynthe-

se korreliert [22, 23]. Gleichzeitig nimmt 

auch die CTGF Expression in Hepatozyten im  

Rahmen entzündlicher und ibrosierender 

Prozesse stark zu [24].

Aufgrund der beobachteten Korrelation 

von CTGF und dem Auftreten ibrosieren-

der Organerkrankungen ist es daher sehr 

wahrscheinlich, dass eine erhöhte CTGF Kon-

zentration als genereller Surrogat-Marker i-

brosierender Krankheiten angesehen werden 

kann. In Übereinstimmung mit dieser Hypo-

these wurde eine Zunahme der CTGF Kon-

zentration im Plasma, Serum und Urin bei 

ibrosierenden Hauterkrankungen, pulmo-

nalen Fibrosen und diversen Nephropathien 

beschrieben [25-27].

CTGF MESSUNGEN UND KLINISCHER 

WERT BEI LEBERERKRANKUNGEN

In fast allen Studien, in denen die CTGF 

Konzentration beschrieben wird, wurden 

meist selbst gefertigte (in-house) ELISA- 

oder semiquantitative Westernblot-Verfah-

ren zur Quantiizierung von CTGF verwendet. 

Diese Methoden sind zwar qualitativ geeignet 

um CTGF zu erfassen, aber genügen nicht 

den notwendigen strengen Ansprüchen an 

eine standardisierte klinisch-chemische Ver-

fahrenstechnologie zur routinefähigen Pro-

teinbestimmung. Viele dieser Studien bein-

halten zudem nur kleine Fallzahlen, sodass 

die Generalisierung der erhobenen Befunde 

nicht zwingend ist. Daher haben wir uns in 

einem durch die Stiftung für Pathobiochemie 

und Molekulare Diagnostik der Deutschen 

Vereinten Gesellschaft für Klinische Che-

mie und Laboratoriumsmedizin geförderten 
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Forschungsprojektes u. a. mit der Etablie-

rung eines geeigneten Messverfahrens zur 

CTGF Messung beschäftigt. Ausgangspunkt 

der Untersuchungen war ein CTGF Sandwich 

ELISA, der eine inter- und intra-Assay Imprä-

zision von 8.7 bzw. 12% (134 µg/L) besitzt 

[28]. Im Rahmen der Arbeiten wurde dieser 

ELISA weiterentwickelt und in eine Form ge-

bracht, der eine zuverlässige Messung von 

CTGF aus Serum erlaubt [29]. In dem Test 

werden die Analyseplatten zunächst mit ei-

nem monoklonalen Maus IgG Antikörper, der 

gegen humanes CTGF gerichtet ist, beschich-

tet. Unspeziische Bindungsstellen werden 

geblockt und die zur Messung vorgesehe-

nen Proben für 2 Stunden bei Raumtempe-

ratur inkubiert. 

In einem zweiten Schritt wird eingefange-

nes CTGF mit einem polyklonalen Antiserum 

gegen humanes CTGF aus der Ziege inkubiert 

und das Signal über ein polyklonales IgG aus 

dem Kaninchen ampliiziert und in der Fol-

ge mit einem biotinylierten Schweine-anti-

Kaninchen Antikörper und einem Streptavi-

din-HRP-Konjugat mittels kolorimetrischer 

Messung bestimmt [29]. Die inter- und intra-

Assay Ungenauigkeit des erstellten ELISAs 

beträgt 5.9 % (100 µg/L)/ 6.1 % (40 µg/L) 

bzw. 7.4 % (100 µg/L)/ 8.3 % (40 µg/L). Die 

Nachweisgrenze des entsprechenden Tests 

für CTGF liegt bei 0.9 µg/L.

Die geeigneten Kontrollen für diesen  

ELISA müssen derzeit noch käulich erworben 

werden, doch ist geplant diese demnächst 

über rekombinante Expressionstechnologie 

zu erzeugen. Dazu wurden bereits adeno-

virale Expressionsvektoren generiert, die 

genutzt werden können, um eine hohe he-

terologe CTGF Expression aus Mensch, Rat-

te und Maus zu ermöglichen. Ebenso wur-

den stabile Zellklone etabliert, die eine hohe 

CTGF Expression steuern und als Ausgangs-

punkt zur Reinigung großer Mengen von re-

kombinantem Protein genutzt werden kön-

nen. Entsprechende Reinigungsprotokolle, 

die die Afinität zu Heparin [30] sowie an-

dere physikalische Eigenschaften des CTGF 

ausnutzen, wurden bereits erfolgreich im 

Labor etabliert (Wilhelm Bohr, Evgenia Ko-

valenko und Ralf Weiskirchen, unveröffent-

licht, siehe Abb.1, Seite 37).

Der klinischen Wert der CTGF Messung 

wurde in einer großen Anzahl von Patienten 

mit chronischer Hepatitis C Virus (HCV) In-

fektion (n = 138) und einer getrennten Pati-

entenkohorte mit diversen anderen Leberer-

krankungen (n = 129) sowie entsprechenden 

Kontrollprobanden analysiert [29]. In die-

sen Analysen zeigte sich, dass die CTGF 

Messung geeignet ist, um ibrosierende Le-

bererkrankungen zu identiizieren und zu-

dem mit der histologischen Aktivität der Er-

krankung korreliert. Detaillierte statistische 

Analysen zeigten weiter, dass sich die CTGF 

Messung insbesondere dazu eignet um den 

Krankheitsverlauf bei Patienten mit HCV In-

fektion zu erkennen und Aussagen über die 
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Prognose des Krankheitsgeschehens zu tref-

fen.

SNPs, MUTATIONEN UND HAPLOTYPEN

Unzweifelhaft stellen Genpolymorphismen 

(SNPs) und Mutationen wichtige genetische 

Komponenten dar, die unmittelbar Einluss 

auf Expression und Funktion eines Gens so-

wie seines Proteinproduktes haben können 

[31]. Es gibt zahlreiche Beispiele in der eine 

Mutation zu einem inaktiven Genprodukt 

führt. Ähnlich führen Polymorphismen in 

Promotoren, Enhancer- oder Silencerele-

menten zu einer quantitativen Veränderung 

des Genproduktes. Neuere, weiterführen-

de Assoziationsstudien haben zudem erge-

ben, dass es viele Polymorphismen gibt, die 

in Form von sog. Haplotypen vererbt wer-

den, die während der Evolution mehr oder 

weniger konserviert wurden. Nach diesem 

Konzept ist es, vereinfacht dargestellt, viel-

mehr die Summe einzelner vererbter SNPs, 

Abb. 1: Rekombinante Expression und Reinigung von humanem CTGF. (A) Als Ausgangsquelle für humanes CTGF 

wurden HEK-293 Zellen etabliert, die humanes CTGF stabil überexprimieren. Konditioniertes Medium dieser Zellen 

enthält große Mengen des sezernierten CCN Proteins. Um das rekombinante Protein zu gewinnen, wird das Medi-

um zunächst iltriert, zweimal über eine Heparinsäule gegeben und anschließend über Geliltration zur Homogeni-

tät aufgereinigt. (B) Chromatogramm eines repräsentativen Geliltrationslaufes zur Reinigung von humanem CTGF. 

(C) Westernblot-Analyse des gereinigten CTGF Proteins. Im oberen Teil ist eine Coomassie Färbung gezeigt, im un-

teren Teil der zugehörige Westernblot nach Detektion von CTGF. Das gereinigte Protein hat eine Größe von 38 kDa.
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die zu einer Beeinträchtigung eines geneti-

schen Merkmals führt als die Vererbung nur 

eines singulären SNPs. Jede einzelne Norm-

variante nimmt dabei nur geringen Einluss 

auf die Ausprägung eines entsprechenden 

Merkmals. Falls bei einem Individuum mul-

tiple ungünstige Normvarianten gleichzeitig 

vorkommen, kann dies zum Beispiel zu ei-

ner insgesamt deutlich veränderten Expres-

sion des untersuchten Gens führen. Bezogen 

auf eine Gesamtpopulation haben die häuig 

vorkommenden klinisch niedrig penetranten 

Allele vermutlich einen wesentlich größeren 

Anteil an der Beeinlussung des genetischen 

Merkmals als seltene Allele mit hoher klini-

scher Penetranz.

Die in der Vergangenheit durchgeführten 

Studien zur Ermittlung von Kandidatenge-

nen des Fibrosegeschehens gehen von der 

sog. „common disease / common variant“ 

Hypothese aus [32]. Nach dieser Hypothe-

se wird das genetische Risiko für häuige 

und komplexe Erkrankungen durch gene-

tische Normvarianten von Suszeptibilitäts-

genen vermittelt, die mit einer gewissen 

Minimalwahrscheinlichkeit in der betrach-

teten Population vorkommen und in ihrer 

Gesamtheit den wesentlichen Anteil an ge-

netischer Variation in einer Population aus-

machen. Die meisten dieser Genvarianten 

resultieren aus Veränderungen eines einzel-

nen SNPs, von denen es vermutlich mehr als 

107 im menschlichen Genom gibt [33]. Falls 

ein SNP mit einer erhöhten Suszeptibilität für 

eine Erkrankung (oder auch veränderte Ge-

nexpression) assoziiert ist, dann ist diese Nu-

kleotidveränderung, anders als bei den nach 

den Mendel’schen Regeln vererbten mono-

genen Erberkrankungen, weder notwendig 

noch hinreichend für das Auftreten der Er-

krankung. Stattdessen vermitteln sie für den 

einzelnen Patienten nur eine geringe Erhö-

hung des relativen Risikos. Bezogen auf ein 

Individuum kann die Kombination mehrerer 

solcher ungünstiger Genvarianten zu einem 

deutlich erhöhten Erkrankungsrisiko führen.

Die Identiikation von Genvarianten, die 

eine Krankheitssuszeptibilität nach der „com-

mon disease/common variant“ Hypothese 

vermitteln, geschieht durch Assoziationsstu-

dien [34]. Dabei wird üblicherweise die Fre-

quenz einer genetischen Variante zwischen 

verschiedenen Gruppen verglichen, z.B. zwi-

schen Patienten und gesunden Kontrollen in 

einer Fall-Kontroll-Studie, oder es wird ein 

quantitativ messbarer Phänotyp zwischen 

Individuen mit und ohne Genvariante vergli-

chen. Eine Möglichkeit zur Analyse von Fami-

lien bietet der „transmission disequilibrium 

test“, bei dem die überzufällig häuige Verer-

bung assoziierter Haplotypen von den Eltern 

der Patienten auf die Patienten nachgewie-

sen wird [35, 36]. Notwendige Vorbedingung 

für solche Studien ist die Identiikation der 

Genvarianten in den Kandidatengenen, für 

die eine Beteiligung an der Krankheitsent-

stehung vermutet wird. Anschließend wer-

den die Allelfrequenzen in Patienten und 
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Kontrollen bzw. in den Familien bestimmt. 

Der wesentliche Vorteil von Assoziationsstu-

dien gegenüber genetischen Kopplungsana-

lysen liegt in der besseren Sensitivität für 

Effekte, die mit einem nur geringen relati-

ven Risiko einhergehen, wie man sie nach 

der „common disease/common variant“  

Hypothese erwartet [34-36]. Gegenüber der 

Verwendung einzelner SNPs führt die Ver-

wendung von Haplotypen, der Kombination 

mehrer SNPs, in genetischen Assoziations-

studien häuig zu einer höheren statistischen 

Aussagekraft [37, 38].

Im Rahmen des so genannten HapMap 

Projekts (siehe http://hapmap.ncbi.nlm.nih.

gov/) wurden die Allelfrequenzen von über 

einer Millionen SNPs aus vielen verschiede-

nen Referenzpopulationen untersucht und 

öffentlich verfügbar gemacht. Aufgrund des 

im Genom vorhanden Kopplungsungleich-

gewichts („linkage disequilibrium“) werden 

einander nahe gelegene SNPs häuig nicht 

unabhängig voneinander vererbt [39]. Das 

Ausmaß des Kopplungsungleichgewichts für 

die einzelnen Referenzpopulationen kann 

aus den HapMap-Daten ersehen werden und 

stimmt gut mit ethnisch ähnlichen Populati-

onen überein [40, 41]. Mit der Information 

über die Allelfrequenzen der SNPs und dem 

Kopplungsungleichgewicht zwischen einzel-

nen SNPs können für eine genetische Regi-

on durch spezielle Auswahlalgorithmen sog. 

„tag SNPs“ bestimmt werden. Ihre Anzahl 

ist oft deutlich kleiner als die Gesamtmenge 

der SNPs, sie bilden aber die genetische Va-

riabilität fast ohne Verluste ab [42]. Da für 

Assoziationsstudien dann üblicherweise nur 

die „tag SNPs“ bestimmt werden, führt dies 

zu einer drastischen Reduktion des Arbeits-

aufwandes bei gleichzeitig nur geringem In-

formationsverlust.

CTGF-HAPLOTYPENANALYSE

Man kennt heute eine Vielzahl von Poly-

morphismen innerhalb des humanen CTGF 

Gens [43] aber keine aussagekräftigen As-

soziationsstudien, die diese Genvarianten 

mit der Expression dieses Gens korrelie-

ren. Aus verschiedenen Studien weiß man 

jedoch, dass keiner der bereits bekannten 

Polymorphismen mit dem Auftreten diabeti-

scher Nephropathien [44] oder der Fibrosie-

rung/Kalziizierung von Herzklappen [45, 46] 

assoziiert ist. Insbesondere der Polymorphis-

mus an der Position -945 und seine Verwick-

lung bei der Entstehung der systemischen 

Sklerose wird derzeit heftig und kontrovers 

diskutiert [47, 48]. Es ist zudem Tatsache, 

dass die bisher durchgeführten genetischen 

Assoziationsstudien erhebliche methodische 

Schwächen bei der Erhebung und Analyse 

der Genotypen besitzen. In den bisherigen 

Studien wurden nur einzelne SNPs aber kei-

ne Haplotypen analysiert. Weiterhin kon-

zentrieren sich alle Studien auf SNPs in den 

Exons oder in Exon-nahen Bereichen der In-

trons. Hintergrund ist vermutlich die Annah-

me, das SNPs, die die Aminosäuresequenz 
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oder das Spleißverhalten beeinlussen, eher 

funktionell wirksame Varianten eines Gens 

darstellen. Die 5’ gelegenen regulativen Se-

quenzen wurden praktisch bisher nicht be-

rücksichtigt. Wesentlich sinnvoller für die 

Analyse wäre ein Ansatz, in dem die gesam-

te bekannte genomische Variabilität für ei-

nen Genlokus untersucht wird. Ein SNP, der 

mit einem bestimmten Phänotyp assoziiert 

ist, muss nicht notwendig selber funktio-

nell wirksam sein. Falls dieser SNP in einem 

Kopplungsungleichgewicht mit z.B. einem 

einzelnen funktionell wirksamen SNP ist, 

markiert er den Phänotyp ohne ihn selber zu 

verursachen [35, 36]. Eine weitere methodi-

sche Schwäche, die in vielen Studien vorhan-

den ist, ist die Analyse von SNPs, bei denen 

das weniger häuige Allel mit einer Frequenz 

von deutlich weniger als 10% vorhanden ist. 

Die Frequenzen dieser Allele sind sehr an-

fällig für normale statische Schwankungen, 

die eine nicht-vorhandene Assoziation sug-

gerieren können [35]. Zusammenfassend 

sind daher die bis dato durchgeführten gene-

tischen Assoziationsstudien, nach heutigem 

Stand der Forschung, nur unzureichend um 

eine mögliche Assoziation des CTGF-Gens 

mit Erkrankungen nachzuweisen.

Daher haben wir uns entschieden eine 

gezielte Haplotypenanalyse für das huma-

ne CTGF Gen durchzuführen und die Frage 

zu bearbeiten, ob die von uns in der Folge 

deinierten Haplotypen als mögliche neue 

Marker genutzt werden können, um eine Aus-

sage über die Progression ibrosierender Le-

bererkrankungen zu machen [29].

Im Rahmen dieser Untersuchungen konn-

ten wir nachweisen, dass sich das auf Chro-

mosom 6 beindliche CTGF Gen durch sechs 

Polymorphismen (rs6917644, rs9399005, 

rs6918698, rs9493150, rs2151532 und 

rs11966728) abbilden lässt (siehe Abb.2).

In der Folge haben wir getestet, ob einzel-

ne, dieser von uns deinierten populations-

speziischen Haplotypen mit der Schwere 

 

Abb. 2: CTGF-Haplotypen Analyse. Das humane CTGF 

Gen (NM_001901) ist auf dem Chromosom 6 lokalisiert 

und beinhaltet fünf Exons. Der gesamte Genlokus um-

fasst einen Sequenzbereich von etwa 3 kbp. Die sechs 

Polymorphismen rs6917644, rs9399005, rs6918698, 

rs9493150, rs2151532 und rs11966728 umspannen den 

kompletten CTGF Genlokus.
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oder der Progressionsrate einer HCV indu-

zierten Leberibrose assoziiert sind. Dazu 

haben wir in einem großen Kollektiv von 

insgesamt 365 HCV erkrankten Patienten 

(Durchschnittsalter 38 Jahre, Altersbereich 

von 16–60 Jahren, 241 Männer und 124 

Frauen) genomische DNA isoliert und diese 

sechs varianten Stellen genotypisiert und zu 

den jeweiligen Krankheitsverläufen der Pa-

tienten korreliert. Die Analyse ergab, dass  

keiner dieser SNPs eine allelische Assozia-

tion mit dem Schweregrad der hepatischen  

Fibrose besitzt. Da die sog. „Minor Allel  

Frequenzen“ der Marker in einem vernünfti-

gen Bezug zu den im HapMap niedergeleg-

ten SNP Genfrequenzen standen, kann man 

davon ausgehen, dass das von uns gewähl-

te Kollektiv aus statistischer Sicht geeignet 

ist, um solche aussagekräftigen Assoziati-

onsdaten zu erheben. Es ist daher wahr-

scheinlich, dass die untersuchten CTGF Ha-

plotypen keinen direkten Einluss auf den 

Erkrankungsverlauf nehmen. Dies ist in-

sofern interessant, da einer dieser Marker 

(rs6918698) in früheren umstrittenen Ar-

beiten als Marker für ibrosierende Erkran-

kungen der Lunge beschrieben wurde. Daher 

lässt sich vermuten, dass die einzelnen CTGF  

Haplotypen entweder nur in einzelnen  

Populationen eine Aussagekraft besit-

zen oder dass sie nicht generell bei allen  

ibrosierenden Erkrankungen Einluss auf 

das Krankheitsgeschehen nehmen.

DER G-945C CTGF- 

PROMOTERPOLYMORPHISMUS

Es gibt kaum einen Polymorphismus, des-

sen Einluss so kontrovers diskutiert wird 

wie der G-945C Polymorphismus innerhalb 

des CTGF Gens [45, 46]. Um abzuklären, ob 

dieser SNP (rs6918698) einen Einluss auf 

die Transkriptionsrate von CTGF nimmt, ha-

ben wir in neueren, bisher nicht veröffentli-

chen Studien die beiden Varianten (G-945, 

C-945) umfassende Sequenzbereiche iso-

liert und in Reporterkonstrukte einkloniert 

und deren Einluss auf die Transkriptionsra-

te in einer humanen hepatischen Sternzellli-

nie (LX-2) und einer humanen Heptatomzell-

linie (HepG2) untersucht. Es ergab sich, dass 

der Reporter mit der -945G Variante in bei-

den Zelllinien eine signiikant höhere Aktivi-

tät entfaltet als die -945C Variante (Abb. 3).

 

Abb. 3: Reportergen-Assays. Die beiden CTGF-Varian-

ten (-945C, -945G) wurden in LX-2 (A) bzw. HepG2 (B) 

transiziert und die relative Luziferaseaktivität bestimmt. 

Deutlich zeigte sich, dass die -945G Variante in beiden 

Zelllinien eine höhere Aktivität besitzt.
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 Weitergehende Analysen haben zudem 

gezeigt, dass die Aktivität der beiden Kon-

strukte in unterschiedlichem Maße durch 

einzelne Zytokine moduliert wird und von 

dem jeweiligen Zellsystem abhängt, in dem 

die Untersuchungen durchgeführt wer-

den. So lässt sich zwar die Aktivität beider  

Reportervarianten durch BMP-7, einem 

Inhibitor der TGF-ß Aktivität [49], in HepG2 

Zellen deutlich inhibieren, wohingegen sie 

in LX-2 Zellen vollkommen unbeeinlusst 

bleibt (Abb. 4). Diese Befunde sind insofern  

wichtig, da sie noch einmal verdeutlichen, 

dass die Regulation des CTGF Gens sehr kom-

plex und zudem Zelltyp-abhängig ist. (Abb.4)  

 

Abb. 4: Aktivität der CTGF-Reporter in Ko-Stimulationsexperimenten in LX-2 und HepG2 Zellen. HepG2 Zellen (A, 

C) und LX-2 Zellen (B, D) wurden mit dem -945G Reporter (A, B) oder dem -945C Reporter (C, D) transiziert und 

mit den dargestellten Zytokinkombinationen behandelt. In HepG2 Zellen ist eine deutliche Suppression der -945G 

Luziferaseaktivität nach BMP-7 Stimulation zu beobachten. In LX-2 Zellen hat BMP-7 keinen messbaren Effekt auf 

die Aktivität der Reporter.
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FAZIT

Im Rahmen des Projektes wurde ein ELI-

SA Test für humanes CTGF erstellt. Aus un-

serer Sicht reichen die Erfahrungen, die wir 

mit diesem neuen Test gemacht haben aus, 

um die Aussage zu treffen, dass er den not-

wendigen strengen Ansprüchen an ein stan-

dardisiertes klinisch-chemisches Verfahren 

zur genauen und routinefähigen Bestimmung 

von CTGF durchaus genügt. Obwohl einzel-

ne Polymorphismen des CTGF Gens, wie 

z. B. der G-945C Polymorphismus, Einluss 

auf die Aktivität des Gens nehmen, konnten 

wir keine Assoziation mit ibrosierenden Er-

krankungen der Leber nachweisen.
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Die Blutgerinnung ist ein komplex reg-

ulierter Prozess, bei dem die Gefäßwand, 

Thrombozyten und plasmatische Gerin-

nungsfaktoren miteinander interagieren. 

Die plasmatische Gerinnung kann ent-

weder durch den “extrinsischen” oder “in-

trinsischen” Weg gestartet werden und  

führt zur Bildung von Fibrin. Die extrinsische 

Blutgerinnung wird durch Tissue factor (TF, 

Gewebsthrombokinase) an Gefäßwandver-

letzungen initiiert. Die intrinische Gerin-

nungskaskade wird durch Kontakt von Fak-

tor XII (FXII, Hageman Faktor) mit negativ 

geladenen Oberlächen gestartet. Faktor 

XII, Plasmakallikrein und Kininogen bilden 

das Kontaktsystem. In vivo wird die Blut-

gerinnung durch die extrinsische Kaskade 

vermittelt, da ein Mangel an Tissue Factor 

zu einem erhöhtem Blutungsrisiko führt. Im 

Gegensatz dazu führt das Fehlen von Kon-

taktsystemfaktoren nicht zu einer erhöhten 

Blutungsneigung. Trotzdem wird die Aktiv-

ierung der intrinsischen Blutgerinnung durch 

artiizielle, nicht-physiologische Materialien, 

wie Kaolin, Kieselerde (Celite) oder Ellagic 

acid zum Starten der aktivierten partiellen 

Thromboplastinzeit (aPTT) im Gerinnung-

slabor genutzt. Ein Mangel an Kontaktsys-

temfaktoren führt zu einer deutlichen Ver-

längerung der aPTT. 

Thrombozyten spielen eine zentrale Rolle 

bei der Thrombose, der Blutstillung und bei 

Entzündungsprozessen. Schon seit Jah-

rzehnten war bekannt, dass die Aktivier-

ung von Thrombozyten (z.B. durch Throm-

bin oder ADP) die Blutgerinnung fördern. 

Dies führte zum Konzept der “prokoagulant-

en Thrombozyten”. Im Plasma, im Reagen-

zglas, können aktivierte Thrombozyten aber 

nur dann die Blutgerinnung beschleunigen, 

wenn Faktor XII anwesend ist. Das heisst, 

dass die prokoagulanten Eigenschaften von 

Thrombozyten über die Aktivierung von 

Faktor XII vermittelt werden. Da die intrin-

sische Gerinnung auf Thrombozyten gestar-

tet wird und Faktor XII durch Kaolin aktiv-

iert wird, haben wir uns die Frage gestellt, 

ob aktivierte Thrombozyten eventuell “et-

was ähnliches wie Kaolin” sekretieren und 

so die Faktor XII-getriebene intrinsische 

Dissertation

Polyphosphate – das natürliche Kaolin:  
Warum sind Thrombozyten eigentlich prokoagulant?

Dissertation (Dr. rer nat.) von FELICITAS MÜLLER am Institut für Klinische Chemie und 
Laboratoriumsmedizin, Karolinska Institut, Stockholm (Leiter: Prof. Thomas Renné), 
in der Graduate School of Life Sciences, Würzburg, 2009



49
AUS DEM MITGLIEDERKREIS

Blutgerinnungskaskade starten. Hat der klas-

sische aPTT Assay ein Äquivalent im leben-

den Menschen und für was kann die Aktiv-

ierung von Faktor XII in vivo wichtig sein? 

Diese Fragen hat Frau FELICITAS MÜLLER im 

Rahmen ihrer naturwissenschaftlichen Dok-

torarbeit  bearbeitet.

Wir konnten zeigen, dass aktivierte Throm-

bozyten Polyphosphate mit einer Ketten-

länge von 60-100 Phosphatuntereinheiten 

sekretieren. Polyphosphate stellen langket-

tige lineare Polymere dar, deren einzelne 

Phosphatuntereinheiten wie im ATP durch 

Phosphorsäureesterbindungen verknüpft 

sind. Welche biologische Funktion haben 

thrombozytäre Polyphosphate? Polyphos-

phate aktivieren die intrinsische Blutger-

innungskaskade im Plasma mit annähernd 

gleicher Aktivität wie Kaolin. Haben Poly-

phosphate auch Relevanz für die Fibrinbil-

dung in vivo? Diese Frage haben wir mittels 

eines Lungenembolie-Modells an genetisch 

veränderten Mäusen adressiert. Faktor XII-

deiziente Mäuse und mit einem Faktor XII-

Inhibitor behandelte Wildtyp-Mäuse, waren 

im Gegensatz zu Wildtyp- und FXII-dei-

zienten Tieren, bei denen wir den menschli-

chen Faktor XII infundiert haben, vor einer 

Polyphosphat-vermittelten Lungenembolie 

geschützt (Abbildung 1). 

Abbildung 1: Polyphosphate führen zur Lungenembolie. (A) Wildtyp (WT), FXII-deiziente (FXII-/-), mit humanem 

FXII rekonstituierte FXII-/- (hFXII), und WT-Mäusen die mit einem FXII-Inhibitor (CSL829) behandelt wurden, 

wurde über die vena cava inferior Polyphosphate verabreicht und die Überlebensrate der behandelten Tiere do-

kumentiert. (B) Fibrinablagerungen (Pfeile) in der Lunge von WT- und rekonstituierten FXII-/--Tieren. Im Gegen-

satz dazu sind bei FXII-/-- und Inhibitor behandelten WT-Mäusen keine Thromben nachweisbar. 
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Die Daten zeigen, dass Polyphosphate die 

lang gesuchten Fremdoberlächen sind, die 

die intrinsische Gerinnung auf Thrombozy-

ten starten. Kann man durch Inhibition der 

Polyphosphate die Fibrinbildung blockieren? 

Wir konnten zeigen, dass speziische En-

zyme, sogenannte Phosphatasen, Polyphos-

phate efizient abbauen. Im Plasma blocki-

eren diese Phosphatasen die prokoagulante 

Aktivität von stimulierten Thrombozyten im 

Mensch und Versuchstier (Abbildung 2). 

Ganz analog zu den Plasmadaten waren mit 

Phosphatase behandelte Mäuse vor einer le-

talen Lungenembolie geschützt. 

Haben die Mausmodelldaten auch Relevanz 

für die Fibrinbildung auf Thrombozyten beim 

Menschen? Das Hermansky-Pudlack Syn-

drom (HPS) ist eine seltene Erbkrankheit, 

bei der die Speicherorganellen für Poly-

phosphate in Thrombozyten reduziert sind. 

Diese Patienten haben eine gestörte Blutger-

innung. Durch Zugabe von Polyphosphaten 

konnten wir die Fibrinbildung wiederherstel-

len, was dann die verlängerte Blutgerinnung-

szeit normalisierte (Abbildung 3). 

Durch die vorliegende Arbeit wurde der 

Mechanismus identiiziert durch den Throm-

bozyten prokoagulant wirken. Polyphosphate 

von stimulierten Thrombozyten aktivieren 

Abbildung 2: Gerinnungszeiten wurden in plättchen-

reichem menschlichem bzw. Maus-Plasma nach Stimu-

lation von Thrombozyten in der An- (+) bzw. Abwesen-

heit (-) von Phosphatase, welche Polyphosphate abbaut, 

bestimmt. Die Reduktion der Gerinnungszeiten in behan-

deltem Plasma wurde relativ zu unbehandeltem Plas-

ma aufgetragen. 

Abbildung 3: Polyphosphate normalisieren die verlän-

gerte Blutgerinnungszeit in plättchen-reichem Plasma 

(PRP) von Hermansky-Pudlak Patienten (HPS). Humane 

Thrombozyten von gesunden Menschen (Kontrolle) und 

Patienten (HPS) wurden stimuliert und die Blutgerin-

nungszeit in Normalplasma nach Zugabe der stimulier-

ten Thrombozyten in Anwesenheit (weiß) oder in Abwe-

senheit (schwarz) zusätzlicher Polyphosphate bestimmt. 
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das Kontaktsystem und stellen das natürli-

che “Pendant” des Kaolin dar. Sie führen über 

die intrinsische Gerinnungskaskade in Maus-

modellen und beim Menschen zur Fibrinbil-

dung. Eine Inhibition der Polyphosphate stellt 

einen völlig neuen therapeutischen Angriffs-

punkt der Antikoagulation mit weitreichender 

medizinischer Indikation dar. 

RESULTIERENDE PUBLIKATION:

Müller, F., Mutch, N.J., Schenk, W.A., Smith, 

S.A., Esterl, L., Spronk, H.M., Schmidbauer, 

S., Gahl, W.A., Morrissey, J.H., and Renne, 

T. (2009). Platelet polyphosphates are pro-

inlammatory and procoagulant mediators 

in vivo. Cell 139, 1143-1156.
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Seit der letzten Aulage von „Moleku-

lare Onkologie“ sind mehr als zehn Jahre 

vergangen, in denen sich das Wissen um 

die molekularen Grundlagen von Tumorer-

krankungen enorm erweitert hat. Auf mehr 

als 400 Seiten gibt das Werk eine sehr gut 

gelungene, aktuelle Übersicht über die Ei-

genschaften von Tumoren sowie moleku-

lare Ursachen und Mechanismen der Kan-

zerogenese. Neben experimentellen und 

diagnostischen Methoden der molekularen 

Onkologie stehen die Bedeutung der tran-

skriptionellen Regulation des Zellwach-

stums sowie die Rolle fundamentaler zel-

lulärer Signalwege für die Entstehung und 

Progression von Krebserkrankungen auch 

im Mittelpunkt der 3. Aulage. Neben soma-

tischen und hereditären genetischen Aber-

rationen, welche für die molekulare Patho-

genese von entscheidender Bedeutung sind, 

wird auch der Beitrag von epigenetischen 

Veränderungen zur Entstehung und Progres-

sion maligner Tumoren umfassend erläutert. 

Ein weiterer Schwerpunkt liegt auf Mecha-

nismen von Invasion und Metastasierung. 

Molekulare Alterationen in Tumorzellen als 

Grundlage für diagnostische Verfahren sow-

ie für innovative zielgerichtete Therapien in 

der Onkologie sind durch einen Aeskulapstab 

gekennzeichnet. Hierbei werden beispiel-

haft therapeutische Ansätze mit monoklo-

nalen Antikörpern und Tyrosinkinaseinhibito-

ren aufgeführt. Befunde, die in Tiermodellen 

erhoben wurden, sind ebenfalls hervorge-

hoben.

Der Text ist klar geschrieben und wird 

durch 360 Abbildungen und 95 Tabellen un-

terstützt. Eine besonders anschauliche Verti-

efung komplexer zellulärer Zusammenhän-

ge wie z.B. die Darstellung der Apoptose 

oder des WNT-Signalwegs werden durch 

frei verfügbare Videos aus dem Videoportal  

www.onkoview.com erreicht.

Das hervorragende Fachbuch richtet sich 

nicht nur an Studierende der Naturwis-

senschaften und Medizin, sondern auch 

an Naturwissenschaftler und onkologisch 

tätige Ärzte/Ärztinnen. Darüber hinaus kann 

es all denen nachhaltig empfohlen werden, 

die sich für die molekularen Grundlagen von 

Buchbesprechung

Molekulare Onkologie

von Christoph Wagener, Oliver Müller

Georg Thieme-Verlag, Stuttgart 2010, 3. Aulage, 404 Seiten, 360 Abb., 95 Tabellen,  

ISBN 978-3-131-03513-4, Preis: 99,95 EUR 
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Pathogenese, Diagnostik und Therapie von 

Tumorerkrankungen interessieren.

Buchbesprechung

Wörterbuch Labor / Laboratory Dictionary 

- Deutsch-Englisch / English-German

herausgegeben von Theodor C. H. Cole

Springer Verlag; Berlin - Heidelberg 2009, 2. Aulage, 453 Seiten,  

ISBN 978-3-540-88579-5, Preis: 49,95 EUR

Wüssten Sie die englische Entsprechung 

für eine „Storchschnabelzange“ oder einen 

„Uhrmacherschraubenzieher“? Oder sind Ih-

nen Vokabeln wie „squeegee“ oder „mortar 

grinder mill“ vertraut? Zugegeben, nicht alle 

Begriffe des Laboralltags sind so speziell – 

und häuig kommt man mit soliden Sprach-

kenntnissen schon relativ weit. Doch nicht 

selten sind es labor-technische Begriffe, 

die einen beim Lesen von Bedienungsan-

leitungen und experimentellen Vorschriften 

oder bei einem Auslandsaufenthalt in einem 

Gastlabor vor Probleme stellen. Angesich-

ts der zahlreichen internationalen Koopera-

tionen, der Zusammenarbeit mit Mitarbeit-

ern aus verschiedenen Ländern, angesichts 

von fachlichen Gesprächen und Auslands-

Kongressreisen ist ein gegenseitiges Ver-

ständnis und eine effektive Kommunikation 

Voraussetzung für ein erfolgreiches Arbe-

iten im Labor. Auch für die Literaturrecher-

che sowie die Vorbereitung von Publikationen 

und Berichten ist ein englischer Fachworts-

chatz unabdingbar. Doch gerade hierfür 

herrscht in vielen gängigen Wörterbüchern 

gähnende Leere.

Erfreulicherweise hat sich Theodor C.H. 

Cole diesem Missstand gewidmet und ein 

Wörterbuch Labor / Laboratory Dictionary 

aufgelegt, das nun bereits in der zweiten 

Aulage erschienen ist. Als zweisprachiger 

Deutsch-Amerikaner, ausgewiesener 

VERFASSER:

PROF. DR. MED. TIM H. BRÜMMENDORF,

PD DR. MED. OLIVER GALM 

Medizinische Klinik IV 

Universitätsklinikum Aachen
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Wissenschaftler auf dem Gebiet der Biologie 

und Chemie, Dozent, Übersetzer und Lexik-

ograf ist er zweifellos einer der am besten 

geeigneten Autoren für dieses Vorhaben. 

Das Wörterbuch ist im Rahmen der Vorbe-

reitung einer Akademie für junge Nachwuch-

swissenschaftler zu einem Forschungsaufen-

thalt in den USA entstanden. Deshalb ist es 

sehr praxisnah gestaltet und beinhaltet ne-

ben Fachtermini viele Begriffe der alltägli-

chen Laborarbeit. In der zweiten Aulage 

wurde der Inhalt erweitert und aktualisiert 

und umfasst nun einen Wortschatz von ca. 

25000 Begriffen zur allgemeinen und spe-

ziellen Labor-Terminologie in den Bereichen:

 ŀ Laborbedarf (Zubehör, Geräte, Werkzeu-
ge, Laborglas)

 ŀ Laborausstattung und –einrichtung

 ŀ Laborbau, Sanitär, Elektrik, Lüftung

 ŀ Basischemikalien (allgemein Grundstoffe)

 ŀ Laborsicherheit (Arbeits-/Personenschutz, 

Notfall, Vorsorge)

 ŀ Methoden und Analytik

Besonders angenehm ist neben der alpha-

betischen Aulistung der Begriffe die zusät-

zliche Zusammenfassung thematisch ver-

wandter Begriffe zu „Wortfeldern“ unter 

jeweils übergeordneten Hauptstichwörtern. 

So inden sich beispielsweise unter dem 

Hauptstichwort „Pumpe“ alle entsprechenden 

Pumpenarten sowie Begriffe, die in diesem 

Zusammenhang relevant sind; unter dem 

Eintrag „Chromatographie“ sind alle gängi-

gen Chromatographieverfahren gelistet. Dies 

erleichtert das Aufinden thematisch ähnli-

cher Begriffe, die sonst einzeln in alphabe-

tischer Reihenfolge gesucht werden müssten. 

Das Wörterbuch eignet sich zur Verwend-

ung in biochemischen, molekularbiologisch-

en, medizinischen, pharmazeutischen und 

chemischen Laboren. In der aktuellen Au-

lage sind die derzeitigen Versionen der 

deutschen und englischen Rechtschreibung 

berücksichtigt. Konstruktiv für zukünftige 

Ausgaben ist anzumerken, dass die Angabe 

der Silbentrennung sowie der Lautsprache 

nützliche Ergänzungen wären. Ferner wäre 

eine Erweiterung des Abkürzungsverzeich-

nisses und der Umrechnungstabellen für 

Maße und Gewichte sowie die verstärkte 

Berücksichtigung von klinisch-chemischen 

Begriffen wünschenswert. 

Insgesamt ist das Wörterbuch Labor / Lab-

oratory Dictionary von Theodor C. H. Cole 

ein nicht ganz preiswertes, jedoch empfe-

hlenswertes Buch, das im Ausland tätige Wis-

senschaftler sehr schätzen werden und das 

als hilfreicher Ratgeber in den Regalen vieler 

Labore kaum Staub ansetzen dürfte.

VERFASSER:

PD Dr. STEFAN HOLDENRIEDER, 

Institut für Klinische Chemie

Klinikum Großhadern der LMU München 
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Jahrestagung der AG GENOMICS (vormals AG Chipdiagnostik) &  
AG BIOINFORMATIK (aus der Sektion Molekulare Diagnostik der DGKL)

06. - 07. Mai 2010, Tutzing/Starnberger See

Auditorium: Evangelische Akademie Tutzing, Schloßstrasse 2 + 4, 82327 Tutzing

EINLADUNG 

Liebe Kolleginnen und Kollegen,

die Abklärung genetisch bedingter Erkrankungen ist heute für zahlreiche Indikationen aus techni-

scher Sicht bereits Routine. Dennoch wird besonders im deutschsprachigen Raum die genetische Di-

agnostik von breiten Schichten der Gesellschaft kritisch betrachtet. Aus diesem Grund sollten deren 

ethische und rechtliche Aspekte besonders klar deiniert werden. Der Schwerpunkt der diesjährigen 

Tagung liegt daher auf den ethischen und rechtlichen Rahmenbedingungen der Gendiagnostik und den 

Auswirkungen des kürzlich in Kraft getretenen Gendiagnostik-Gesetzes (GenDG).

In den ersten beiden Sitzungen werden ethische und normative Aspekte der genetischen Diagnos-

tik aus technologischer, soziologischer, philosophischer und gesellschaftskritischer Sicht diskutiert, 

sowie der rechtliche Rahmen der massiv parallelen Diagnostik unter besonderer Berücksichtigung der 

Deutschen Gesetzgebung behandelt. Die dritte Sitzung wird von der Arbeitsgruppe Bioinformatik aus-

gerichtet und stellt verschiedene Techniken zur Analyse der Genome von Mensch und Mikroben vor. 

Insbesondere bei labormedizinischen und mikrobiologischen Fragestellungen gewinnt die hochparal-

lele molekulare Diagnostik immer mehr an Bedeutung, was eine zunehmend efiziente Bioinformatik 

im Bereich Data-Mining-Algorithmen erfordert. Zum Abschluss der Tagung werden in der vierten Sit-

zung die technischen Aspekte und verschiedene Anwendungen der massiv parallelen genetischen Di-

agnostik beschrieben. Wie immer wird eine Zusammenfassung der Tagung im Journal of Laboratory 

Medicine veröffentlicht. Wir wünschen Ihnen zwei informative Tage am Starnberger See.

Prof. Dr. Paul Cullen (Vorsitz AG Genomics), Prof. Dr. Georg Hoffmann (Vorsitz AG Bioinformatik)

Dr. Hanns-Georg Klein (Gastgeber und Organisation)

Für weitere Informationen oder Anmeldungen kontaktieren Sie bitte das Tagungsbüro: 

Dipl.-Biol. Heidrun Bock, Tel.: 089 / 89 55 78 - 0, Fax:  089 / 89 55 78 -780, 

e-Mail: bock@medizinische-genetik.de



56
VERANSTALTUNGEN

Sektion Endokrinologische Laboratoriumsdiagnostik
der DGKL

PROGRAMM FÜR DEN WORKSHOP am 7. Mai 2010 in Leipzig

„AKTUELLE PROBLEME DER LABORDIAGNOSTIK VON SCHILDDRÜSENERKRANKUNGEN“ 

Zielstellung des Workshops ist eine Bestandsaufnahme zu den klinischen Problemen, ana-

lytischen Möglichkeiten und labordiagnostischen Problemen bei der Diagnostik der Schild-

drüsenfunktion sowie eine aktuelle Erörterung der Anwendung von Calcitoninbestimmun-

gen als Tumormarker für das Medulläre Schilddrüsenkarzinom. Die Teilnehmer sind deshalb 

aufgerufen aktiv mit eigenen Kurzbeiträgen zur jeweiligen Thematik in die Diskussion ein-

zugreifen. Als Konsequenz sollen neue Empfehlungen für die praktische Durchführung der 

entsprechenden endokrinologischen Laboruntersuchungen erarbeitet werden.

TAGUNGSORT 

Konservatives Zentrum des Klinikum der Universität Leipzig AöR; 04103 Leipzig, Eingang 

Liebigstr.20; Vortragsraum 15/16 

ZEITPLAN 

09:00-09:15 Uhr Begrüßung durch Martin Bidlingmaier, Sprecher der Sektion „Endokrino-

logische Laboratoriumsdiagnostik der DGKL. Ende der Veranstaltung 15:30 Uhr.

ORGANISATORISCHES

Bitte wenden Sie sich für Anmeldungen oder weitere Informationen an  

Herrn PROF. JUERGEN KRATZSCH: 

Institut für Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie und Molekulare Diagnostik; Paul-

List-Str.13-15, 04103 Leipzig, Telefon: 0341-97-22241; Telefax: 0341-97-22249;  

email: kraj@medizin.uni-leipzig.de 
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Minisymposium „Frühschwangerschaft - Risiken früh erkennen“

am 5. Mai 2010 von 17:00 - 20:00 Uhr, München 

Ort: im Hörsaal D des Klinikums rechts der Isar 

 Ismaninger Str. 22  

 81675 München

Themen dieses Symposiums: 

 y Endokrinologie der Fertilität - Risiken früh erkennen,

 y Moderne Konzepte in der Kinderwunschbehandlung,

 y Update Ersttrimesterscreening - gibt es neue Parameter?

 y Präeklampsie - Prädiktion, Prävention und Therapie,

 y Biochemische Marker zur Diagnostik der Präeklampsie im 2. und 3. Trimenon.

Für weitere Informationen und für Anmeldungen wenden Sie sich bitte an 

Herrn PROF. LUPPA:

Klinikum rechts der Isar der TU München

Institut für Klinische Chemie und Pathobiochemie

Ismaninger Str. 22

81675  München

Telefon: 089/41404759

E-Mail: luppa@klinchem.med.tum.de 
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Repetitorium Klinische Chemie 2010

Beginn:    Montag, 22.11.2010, 12.00 Uhr 

Ende:    Samstag, 27.11.2010, 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

Teilnahmegebühr:  Mitglieder der DGKL: € 600,- 

    Nichtmitglieder der DGKL: € 670,-

Max. Teilnehmerzahl:  22

Mikroskopische Blutzelldifferenzierung 2010

Beginn:    Samstag, 27.11.2010, 14.00 Uhr

Ende:    Sonntag, 28.11.2010, 13.00 Uhr

Inhalt:    Übungen 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

Teilnahmegebühr:  € 190,-

Max. Teilnehmerzahl:  20

Die Kosten für Übernachtung und Verplegung sind in der Teilnahmegebühr enthalten.  

Die Vergabe der Plätze erfolgt in der Reihenfolge der Anmeldungen.

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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DATUM, ORT VERANSTALTUNG

08.04.-10.04.2010

Mosbach/Baden
61. Mosbacher Kolloquium

11.04.-14.04.2010

Rotterdam, Niederlande
ISBER 2010 Annual Meeting & Exhibits

16.04.-17.04.2010

London
Professor David W Holt - 40 years of Drug Use and Abuse

23.04.-24.04.2010

Mainz

DELAB-/DGKL-Fortbildungs-Reihe

Interdisziplinäre molekulargenetische Diagnostik, Block 4

29.04.-30.04.2010

Igls, Österreich
JUBILÄUMS - TAGUNG 30 JAHRE ÖQUASTA

06.05.-07.05.2010

Tutzingen, Starnberger See

Jahrestagung der AG GENOMICS & AG BIOINFORMATIK 

der Sektion Molekulare Diagnostik der DGKL

07.05.2010

Leipzig

Workshop der Sektion Endokrinologische Laboratoriums-

diagnostik der DGKL zum Thema „Aktuelle Probleme der 

Labordiagnostik von Schilddrüsenerkrankungen“

09.05.-12.05.2010

Basel, Schweiz

3rd European Conference for Clinical Nanomedicine „Trans-

lating the Knowledge to Practice“, Exhibition and „Univer-

sity Village“

27.05.-29.05.2010

Mainz

DELAB-/DGKL-Fortbildungs-Reihe

Interdisziplinäre molekulargenetische Diagnostik, 

Block  5 und 6

23.06.-26.06.2010

Gürzenich, Köln

KIT 2010

10. Kongress für Infektionskrankheiten und Tropenmedizin

Weitere Informationen zu den Veranstaltungen inden Sie unter www.dgkl.de.

Veranstaltungskalender
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Vereinte Deutsche Gesellschaft für Klinische 
Chemie und Laboratoriumsmedizin e.V.

GÁBOR-SZÁSZ-PREIS
FÜR KLINISCHE CHEMIE UND PATHOBIOCHEMIE 2010

Die Deutsche Vereinte Gesellschaft für Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin wird auf der 

7. Jahrestagung der DGKL (29. September – 2. Oktober 2010) den Gábor-Szász-Preis verleihen. 

Dieser Preis ist mit

€ 15.000,-- EUR
dotiert und wird für hervorragende wissenschaftliche Arbeiten auf dem Gebiet der Klinischen Che-

mie und Pathobiochemie von der Deutschen Vereinten Gesellschaft für Klinische Chemie und La-

boratoriumsmedizin e.V. gestiftet. Für die Bewerbung um den Preis können eingereicht werden:

 y Arbeiten, die nach dem 15.06.2007 publiziert oder zur Publikation angenommen wurden,

 y mehrere Arbeiten, die in hervorragender Weise ein bestimmtes Arbeitsgebiet umfassen 

 y oder ein Vorschlag für einen Preisträger durch ein Mitglied der Deutschen Vereinten Gesell-

schaft für Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin mit einer ausführlichen Begründung und 

entsprechenden Unterlagen.

Bewerbungen (bei Publikationen mit mehreren Autoren bitte Bewerber deutlich angeben) und

Vorschläge können in dreifacher Ausfertigung bis spätestens 15. Juni 2010 eingereicht werden an:

Prof. Dr. Joachim Thiery, Sekretär für den Gábor-Szász-Preis

Institut für Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie und Molekulare Diagnostik

Universitätsklinikum Leipzig, AöR, Liebigstr. 27, 04103 Leipzig

Tel.: 0341/9722200, Fax: 0341-9722209, E-Mail: thiery@medizin.uni-leipzig.de
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NAME: 

VORNAME (ausgeschrieben):    

GEBURTSDATUM: 

TITEL: 

DIENSTANSCHRIFT: 
INSTITUT/KLINIK/FIRMA 

ABTEILUNG: 

STRAßE, HAUS-NR.: 

POSTLEITZAHL, ORT:  

BUNDESLAND:  

TELEFON / TELEFAX: 

E-MAIL / INTERNET:  

 

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

Zum Nachweis meiner Tätigkeit in der Klinischen Chemie und Laboratoriumsdiagnostik füge ich  
Meinen Lebenslauf mit wissenschaftlichem Werdegang (ggf. Publikationsliste) bei.  

Datum  Unterschrift 
 

Geschäftsstelle der DGKL 

Im Mühlenbach 52 b 
53127 Bonn 
Tel. 0228 – 92 68 95 - 17 

☐ ANTRAG auf Mitgliedschaft 
☐ ÄNDERUNG der Anschrift 
 

MITGLIEDS-NR:  

Ich möchte folgender DGKL-Sektion beitreten: (Informationen auf www.dgkl.de, „Sektionen“) 

Der Antrag wird befürwortet von den ordentlichen Mitgliedern:  

1. 

Name Datum Unterschrift 

2. 

Name Datum Unterschrift 



EFCC-Labs are Vital Award for Excellence 

in Outcomes Research in Laboratory  

Medicine

Announcement

EFCC and Labs are Vital™ are pleased to announce the EFCC-Labs Are Vital Award 

for Excellence in Outcomes Research in Laboratory Medicine, sponsored by Abbott. 

The Award will be given to the best published paper, as judged by an independent 

panel of experts, which demonstrated improved outcomes (clinical and/or economic) 

arising out of the application or improved utilisation of an in-vitro diagnostics test.

The award is launched at EUROMEDLAB 2009 in Innsbruck, and will be presented for 

the !rst time at IFCC/Euromedlab 2011 in Berlin. Thereafter it will be awarded every 

two years at an EFCC conference. The Award will consist of a certi!cate and the sum 

of 15,000 Euro.

For criteria and submission procedure please visit us at:

www.efcclm.eu/about_efcc/downloads/efcc-lavaward.pdf

Invitation



www.dgkl2010.de

7. Jahrestagung
Deutsche Vereinte Gesellschaft für

Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin

Biomarker – Schlüssel zu
Prävention und Früherkennung

29. September bis 2. Oktober 2010 

Mannheim
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