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AUS DEM PRASIDIUM

Status Quo der Sektionen und Arbeitsgruppen der DGKL

Pror. DRr. R. LICHTINGHAGEN, Hannover

In einer ersten Verlautbarung des Prasi-
diums wurde im April 2009 in den Klinische
Chemie Mitteilungen der Beschluss zur Ein-
richtung von Sektionen bekannt gegeben.
Hiermit sollten allen Mitgliedern neue Platt-
formen geboten werden, in denen die Még-
lichkeit besteht, sich mit ibergeordneten la-
bordiagnostisch relevanten Themenkreisen
zu befassen. Bereits bestehende Arbeits-
gruppen waren von der Neuerung prinzipiell
unberihrt. Es mag sich vielleicht so manches
Mitglied die Frage gestellt haben, worin sich
denn Sektion und AG nun inhaltlich bzw. or-
ganisatorisch exakt abgrenzen.

DiE SEKTION ALS LANGFRISTIG AUSGERICHTE-
TE ARBEITSPLATTFORM

Jedes Mitglied, welches zwischenzeitlich
der DGKL beigetreten ist, wird bemerkt ha-
ben, dass bereits mit dem Aufnahmeantrag
- je nach eigener Interessenlage - ein kos-
tenloser Beitritt zu ein bis zwei Sektionen
unserer Fachgesellschaft méglich ist. Im Ge-
gensatz zu den AGs gibt es keine nach oben
limitierte Mitgliederzahl in den Sektionen,
wobei aber eine Mindestanzahl von 15 Mit-
gliedern flir eine Weiterflihrung der Sektions-
arbeit als erforderlich angesehen wird. So-
wohl Sektionen als auch AGs bekommen von
der Geschaftsstelle ein Budget zugewiesen.

Entsprechend ist
die Mitgliederzahl
einer AG in der
Regel auf sechs
be-
grenzt. Die Ein-
haltung dieses
Budgets unter-
liegt der Kontrol-
le des jeweiligen
AG- bzw. Sekti-
onsleiters. Langfristig ware es ein anzustre-

Personen

ProF. RALF LICHTINGHAGEN

bender Idealzustand, wenn sich nahezu alle
Arbeitsgruppen als spezialisierte Unterein-
heiten der Sektionen wiederfinden wirden.
SchlieBlich sollen in einem solchen Forum im
Expertenkreise - durchaus auch gewtlnscht
in Kooperation mit der Industrie - spezifi-
sche Fragestellungen aus den Sektionen be-
arbeitet werden.

Zwar behalt sich das Prasidium auch vor
inaktive Sektionen wieder aufzuldsen, doch
ist im Gegensatz zu den AGs die Einrich-
tung von Sektionen perspektivisch eher
langfristig ausgerichtet. Seit der Beschluss-
fassung wurden bis heute drei Sektions-
grindungen vollzogen: namlich die Sektion
Endokrinologische Laboratoriumsdiag-
nostik (Ltg.: M. BipLingMAIER), die Sektion
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Molekulare Diagnostik (Ltg.: M. NEUMAIER)
sowie die Sektion Immundiagnostik (Ltg.: K.

CONRAD).
ARBEITSGRUPPENAKTIVITATEN

Seitens des DGKL-Prasidiums wird ein jahr-
licher Statusbericht eingefordert, in welchem
alle Arbeitsgruppenleiter die Aktivitaten des
letzten Jahres kurz skizzieren und auf sons-
tige relevante Veranderungen innerhalb der
AGs eingehen kdénnen. Im Jahr 2010 exis-
tierten 15 offizielle Arbeitsgruppen, wovon
nach Sachlage der aktuellen Jahresberichte
die AGs Hamostaseologische Labordia-
gnostik sowie Oxidativer Stress ihre Ar-
beit inzwischen eingestellt haben und fer-
ner die AG Autoimmundiagnostik erst
einmal in der neu gegrindeten Sektion
Immundiagnostik aufgehen wird. Vom
Prasidium wird es begriBt, wenn sich AGs/
Sektionen aktiv auf den DGKL-Jahrestagun-
gen in Form eigener Symposien einbringen.
Dieses wird auch von vielen AGs inzwischen
umgesetzt. Daruber hinaus gibt es fur in-
teressierte Fachkreise seitens einiger Ar-
beitsgruppen regelmaBige Jahrestagungen
in Form offener, wissenschaftlicher Sym-
posien. Hier seien die AGs LC-MS/MS und
Toxikologie genannt, die ihre Veranstaltun-
gen jeweils im Kloster Banz durchfihren. Die
AG Proteomics organisierte in Hamburg die
Tagung ,Stem Cell-Tumor-Proteomes" und
verschiedene AGs, die inzwischen der Sek-
tion Molekulare Diagnostik angehdren,

organisieren ein gemeinsames Treffen, wel-
ches schon traditionell jeweils im Mai (2011
bereits zum 10. Mal) in der Evangelischen
Akademie Tutzing stattfindet. Wahrend die-
ses Treffen im Jahr 2010 von den ethischen
und rechtlichen Rahmenbedingungen des
Gendiagnostikgesetzes sowie den Aspekten
der massiv parallelen genetischen Diagnos-
tik beherrscht wurde, widmet sich die Sekti-
on in diesem Jahr wieder schwerpunktmaBig
zentralen Themen der molekularen (onkolo-
gischen) Diagnostik.

Zahlreiche Ergebnisse aus den Arbeits-
gruppenaktivitaten wurden wieder in Form
von Originalpublikationen und Buchbeitra-
gen verotffentlicht. Darlber hinaus werden
alle AGs und Sektionen gebeten, Ziele und
Ergebnisse ihrer Aktivitaten auf der DGKL-
Homepage zu prasentieren.

AKTUELLE ENTWICKLUNGEN VON SEKTIONEN
UND ARBEITSGRUPPEN

Neben den verbliebenen zwolf Arbeitsgrup-
pen kam aktuell im April 2011 unter mei-
ner Leitung die AG Offentlichkeitsarbeit
als Neugrindung hinzu. Diese Arbeitsgrup-
pe wird sich im Wesentlichen damit beschaf-
tigen, wie die DGKL die AuBenwahrnehmung
der Labormedizin in Deutschland positiv be-
einflussen kann. Unter Einsatz von Marke-
ting / Management-Instrumenten, wie bei-
spielsweise IST/SWOT-Analysen, soll an
einem Konzeptpapier zu entsprechenden
Leitlinien gearbeitet werden. Ab Ende Mai



wird es ferner zur Erarbeitung von Empfeh-
lungen bzgl. Diagnostik und Konsultation die
Neukonstitution einer AG Porphyrie geben.

UNTER DEM GEMEINSAMEN DACH VON SEKTIO-
NEN WEITERE SYNERGIEN SCHAFFEN

Zurzeit sind nur vier Arbeitsgruppen in
einer thematisch Ubergeordneten Sektion
beheimatet. Es handelt sich hierbei um die
AGs Genomics, Proteomics, Bioinfor-
matik und Biobanking als Teil der Sektion
Molekulare Diagnostik. Somit sei an die-
ser Stelle noch einmal darauf hingewiesen,
dass durchaus noch weiterer Bedarf an neu
zu grindenden Sektionen besteht. In der
Griindungssitzung der AG Offentlichkeits-
arbeit wurde dieser Punkt diskutiert und er-
wogen bei mehreren thematisch verwandte
Arbeitsgruppen (Labormanagement, Of-
fentlichkeitsarbeit, Diagnostische Pfa-
de, Multimediale Lehre, Entscheidungs-
grenzen / Richtwerte, POCT sowie In-/
Outsourcing) zu priifen, ob diese zur besse-
ren Ausnutzung synergistischer Effekte un-
ter dem gemeinsamen Dach einer Sektion
(mein Vorschlag zur Diskussion) Laborma-
nagement zusammengefasst werden kon-
nen. Letztgenannte Arbeitsgemeinschaft hat
zurzeit zwar keinen offiziellen AG-Status,
wirde aber thematisch in besonderem Maf3e
die Arbeit einer solchen Sektion unterstit-
zen. Zum jetzigen Zeitpunkt kann die Fra-
ge nach einer Neugrindung noch nicht ab-
schlieBend beantwortet werden. Es zeichnet

AUS DEM PRASIDIUM

sich aber bereits ab, dass ein in Kiirze an-
stehender Antrag zur Sektionsneugrindung
eine breite Unterstiitzung finden wird. Unab-
hangig davon wird dieses Jahr noch der Ein-
gang eines Antrags zur Neugriindung einer
Sektion Padiatrische Laboratoriumsdia-
gnostik erwartet.

FaziT

Im Jahr 2011 kann sich die DGKL auf die
aktive Mitarbeit von 14 Arbeitgruppen und
drei Sektionen stutzen. Weitere Sektions-
grindungsantrage sind nach wie vor er-
wiinscht, vor allem, wenn es das Zusammen-
wirken von AG-Arbeit zu optimieren vermag.

Zur Verbesserung der Zusammenarbeit in-
nerhalb einer Sektion ware es zuklnftig sinn-
voll, wenn den aktiven Sektionsmitgliedern
zeitnah die Protokolle aller jeweils zuricklie-
genden AG-Treffen aus der eigenen Sektion
zukommen wiurden.

Pror. DR. RALF LICHTINGHAGEN
Mitglied Prasidium
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AUS DEM REFERENZLABOR FUR BIOANALYTIK

Das Referenzlaboratorium Hannover des Referenzinstituts
fur Bioanalytik — wir stellen uns vor!

Der Aufbau des Referenzlaboratoriums in
Hannover begann vor ca. 30 Jahren unter
dem damaligen Direktor des Instituts fir Kli-
nische Chemie der Medizinischen Hochschu-
le Hannover, Pror. Dr. Dr. J. BUTTNER. Er war
einer der Initiatoren, die auf internationa-
ler Ebene begonnen hatten, die Vorausset-
zungen zur Entwicklung von Referenzsys-
temen flr klinisch-chemische MessgréBen
zu schaffen. Solche Referenzsysteme sol-
len die Genauigkeit der Analytik im medi-
zinischen Routinelaboratorium verbessern
und eine weltweite Harmonisierung der
Messergebnisse in biologischen Flissigkei-
ten ermdglichen.

In den Arbeitsgruppen unter der Leitung
von Pror. Dr. W. R. KioLpmann und Pror. Dr. G.
ScHuMANN entstanden erste Referenzmetho-
den flir Kalium und Glukose. Die Messgro-
Ben waren so ausgewahlt, dass unterschied-
liche chromatografische Trennverfahren und
eine breite Palette spektroskopischer Metho-
den zur Anwendung gelangten. Bei der Aus-
wahl der MessgroBen wurde anfangs darauf
Wert gelegt, dass die Physikalisch-Techni-
sche Bundesanstalt (PTB) die entsprechen-
de MessgroBe mit noch gréBerer Genau-
igkeit analysieren konnte. Mehr und mehr
wuchs das Verstandnis im Team der Hanno-
verschen Referenzlaboratorien daflir, was

~metrologische Rickfihrung® und ,Messun-
sicherheit" bedeuten. Dank der exzellenten
Kooperation mit dem Referenzlaboratorium
des RfB in Bonn und Dank der Unterstit-
zung der PTB bei Vergleichsmessungen auf
metrologisch sehr hohem Niveau wurden
Qualitatsmanagementsysteme flir die bei-
den Referenz-/Kalibrierlaboratorien in Han-
nover entwickelt. Die Akkreditierung der
ersten Referenzmethode fir die Messgro6-
Be (Glukose) erfolgte 2004 im Referenzla-
boratorium (DKD-K-20602), das von Pror.
ScHuMANN geleitet wurde. Im Referenzlabo-
ratorium (DKD-K-20603) von Prof. Killpmann
wurde 2005 die erste Referenzmethode fur
die MessgroBe (Kalium) akkreditiert. Die Ent-
wicklung von Referenzprozeduren zur Be-
stimmung katalytischer Enzymkonzentrati-
onen und deren Anwendung als Beitrag zur
optimierten Kalibrierung der entsprechen-
den Routinemethoden bilden einen Schwer-
punkt des Hannoverschen Referenzlaborato-
riums. Mittlerweile sind Referenzprozeduren
fir sechs Enzyme akkreditiert. In diesem
Jahr wird die Akkreditierung der Referenz-
prozedur fur die Alkalische Phosphatase ab-
geschlossen. Nachdem Pror. KioLpmanN in den
Ruhestand gegangen war, wurden beide Re-
ferenzlaboratorien organisatorisch zusam-
mengefihrt und seit Ende 2009 offiziell bei
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DAkkS-DKD als Kalibrierlaboratorium DKD-
K-20602 geflihrt.

Das von Pror. ScHumMANN geflihrte Team des
Referenzlaboratoriums in Hannover umfasst
vier technische MitarbeiterInnen: Frau Eva
PanTEN, FRAU RENATE STRACHE, HERR RAINER KLAU-
ke, HERR WoLFGANG WERNER. Das gesamte Team
reprasentiert die Kompetenz von insgesamt
111 Jahren analytischer Erfahrung mit Re-
ferenzprozeduren. Die Leistungen des Refe-
renzlaboratoriums im Auftrag des RfB umfas-
sen Referenzanalysen flir akkreditierte und
(noch) nicht akkreditierte MessgréBen. Bis
heute wurden 799 offizielle Kalibrierschei-
ne ausgestellt. Dartber hinaus wurden vie-
le Referenzmethodenwerte fliir MessgroBen
aus dem noch nicht offiziell akkreditierten
Bereich erstellt. AuBerdem wird an der Ent-
wicklung weiterer Referenzprozeduren gear-
beitet. Hier das Leistungsangebot des Refe-
renzlaboratoriums in Hannover:

Referenzprozeduren, ISO 15195/ ISO
17025 akkrediert:

e  Glukose (ID-GC-MS)
e  Lithium, Kalium, Natrium (ICP-OES)

e a-Amylase, ALT, AST, CK, y-GT, LDH
(kinetische Spektrofotometrie)

Referenzprozeduren (noch) nicht
akkreditiert:

e Alkalische Phosphatase
(kinetische Spektrofotometrie)

e  Theophyllin (ID-GC-MS)

e  Calcium, Magnesium (AAS bzw. ICP-OES)
e  Chlorid (Coulometrie)

e  Gesamt-Protein (Spektrofotometrie)

e  Gesamt-Bilirubin (Spektrofotometrie)

e Anorganisches Phosphat (Ionenchromato-

grafie mit Leitfahigkeitsdetektion)

Referenzprozeduren unter Bearbeitung:

e Ciclosporin, Tacrolimus, Sirolimus, Everoli-
mus (LC-MS/MS)

e  Natrium, Kalium, Chlorid, pH

(Potentiometrie)

VERFASSER:

ProF. DrR. G. ScHUMANN

Leiter des Referenzlaboratoriums Hannover

Institut fur Klinische Chemie
(Direktor: Prof. Dr. med. K. Brand)
Carl-Neuberg-Str. 1

30623 Hannover
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AUS DER GESELLSCHAFT

Arbeitsgruppenbericht

Diagnostische Pfade - ein Klinikhandbuch wird erstellt!

W. HormANN, J. AUFENANGER , G. HOFFMANN

Die DGKL hat sich durch die Griindung der
Arbeitsgruppe , Diagnostische Pfade" im Jahr
2006/2007 intensiv der Thematik struktu-
rierter, IT-gestitzter Laboranforderungen
angenommen. Zielsetzung und Ergebnisse
wurden im Internet, auf der Medica (2006
u. 2008) und in Form von zahlreichen Publi-
kationen einer breiten Offentlichkeit darge-
legt. Kernpunkt der Zielsetzung ist die Her-
vorhebung der diagnostischen Aspekte im
Gesamtkontext ,Klinischer Pfade®. Basierend
auf den ersten Beispielpfaden wurde 2010
beschlossen, die Ergebnisse in einem Buch-
projekt zu biindeln. Dies war Kernpunkt der
Arbeiten im Jahr 2010 und wird es auch 2011
bleiben. Eine Vorstellung auf dem ISGKC-Jah-
reskongress in Zurich ist geplant.

Mit dem Schritt der Grindung einer Ar-
beitsgruppe wurden zwar die Voraussetzun-
gen geschaffen, aber die Erstellung konsen-
tierter Pfade erwies sich im zweiten Schritt
(erwartungsgemaB) als zeitlich und inhalt-
lich nicht einfach. Etwa 90 Prozent der Texte
befinden sich in der redaktionellen Bearbei-
tung, der Rest wird bis Ende Juni erwartet.

Dieses Buch stellt die Grundlage fur das
weitere Projekt dar. Das Vorgehen wurde am
10.05.2010 in einer Arbeitsgruppensitzung
zwischen den Autoren, dem Verlag und den

Herausgebern abgestimmt und vereinbart.

Die Mitglieder des Buchprojektes und ihre
Themenbereiche finden Sie auf der nachs-
ten Seite.

Wir hoffen, dass wir in der Zukunft weite-
re Kolleginnen und Kollegen gewinnen kon-
nen, Ihre Spezialgebiete in Form von Pfaden
darzustellen. Letztendlich profitieren alle,
Anwender, Patienten und Kostentrager von
der sicheren Dokumentation der Prozesse
und der damit verbundenen schnelleren Di-
agnosestellung.

Letztlich bringt die Entwicklung diagnosti-
scher Pfade auch die Laboratoriumsmedizin
selbst rascher voran, indem sie dazu zwingt,
innovative Tests standig auf ihre praktische
Nutzlichkeit zu prifen und im Konsens mit
anderen Disziplinen in die Routine einzuftih-
ren, wenn die Zeit reif ist.

VERFASSER:

Pror. DRr. MED. WALTER HOFMANN

Department Klinische Chemie der StKM-
GmbH, Koélner Platz 1, 80804 Minchen
Tel.: (089)3068-2670-FAX: (089)3068-3911

E-Mail: walter.hofmann@klinikum-muenchen.de
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Arbeitsgruppenbericht

Tatigkeiten der AG Bioinformatik 2003 bis 2010

Die nunmehr achtjahrige Historie der AG
Bioinformatik lasst sich in drei Phasen von
jeweils drei Jahren einteilen.

2003-2005

In den ersten Drei Jahren wurde definiert,
was Bioinformatik (im Gegensatz zu Biome-
trie, Labor-EDV etc.) ist und welchen Beitrag
sie fUr das Fach Labormedizin und die DGKL
leisten kann. Die Ergebnisse der Recherchen
und Diskussionen wurden auf der Website
der AG publiziert. Kurz zusammengefasst
ist die Bioinformatik ein dahnlich umfangrei-
ches Fachgebiet wie die Biochemie; sie be-
fasst sich ebenso wie diese mit molekularen
Strukturen und Funktionen, allerdings auf
der Ebene von Datenbanken, Auswertepro-
grammen und Computersimulationen anstel-
le von Analysegeraten, Reagenzien und nas-
schemischen Experimenten. In beiden Fallen
gilt das Hauptaugenmerk dem Genom, Tran-
skriptom und Proteom.

2006-2008

Der Arbeitsschwerpunkt der folgenden Jah-
re lag auf der Testung o6ffentlich zuganglicher
Bioinformatikprogramme und Datenbanken.
Als Datenmaterial dienten beispielhaft Ge-
nexpressionsdaten auf mRNA-Ebene (z.B.
die GEO-Datenbank des NCB). Drei Aktivi-
taten sind hervorzuheben:

Herr ZaraTkA analysierte mit den am DKFZ
eingesetzten Werkzeuge zahlreiche Daten-
satze, um die Leistungsfahigkeit bioinforma-
tischer Algorithmen (z.B. PCA, MDS, PAM) zu
demonstrieren.

Der inzwischen verstorbene Kollege
Dr. HoLger MuULLER (GOppingen) erstellte An-
leitungen flr die Nutzung bekannter 6ffentli-
cher Werkzeuge und Datenbanken. Beispiel-
haft sei das Gene Cluster erwahnt, das auf
der Website der AG unter Software erldu-

tert ist.

Herr Pror. GeEorGc Horrmann erstellte im
Rahmen eines DGKL-Forschungsprojekts
das Programm SimChip zur Simulation von
mRNA-Profilen auf der Basis von FlieB-
gleichgewichten. Das Programm ist unter
www.simchip.de 6ffentlich zuganglich.

Als Quintessenz dieser Phase kann man
festhalten, dass die AG Bioinformatik in die-
ser Phase interne Expertise erreichte, die
aber nur von speziell interessierten Mitglie-
dern der DGKL wahrgenommen wurde.

2009-2010

In den letzten drei Jahren wandte sich
die Gruppe deshalb einer ausgesproche-
nen praxisnahen Anwendung zu, namlich
der Analyse von Profilen aus der normalen



labordiagnostischen Routine und aus klini-
schen Studien. Rein formal wurden zahlrei-
che Ahnlichkeiten zwischen Labor- und Ge-
nexpressionsprofilen identifiziert. Es zeigte
sich auch, dass die Auswertealgorithmen der
Bioinformatik, insbesondere der Musterer-
kennung auf Labordaten prinzipiell Gbertrag-
bar waren. In der Praxis ergaben sich aber
zahlreiche offene Fragen, vor allem bei der
Datenaufbereitung (z.B. Normalisierung, Be-
handlung von Wertlicken). Im Rahmen ei-
nes weiteren von der DGKL geférderten Ent-
wicklungsprojekts wurde ein prototypisches
Excel-VBA-Programm erstellt, mit dem L&-
sungsvorschlage anhand von echten Labor-
datensatzen getestet werden konnten. Das
Projekt ist inzwischen abgeschlossen. Die
Ergebnisse werden in der nachsten Ausga-
be (Het 3, September) vorgestellt.

VERFASSER:

ProF. DRr. MED. GEORG HOFFMANN

Vorsitzender der AG Bioinformatik
Trillium GmbH

Hauptstr. 12b

D-82284 Grafrath

E-Mail: ghoffmann@trillium.de
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Forschungsbericht

Identifizierung und Quantifizierung von Proteinen zur Friihdiagnose
der Atherosklerose mittels Liquid Chromatography-Quadrupol-
Linear Iontrap Mass Spectrometry (LC-QTrap MS)

UTa CeGLAREK, MARTIN FIEDLER, JoAcHIM THIERY; Universitatsklinikum Leipzig

1. EINLEITUNG

Die Komplexitdt und Haufigkeit lipid-as-
soziierter vaskuldrer Erkrankungen und das
Fehlen sicherer in-vitro Marker zu ihrer Frih-
erkennung erfordert die Entwicklung neu-
er klinisch chemischer Technologien, die
eine spezifische Detektion sensitiver Pep-
tid- bzw. Proteinmarker zur Diagnose, Risi-
koabschatzung und klinischen Vorhersage
ermdglichen. Die Identifizierung von Pep-
tiden und Proteinen aus biologischen Mat-
rices wird jedoch wegen der Heterogenitat
der Proben, der groBen Unterschiede in der
Konzentration der Peptide und Proteine, so-
wie der Abundanz einiger weniger Proteine
erschwert. Die enorme Komplexitat der Pro-
ben, die zudem zahlreichen EinflussgréBen
und Stérfaktoren unterliegen, stellt besonde-
re Anforderungen an die Analytik. Wesentli-
che Voraussetzung fir die Identifizierung und
Charakterisierung niedrig abundanter und
potentiell krankheitsassoziierter Peptide und
Proteine des Plasmas oder Serums ist die Re-
duktion der Proteinkomplexitat in der Probe
und die Fokussierung auf spezifische Prote-
infraktionen (,,Subpeptidom/-proteom™), die

zu einer Erhéhung der Sensitivitat gegen-
Uber niedrigkonzentrierten Markern fihrt.
Eine Mdglichkeit der Probenfraktionierung
stellt hierbei die selektive Isolierung glykosy-
lierter Peptide bzw. Proteine, das sog. ,Gly-
cocapture"®, dar. Die Glykosylierung stellt die
haufigste Form der posttranslationalen Mo-
difikation dar. Man unterscheidet N- und O-
Glykosylierungsmotive, die in verschiedens-
ter Weise eng mit vaskularen Erkrankungen
assoziiert sind und somit ein interessantes
~Subproteom" mit verringerter Probenkom-
plexitat fir die Untersuchungen vaskula-
rer Erkrankungen erdffnen. Auf diese Wei-
se erhofft man, ein besseres Verstandnis
hinsichtlich der Entstehung und Progression
von Lipidstoffwechselstérungen bis hin zur
Atherosklerose zu erlangen.

2. Z1EL DES FORSCHUNGSVORHABENS

Primdres Ziel des Forschungsvorhabens
war die Etablierung und Testung der Identi-
fizierung und Quantifizierung von Proteinen
aus humanem Serum mit multiplex iTRAG-
Tagging in Kombination mit Liquid Chromato-
graphy-Quadrupol-Linear Iontrap Mass Spec-
trometry (LC-QTrap MS). Dafur sollten im



ersten Teil des Forschungsvorhabens kom-
plexe Strategien zur Probenvorbereitung und
Isolierung membranassoziierter N- und O-
glykosylierter Proteine etabliert und opti-
miert werden. AnschlieBend sollten Kandi-
datenpeptide der Atherosklerose im Plasma
koronargesunder und schwer koronarkran-
ker Probanden mit LC-QTrap MS detektiert
und identifiziert werden. In einem dritten
Teil des Projektes sollte das Potential der LC-
QTrap MS flr die Quantifizierung von Pepti-
den und Proteinen aus humanen Plasma un-
tersucht werden.

3. ERGEBNISSE

3 A.) ISOLIERUNG N-GLYKOSILIERTER

PepTIDE

In unserem Forschungsvorhaben konzen-
trierten wir uns zunachst auf die selektive
Isolierung von N-glykosylierten Peptiden aus
humane Serum, die eine selektive Isolation
aus Serum mittels Festphasenextraktion und
anschlieBender enzymatischer Freisetzung
ermoglicht. Zur Abtrennung N-glykosylierter
Peptide oder Proteine sind die hierflr erfor-
derlichen spezifischen Enzyme kommerziell
erhaltlich, von denen primar N-Glycosida-
se F (PNGase F) zum Einsatz kommt. Da-
bei spaltet PNGase F praktisch alle N-glyko-
sylierten proteingebundenen Kohlenhydrate
mit Ausnahme einer speziellen Fukosestruk-
tur in dritter Position des Asparagin-gebun-
denen N-Acetylglucosamin (GIcNAc) Restes.
Flr das Erlernen der Technik der selektiven
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Probenvorbereitung von N-glykosilierten
Peptide war DipL. CHEM. Sven Baumann 6 Mona-
te in der Gruppe von Pror. Dr. Rubr AEBERSOLD
und Dr. Bruno Domon an der ETH Zdurich tatig.

3 B.) ITRAQ-LABELING VON HUMANEN

SERUMPROBEN

Im zweiten Schritt wurde von uns die TRAQ
labeling Technologie flr die Quantifizierung
von Proteinen eingesetzt. Bei den iTragTM-
Reagenzien handelt es sich um aminreak-
tive, isobare Label, welche speziell fiir die
Multiplex-Proteinquantifizierung mittels MS/
MS-Experimenten entwickelt wurden . Auf-
grund der mit unterschiedlichen iTraqTM-La-
beln amin-derivatisierten Peptide sind diese
sowohl im MS-Spektrum als auch bei einer
chromatographischen Trennung ununter-
scheidbar, zeigen aber bei MS/MS-Experi-
menten charakteristische Reporter-Ionen,
die fUr die Quantifizierung genutzt werden
kénnen. Zurzeit kommerziell erhaltlich ist ein
Satz aus 4 oder 8 verschiedenen iTraqTM-La-
beln, die die relative Quantifizierung von Pep-
tiden einer Mischung aus 4 bzw. 8 Proben,
die jeweils mit einem anderen iTraqTM—La—
bel aus dem Satz versehen wurden, ermdg-
lichen. Im MS erscheinen gleiche Peptide mit
verschiedenem Label als ein unaufgeldstes
Precursor Ion (aufgrund identischer m/z);
nach der Fragmentation (CID) in einem MS/
MS-Experiment werden vier Reporter-Ionen
unterschiedlicher Massen (114 - 117 Da oder

113-121 Da) erhalten und machen so eine
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Unterscheidung maoglich. Abbildung 1 zeigt
die Isotopenmarkierung der fir iTraqTM—Re—
agenzien mit 13C- und 180-Atomen. Die

Zahlen geben die Anzahl des Massenzuwach-
ses durch die Isotopenmarkierung in den ein-
zelnen Gruppen an.

Isobaric Tag
total mass m/z145

Isobaric Tag
total mass m/z305

Amine specific

Reporter group Amine specific Reporter group
m/z114-117 peptidereactive m/z113-121 P‘gg‘i’;’(ﬁjts')"’
(retains charge) group (NHS) (retains chargel! Skip m/z120) A

Balance group m/z31-28
(neutral loss)

]
S

Balance group m/z192-184
(neutral loss | skip m/z185)

7~

Abb.1 Isotopenmarkierung fir iTraqTM—LabeIIing mit 13C- und 180-Atomen (die Zahlen in den Klammern kennzeichnen die Erhéhung

des Molekulargewichts durch die Isotopenmarkierung an)

3 c.) DBIOMARKERIDENTIFIZIERUNG BEI
PankREAS-CARZINOM

Als Studienkollektiv dienten gesunde Kon-
trollen und 6 Patienten mit Pankreas-Ca der
Leipziger Probenbank [1]. In Abbildung 2 ist
der analytische Ansatz fir die Biomarker-
identifizierung dargestellt. Die Reproduzier-
barkeit der Messungen wurden mit den jewei-
ligen Poolproben anhand der Labeling Ratios
der gefundenen Biomarkerkandidaten Uber-
priuft. Dabei wurden Reproduzierbarkeiten
im Bereich 18-228% gefunden. Mit Hilfe der
iTRAQ-Experimente konnten die in Tabelle 1
zusammengefassten Biomarkerkandidaten
aus insgesamt 150 Kandidatenpeaks identi-
fiziert werden.

Die etablierte Glykocapture-Technologie
in Kombination mit der iTRAQ-Labelling ba-
sierten Identifizierung und Quantifizierung
zur Isolierung membrangebundener glyko-
sylierter Proteine/Peptide sowie zur Identi-
fizierung von Glykoproteinen aus Serum ist
sehr arbeits- und zeitaufwendig. Die Anwen-
dung ist auf eine begrenzte Probenanzahl li-
mitiert und auBerdem mit hohen Kosten ver-
bunden. Die Reproduzierbarkeiten lagen im
gleichen Bereich der Ergebnisse, die mit ma-
gentpartikelbasierter Anreicherung und MAL-
DI-TOF MS erzielt wurden [2]. Ebenso war die
Anzahl von Biomarkerkandidaten nicht h6-
her als die mit MALDI-TOF MS identifizierba-
ren Peptide/Proteine. Die Detektion von 150
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2 2 4 be 1 & & HP v
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Abb. 2 Studienaufbau fiir 4- und 8-plex Labeling von humanen Serumproben fiir die Biomarkersuche bei Pankreaskarzinom. Im 4-plex
Experiment wurde der Pool aus allen serumproben gesunder Probanden fiir die Normalisierung verwendet (healthy pool, HP) Im 8-plex

Labeling Experiment wurde auch ein Pool der Patienten mit Pankreas-Ca (diseased pool DP) verwendet

Protein iITRAGQ ratio D/H
lzoform Short of Insulin receptor precursor 1.83
Heakstable enterctoxin receptor pracursor/ GCC 284
Mucleotide-bindng protein 1 1.89
Cytoskeleton-associated protein 4 (p51/pE3) 1.42
16 kDa protain 1.83
HECT domain and RCC+like domain-containing protein 2 1.87
FMLPrelated receptar |1 1.68
Keratin, type | cytoskeletal 19 0.70
Iseform 1 of Mautrophil cytosal factor4 1.34
Futative uncharacterizedprotein DKFZp778C 1847 1.38

Tab. 1 Identifizierung von Biomarkerkandidaten des Pankreas-Karzinoms nach selektiver Isolierung glykosilierter Proteinen und iTRAQ-

Labeling von humanen Serumproben
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Kandidatenpeaks war vergleichbar mit unse-
ren MALDI-TOF Experimenten mit magnet-
partikelbasierter Anreicherung.

In einem weiteren Schritt fokussierten sich
unsere aktuellen Arbeiten auf die quantitati-
ve Protein- und Peptidanalytik mit QTrap LC-
Massenspektrometrie, eine neue massen-
spektrometrische Hybrid-Technologie, die
eine schnelle quantitative simultane Analy-
tik von Peptiden und Proteinen bei reduzier-
ter Probenvorbereitung ermaglicht.

4) ,» TARGETED-PROTEOMICS" MITTELS
QTrAP LC-MASSENSPEKTROMETRIE

Im Rahmen des zweiten Projektteils sollte
untersucht werden, ob mit Hilfe der Kopp-
lung von ultraschneller Chromatographie
(UHPLC) in Kombination mit Quadrupol-Li-
neare Iontrap (QTrap) Massenspektromet-
rie die quantitative Analytik von Proteinen
aus Serum unter Hochdurchsatzbedingun-
gen bei Reduzierung der Probenvorbereitung
maoglich ist [2]. In Abbildung 3 sind die ver-
schiedenen Probenvorbereitungsstrategien
fur die Analytik von Proteinen mit LC-MS/MS
und die damit erzielten Nachweisgrenzen in
humanen Serum oder Plasma dargestellt.
In einem Modellansatz untersuchten wir
die Mdoglichkeit einer quantitativen Bestim-
mung von CRP in humanen Serumproben. In
Abbildung 4 sind die praanalytische Strategie
sowie die beiden analytische Methoden dar-
gestellt, die in der Pilotphase getestet wer-
den sollten. Voraussetzung fir die Analy-
tik von Proteinen ist das Vorhandensein von

proteotypischen Peptidsequenzen im Prote-
inmolekdl, d.h. Peptidsequenzen, die charak-
teristisch fir das Molekdl sind. In unserem
Versuchsansatz wurde geprift, in wieweit
eine Depletion der hochabundanten Protei-
ne die Sensitivitat des analytischen Verfah-
rens beeinflusst. Fir die chromatographi-
sche Trennung wurde die nano-LC mit einem
modernen UHPLC-Trennsystem hinsichtlich
Schnelligkeit und Trenneffizienz verglichen.
Fir die massenspektrometrische Detektion
wurden die MS/MS Detektion mit der MS3
Detektion mit Hilfe des QTrap MS hinsicht-
lich der analytischen Sensitivitat verglichen.

4 A.) AuswAHL DER PROBENVORBEREITUNG
UND CHROMATOGRAPHIE

Die Nachweisgrenze des proteotypischen
Peptids von CRP aus einem Standard lag bei
Kombination nano-LC-MS/MS bei 0.75 pg (35
atmol) und bei UHPLC-MS/MS bei 7.5 pg (350
atmol). Durch Anwendung der QTrap-Techno-
logie war neben der Quantifizierung gleich-
zeitig eine Identifizierung Uber das Produk-
tionenspektrum in der Serumprobe maéglich.
Bei der chromatographischen Trennung von
Serumproben zeigte sich, dass nicht deple-
tierte Proben auf der nanoLC nicht analysiert
werden kdnnen, da es zu einer kompletten
Uberladung des chromatographischen Bet-
tes kommt. Depletierte Proben konnten hin-
gegen ohne Probleme chromatographisch in
einer Analysenzeit von 130 min getrennt wer-
den und CRP Uber das proteotypische Pep-
tid detektiert werden. Mit UHPLC konnten
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Abb. 3 Beispiele unterschiedlicher Probenvorbereitungsstrategien fir die quantitative Proteinanalytik und die damit erzielten Nach-

weisgrenzen

serum patient sample

!

depletion

|

tryptic digest
|

desalting

UPLC-LC-MS/MS/(MS)

Nano LC-MS/MS/{MS)

Abb. 4 Analytischer Workflow fir die Analytik von CRP in humanen Serumproben mit LC-MS/MS
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sowohl die nicht depletiert als auch die de-
pletierten Proben analysiert werden. Wie in
Abbildung 5 dargestellt, konnte CRP bei ei-
ner Retentionszeit von 7 min detektiert wer-
den. Somit erwies sich die Anwendung der
UHPLC-Technologie als sehr vielversprechend
fur die Analytik von Proteinen aus Serumpro-
ben ohne vorherige Depletion.

4 B.) VERGLEICH VON MS/MS vs. QTrAP
MS FUR DIE MASSENSPEKTROMETRI-
SCHE DETEKTION

Neben den bekannten MS/MS Experimen-
ten lassen sich mit Hilfe der QTRAP Techno-
logie u.a. MS3 Experimente durchfiihren. In
Abbildung 6 ist dies flir das proteotypische
Peptid des CRP ESDTSYVSLK (MW 1694.4)
dargestellt. Fir die massenspektrometri-
sche Detektion kdnnen verschiedene MRM
des 3fach geladenen Precursorionen ver-
wendet werden, die eine unterschiedliche
analytische Sensitivitat fir das Peptid besit-
zen: 564.8/696.8, 564.8/797.5, 564.8/609.5,
564.8/912.5. Bei den QTRAP-Experimenten
in Abbildung 6 wurde ein geeignetes Frag-
mentmolektl ausgesucht (912.5) und in der
linearen Ionenfalle nochmals fragmentiert.
Fur die Detektion von ESDTSYVSLK wur-
den folgende MS3 Experimente gewahlt:
564.8/912.5/347.3 + 631.3 + 797.3.

4 c.)

Ein weiterer Vorteil der UHPLC-MS/MS
Kopplung zeigte sich bei der Untersuchung
des linearen Bereiches mit Hilfe von Stan-
dardproben. Wahrend flr die Kombination

LINEARER BEREICH

nanoLC-MS/MS ein linearer Bereich von 0.07
fmol-100 fmol erhalten wurde, konnte mit
UHPLC-MS/MS eine Linearitat fir den be-
reich 0.07 fmol-8000 fmol erhalten werden.

Unsere Untersuchungen zeigten, dass
durch Kombination von modernen chroma-
tographsichen verfahren mit hochsensitiven
Hybridmassenspektrometern quantitative
Proteinanalytik durchgefihrt werden kann.
Wir mdéchten deshalb mit denen noch fiir das
Projekt zur Verfligung stehenden Mitteln im
nachsten Schritt eine Multitarget-Methode
fur die Analytik von humanen Apolipoprote-
inen entwickeln.
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Forschungsbericht

Bestimmung der Thrombozytenaggregabilitat
mithilfe von Impedanz-Aggregometrie

Gefordertdurchdie Stiftung fir Pathobiochemie und Molekulare Diagnostik der DGKL

WieBke HAYEN*, HaNS-GEORG MUNCHGESANG**, EBERHARD GURR*

Klinikum Links der Weser, Bremen, * Abteilung fiir Klinische Chemie und Zentrallabor, **

Klinik far Thorax-, Herz- und GeféaBchirurgie

EINLEITUNG

Bei der Behandlung von Patienten mit Aku-
tem Koronarsyndrom wird gewo6hnlich eine
duale Therapie mit Thrombozytenaggrega-
tionshemmern durchgefiihrt. In der Regel
werden Aspirin als COX-1-Inhibitor und Clo-
pidogrel zur Blockierung des P2Y12-Rezep-
tors eingesetzt. Fur die Uberwachung der
Therapie sind Thrombozytenfunktionstests
wlinschenswert, um Therapieversager und
Non-Compliance erkennen zu kénnen. Ange-
wendet wurde hierzu zunachst die Methode
nach Born (1), die sich jedoch als zu aufwen-
dig erwies. In der Folge wurden eine Rei-
he von Verfahren entwickelt, die auf unter-
schiedlichen Messprinzipien basierten (2,3).
Dabei wurden mit der Impedanz-Aggregome-
trie Restaggregabilitaten ermittelt, die denen
entsprachen, die mit dem Born’schen Ver-
fahren gemessen wurden, und es konnte ge-
zeigt werden, dass die Inzidenz von Stent-Re-
thrombosen mit zunehmender Verringerung

der Aggregabilitat der Thrombozyten fallt
(4,5). Allerdings gibt es weder einen Zielbe-
reich fir das AusmaB der zu erreichenden
Thrombozytenaggregationshemmung noch
sind die Verfahren zur Bestimmung der Ag-
gregabilitat standardisiert. Diese Studie wur-
de daher mit dem Ziel durchgefihrt, mithil-
fe des Multiplate die Aggregationsfahigkeit
der Thrombozyten einer Normalpopulation
und einer Population von atherosklerotischen
Patienten unter ASS- und Clopidogrelthe-
rapie zu ermitteln sowie Referenzintervall
und therapeutisches Intervall abzuschatzen.
Mithilfe der Ermittlung der maximalen Inhi-
bierbarkeit des COX-1-Weges und des ADP-
Rezeptors durch die in vitro-Inkubation mit
Arachidonsdure und MeSAMP sollte weiter-
hin abgeschatzt werden, ob eine Steigerung
der Dosis gegebenenfalls zu einer starkeren
Inhibition flihren wirde.



MATERIAL UND METHODEN

Untersucht wurden 39 nicht-kranke Pro-
banden und 94 Patienten mit Atherosklero-
se, die mit Aspirin und Clopidogrel behan-
delt wurden. Es wurde Vollblut mit Hirudin als
Gerinnungshemmer verwendet. Die Proben
ruhten nach der Abnahme 30 Minuten und
wurden innerhalb der nachsten zwei Stunden
gemessen. Die Aggregabilitdat wurde bei Ak-
tivierung mit Arachidonsaure (0.48 mmol/l)
nativ (ASPI-Test) und nach Inkubation mit
ASS (5.55 nmol, 3 min, ASPI-ASA-Test) so-
wie bei Aktivierung mit ADP (6.4 umol/I) nativ
(ADP-Test) und nach Inkubation mit MeSAMP
(0.1 mmol/l, 30 min, MeSAMP-Test) gemes-
sen. Kontrolluntersuchungen wurden bei Pro-
banden und Patienten mit einem Thrombin-
rezeptor aktivierenden Peptid (32 pumol/|,
TRAP-Test) durchgeflihrt.

ERGEBNISSE

Das System erwies sich als Uberraschend
stabil (immerhin wurde bei einem Proban-
den in einem Zeitraum von 10 Wochen eine
biologische Varianz von 6% fir ADP und 8%
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flr ASPI gefunden, wobei die Aggregabilita-
ten jeweils im Referenzintervall lagen). Es
wurden niedrigere Referenzbereiche gefun-
den als vom Hersteller deklariert und in der
Literatur berichtet werden (Tab.1). Bei den
Patienten unter Therapie wurden Ergebnis-
se gefunden, die signifikant unter denen der
Probanden lagen (Tab. 1). Dabei lieBen sich
mit dem ASPI-Test die Patienten unter ASS-
Therapie weitgehend von den Probanden
trennen. Nur bei einem Patienten scheint es
sich um einen Non-Responder zu handeln.
Allerdings zeigte bei diesem Patienten das
Ergebnis nach Inkubation mit Arachidonsau-
re, dass durch eine hohere Dosierung (oder
eine bessere Compliance) eine wirksame-
re Hemmung des COX-1-Weges erreichbar
sein wurde.

Anders als bei der ASS-Therapie trennt
der ADP-Test Probanden und Patienten un-
ter Clopidogreltherapie nicht vollstandig. Zur
Abgrenzung der Nonresponder von den Re-
spondern wird in der Regel die untere Gren-
ze des Referenzbereiches genutzt (Tab. 2).
Nur in einem Fall wird die 20. Percentile

ASPI ASPI-ASA ADP MeSAMP TRAP
[AUC]
Dynabyte 745-1381 534-1220 941-1563
Behr et al. (B) 350-1320 680-1510
Probanden 650-1225 23-251 444-1008 <536 723-1339
Patienten 104 + 80 BB £ 40 223 +£172 120+ 113 745 + 269

Tabelle 1: Referenzbereiche des Herstellers (Dynabyte), von Behr et al (6) sowie die in dieser Studie ermittelten Referenzbereiche
(Probanden). Die Mittelwerte und 1s-Bereiche der Patienten unter dualer Therapie (Clopidogrel- und Aspirin), die in dieser Studie er-

mittelt wurden, sind unter Patienten angegeben.
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Therapeutische Bereiche

Anteil Nonresponder [%]

ASPI[AUC] ADP[AUC] ASS Clopidogrel
Behr et al. (F) =320
(M) <460
v.Pape et al. =300 1
Mueller et al. =325 1
Sibbing et al. =416 11
Patienten <650 <444 1 11

Tabelle 2. Therapeutische Bereiche: Vorschldge aus der Literatur die und in dieser Studie ermittelten Bereiche (Patienten). Der Anteil

der Patienten mit Ergebnissen auBerhalb der therapeutischen Bereiche (Non-Responder) wurde mit den angegebenen Grenzen ermittelt.

vorgeschlagen (5). Wird die eigene untere
Grenze des Referenzintervalls zur Trennung
Responder/Non-Responder benutzt, so ge-
hoéren 10 Patienten (11%) zu den Non-Res-
pondern. Da in allen Fallen deutlich niedrige-
re MeSAMP-Werte gefunden wurden, sollte
durch Dosiserhdohung (oder Compliance-Ver-
besserungen) eine verringerte Aggregierbar-
keit erreicht werden, es sei denn, es lage ein
Polymorphismus im CYP 2C19 vor (7). Ein Pa-
tient konnte in vitro nicht mit MeSAMP inhi-
biert werden. Hier ist eine Mutation am ADP-
Rezeptor zu vermuten.

Bei Aktivierung mittels TRAP ist die Ag-
gregabilitat der Thrombozyten bei Patienten
unter dualer Therapie zur Thrombozytenag-
gregationshemmung systematisch niedriger
als bei den Probanden (Tab. 1), auch wenn
die Anwesenheit von GPIIb/IIIa-Inhibitoren
sicher ausgeschlossen werden konnte. Da-
mit kann durch den TRAP-Test die Anwesen-
heit von GPIIb/IIIa-Inhibitoren nicht ausge-
schlossen werden.

SCHLUSSFOLGERUNGEN

Mit dem Multiplate kdnnen sowohl die As-
pirin- als auch die Clopidogreltherapie Uber-
wacht und optimiert werden. Erforderlich
scheint eine ausfuhrliche lokale Validation
zu sein, um lokale Entscheidungs-grenzen
festlegen zu kdénnen. Welche therapeuti-
schen Bereiche flr eine ausreichende Ag-
gregations-hemmung ohne ein erhdhtes
Blutungsrisiko erreicht werden sollen, muss
durch prospektive Studien ermittelt werden.
Das Multiplate ist als POCT-System konzipiert
und gehort zur Gruppe der unit-use Gerate.
Es verflgt tUber eine elektronische Kontrolle,
die vor jeder Inbetriebnahme durchgefiihrt
werden muss. Ansatze zur Durchfiihrung von
internen und externen Qualitatskontrollen
fehlen bisher vollstandig. Auch die Aggregati-
on mittels TRAP ist als interne Kontrolle auf-
grund des Einflusses von Aspirin- und Clopi-
dogreltherapien nicht geeignet. So bleibt zur
Qualitatssicherung nur ein gut zu organisie-
render Vergleich mit anderen Standorten.
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ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen der Immuniberwachung oder
bei Entziindungen missen Leukozyten aus
dem Blutstrom in umliegendes Gewebe ge-
langen, um dort Pathogene aufzusplren und
zu eliminieren. Dazu werden die Leukozy-
ten in einer so genannten Adhasionskaska-
de aus dem Blutstrom abgefangen und be-
ginnen, auf den Endothelzellen zu rollen, bis
sie schlieBlich nach Aktivierung fest adharie-
ren und auswandern. Dabei kann es zu se-
kundarer Gewebeschddigung kommen, wenn
die Infiltration der Leukozyten ungebremst
ablauft, wie es bei entziindlichen Krankhei-
ten der Fall ist. Um die Entziindungsreaktion
therapeutisch einzudédmmen, werden gegen-
wartig Medikamente eingesetzt, die haufig
starke Nebenwirkungen zeigen. Fir eine al-
ternative Therapiestrategie, die gezielt das
Auswandern der Leukozyten adressiert, bie-
tet sich der erste Schritt der Adhasionskas-
kade als Ansatzpunkt an. Dieser wird von
dem leukozytdren Adhdsionsrezeptor L-Se-
lektin im Zusammenspiel mit seinen endo-
thelialen Liganden vermittelt.

L-Selektin ist ein Transmembranrezeptor
auf der Oberflache der Leukozyten. Mit sei-
ner C-Typ-Lektindomane bindet er an mu-
zindhnliche, sulfatierte, sialylierte und fu-
cosylierte Glykane. Die detaillierte Struktur
von L-Selektin im Komplex mit seinen Bin-
dungspartnern ist unbekannt und sollte in
der vorliegenden Arbeit aufgeklart werden.
Die Kenntnis der Kristallstruktur sollte es er-
maoglichen, in Zukunft modellgestltzt Ligan-
denanaloga und Inhibitoren zu entwickeln,
die zur antiinflammatorischen Therapie ein-
gesetzt werden kdnnen. L-Selektin ist ein
hochglykosyliertes Glykoprotein. In einem
zweiten Teil der Arbeit sollte die Struktur
und die Funktion der N-Glykane von L-Se-
lektin untersucht werden.

Um L-Selektin zu kristallisieren, muBte zu-
nachst ein Expressionssystem gefunden wer-
den, mit dem es mdglich war, L-Selektin in
einer geeigneten, funktionellen Form in aus-
reichender Menge herzustellen. Dazu wurden
verschiedene Formen eines verkiirzten L-Se-
lektins (LE) kloniert und in verschiedenen Ex-
pressionssystemen exprimiert. LE umfasste



dabei die N-terminale C-Typ Lektindomadne
und die angrenzende EGF-Domane, welche
zusammen die Ligandbindung vermitteln. LE,
das in der Hefe Pichia pastoris, in Sf9-In-
sektenzellen und in CHO-Zellen exprimiert
wurde, stellte sich aus verschiedenen Grin-
den als nicht fiur die Kristallisation geeig-
net heraus. Im HEK293Freestyle-Expressi-
onssystem konnten schlieBlich ausreichende
Mengen LE hergestellt werden. Da L-Selek-
tin ein Glykoprotein ist, das als heteroge-
ne Mischung aus verschiedenen Glykofor-
men exprimiert wurde, wurden anschlieBend
verschiedene Strategien zur Reduktion der
Glykan-Heterogenitat untersucht. Nach sys-
tematischer Mutagenese wurde eine funktio-
nelle LE-Variante gefunden, die eine weitaus
hohere Homogenitat als der Wildtyp aufwies.
Es konnte ein Protokoll etabliert werden, mit
dem dieses Protein mithilfe eines Aptamers
hochrein aus dem Kulturiiberstand gewon-
nen werden konnte. Dieses Protein konn-
te schlieBlich erfolgreich kristallisiert wer-
den. Die Aufldsung des Diffraktionsmusters
konnte von anfanglichen ~14 A& auf ~7 & ver-
bessert werden, jedoch konnte die Réntgen-
struktur bei dieser Auflésung nicht bestimmt
werden.

Um die Bindungsaffinitat rekombinanten L-
Selektins zu erhéhen, wurden neben der mo-
nomeren Form auch eine dimerisierte Form,
sowie ein Pentamer und ein Decamer konst-
ruiert. Das etablierte HEK293F-Expressions-
system wurde genutzt, um diese Konstrukte
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rekombinant zu exprimieren. Die Expressi-
on, Aufreinigung und Funktion der L-Selek-
tin-Multimere konnte erfolgreich demonst-
riert werden. Ebenso konnte gezeigt werden,
dass die Ligandbindung durch Multimerisie-
rung Uberproportional verstarkt wurde.

Zur Untersuchung der N-Glykosylie-
rung von rekombinantem L-Selektin wur-
den Glykosylierungsmutanten konstruiert,
in HEK293F-Zellen exprimiert und aufgerei-
nigt. Alle Proteine zeigten Bindungsaktivitat,
wobei die Starke der Bindung mit steigender
Anzahl von N-Glykanen tendenziell geringer
wurde. Das nichtglykosylierte LE zeigte da-
bei die starkste Bindung. Weiterhin konnte
ein positiver EinfluB der Glykane auf die Se-
kretion der LE-Varianten festgestellt werden.

Drei der Mutanten trugen jeweils nur ein
N-Glykan an jeweils unterschiedlicher Posi-
tion. Mit diesen war es mdglich, die Struktur
der N-Glykane von LE aus HEK293F-Zellen an
jeder einzelnen Position zu bestimmen. Bei
der Glykananalytik wurden unerwartete Gly-
kanstrukturen gefunden, deren Grundstruk-
turen hauptsachlich biantennar und zumeist
stark fucosyliert waren. An den Antennen
der N-Glykane waren zum GroBteil N-Ace-
tyl-Galactosamin-Reste statt der Ublicheren
Galactose-Reste verknlpft. Es konnte wei-
terhin gezeigt werden, dass diese N-Glyka-
ne mit Sulfaten modifiziert waren. Bei einem
Kontrollprotein aus demselben Expressions-
system waren vergleichbare Strukturen nicht
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nachzuweisen. Dies lieB darauf schlieBen,
dass die Aminosauresequenz von L-Selektin
Informationen enthalt, welche eine protein-
spezifische N-Glykosylierung herbeifiihren.
Die sulfatierten Glykanstrukturen sind in der
Literatur nur flr einige wenige Proteine be-
schrieben, darunter als klassisches Beispiel
die Glykoproteinhormone. Zusatzlich wurden
bei der LE-Mutante, die nur ein N-Glykan in
der ersten Position enthielt, bislang nicht be-
schriebene Glykanstrukturen identifiziert. Es
handelte sich dabei um biantennare Glyka-
ne, die jeweils an beiden antennaren N-Ace-
tyl-Glucosaminresten terminal zwei aufein-
ander folgende N-Acetyl-Galactosaminreste
besaBen. Diese Strukturen lagen sowohl sul-
fatiert als auch nicht sulfatiert vor. Zukunf-
tige Untersuchungen werden zeigen, welche
Funktion diese ungewdhnlichen Glykane ha-
ben und ob das native, l6sliche L-Selektin im
Blutserum oder auf Leukozyten ebenfalls mit
solchen Strukturen ausgestattet ist.

Die Untersuchungen legen die Grundlage
fir eine Strukturaufklarung der Bindungsdo-
mane von humanem L-Selektin mittels Kris-
tallisation und Réntgendiffraktion. Sie zeigen
weiterhin, daB die Bindungsaffinitat von L-Se-
lektin durch Oligomerisierung erhéht wird.
Durch Aufklarung der Struktur der N-Glyk-
ane von rekombinantem L-Selektin konnte
eine ungewodhnliche N-Glykosylierung von
L-Selektin nachgewiesen weren. Die N-Gly-
kane haben, wie die Bindungsstudien und
die Untersuchungen der Sekretion zeigen,

einen EinfluB auf Biosynthese und Funktion
von L-Selektin.
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HINTERGRUND

Blutzellen und Blutplasma beinhalten eine
groBe Informationsflille Gber die Funktions-
weise aller Gewebe und Organe des mensch-
lichen Kérpers. Ein Hauptinteresse von La-
bor- und Transfusionsmedizin sowie der
klinischen Forschung besteht deshalb da-
rin, alle zellularen Blutbestandteile prazi-
se, schnell und kostengiinstig zu analysie-
ren. Neben Daten, die in der Proteom- und
Genomforschung generiert werden, erwei-
tert die Lipidomik den bisherigen Wissens-
stand Uber die Funktion der Blutzellen. Das
Ziel dieser Arbeit war es, das Lipidom der
unterschiedlichen Blutzellen von humanen,
gesunden Spendern zu untersuchen, spezi-
fische Unterschiede der einzelnen Blutzellty-
pen herauszuarbeiten und in Beziehung zu
ihrer Funktion zu stellen.

METHODEN UND ERGEBNISSE / DISKUSSION

Im ersten Teil der Arbeit wurden die Lipi-
de der Blutzellen (Monozyten, Lymphozyten,
Granulozyten, Thromboyzten und Erythrozy-
ten) von gesunden Spendern mit Hilfe von
Elektronenspray-lonisations-Tandem-Mas-

senspektrometrie (ESI-MS/MS) untersucht.
Dabei konnten bemerkenswerte Unterschie-
de zwischen den einzelnen Blutzelltypen
mit einer einzigartigen Lipidklassen- und Li-
pidspeziesverteilung ermittelt werden. Die
beiden dominierenden Lipidklassen waren
Phosphatidylcholin (PC) und freies Choles-
terin (FC) mit zelltypischen PC/FC Verhalt-
nissen als Marker fir Membranfluiditat (1.9
fir Monozyten, 1.3 fir Lymphozyten, 1.1 fur
Granulozyten, 0.8 flir Thrombozyten und 0.3
fur Erythrozyten). Neben einem 3-fach er-
héhten Anteil von Ceramid (Cer) von 2.6
mol% konnte in Granulozyten ebenfalls der
hoéchste Prozentsatz von Phosphatidyletha-
nolamin-basierten Plasmalogenen sowie ein
geringerer Gehalt von mehrfach ungesattig-
ten Lipidspezies (= 3 Doppelbindungen) im
Vergleich zu den anderen Blutzellen festge-
stellt werden. Erythrozyten dagegen wiesen
eine auffallende Verschiebung der Glycero-
phospholipid-Kettenldnge auf. In Thrombo-
zyten wurde ein starker Anstieg von Chole-
sterinestern (CE) detektiert, zusammen mit
einem 4-fach erhohten Anteil der CE Spezi-
es 18:2 (Linolsaure), die insgesamt 55 mol%
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aller CE Spezies in Thrombozyten ausmacht.
DarlUber hinaus konnte dieselbe charakteris-
tische CE Spezies Verteilung von Thrombo-
zyten auch in Plasma und den dazugehori-
gen Lipoproteinen gefunden werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden deshalb
die Thrombozyten ausgewahlt, um deren Li-
pidzusammensetzung und —entstehung noch
genauer im Detail zu untersuchen. Als Stu-
dienobjekt wurden 50 Thrombozytenaphe-
reseprodukte gesammelt, die fiir 5 Tage bei
22°C unter standigem Schiitteln gelagert
wurden. Dieses Zeitlimit wurde deshalb ge-
wahlt, da die Gesetzeslage den Gebrauch von
langer als 5 Tage gealterten Produkten in der
Transfusionsmedizin untersagte. Wahrend
der Lagerungszeit ging der Gesamtlipidge-
halt der Thrombozyten um 10 Prozent zurlick
wahrend der des Plasmas um 5% anstieg.
Bei einer genaueren Analyse der einzelnen
Sphingolipide konnte ein signifikanter Riick-
gang von 63% Sphingosin, 78% Sphinga-
nin, 68% Sphingosylphosphorylcholin, 55%
Sphingosin-1-Phosphat und 89% Sphinga-
nin-1-Phosphat zwischen einem frischen und
5 Tage gealtertem Thromboyztenprdperat
festgestellt werden. Diese Ergebnisse liefern
vollig neue Erkenntnisse Uber den Sphingoli-
pid-Metabolismus im Blutplattchen, der wah-
rend der Thrombozytenalterung hauptsach-
lich von einer verstarkten Cer-Bildung um
69% gekennzeichnet war. Im Fall von Glyce-
rophospholipiden und Sterol konnten eben-
falls interessante Veranderungen wahrend

der Blutproduktlagerung nachgewiesen wer-
den. In Thrombozyten wurde ein Anstieg von
32% Lysophosphatidylcholin (LPC) und 49%
CE sowie ein Abfall von 10% FC detektiert,
im dazugehorigen Plasma wurde ebenfalls
ein Anstieg von 43% LPC und 14% CE ge-
messen, kombiniert mit einem Riickgang von
20% PC und 24% FC. Damit verbundene, si-
gnifikante Lipidspeziesveranderungen konn-
ten flir Phosphatidylserin, Cer und LPC in
den Thrombozytenprodukten wahrend der
Alterung nachgewiesen werden. Des weite-
ren konnten interessante Zusammenhange
zwischen dem Plasma und dem Zellkompar-
timent herausgearbeitet werden. Die Da-
ten lieferten einen klaren Beweis flir eine
stattfindende Veresterungsreaktion im Plas-
ma der Thrombozytenkonzentrate, kataly-
siert von Lecithin-Cholesterin-Acyltransfe-
rase (LCAT). Korrelationsberechnungen und
Lipidspeziesverteilungen wiesen darauf hin,
dass die stattfindenden Lipidveranderungen
im Plasma wahrend der Lagerung einen Ein-
fluss auf die Lipidkomposition der Throm-
bozyten hatten, insbesondere auf die CE
Spezies, worauf die charakteristischen Li-
pidverteilungen in beiden Kompartimenten
zurlckzuflihren sind.

FaziT

Letztendlich konnte in dieser Arbeit ge-
zeigt werden, dass die lipidomische Analyse
der menschlichen Blutzellen durch Anwen-
dung von ESI-MS/MS zu zahlreichen, neuen,



interessanten Ergebnissen flhrt, die helfen,

die Blutbestandteile in Zukunft besser zu ver-

stehen. Darilber hinaus kénnen die erzielten

Ergebnisse als Referenz fiir weitere Blutzell-

studien bei verschiedenen Patientenkohorten

dienen und damit neue Méglichkeiten fir die

Arznei- und Biomarkerentwicklung bei Blut-

zellen, vor allem in den praklinischen und

frihklinischen Stadien, er6ffnen.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
das antifibrotische Potential von Mycopheno-
lat-Mofetil bzw. seines aktiven Metaboliten
Mycophenolsaure in vitro unter Verwendung
von renalen Fibroblasten und in vivo anhand
COL4A3-defizienter Mause als Modell fir eine
progrediente renale Fibrose untersucht.

Die in-vitro-Experimente bestatigten die
inhibitorische Wirkung von MPA sowohl auf
die Fibroblastenproliferation als auch auf die
Fibroblastenfunktion hinsichtlich ihrer Fahig-
keit zum Wundverschluss und zur Kollagen-
Kontraktion. Es konnte gezeigt werden, dass
die Wirkung von MPA auf die Fibroblastenpro-
liferation durch die Zugabe von Guanosin/8-
Aminoguanosin vollstandig reversibel ist. Mit-
tels des Wundverschluss-Assays konnte die
inhibitorische Wirkung von MPA auf die Moti-
litat der Fibroblasten nachgewiesen werden.
MPA flihrte hierbei zur zeit- und dosisabhan-
gigen verzdgerten Wundheilung. Die Zuga-
be von Guanosin/8-Aminoguanosin bewirk-
te wiederum eine weitestgehend vollstandige

Aufhebung der Wirkung von MPA. Im Rah-
men des Kollagen-Kontraktions-Assays, bei
dem die Auswirkungen von MPA bezliglich ei-
ner veranderten Kontraktion der extrazellu-
laren Matrixbestandteile untersucht wurde,
bestatigte sich ebenfalls das hemmende Po-
tential von MPA auf die Fibroblastenfunktion.
Im Gegensatz zu den vorherigen Experimen-
ten konnte hier allerdings der MPA-vermittel-
te Effekt durch die Zugabe von Guanosin/8-
Aminoguanosin nicht antagonisiert werden.
Bis dato wird angenommen, dass die Wirkun-
gen der Mycophenolsaure allein auf die Hem-
mung der de-novo-Synthese der Purinbasen
durch Blockierung des Schliisselenzyms Ino-
sinmonophosphat-Dehydrogenase zuriickzu-
fiihren sind. Hier konnte jedoch der Effekt
des MPA auf die Kontraktionsfahigkeit der
Fibroblasten nicht durch Guanosin/8-Ami-
noguanosin aufgehoben werden. Dies im-
pliziert erstmals eine mdégliche IMPDH-un-
abhdngige Wirkung der Mycophenolsaure.
Allerdings konnte dieser IMPDH-unabhangi-
ge Effekt auf die Expression profibrotischer



Gene und Proteine mehrheitlich nicht besta-
tigt werden. Eine signifikant IMPDH-unab-
hangige Wirkung von MPA auf eine veran-
derte CTGF-Genexpression zeigte sich nur
nach den ersten 6 h. Im weiteren Verlauf
verliefen die MPA-bedingten Effekte wiede-
rum IMPDH-abhangig. Des Weiteren flhrte
MPA erstaunlicherweise initial zu einer sup-
primierten Genexpression von CTGF, spater
jedoch zur gesteigerten Expression. Insge-
samt waren die Ergebnisse der Expression
profibrotischer Gene zum Teil konform, zum
anderen Teil jedoch gegensatzlich zu dem
heutigen Erkenntnisstand. Daher ist anzu-
nehmen, dass im Rahmen der Fibrogenese
die Regulierung der Genexpressionen um ein
Vielfaches komplexer zu sein scheint als all-
gemein bisher angenommen. Weiterfiihrende
Untersuchungen zur Erforschung der Fibro-
genese sollten vor allem die Wachstumfak-
toren TGFB und CTGF, aber auch TGFB-un-
abhangige Signalwege beinhalten.

Die in-vivo-Experimente zur Untersuchung
der antifibrotischen Wirkung von MPA erfolg-
ten an homozygot COL4A3-defizienten Mau-
sen, welche als Modell flir eine progrediente
renale Fibrose analog zum humanen Alport-
Syndrom dienten. Die tagliche gewichts-
adaptierte Gabe von MMF ab der 6. Woche
postnatal bewirkte keine Verlangerung der
Uberlebenszeit der behandelten Versuchstie-
re gegenlber der Placebo-Gruppe (p>0,05,
Log-Rang-Test). Ebenso lieB sich keine Kor-
relation zwischen den im Serum gemessenen
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MPA-Konzentrationen und der Uberlebens-
zeit der Versuchstiere feststellen (p>0,05,
Spearman-Rangkorrelation). Allerdings re-
sultierte der hochdosierte Einsatz von MMF
in einer deutlich abgeschwachten tubuloin-
terstitiellen Fibrose und in signifikant nied-
rigeren Kreatinin- und Harnstoff-N-Konzent-
rationen im Vergleich zu den unbehandelten
Versuchstieren (p<0,05, Mann-Whitney-U-
Test). So bewirkte beispielsweise die Hochdo-
sisgabe von MMF eine um 54,2 % niedrigere
mittlere Kreatinin-Konzentration und eine um
60,5 % niedrigere mittlere Harnstoff-N-Kon-
zentration im Vergleich zur Placebo-Grup-
pe. Daher ist von einer verbesserten Nie-
renfunktion durch die Behandlung mit MMF
auszugehen. Weiterhin lieB sich eine hochsi-
gnifikante reziproke Korrelation zwischen den
MPA-Konzentrationen und den Serum-Kre-
atinin-Konzentrationen feststellen (p<0,01,
Spearman-Rangkorrelation).

Die Behandlung mit MMF bewirkte demnach
keine Lebenszeitverldangerung, dennoch re-
sultierte die Hochdosistherapie in einer ver-
minderten tubulointerstitiellen Fibrose und in
einer verbesserten Organfunktion verdeut-
licht durch die niedrigeren Retentionspara-
meter Kreatinin und Harnstoff-N, wobei kein
Effekt auf die Proteinurie festgestellt werden
konnte. Weitere Untersuchungen zur Erfor-
schung der antifibrotischen Effekte von MMF,
gegebenenfalls in Kombination mit anderen
antifibrotisch wirksamen Medikamenten wie
beispielsweise ACE-Hemmern, erscheinen
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vielversprechend. Weiterfihrende klinische

Studien sind notwendig, um zu eruieren, in-

wiefern MMF einen potentiellen Ansatz zur
Behandlung der progredienten renalen Fib-
rose, dem lebenslimitierenden Endzustand

zahlreicher Erkrankungen mit fortschreiten-

dem Krankheitsgeschehen, darstellt.
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Untersuchungen zur Bioaktivitat von molekularen Isoformen des Resistins
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Heine CoNsTANZE SopHIA, Leipzig

Die Pravalenz von Adipositas und Adipo-
sitas-assoziierten Erkrankungen steigt welt-
weit bei Erwachsenen und Kindern drama-
tisch an. Die medizinischen, sozialen und
wirtschaftlichen Folgen dieser Erkrankun-
gen sind gravierend und betreffen sowohl die
individuelle Gesundheit als auch die Finan-
zierbarkeit des Gesundheitssystems.

Die enge Assoziation von Adipositas und In-
sulinresistenz ist seit langem bekannt. Wa-
rum die Erkrankungen aber haufig gemein-
sam auftreten, ist nur unvollstandig geklart.
Als 2001 Resistin als neues Adipozytokin be-
schrieben wurde, hoffte man das fehlende
Bindeglied zwischen Adipositas und Insulin-
resistenz gefunden zu haben. Wahrend Re-
sistin bei Mausen als Insulinantagonist wirkt,
sprechen aktuelle Studien beim Menschen
nur flr eine schwache Beziehung zwischen
Resistin und Insulinsenstitivitat. Stattdes-
sen belegen immer mehr Forschungsergeb-
nisse, dass Resistin beim Menschen eine Rol-
le innerhalb Entziindungsreaktionen spielt.

Einen entscheidenden Beitrag zur Erfor-
schung des humanen Resistins leisteten

Gerber et al. (1) mit der Beschreibung ver-
schiedener molekularer Resistinisoformen im
menschlichen Serum. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es diese Resistinisoformen hin-
sichtlich ihrer Wirkung und Funktion weiter
zu charakterisieren.

Daflir wurden im Zellkulturexperiment an
Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HU-
VEC-Zellen) umfangreiche Untersuchungen
zur Wirkung von Resistin durchgefiihrt. Da-
bei gelang es ein Resistin-abhangig produ-
ziertes Protein zu identifiziert. Nach Stimu-
lation der HUVEC-Zellen mit Resistin wurde
eine konzentrations-abhangige Freisetzung
des Macrophage Inflammatory Proteinl-beta
(MIP1-B) dokumentiert. Mit Hilfe von MIP1-8
konnten anschlieBend die verschiedenen Iso-
formen des Resistins hinsichtlich ihrer Bio-
aktivitat untersucht werden. Es erfolgte die
Auftrennung des humanen recombinanten
Resistins mit Hilfe der GroBenausschluB-
chromatographie und der Einsatz der Resis-
tinisoformen im Zellkulturexperiment. Nach
der Stimulation der HUVEC-Zellen mit Resis-
tin mit niedrigem Molekulargewicht war eine
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signifikant héhere MIP1-B-Freisetzung zu be-
obachten. Damit bestatigen die in dieser Ar-
beit durchgefiihrten Experimente die Hypo-
these, dass humane Resistinisoformen mit
niedrigem Molekulargewicht eine deutlich ho-
here Bioaktivitat im Vergleich zu hochmole-
kularen Formen haben.

Dissertation
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Der RIA der Firma Labor Diagnostika Nord
GmbH & Co. KG (Nordhorn, Deutschland)
zeigt eine hohe diagnostische Sensitivitat
und Spezifitat bei der Bestimmung der frei-
en Metanephrine im Plasma. Der Einsatz des
Kits bei Patienten mit dem Verdacht auf ein
Phdochromozytom erscheint nach Datenla-
ge dieser Studie eine sinnvolle diagnostische
Option, die gegenliber anderen Methoden
(u. a. HPLC, GC-MS) einige Vorteile aufweist:

= Der RIA ist relativ zeitnah durchzufiihren,
kostenglinstig und dadurch breit verflig-
bar.

= Die exakte Analyse der freien Plasma-
metanephrine ist auch bei Patienten mit
Komorbiditaten (z.B. Niereninsuffizienz)
moglich.

= Eine genaue Bestimmung der freien Plas-
mametanephrine im Blut ist durch die
schnell und einfach zu realisierende Pro-
benasservierung auch im ambulanten Be-
reich maoglich.

Es konnte keine Korrelation zwischen dem
Lebensalter der Patienten und der Hohe der
Plasmametanephrinwerte festgestellt wer-
den. Dahingehend ist eine altersspezifische



Anpassung der Grenzwerte der freien Plas-
mametanephrine nicht notwendig.

Die freien Plasmametanephrine mittels RIA
scheinen fir das postoperative Follow-up ge-
eignet zu sein. Ein rascher postoperativer
Abfall des Normetanephrin und Metaneph-
rin einhergehend mit einer deutlichen kli-
nischen Verbesserung der Symptomatik ist
bei den meisten benignen Verlaufen zu be-
obachten. Bei einem malignen Phaochromo-
zytom scheinen die freien Plasmametane-
phrine auch im weiteren Verlauf erhéht zu
bleiben. Die Daten dieser Studie sind jedoch
auf Grund einer zu geringen Patientenanzahl
nur eingeschrankt aussagekraftig. Weitere
Untersuchungen missen deshalb zur Beant-
wortung dieser Fragestellung erfolgen.

Auf Grund der Ergebnisse dieser Studie ist
eine Beeinflussung der Plasmametanephrin-
werte durch Erkrankungen wie arterielle Hy-
pertonie, Niereninsuffizienz oder Diabetes
mellitus unwahrscheinlich bzw. nur in gerin-
gem MaBe vorhanden. Jedoch scheint eine
Interferenz des RIA mit antihypertensiven
Medikamenten wie Clonidin oder Moxonidin
maoglich. Hier sind weitere Untersuchungen
noétig, um diesen Verdacht zu bestatigen oder
auszuschlieBen.

In dieser Arbeit zeigte sich weiterhin, dass
auch ohne das Befolgen spezifischer Ver-
haltensregeln vor der Blutentnhahme (z.B.
nachtliche Nahrungskarenz, Entnahme des
Blutes aus einer Venenverweilkanule) keine
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vermehrten falsch-positiven Messergebnis-
se auftreten.

Der getestete RIA bietet sich somit fiir den
Einsatz in der Routinediagnostik des Phao-
chromozytoms an, wodurch verbesserte Aus-
sagen zum Ausschluss bzw. zur Bestatigung
der Anwesenheit des Tumors maoglich wer-
den.
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Habilitationen

Multiparametrische Analytik mit Tandem-Massen-Spektrometrie,
eine Herausforderung fir die moderne Labormedizin

Dr. Uta CecLAREK, Medizinische Fakultat, Universitat Leipzig

1. EiNLEITUNG

Die Kopplung der Flissigchromatographie
mit der Tandem-Massenspektrometrie (LC-
MS/MS) hat neue Wege in der klinisch-che-
mischen Diagnostik erdffnet. Die hervorra-
gende Richtigkeit und Reproduzierbarkeit
der Messergebnisse sowie die kostengiins-
tig durchzufiihrende Analytik mit LC-MS/MS
bieten groBe Vorteile. Limitierungen liegen
jedoch in der anspruchsvollen wissenschaft-
lichen Entwicklung geeigneter Methoden, die
fur die klinische Medizin und systembiologi-
sche Betrachtungen notwendigen Multipa-
rameteranalysen erlauben. Ziel der in der
vorliegenden Habilitationsschrift zusammen-
gefassten Arbeiten war es daher, neue mas-
senspektrometrische Verfahren fir klinisch
relevante Metabolitenklassen und die Analy-
se des humanen Metaboloms zu entwickeln
und zu validieren.

2. MULTIPARAMETRISCHE ANALYTIK VON EXO-
GENEN UND ENDOGENEN METABOLITEN IN HU-
MANEN KORPERFLUSSIGKEITEN

Die Forderung nach neuen spezifischen Ana-
lysenverfahren fir das Therapeutische Drug-
monitoring (TDM) von Immunsuppressiva

fuhrte zu einer Entwicklung einer prazisen
und genauen analytischer LC-MS/MS-Me-
thode, die eine simultane Quantifizierung
von Cylcosporin A, Tacrolimus, Sirolimus
und Everolimus ermdglicht und somit dem
in der Transplantationsmedizin zunehmend
verwendeten Multi-Drug-Regimen gerecht
wird. Die entwickelte LC-MS/MS Methode er-
laubte erstmals eine Quantifizierung aller 4
Immunsuppressiva aus nur 50 pl Vollblut in
einer Gesamtanalysenzeit von 3 min (1). Mit
Hilfe einer zweidimensionalen chromatogra-
phischen Trennung konnte die massenspek-
trometrische Methode fir die Bestimmung
von Immunsuppressiva fur die Analytik von
Mycophenolsaure aus EDTA-Plasma bei einer
Verlangerung der Analysenzeit auf 5 min er-
weitert werden (2).

In der weiteren Methodenentwicklung wur-
de gepriift, ob die Kombination von integrier-
ter Probenvorbereitung mit massenspektro-
metrischen Analysenverfahren die simultane
Analytik von klinisch relevanten Steroidhor-
monen erlaubt. Da die verschiedenen Zwi-
schenstufen der Steroidbiosynthese zum Teil
Strukturisomere sind und massenspektro-
metrisch nicht differenziert werden kénnen,



wurde eine schnelle chromatographischen
Trennung der isobaren Substanzen in die
Methode integriert. Durch Anwendung einer
monolithischen Trennsaule wurden 12 kli-
nisch relevante Steroidhormonen innerhalb
1.5 min chromatographisch getrennt. In Ver-
bindung mit einer online SPE und nachfolgen-
der Atmospharendruck-Chemische Ionisation
(APCI)-MS/MS konnten aus nur 100 pl Serum
die Steroidhormone DHEAS, Cortisol, 11-De-
oxycortisol, Androstendion, Testosteron, 17-
OHP und Progesteron in 4 min simultan quan-
tifiziert werden (3). Die Vergleichsmessungen
fir Cortisol und Testosteron zeigten eine her-
vorragende Ubereinstimmung mit immuno-
logischen Standardverfahren (4).

Eine Substanzklasse, die den Steroiden
strukturell verwandt ist, sind Phytostero-
le und Cholesterinmetabolite. Phytosterole
werden ausschlieBlich Uber die Ernahrung
vom menschlichen Organismus aufgenom-
men. Neben ihrer Rolle als Marker flr die
Steroladsorption werden sie auch als unab-
hangige Risikofaktoren flr die Atherosklero-
se diskutiert. Um Phytosterolkonzentratio-
nen in groBen populationsbasierten Studien
messen zu kénnen, wurde das Potential der
LC-MS/MS flr die Analytik von Sterolen un-
tersucht. Erstmals wurde die Atmospha-
rendruck-Photoionisation (APPI) fur die Io-
nisation von Sterolen eingesetzt. Hiermit
konnte eine bis zu 250fach bessere analyti-
sche Sensitivitat erzielt werden, als mit der
bisher fur die Quantifizierung genutzten GC/
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MS Methodik. Die Probenvorbereitung wurde
auf einen einfachen Verdinnungs- und Pro-
teinfallungsschritt reduziert, um freien und
verestertes Brassicasterol, Campesterol, Si-
tosterol, Stigmasterol, Cholesterin und Lano-
sterol aus nur 10 pl Serum innerhalb 5 min
zu analysieren (5).

Stérungen der Fettsaurenoxidation und des
Aminosaurenstoffwechsels kdnnen bereits
bei Neugeborenen zu schweren irreversiblen
geistigen und korperlichen Schaden fuhren.
Mit dem Einsatz der Tandem-Massenspektro-
metrie ist es moglich, die prasymptomatische
Diagnostik im Rahmen des erweiterten Neu-
geborenenscreening auf diese Stoffwech-
selstérungen auszudehnen. Eine ESI-MS/MS
Methode wurde entwickelt, die eine simulta-
ne Bestimmung von freiem Carnitin und Acyl-
carnitinen aus nur 10 pl Urin als Konfirma-
tionsdiagnostik positiver Screeningbefunde
ermaoglichte (6).

3. DiaGNOsTISCHER NUTZEN MULTIPARAMET-
RISCHER ANALYTIK MIT LC-MS/MS am Bel-
SPIEL DES NEUGEBORENENSCREENINGS

Seit Uber 10 Jahren wird die Tandem-Mas-
senspektrometrie flr das erweiterte Scree-
ning auf angeborene Stoffwechseldefekte
eingesetzt (7). Automatisierbarkeit, kur-
ze Analysenzeiten (1.5 min) und die dar-
aus resultierende hohe Probenkapazitat
bei geringen Analysekosten pradestinier-
ten dieses Messverfahren flr die Durch-
fihrung von Screeninguntersuchungen aus
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Trockenblutproben. In den Analysen zur Wer-
tigkeit der Phenylalanin/Tyrosin-Ratio flir das
NGS auf Phenylketonurie (PKU) wurde ge-
zeigt, dass die Zahl falsch positiver Befun-
de von 1.4% auf 0.2% sank. Darlber hin-
aus ermoglichte die Hohe der Phe/Tyr-Ratio
unabhangig von der Ernahrung eine Diffe-
renzierung zwischen behandlungsbedurfti-
ger PKU und nichtbehandlungsbeddurftiger
Hyperphenylalaninamie (8). Die Untersu-
chungen zur Wertigkeit einer erhdhten Ty-
rosinkonzentration fir Neugeborenenscree-
ning auf Tyrosinamie Typ I zeigten hingegen,
dass sowohl Tyrosin als auch die Metaboliten-
Ratios Tyrosin/Serin und der Fischer-Quo-
tient (Verhaltnis [Leuzin-Isoleuzin+Valin]/
[Phenylalanin+Tyrosin]) nicht fir die pra-
symptomatische Detektion einer hepatore-
nalen Tyrosindamie Typ I geeignet sind (9).
Die Beispiele der Verwendung von Metabo-
liten-Ratios im Rahmen des Neugeborenen-
screenings zeigen, dass die multiparametri-
sche Diagnostik entsprechend den klinischen
Fragestellungen validiert werden muss, be-
vor diese fir die klinisch-chemische Diagnos-
tik eingesetzt werden kénnen.

4, UNTERSUCHUNG DES HUMANEN METABOLOMS
MIT TANDEM-MASSENSPEKTROMETRIE

Mit der Untersuchung von Metabolitenpro-
filen, die lebenswichtige zelluldre Prozesse,
wie Signalibermittlung und Energiehaus-
halt reflektieren, wird der systembiologi-
sche Einblick in die Entstehung pathophy-
siologischer Prozesse ermdoglicht. Neben der

Quantifizierung von bekannter Metaboliten
ist die Identifizierung unbekannter Analy-
ten von groBem Interesse. Wahrend die LC-
MS/MS hier nur sehr eingeschrankt genutzt
werden kann, bietet die Quadrupol-Linea-
re Ionenfalle (QTrap-MS) Hybridtechnologie
die Moglichkeit, Uber die Fragmentspektren
Strukturinformationen zu unbekannten Me-
taboliten zu erhalten. Im Rahmen der Arbeit
konnte gezeigt werden, dass die Anwendung
der QTrap-MS fir die Identifizierung von Pro-
staglandinen anhand der charakteristischen
Fragmentspektren hervorragend geeignet ist
(10). Somit ermdéglicht die QTrap Technolo-
gie erstmals auch ,non-target" Metabolom-
untersuchungen auf Basis der LC-MS/MS.

In Kooperation mit dem Helmholtz-Zent-
rum Minchen wurden in einer epidemiolo-
gischen Querschnittsstudie Phytosterole als
Marker der enteralen Sterolresorption und
Lanosterol als Marker der endogenen Cho-
lesterinresorption bei 4222 Probanden ana-
lysiert. Erste Ergebnisse zeigten, dass in der
normalen Bevolkerung die Hohe des BMI un-
abhangig von anderen Risikofaktoren flir das
metabolische Syndrom positiv mit Lanosterol
als Marker der Cholesterinsynthese und ne-
gativ mit Phytosterolen als Marker der Ste-
rolresorption korreliert (11). Diese war in der
normalen Bevdlkerung bisher nicht bekannt.
AuBerdem wurde in ersten vorlaufigen Er-
gebnissen eine enge Assoziation von einer
erhdhten Phytosterolkonzentration mit dem
Auftreten der koronaren Herzerkrankung ge-
funden (12).



Systematischen Untersuchungen des hu-
manen Metaboloms zeigen, dass der Einfluss
von Ernahrung und koérperlicher Aktivitat im
Stoffwechsel glykogener und ketogener Ami-
nosauren sowie aktivierte Fettsduren bei ge-
sunden Probanden durch MS/MS Analytik
deutlich erkennbar ist (13).

5. ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen der Habilitationsarbeit wurden
neue Methoden der Tandem-Massenspektro-
metrie entwickelt, die jetzt an der Schwelle
zur klinischen Applikation stehen oder bereits
klinisch genutzt werden. Fur die Laborme-
dizin eroffnet sich damit die Moglichkeit,
oft wenig spezifische immunologische Ein-
zeltests durch genaue und prazise massen-
spektrometrische Verfahren zu ersetzen. Die
sorgfaltige Validierung praanalytischer und
analytischer Einflussfaktoren sowie der dia-
gnostischen Wertigkeit multiparametrischer
Analytik stellt die Voraussetzung fur eine An-
wendung in der klinisch-chemischen Rou-
tinediagnostik dar. Dartber hinaus kénnen
Stoffwechselwege simultan und umfassend
in einer Analyse quantitativ erfasst werden,
so dass systembiologische Untersuchungen
moglich werden. Mit der Vielzahl innovativer
Applikationen und der fortschreitenden Auto-
matisierbarkeit der Analysentechnik wird die
Massenspektrometrie in der modernen La-
bordiagnostik zuklinftig fest integriert sein
und helfen, den ndachsten Schritt in Rich-
tung individualisierte Diagnostik und Thera-
pie zu gehen.
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Habilitation

VERFASSER:

PD Dr. Uta CEGLAREK
Universitatsklinikum Leipzig
Institut flr Laboratoriumsmedizin,
Klinische Chemie und Molekulare
Diagnostik

Liebigstr. 27

04103 Leipzig

Peptidomanalytik mit MALDI-TOF Massenspektrometrie
- Von der Praanalytik zur klinischen Diagnostik

Dr. MarTIN FiEDLER, Medizinische Fakultat, Universitat Leipzig

Die rasante Entwicklung der Peptidom-
analytik mit Hilfe der Massenspektrometrie
eroffnet neue Perspektiven fir die Identifi-
zierung bisher unbekannter krankheitsasso-
ziierter Zielmolektle und Signalkaskaden. Al-
lerdings stellen die Dynamik des Proteoms
bzw. Peptidoms, Matrixeffekte und der weite

Konzentrationsbereich kleiner Proteine und
Peptide im Blut und in anderen humanen Pro-
ben besondere Anforderungen an die Analy-
tik. Neue bioinformatische Methoden der Da-
tenanalyse sowie spezielle Studiendesigns
sind erforderlich, um aus den komplexen Pro-
teom- und Peptidomdaten medizinisch nutz-
bare Ergebnisse zu extrahieren sowie das



Problem des , multiple testing" und der ,fal-
se positives" zu reduzieren.

Ziele der Habilitationsarbeit waren:

1.) die systematische Analyse praanalyti-
scher Stdérfaktoren und die Entwicklung von
Standardprotokollen flir die Peptidomanaly-
tik von Serum, Urin und Liquor zur Minimie-
rung der analytischen Varianz

2.) die Untersuchung des Serumpeptidoms
und die Identifizierung neuer Biomarker flr
das Pankreaskarzinom zur sicheren Diffe-
renzierung zwischen Gesunden und Tumor-
patienten.

Die Peptidomanalytik erfolgte mit der Ma-
trix-assistierten Laserdesorptions/Ionisa-
tions-Time-of-Flight Massenspektrometrie
(MALDI-TOF MS) nach Fraktionierung der
Proben mit Hilfe magnetischer Tragerpartikel
(MB) unterschiedlicher Oberflachenfunktio-
nalitédt (MB-HIC C8, MB-IMAC Cu, MB-WCX).
Zudem wurden sensitive bioinformatische
Verfahren zur Auswertung der komplexen
Studiendaten neu entwickelt und die identi-
fizierten Peptide immunologisch verifiziert.

Als Ergebnis der systematischen praana-
lytischen Analysen konnte ein wesentlicher
Einfluss von Storfaktoren wie Lagerungsbe-
dingungen, Einfrier-/Auftauzyklen, Antiko-
agulantien, Temperatur, pH etc. auf die Pepti-
domanalytik humaner Proben nachgewiesen
werden. Auf der Basis dieser Resultate wur-
den erstmals spezifische Standardprotokolle

AUS DEM MITGLIEDERKREIS

flr die medizinische Peptidomanalytik von
Serum, Urin und Liquor entwickelt, um die
Varianz der Ergebnisse zu minimieren. Im
Rahmen einer klinischen Studie (Chirurgische
Universitatskliniken Leipzig und Heidelberg;
60 Kontrollpersonen, 60 Patienten mit Pan-
kreaskarzinom und 26 Patienten mit Pank-
reatitis), wurden das neu entwickelte praan-
alytische Standardprotokoll und eine durch
unsere Arbeitsgruppe gemeinsam mit der FU
Berlin etablierte Analysesoftware (,proteo-
mics.net") eingesetzt. Unter Anwendung ei-
nes Studiendesigns mit externer Validation
gelang es uns erstmals den Massenpeak m/z
3884 im Serum als Peptidmarker des Pank-
reaskarzinoms zu detektieren. ROC- (Recei-
ver Operating Characteristic) Analysen erga-
ben, dass die zusatzliche Bestimmung dieses
Kandidatenpeaks die Sensitivitat und Spezi-
fitat der labormedizinischen Tumordiagnos-
tik in Verbindung mit den etablierten Tumor-
markern CA 19 9 und CEA deutlich erhéht.
Der Kandidatenpeak konnte von uns als Frag-
ment von Plattchenfaktor 4 identifiziert und
mit einem spezifischen ELISA an einer Pati-
entenkohorte validiert werden.

Die Ergebnisse der Habilitationsschrift un-
terstreichen das Zukunftspotential der Pep-
tidomanalytik in der Klinischen Chemie und
Laboratoriumsmedizin fir die Entdeckung
neuer krankheitsassoziierter Marker. Aktuell
werden die massenspektrometrischen Ver-
fahren weiterentwickelt, um mit hoher Sen-
sitivitat und Spezifitat Peptide und Proteine
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aus Kandidatenloci genomweiter Studien des
Lipidstoffwechsels und der Koronaren Herz-
erkrankung (Leipziger Herzstudie) zu iden-
tifizieren und quantifizieren. Spater werden
Untersuchungen der umwelt- und lebens-
stilassoziierten Krankheiten der LIFE-Studie
folgen. Wir hoffen, dadurch eine nachhalti-
ge Vernetzung der Genom- und Peptidom-
analytik zur Aufklarung der pathophysiolo-
gischen Basis und der ungeklarten Varianz
haufiger Zivilisationskrankheiten zu errei-
chen. Die in der Habilitationsschrift darge-
legten praanalytischen Bedingungen der La-
bormedizin und die klinische Anwendung am
Beispiel des Pankreaskarzinoms bieten hier-
fir die entscheidende Grundlage.
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= Fiedler GM, Peptidomanalytik mit MALDI-TOF
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DGKL-Symposium und Anwendertreffen der AG LC-MS/MS

Mannheim, 01.-02.10.2010

Wie bereits im Vorjahr flihrte die Arbeits-
gruppe LC-MS/MS der DGKL ihr jahrliches
Anwendertreffen im Anschluss an die Jahres-
tagung der DGKL 2010 in Mannheim durch.
Unter der wissenschaftlichen Leitung von
Pror. DRr. Vogeser (Minchen) und Frau PD.
Dr. Uta CecLArRek (Leipzig) veranstaltete die
AG LC-MS/MS im Rahmen der Jahrestagung
der DGKL auBerdem ein Symposiums mit
dem Thema , LC-MS/MS: Schlisseltechnolo-
gie der Biomarker-Quantifizierung". Erfreu-
licherweise stieB das DGKL-Symposium, auf
dem neue Entwicklungen massenspektrome-
trischer Verfahren fiir metabolom- und pro-
teomweite Untersuchungen sowie ein Up-
date zur endokrinologischen Diagnostik mit
LC-MS/MS im Mittelpunkt standen, auf eine
gute Resonanz bei den Tagungsteilnehmern.

Ebenso war das am Samstag stattfinden-
de Anwendertreffender Arbeitsgruppe LC-
MS/MS, welches in diesem Jahr von Dr.
RuperT ScHrREINER (Heidelberg) organisiert wur-
de, wieder sehr gut besucht. Uber 70 Teil-
nehmer aus den verschiedensten Instituti-
onen und medizinischen Laboren kamen zu
dem Erfahrungsaustausch, um neue Appli-
kationen und Gerateentwicklungen auf dem
Gebiet der LC-MS/MS kennenzulernen und
zu diskutieren. Wahrend am Vormittag im
Workshop I (Moderation DRr. RuPERT SCHREINER)
den Herstellerfirmen die Mdglichkeit gegeben
wurde, neue instrumentelle Entwicklungen
(z.B. hochauflésende Massenspektrometrie)

und massenspektrometrische Applikatio-
nen, wie die Analytik von Metanephrinen
und 1,25 Dihydroxy-Vitamin D3 aus Plasma
vorzustellen, ging es im Workshop 2 (Mo-
deration Pror. MicHAEL VogEeser, Mlinchen)
um praktische Aspekte, wie im Vortrag von
Herrn Kriger (Mainz) zu Interferenzen bei
der Bestimmung von Posaconazol. Am Nach-
mittag fanden dann, wie aus den Vorjah-
ren bereits bekannt, verschiedene Round-
Table Diskussionsrunden unter der Leitung
von DR. ScHREINER, DR. KIRCHHERR und PROF.
VogEseRr statt. Hier wurde allen Workshopteil-
nehmer die Mdglichkeit geboten, in kurzen
Erfahrungsberichten und Diskussionsbeitra-
gen auftretende Gerate- und Applikations-
probleme vorzustellen. Die Teilnehmer der
Jahrestagung zeigten wie in den vergange-
nen Jahren ein groBes Interesse an der Fort-
fihrung des Anwendertreffens der AG LC-
MS/MS. Das nachste Anwendertreffen wird
deshalb unter der Leitung von Herrn PD. Dr.
MANFRED RAUH vom 29.9.-30.9.2011 in Kloster
Banz, Bad Staffelstein stattfinden Wir moch-
ten alle interessierten DGKL-Mitglieder schon
jetzt dazu herzlich einladen.

VERFASSER:

PD Dr. Uta CeGLAREK, Universitatsklinikum
Leipzig, Institut fur Laboratoriumsmedizin,
Klinische Chem. u. Molekulare Diagnostik,
Liebigstr. 27, 04103 Leipzig
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9. Anwendertreffen der DGKL-Arbeitsgruppe
LC-MS/MS in der Labormedizin

Kloster Banz bei Bad Staffelstein

29. und 30. September 2011

Die Anwendersymposien der AG sollen das Networking der medizinischen LC-MS/MS-An-
wender fordern; insbesondere bieten sie die Méglichkeit, Probleme und Herausforderun-
gen in der massenspektrometrischen Analytik in zwangloser Atmosphare zu diskutieren.

e Die Teilnehmerzahl ist auf 80 begrenzt
e Kosten inklusive Ubernachtung ca. 170 €

e Abstracts flir Kurzvortrage von Anwendern (5 bis 15 Minuten) als Diskussionsgrundla-
ge kénnen per email eingereicht werden

Anmeldung bei:

PD Dr. MANFRED RAUH

E-Mail: manfred.rauh@uk-erlangen.de

Details zum Programm kénnen in Kirze auf der Homepage der Arbeitsgruppe unter
www.dgkl.de eingesehen werden.

Die Veranstaltung beginnt am Donnerstag den 29.09.2011 mittags und endet am Freitag
den 30.09.2011 am frihen Nachmittag.



Konferenz Nachwuchsrekrutierung und Nachwuchsférderung

Liebe Kollegen,

VERANSTALTUNGEN

am 23. September soll in Bremen ein Konferenz unter dem Titel ,Nachwuchsrekrutierung
und Nachwuchsférderung" stattfinden. Die Konferenz richtet sich an alle, die sich fir die
Entwicklung von Strategien zur Nachwuchsrekrutierung und Nachwuchsfdérderung interes-

sieren, nach Ideen fir die Losung lokaler Nachwuchsprobleme suchen und/oder sich um

Verbesserungen der Weiterbildungen selbst bemihen. Wir freuen uns Gber rege Teilnahme.

Termin:

Ort:

Auskiinfte und Anmeldung:

Klinikum Links der Weser, Bremen

PROGRAMM UND ZEITPLAN

Prof. Dr. Eberhard Gurr, Tel. 0421/8791670
email: eberhard.gurr@klinikum-bremen-ldw.de

Freitag, 23. September 2011, 8.30 Uhr bis 17.00 Uhr

Beginn 8.30 Uhr
1. Die Identitat des Faches Klinische Chemie/Laboratoriumsmedizin | E. Wieland, 8.30 Uhr
als Querschittsfach Stuttgart
2. Parallele Workshops zu folgenden Fragestellungen: 9.30 Uhr
2.1 Labormedizin in der Ausbildung C. Knabbe,
Bad Oeynhausen
2.2 Wissenschaft als Instrument zur Rekrutierung H. Renz,
Marburg
2.3 Weiterbildung N. Katz,
Giessen
2.4 Klinische Chemie als Masterstudiengang? R. Lichtinghagen,
Hannover
Mittagspause 12.30 Uhr
3. Merkmale der Berufsausiibung aus Sicht eines kommunalen | D. Hansen, 13.30 Uhr
Arbeitgebers Bremen
4. Klinische Chemie/ Laboratoriumsmedizin in der D. Auch, 14.15 Uhr
Krankenversorgung aus Sicht der KBV Berlin
5. Klinische Chemie/Laboratoriumsmedizin als wissenschaftliches | N.N. 15.00 Uhr
Fach aus Sicht der DFG
6. Prasentation der Ergebnisse der Workshops. 16.00 Uhr
Ende der Veranstaltung 17.00 Uhr
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Deutsche Vereinte Gesellschaft
fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin e.V.

Repetitorium Klinische Chemie 2011
Termin: 21.11.2011, 12.00 Uhr - 26.11.2011, 12.00 Uhr.
Ort: Klinikum Links der Weser, Visit-Academy, Senator-WeBling Str. 1, D-28277 Bremen.

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

Inhalt: Die im Gegenstandskatalog zur Weiterbildung in Klinischer Chemie genannten Teilgebiete
des Faches.

Unkostenbeitrag__: € 670,- fur Nichtmitglieder der DGKL; € 600,- fir Mitglieder der DGKL.
Die Kosten fiir Ubernachtung , Verpflegung und die Tagungsunterlagen sind im Unkostenbeitrag
eingeschlossen.

Zertifizierung: Arztekammer Bremen (voraussichtlich 51 Punkte (Kategorie H)).

Leukozytendifferenzierkurs 2011

Termin: 26.11.2011, 11.00 Uhr - 27.11.2011, 14.00 Uhr.

Ort: Klinikum Links der Weser, Visit-Academy, Senator-WeBling Str. 1, 28277 Bremen.
Organisation: Prof. Dr. E. Gurr, Bremen.

Leitung: Prof. Dr. med. Schuff-Werner, Rostock.

Inhalt: Theoretische Einfihrung in die Hamatologie und praktische Ubungen zur mik-
roskopischen Blutzelldifferenzierung.

Unkostenbeitrag: € 190,-. Im Unkostenbeitrag sind die Kosten fiir Ubernachtung (EZ) und
Verpflegung eingeschlossen.

Zertifizierung: Arztekammer Bremen (voraussichtlich 11 Punkte (Kategorie C)).

Anmeldung fiir beide Veranstaltungen: Die maximale Teilnehmerzahl fir jede Veranstaltung be-
tragt 20. Es entscheidet die Reihenfolge der Anmeldung.

Anmeldungen bitte an:

Frau Katja Steinbach

Geschéftsstelle der DGKL

Friesdorfer Str. 153

D-53175 Bonn

Tel: 0228-92689517/ Fax: 0228-92689527
E-Mail: sekretariat@dgkl.de

Rickfragen:

Frau Kathrin Horstmann

Abteilung fir Klinische Chemie und Zentrallabor
Klinikum Links der Weser

Senator-WeBling-Str. 1

D-28277 Bremen

Tel: 0421/8791671

Email: kathrin.horstmann@klinikum-bremen-Idw.de




VERANSTALTUNGEN

Congress w/— ‘,,,}% ¢

August 26-30, 2012, PRAGUE, CZach Repu(éllc o \\ R
wd AN RAL -

With great pleasure and pride, we would like to 4th EuCheMS WILL BE HONOURED TO WELCOME
officially invite you to attend the 4*" EuCheMS A NUMBER OF RENOWNED SPEAKERS:
Congress, taking place on 26-30 August 2012 . i \ }
in Prague, Czech Republic. The biannual congress NOBELISTS Farstner Alois, MaxiP\ar‘]ck-lnsntut fur
will offer you a possibility to learn from experts Ciechanover Aaron, Tumor KOh‘?”f‘f’SChUQQ' Mulheim/Ruhr, DE
in the field of chemistry, share experiences with and Vascular Biology Research Center, Hudlicky Tomas, Brock University,
companies, scientists, academics and debate Haifa, Israel St. Catharines, Canada .
about challenging topics. Grubbs Robert H., California Institute  Knochel Paul, Ludwig-Maxmilians-
of Technology, Pasadena, USA Universitdt, Minchen DE
Registering for The Congress means: Lehn J. M., Université Louis Pasteur,  LiPshutz Bruce H., University
e attending almost 2000 scientific and professional Strasbourg, and Collége de France, of California, SafftBarbara, US4,
practice paper presentations Paris, France z?tce;:ﬂobr;‘(ljagr;, lér;lr\;ebr:iléée e
S i i Tsien Roger Y., Howard Hughes . d
’ Le;)aer:‘\(r;z;;sfrom international leading key note Medical Insttute La Jolla, USA ‘Rniifjt"f";“ggﬁg%fffhxu'np'a';jél;em
e joining an event, where both scientific and real m&sgﬂfm‘; TSgASC”ppS Esearc Rhur, DE &
bu.smgss e brough.t g Yonath’Ada, Weizmann Institute Siegel Jay S., Organisch-chemisches
* enjoying our social networking events of Science, Rehovot, Israel Institut, Universitat Ztrich, CH
¢ explore the exhibition of companies and ' ! Snyder Scott A., Columbia University,
entrepreneurs from the filed VIPs New York, USA
Don't miss this opportunity! It's NOW time for Andrew Evans, University Turecek Frantisek, University
Prague! Go to www.euchems-prague2012.cz of Liverpool, Liverpool, UK of Seattle, USA
for more information, to register and to submit Bach Thorsten, Technische Yamamoto Hisashi, The University
your papers. Universitaet Muenchen, Garching, DE  of Chicago, USA
i Bonacic-Koutecky Vlasta, Humboldt ...and many more
Kind regards, Universitat zu Berlin, DE to be confirmed and announced.
We are looking forward to seeing you
in Prague CONGRESS VENUE

Congress Organisers Prague Congress Centre is one of the dominant points of

the City of Prague. It is located on one of Prague’s hills, which
provides visitors with a beautiful view of the world famous

IMPORTANT DATES Prague panorama where the silhouette of Prague Castle,
— - together with a myriad of towers belonging to churches,
Registration opening May 2011 cathedrals, palaces and ancient buildings from the historical
Online abstract submission opening centre, rise over the Vltava River and extensive parks.

To be announced
Early registration deadline May 5, 2012 MAIN CONGRESS TOPICS:
Abstract submission deadline May 5, 2012 Analytical chemistry Electrochemistry

Education and History, Professional chemists
Food Chemistry
Environment, Energy and Green Chemistry

.
Exhibition space booking deadline May 31, 2012 Q
.
.
e Inorganic Chemistry
.
.
.
.

NURNBERG 2010 RESULTS:

Total number of registrants 2'465

Life Sciences
Countries represented 53 Nanochemistry, Nanotechnology
Oral lectures 532

Organic Chemistry, Polymers oo,
Physical, Theoretical and Computational E f@ A
Posters 1401 Chemistry S’av,, o

¢ Solid State Chemistry

B0t

www.euchems-prague2012.cz
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0 SH6TI2011

Je..'.tzt anmelden yng
fiir den Newsletter
registrieren:

: Www.dgti2011.de

Print - Online - Kongress

44. Jahreskongress der Deutschen
Gesellschaft fur Transfusionsmedizin

und Immunhamatologie (DGTI)

27.- 30. September 2011
Hannover Congress Centrum

www.dgti2011.de



VERANSTALTUNGEN
95

Veranstaltungskalender

DATUM, ORT

13.09. - 17.09.2011
Dublin - Irland
16.09. - 17.09.2011

Berlin

20.09. - 22.09.2011
Sao Paulo, Brasilien
22.09. - 25.09.2011
Dresden

23.09.2011
Bremen

25.09. - 28.09.2011
Essen

27.09. - 30.09.2011
Hannover

29.09. - 30.09.2011
Bad Stafelstein

VERANSTALTUNG

Jahrestagung der European Society for Clinical Cell Analysis (ESCCA)

12. Deutscher Medizinrechtstag in Berlin
Programm und Anmeldung auf der Homepage

2. Congress Analitica Latin America

10. Dresdner Symposium on Autoantibodies

Konferenz Nachwuchsrekrutierung und Nachwuchsférderung

63. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fir Hy-
giene und Mikrobiologie (DGHM) e.V.

DGTI 2011 - 44. Jahreskongress der Deut-
schen Gesellschaft flr Transfusionsmedizin

9. Anwendertreffen der AG LC-MS/MS in der Labormedizin

9. JAHRESTAGUNG DER DGKL 2012

26. - 29. SEPTEMBER

CoNGRESS CENTER ROSENGARTEN MANNHEIM

Weitere Informationen zu den Veranstaltungen finden Sie unter www.dgkl.de.
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QLABORATOIRES REUNIS

Das Laboratoires Réunis ist seit 1997 in der Laboranalytik national und
international tatig. Unser akkreditiertes medizinisches Labor in Luxemburg
beschiftigt zurzeit liber 160 Mitarbeiter. Unsere Laborkultur ist geprégt durch
unseren hohen Anspruch an Qualitdt, Schnelligkeit, Flexibilitdt und Innovation.
Unser internationales und dynamisches Umfeld bietet stédndig neue und
verantwortungsvolle Herausforderungen fir unsere team- und patienten-
orientierten Mitarbeiter(innen).

Die Analyseschwerpunkte liegen auszugsweise in der Hadmatologie, Gerinnung, Biochemie,
Endokrinologie, Allergiediagnostik, der Genetik, Mikrobiologie, Infektionsdiagnostik mittels
Real-Time PCR, etc. Weitere Bereiche sind im Ausbau wie z.B. die Immunologie oder die
Pathologie.

Zur Erweiterung unseres Teams suchen wir ab sofort einen:

Facharzt fur Laboratoriumsmedizin (m/w)

lhre Aufgaben:

Sie sind verantwortlich fir die medizinische Validierung in den Bereichen Hamatologie/
Durchflusszytometrie, Mikrobiologie, Biochemie/ Endokrinologie.

Sie beraten und informieren Arzte (iber Diagnose- und Therapieméglichkeiten.
Sie sind zustandig fur die Erstellung und Dokumentation von Befunden.
lhr Profil:

Sie sind Mediziner mit einer anerkannten Spezialisierung als Facharzt fir Labormedizin und
verfigen Uber erste Erfahrungen als Laborarzt, bestenfalls in einem der oben genannten
Spezialgebiete. Sie arbeiten gerne selbstandig in einem internationalen Team, beherrschen
Englisch in Wort und Schrift und verfligen idealerweise Uber gute Franzdsischkenntnisse.
Hohe Lernbereitschaft, kommunikative Fé&higkeiten, 16sungs- und zielorientiertes Handeln,
hohes Engagement und Servicedenken runden lhr Profil ab.

Wenn Sie dieses Profil anspricht senden Sie lhre vollstdéndigen Bewerbungsunterlagen, mit
Angabe lhrer Gehaltsvorstellung, per Post oder gerne auch per Email an:

LABORATOIRES REUNIS
Madame Silke Breuer

HR/ Recruiting & Skill Management
38, rue Hiehl, Z.A.C. Laangwiss
L-6131 Junglinster

e-mail: bsi@labo.lu

Weitere Informationen tiber unser Unternehmen finden Sie unter: www.labo.lu




STELLENAUSSCHREIBUNG

gespogo

00. GESUNDHEITS- UND SPITALS-AG

Die gespag ist Oberésterreichs gréBter Krankenhaustréiger
und beschéftigt rund 9.800 Mitarbeiterlnnen.

Das Landes-Krankenhaus Vécklabruck, eine Gesundheitseinrichtung der O&. Gesundheits- und Spitals-AG, sucht eine/n

Facharzt/-&rztin fir Medizinische und Chemische Labordiagnostik

Bei Nichtbesetzung der Facharztstelle Unterbesetzung mit Turnusarzt/-&rztin in Ausbildung zum/zur
Facharzt/-&rztin fir Medizinische und Chemische Labordiagnostik

Die Position ist vorerst firr die Dauer von zwdlf Monaten befristet. Bei einer Unterbesetzung als Ausbildungsstelle besteht die
Option auf Verléngerung fir die Daver der Ausbildung, die Stelle fiir eine/n Fachérztin/-arzt wird nach erstmaliger Befristung als
Daverstelle angeboten. Bei Interesse an dieser Position laden wir Sie ein, den gesamten Ausschreibungstext unter
www.gespag.at/jobs nachzulesen und sich dort das erforderliche Bewerbungsformular downzuloaden.

Fir néhere Auskiinfte steht Ihnen Frau Prim. Dr. Susanne Hauptlorenz, Leiterin des Institutes fiir Medizinische und Chemische
Labordiagnostik, Tel.-Nr. 0043/50 55471-25300, susanne.hauptlorenz@gespag.at, gerne zur Verfigung.

lhre aussagekréftigen Unterlagen senden Sie bitte gemeinsam mit dem Bewerbungsformular bis 30. Juni 2011 an:
Landes-Krankenhaus Vécklabruck, Personalstelle
z.H. Frau Josefa Bruckbacher

Dr. Wilhelm-Bock-StraBe 1, A-4840 Vocklabruck

Krankenhaus

Vécklabruck

Eine Gesundheiiseinrichiung der gespag"

97



100

PERSONALIA

75. Geburtstag von Werner Jarol3

WERNER JArROSs wurde 1936 in Senftenberg
im Brandenburgischen geboren. Nach dem
Abitur nahm er 1954 an der Berliner Hum-
boldt-Universitat das Medizinstudium auf,
das er 1959 an der Medizinischen Akademie
Dresden beendete. An dieser medizinischen
Hochschule sollte er sein gesamtes Arbeits-
leben verbringen. Das ist ein ungewdéhnlicher
Werdegang aus der Sicht der heutigen mo-
bilen Gesellschaft, aber es bedeutete nicht
40 Jahre Routine und ein geruhsames Da-
sein. Uber dem Jahr 1961 stand die Vollap-
probation als Arzt, erfolgreiche Promotion
Uber ,Sulfonamide®™ und der Beginn des All-
gemeinarztlichen Jahres an der Poliklinik der
Medizinischen Akademie Dresden. Anschlie-
Bend erfolgte die eine 5jahrige Facharztaus-
bildung fiir Innere Medizin unter WiLHeLm CRE-
ceLius und FriebricH RENGER. 1968 wurde er als
Oberarzt an der Klinik fir Innere Medizin mit
der kommissarischen Leitung der poliklini-
schen Abteilung betraut und arbeitete in der
Nephrologie sowie der Diabetologie.

Zwischen 1959 und 1968 absolvierte er er-
folgreich ein Fernstudium der Chemie an der
Technischen Universitat Dresden, das er mit
dem Diplom abschloss. 14 Monate arbeite-
te er im Institut fir Lebensmittel- und Bio-
chemie unter ULricH FREYyMuTH und entwickel-
te in seiner Diplomarbeit eine Mikromethode
zur quantitativen Bestimmung von Lipiden

im Leberpunktat. 1970 wurde WERNER JAROSS

Facharzt fir Klinische Chemie und Laborato-
riumsdiagnostik.

Zu den hepatologischen Forschungsthe-
men seiner ersten 10 wissenschaftlichen
Jahre gehérten Untersuchungen zur Cho-
lesterolsteinbildung in der Galle. Krénender
Abschluss dieser Periode war die Habilitati-
on im Jahre 1973.

1971 erhielt WERNER Jaross die Dozentur,
1977 folgte die Berufung zum Ordentlichen
Professor fir Klinische Chemie und Labora-
toriumsdiagnostik.



1969 wurde WEerRNER JarRoss mit der Leitung
des sog. Zentrallabors II der Medizinischen
Klinik betraut und gleichzeitig beauftragt, die
Zentralisierung aller Routinelabors der Medi-
zinischen Akademie zu realisieren. 1971 war
das Grindungsjahr der selbstéandigen , Abtei-
lung Klinische Laboratorien™. Damit war ein
fur die damalige Zeit modernes Laboratori-
um entstanden, ausgerlstet mit Analysen-
automaten und einer Labor-EDV. Es deckte
die gesamte Bandbreite der Laboratoriums-
diagnostik ab. 1983 ging aus der Abteilung
Klinische Laboratorien das , Institut fir Klini-
sche Chemie und Laboratoriumsdiagnostik™
hervor, dessen Direktor WErRNER JaRross bis
zu seiner Emeritierung im Jahre 2001 war.

WERNER JAROSS gelang es, die Aufgaben ei-
nes Hochschullehrers in Forschung, Lehre
und Krankenversorgung optimal zu verbin-
den. Die studentische Ausbildung im Fachge-
biet Laboratoriumsmedizin wandelte sich un-
ter seiner Leitung vom ,Pinkelkurs" iber die
Methodenkenntnis hin zur Indikation und In-
terpretation der Ergebnisse. Auch das Post-
gradualstudium der Naturwissenschaftler
zum Fachchemiker der Medizin wurde von
ihm deutlich mit gepragt und intensiv be-
fordert.

Die Jahre zwischen 1973 und 1985 stan-
den unter der Uberschrift ,Standardisie-
rung und Apolipoproteine®. WERNER JAROSS
war Leiter der Arbeitsgruppe ,Lipide" in
der Gesellschaft fur Klinische Chemie und

PERSONALIA

Laboratoriumsdiagnostik der DDR. Diese
Gruppe war mit der Standardisierung der
Bestimmungsmethoden fiir Lipide und Apoli-
poproteine beschéftigt, bereits fiir das DAB-7
und spater flr das AB2(83)-DDR und gab den
Kommentarband Nr. 15 zum Arzneibuch , Li-
pidanalytische Priifkomponenten in der Labo-
ratoriumsdiagnostik®™ heraus. 1975 erschien
die Monografie ,Lipidstoffwechselstérungen
- Diagnostik, Klinik und Therapie®, bekannt
als ein Standardwerk zum Lipidstoffwechsel.

Am Anfang der praktischen Auseinander-
setzung mit den Apolipoproteinen stand der
direkte Kontakt mit den wichtigen europa-
ischen Arbeitsgruppen von GERHARD KOSTNER
in Graz und Anatory N. Kuimov in St. Peters-
burg. 1980 wurde WERrNER JArRoss Mitglied des
European Lipoprotein Club und konnte somit
ab 1981 die eigenen wissenschaftlichen Er-
gebnisse in Tutzing vorstellen. Im Rahmen
der Hauptforschungsrichtung Diabetes war
sein Institut mit verschiedenen eigenen For-
schungsaufgaben vertreten.

Das Jahr 1973 steht als Geburtsjahr ei-
ner 30jahrigen Tradition der Dresdner Lipid-
symposien. Die ersten Symposien standen
noch unter Leitung von Hans HaLLEr. Spa-
ter ibernahmen seine Schiiler WerNER JAROSS
und MarkoLF HaNereLD abwechselnd den Vor-
sitz. Geboren als nationales Symposium mit
internationaler Beteiligung entwickelte es
sich zum Internationalen Dresdner Lipidsym-
posium, dem es gelang, einen fruchtbaren
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Wissensaustausch zwischen fihrenden Wis-
senschaftlern aus Westeuropa, Ubersee und
den osteuropaischen Staaten zu schaffen.

1986 bildete WEerNER JArROSS eine genetische
Arbeitsgruppe um das Institut methodisch zu
riisten und erfolgreich im Rahmen des For-
schungsschwerpunktes ,Differenzierung des
Arterioskleroserisikos" das Teilprojekt ,Kan-
didatengene bei FKHL" nach Suszeptilitatsal-
lelen fir die FKL in den Genen der Lipopro-
teinlipase, der hepatischen Triglyzeridlipase
und des Insulinrezeptors zu forschen.

In den Jahren 1991-1996 wirkte das Insti-
tut unter seiner wissenschaftlichen Leitung
aktiv im Rahmen des BMBF-Projektes ,Dif-
ferenzierung des Arterioskleroserisikos bei
kombinierter Hyperlipoproteindmie und Hy-
pertonie™ mit.

Neben den mehr methodisch orientierten
Themen standen bei WERNER JarRoss stets
auch epidemiologisch ausgerichtete Patien-
ten- und Kohortenstudien auf der Tagesord-
nung. Dazu gehdrten die Kohortenstudie zur
Haufigkeit von Dyslipoproteindmien im Raum
Dresden, die Pubertatsstudie, welche die
hormonelle Regulation des Lipoproteinstoff-
wechsels zum Inhalt hatte, sowie die Dresd-
ner Neugeborenenstudie. Es folgten die Mit-
arbeit bei MONICA und die DRECAN-Studie.
Letztere nutzte die unwiederbringliche Chan-
ce, den Einfluss unterschiedlicher Lebenssti-
le und Erndhrungsgewohnheiten Uber vie-
le Jahre auf das kardiovaskulare Risikoprofil

in vergleichbaren Bevdlkerungsgruppen in
Ost (Dresden) und West (Mlnster) zu un-
tersuchen.

Die wissenschaftlichen Beitrage von WERNER
JAarRoss umspannten somit den Rahmen von
der ,Wertigkeit analytischer Methoden fir die
Plasmalipide und Plasmalipoproteine™ (1973)
bis zu ,Biological Effects of secretory Phos-
pholipase A2 group IIA on Lipoproteins and
in Atherogenesis®™ (2002). Aus seiner Feder
stammen mehr als 300 Beitrage in Fachzeit-
schriften, Kongressberichten, Sammelwer-
ken und Monografien. Er war Mitherausgeber
der Sammelbande der Dresdner Lipidsympo-
sien. Sein wissenschaftliches Wirken wurde
mit der Fetscher-Medaille und der Ehrenmit-
gliedschaft in verschiedenen europaischen
(Schweiz, Bulgarien, Tschechien, Slowakei)
und auBereuropdischen (Cuba) Fachgesell-
schaften geehrt. 2003 erhielt er die Rudolf-
Schénheimer-Medaille der Deutschen Gesell-
schaft fur Arterioskleroseforschung.

Seine Freunde, ehemaligen Kollegen und
Mitarbeiter erinnern sich bis heute gern an
die Zusammenarbeit mit WErRNER JAROSS, an
gemeinsames Experimentieren, an die wis-
senschaftlichen Streitgesprache, aber auch
an seinen Humor bei aller Ernsthaftigkeit,
an seinen nie enden wollenden Tatendrang,
seine Zuverlassigkeit und seine Hilfsbereit-
schaft.

Zwischen 1984 und 1993 haben sich unter
Werner JaroB funf Mitarbeiter habilitiert. Die



Themen widerspiegeln die Vielfalt der For-
schung seines Institutes und reichen von der
Lipoproteinproblematik Gber Spurenelemen-
te, LDL-Rezeptor und LDL-Speicherung im Tu-
mor, Beeinflussung der Fibrinolyse bis hin zur
frihkindlichen Pragung des Lipoproteinstoff-
wechsels. Unter seiner Leitung promovierten
5 Biochemiker bzw. Chemiker. Daneben be-
schaftigte sich eine Vielzahl medizinischer Di-
plomarbeiten und Promotionen mit klinischen
relevanten Themen.

Pror. DR. MED. HABIL. DipL-CHEM. WERNER JAROSS
feiert am 25. Mai 2011 seinen 75. Geburts-
tag. Wir denken mit Dankbarkeit an die ge-
meinsamen Zeiten und winschen dem Ju-
bilar auch fir die kommenden Jahre beste
Gesundheit, Glick und Zufriedenheit.

Erratum
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VERFASSER:

SvyBILLE BERGMANN, DIETER MEISSNER UND GABRIE-

LE SIEGERT, Dresden

Der Tagungsbericht ,,Banzer Minisymposium Klinische Toxikologie™ aus der Klinischen
Chemie Mitteilung Heft 1, 2011 auf Seite 24 ff. ist von Frau Birgit Henschel, Stadt. Klinikum
Miinchen und nicht wie abgedruckt von Herrn Dr. Hallbach verfasst worden.

Wir bitten um Entschuldigung und Danken fir Ihr Verstandnis.
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