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Unbedingte Voraussetzung fiir eine Knochenmarktransplantation
ist die exakte Typisierung der HLA-Merkmale von Spender und
Empfinger. Wir haben eine Strategie firr die Typisierung von HLA-
DRB1-Merkmalen entwickelt, die auf sequenzspezifischer Amplifi-
kation (PCR-SSP) und Oligonukleotid-Hybridisierung beruht. Aus 5
ml EDTA-Blut wird genomische DNA extrahiert, die anschlieBend in
14 verschiedenen PCR-Ansétzen unter gleichen Reaktionsbedin-
gungen amplifiziert wird. Dabei werden die Primer spezifisch ge-
wihlt, so da nur bestimmte Allele amplifiziert werden. In einer
darauffolgenden Oligonukleotid- Hybridisierung kann anschlieBend
die genaue Typisierung erfolgen.

Die sequenzspezifische Amplifkation erlaubt bereits eine ,low
resolution” Typisierung, die einer serologischen Typisierung ent-
spricht. Die Primer werden so gewahlt, da3 die spezifischen
Amplifikate samtliche hypervariable Regionen des 2. Exons des
DRB1-Gens enthalten. In einem 2. Schritt werden die erhaltenen
Amplifikate auf positiv geladene Nylonmembranen aufgetragen
und mit Oligonukleotiden hybridisiert (high resolution).

Diese Vorgehensweise erlaubt eine schnelle Grobtypisierung und
anschlieRende Bestatigung des Amplifikates. Heterozygote Kombi-
nationen, die Giblicherweise nichtaufgelostwerden, kénnen typisiert
werden und neue Allele fallen auf.
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Fragestellung

Die Anreicherung fetaler Zellen aus maternalem Blutist die Voraus-
setzung flir eine nichtinvasive prédnatale Diagnostik. Wir haben mit
unterschiedlichen Separationsverfahren erythrozytare Vorstufen
aus miitterlichem Blut angereichert und mit Hilfe der in situ Hybridi-
sierung und PCR in dieser Fraktion enthaltenen Zellen charakteri-
siert und deren genetisches Geschlecht bestimmt.

Methode

Aus 20 mI ACD-Blutschwangerer Frauen wurden kernhaltige erythro-

zytére Zellen (nucleated red blood cells, NRBC) tiber Dichte-Gra-

dienten-Zentrifugation und magnetische Zellseparation angerei-
chert. Der Anteil der fetalen NRBC's wurde lichtmikroskopisch be-
stimmt. Die anschlieBende in situ Hybridisierung mit Y-spezifischen
Digoxigenin-markierten Sonden bei einer Anreicherung von min-
destens 6% NRBC’s ermdglichte eine eindeutige Charakterisierung
mannlicher fetaler Zellen.

Ergebnisse

Eine Anreicherung erythrozytéarer Vorstufen war bis zu einem pro-
zentualen Anteil von 24% méglich. Es konnten mit Hilfe von sequenz-
spezifscher PCR und Oligonukleotid-Hybridisierung der HLA-DRB-
Genorte eindeutig paternal vererbte Merkmale detektiert werden.

SchluBfolgerung

Aus miitterlichem Blut kénnen fetale NRBC angerelchert und ein-
deutig identifiziert werden. Die in situ Hybridisierung erlaubt unter
nichtinvasiven Bedingungen den Ausschiu bzw. Nachweis nume-
rischer Chromosomenaberrationen (z.B. Trisomie 21, 18, 13) in
einem friihen Stadium der Schwangerschaft.
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Bei der Therapie von Kindern mit Erkrankungen des rheumatischen
Formenkreises, meist Rheumatoid-Arthritis, wurden zwei unter-
schiedliche Therapieschemata angewandt.

Eine Gruppe wurde mit Methylprednisolon (Bolus, hochdosiert)
behandelt, wahrend in einer anderen Gruppe Immunglobuline zur
Anwendung kamen.

Beide Medikationen wurden i.v. verabreicht. Zusétzlich zu den ,,Gb-
lichen” krankheitsassoziierten Untersuchungen wurde die Lympho-
zytenpopulation des peripheren Blutes undin einzelnen Fallen auch
in Synovialflissigkeit ermittelt.

Neben einem ausgesprochen individuellen Verlauf fir einzelne
Patienten, der wahrend der Therapie reproduzierbar war, wurde in
einigen Fallen auch eine Zunahme der CD 57+ NK-Lymphozyten-
Population beobachtet.

Besonders interessantwar das Auftreten einer CD57+/CD 8* doppelt
positiven Population bei einigen Patienten unter Methylprednisolon-
Therapie.

Interleukine wurden begleitend bestimmt. Gleichzeitig war bei
diesen Patienten eine Zunahme der B-Lymphozyten (CD* 19 und CD
20*) festzustellen.

Eine T-Lymphozyten-Aktivierung, beurteilt durch das Auffinden CD
3+/CD 25* und CD 3*/HLA DR doppelt positiver Zellen, war nicht fest-
stellbar. Eine befriedigende Erklarung dieses Phanomens steht fir
uns noch aus.

Maoglicherweise sind dafiir Zell/Zell-Interaktionen, entweder auf
Interleukin-Ebene oder auf der Ebene von Adhésions(protein)mole-
kiilen, verantwortlich.
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Die quantitative Bestimmung der Pyruvatkinase Typ Tumor M2 ist
bei Patienten mit Malignomen erhoht. Ziel der vorliegenden Unter-
suchung war es, die Aussage bei Patienten mit einem Seminom zu
Uberpriifen. Untersuchtwurden 70 Patienten mit einem gesicherten
Seminom. Die Bestimmung der Pyruvatkinase erfolgte mit einem
ElisaderFa.Sche Bo. Tech. Dieser Testerfalit mitzwei monoklonalen
Antikérpern die TU M2-PK. Nicht erfaBt werden die anderen Iso-
enzyme der Pyruvatkinase. Zusatzlich wurden die Tumormarker
NSE,R-HCG und AFP bestimmt. Fir das gesunde Kollektiv wurde
bei einer Spezifitdt von 95% ein cut-off von 17 U/ml ermittelt. Als
Ergebnis kann mitgeteilt werden, da der Pyruvatkinase Typ Tumor
M2in 71% der Falle deutlich erhoht war. Die Konzentrationen lagen
im Bereich von 9,6 U/ml bis 272 U/ml Die etablierten Tumormarker:
AFP lag im Normbereich, B-HCG war in 10% der Falle erh6ht und
NSE in 58% erhdht. Die Bestimmung von NSE und Pyruvatkinase
Typ Turjior M2 bei Patienten mit Seminomen erscheint sinnvoll und
hilfreich in der Diagnostik.



