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Om de kwaliteit ervan te waarborgen moet aan de
moleculaire diagnostiek hoge eisen worden gesteld.
Automatisering van deze diagnostiek zou kwaliteits-
verhogend kunnen werken. De diagnostiek kan dan
beter gestandaardiseerd en daardoor met een hogere
reproduceerbaarheid worden uitgevoerd. Een recente
ontwikkeling op het gebied van automatisering is het
gebruik van capillaire elektroforese (CE) als analyse
methode. De toepassingsgebieden van deze techniek
breiden zich in een snel tempo uit. De vele voordelen
ten opzichte van de traditionele elektroforese tech-
nieken maken capillaire elektroforese uitermate ge-
schikt voor de geautomatiseerde en routinematig toe-
gepaste moleculaire diagnostiek.
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Moleculaire diagnostiek, kwaliteitsaspecten
Er is ruim tien jaar verstreken sinds de polymerase
ketting reactie (Polymerase Chain Reaction, PCR)
werd ontdekt (1). De PCR is een cyclische biochemi-
sche reactie waarmee zeer efficiënt en met een enorm
hoge specificiteit stukken DNA kunnen worden ver-
menigvuldigd. De PCR heeft een revolutie veroor-
zaakt binnen het bio-medische onderzoek (2). Een
paar jaar geleden is hiervoor dan ook een Nobelprijs
toegekend (Kary Mullis, 1993).
Veel ziekten vinden hun oorsprong in veranderingen
in het erfelijkheidsmateriaal, het DNA. Het laatste
decennium zijn veel van deze afwijkingen nauwkeu-
rig in kaart gebracht door op PCR gebaseerde tech-
nieken. Kennis van deze DNA-mutaties is om twee
redenen belangrijk. Het leert ons iets over het ont-
staansmechanisme van de ziekte, wat de weg opent
naar betere en meer gerichte behandelingswijzen.
Daarnaast kan kennis van de precieze afwijking di-
rect worden toegepast in de diagnostiek: een zieke cel
bevat immers gemuteerd DNA en een normale cel
niet. Door PCR kunnen een paar gemuteerde DNA-
moleculen temidden van een overmaat normale mole-

culen zichtbaar worden gemaakt. In de praktijk wordt
meestal een gevoeligheid van één op 105 gehanteerd,
wat betekent dat in een patiëntenmonster één afwij-
kende cel op honderdduizend normale cellen kan
worden teruggevonden. Dit biedt grote mogelijkhe-
den voor de diagnostiek, bijvoorbeeld ter bewaking
van ingewikkelde therapieën of als pré-symptomati-
sche diagnostiek.
De moleculaire diagnostiek is in 4 fasen te verdelen:
1) DNA of RNA isolatie, 2) amplificatie, 3) analyse
en 4) confirmatie van het resultaat. Voor waarborging
van de kwaliteit van de diagnostiek dienen alle stap-
pen goed gecontroleerd en gestandaardiseerd uitge-
voerd te worden. De kwaliteitsproblematiek voor de
amplificatie-stap is, door de hoge sensitiviteit van de
PCR, groot. Dit komt vooral door overdrachtsbesmet-
ting met PCR- producten van eerdere testen. Voorko-
men van vals positieve uitslagen stelt hoge eisen aan
de kennis, motivatie en discipline van de analist maar
ook aan de fysieke laboratorium-omstandigheden. Uit
de recente literatuur, samengevat door Cuypers et al.
(3), blijkt dat de resultaten van gepubliceerde kwali-
teitscontroles tegenvallen. De uitkomsten van de ge-
citeerde onderzoeken variëren van 16% tot 84% fout-
loos. Er zijn verschillende aanbevelingen beschreven
om vals positieve en vals negatieve PCR-resultaten
zoveel mogelijk te voorkomen (4-6). De belangrijkste
"grondregels" zijn: ruimtelijke scheiding van 1) de
voorbehandeling van patiëntenmateriaal en toevoe-
ging van grondstoffen, 2) de PCR-reactie en 3) de de-
tectie en confirmatie van het PCR-product. Daarnaast
is het gebruik van disposables, het dragen en frequent
wisselen van disposable handschoenen, het alliquot-
teren van de grondstoffen, het maken van een "mas-
termix" waarin alle grondstoffen zitten voor alle reac-
ties en waar mogelijk, het vermijden van een PCR op
reeds geamplificeerd materiaal, aan te bevelen. Iedere
PCR moet worden bewaakt door een goede positieve
(bv. DNA of RNA afkomstig van een cellijn) en nega-
tieve controle (bv. water) mee te nemen.
De geamplificeerde monsters kunnen op verschil-
lende manieren geanalyseerd worden. Meestal wordt
gelelektroforese uitgevoerd. Variërende factoren bij
deze analyse zijn de hoeveelheid opgebracht product
en de kleuring of de labeling voor de detectie. Soms
ook worden kleurreacties na binding aan een geïm-
mobiliseerde DNA-probe met een bekende sequentie
toegepast. Dit laatste is een combinatie van analyse
en confirmatie op sequentie.
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Een dubbele confirmatie van het PCR-product, dat
wil zeggen op basis van grootte én sequentie, om een
vals positieve uitslag ten gevolge van een artefact uit
te sluiten, is sterk aan te bevelen. Een mogelijkheid
hiervoor is het blotten van de PCR-producten en het
screenen van de blot met een probe. Dit is echter een
zeer bewerkelijke en langdurige procedure. Als alter-
natief wordt een digestie met een restrictie enzym,
gevolgd door gelelektroforese gebruikt, zoals bij-
voorbeeld is beschreven voor de detectie van de fac-
tor V Leiden (7).

Automatisering van de moleculaire diagnostiek
Automatisering van de moleculaire diagnostiek is een
recente ontwikkeling die de kwaliteit van de diagnos-
tiek positief zal beïnvloeden. Geautomatiseerde am-
plificatie, analyse en confirmatie van de monsters in
één gesloten systeem zal enerzijds de contaminatie
problematiek van de PCR verkleinen, onder andere
omdat in een gesloten systeem rigoreuze fysische en
chemische decontaminatie-procedures mogelijk zijn
(bijvoorbeeld spoelen met zuren of bestraling met
UV), en anderzijds zal de diagnostiek sneller, met een
hogere reproduceerbaarheid en beter gestandaardi-
seerd kunnen worden uitgevoerd.
Een eerste generatie apparatuur waarin amplificatie,
analyse en confirmatie zijn geïntegreerd is inmiddels
op de markt*. Deze apparatuur is gebaseerd op "lock
in" technologie en kan derhalve slechts voor een paar
"dedicated" toepassingen, vooralsnog alleen op het
terrein van de microbiële diagnostiek, gebruikt wor-
den. Als alternatief is capillaire elektroforese (CE),
als gecombineerde analyse en confirmatie methode,
een stap in de richting van geautomatiseerde diagnos-
tiek. Verschillende CE-systemen zijn inmiddels com-
mercieel verkrijgbaar**.

Capillaire elektroforese
Capillaire elektroforese heeft sinds zijn introductie,
enkele jaren geleden (8,9), een snelle ontwikkeling
doorgemaakt. Op dit moment is de ontwikkeling zo
ver gevorderd dat deze analyse methode ook ingezet
kan worden bij routinematige moleculaire diagnos-
tiek.
Bij CE vindt de scheiding plaats in een glazen (fused
silica) capillair. Typische afmetingen van een capillair
zijn 50-100 µm voor de inwendige diameter, 375 µm
voor de uitwendige diameter en 20-80 cm voor de to-
tale lengte. De buitenkant van het capillair is gecoat
met polyimide, zodat het glazen capillair flexibel is
en minder breekbaar.
Figuur 1 toont een schematische weergave van een
CE-opstelling. Beide uiteinden van het capillair wor-
den in een buffer geplaatst. In de buffer worden ook
twee elektrodes geplaatst waardoor er met behulp van
een spanningsbron een hoog potentiaal verschil over
het capillair kan worden aangelegd. Na injectie (met

behulp van druk of potentiaal verschil), migreren de
moleculen onder invloed van het potentiaalverschil
door het capillair. Aan het einde van het capillair is
een venstertje gebrand in de polyimide coating, zodat
de migrerende moleculen gedetecteerd kunnen wor-
den. Informatie van de detector wordt naar een com-
puter gestuurd, waar het door een data-acquisitie-
systeem wordt verwerkt en opgeslagen. De analyse
wordt weergegeven in een elektroferogram, met op
de x-as de migratietijd en op de y-as bijvoorbeeld de
UV-absorptie (figuur 2).
Net als bij traditionele elektroforese bestaan er ver-
schillende capillaire elektroforese methoden. Naast
Capillaire Zone Elektroforese (CZE), de meest toege-
paste vorm, is er nog Capillaire Isoelectric Focusing
(CIEF), Capillaire Isotachoforese (CITP), wat op dit
moment ook gebruikt wordt als pré-concentratie van
het monster in het capillair en Micellaire Elektrokine-
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* de Cobas Amplicor van Roche Diagnostic Systems
** De auteurs hebben ervaring met de BioFocus 3000 (Bio-

Rad), de P/ACE 2210 (Beckman) en het modulair CE sys-
teem van Prince Technologies.

Figuur 1. Schematische weergave van een capillaire elektro-
forese opstelling

Figuur 2. Elektroferogram van de moleculaire gewichtsmar-
ker pBr322 Hae III, met de fragment lengtes: 51-57-64 80-89-
104-123+124 184-192-213-234-267 434-458-504-540-587 bp.



tische Capillaire Chromatografie (MECC), voor de
scheiding van ongeladen moleculen (10). Voor de
scheiding van DNA- of PCR-moleculen, met een
voor alle fragmenten gelijke lading-massa-ratio, moet
het capillair gevuld worden met een "sieving" matrix,
waardoor de moleculen gescheiden kunnen worden
op basis van hun grootte. Als matrix kan bijvoorbeeld
lineaire polyacrylamide, hydroxyethylcellulose of
methylcellulose gebruikt worden (11). Deze vorm
van elektroforese wordt ook wel Capillaire Gel Elek-
troforese genoemd (CGE).
CE heeft een aantal grote voordelen ten opzichte van
de traditionele slabgelelektroforese. Omdat de opper-
vlakte-volume-ratio van het capillair zeer hoog is, is
er een zeer goede warmte-afvoer. Dit maakt het mo-
gelijk om zeer hoge voltages te gebruiken (10-30
kV), wat resulteert in relatief korte analyse-tijden (5-
30 minuten). Als detectie wordt doorgaans gebruik
gemaakt van on-line UV-absorptie, fluorescentie of
laser geïnduceerde fluorescentie (LIF), maar ook een
conductiviteitsmeter of een massaspectrometer beho-
ren tot de detectie-mogelijkheden. Dit in tegenstelling
tot de detectie bij slabgelelektroforese waarbij de gel
na de scheiding (off-line) moet worden gekleurd of,
wanneer gebruik is gemaakt van (radioactieve) labels,
moet worden geëxposeerd. Andere voordelen van CE
zijn het lage monster- en reagentia-verbruik, de hoge
reproduceerbaarheid en de hoge resolutie.
Het grootste voordeel is echter het geautomatiseerde
karakter van CE. De monsters hoeven na de PCR niet
meer meer gezuiverd, geconcentreerd of gekleurd te
worden. Het opbrengen van het monster, de schei-
ding, de detectie en de eventuele dosimetrie zijn ge-
heel geautomatiseerd en daardoor gestandaardiseerd.
Daarnaast wordt bij CE de uitkomst van de analyse
direct in de computer opgeslagen. Dit laatste heeft in
het kader van GLP het voordeel dat ruwe onderzoeks-
gegevens van bepalingen ten behoeve van de patiën-
tenzorg op deze manier worden vastgelegd. Boven-
dien kunnen gegevens later nog bewerkt of opnieuw
geanalyseerd worden. Het feit dat de verschillende
CE-firma's complete analyse-kits (capillair, buffers,
monsterstandaard) voor de verschillende bepalingen
op de markt brengen draagt nog eens extra bij tot de
reproduceerbaarheid en standaardisering.
Het nadeel van CE, namelijk het feit dat maar één
monster tegelijk geanalyseerd kan worden en de to-
tale analyse-tijd van alle monsters toch nog lang
wordt, kan worden ondervangen door meerdere capil-
lairen tegelijk te gebruiken (12), de analyse-tijd nog
sneller (< 1 minuut) te maken door het gebruik van
zeer korte (3 cm) capillairen (13) of meerdere mon-
sters tegelijk te analyseren met behulp van verschil-
lende labels voor ieder monster.

Toepassingen van CE in de moleculaire diagnos-
tiek
Na de introductie van de analyse van DNA- en PCR-
producten met behulp van capillaire elektroforese is
het aantal toepassingen van CE in de moleculaire dia-
gnostiek snel gegroeid. CE kan bijvoorbeeld ingezet
worden bij de detectie van puntmutaties. Die puntmu-
taties kunnen gedetecteerd worden met behulp van de

Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP)
methode (14) of met de Constant Denaturant Capil-
lary Electrophoresis (CDCE) methode (15). Andere
toepassingen van CE zijn de kwantificering van
DNA-afwijkingen, zoals chromosomale translocaties
(16), DNA-sequencing (17), oligonucleotide-controle,
zowel kwalitatief als kwantitatief (18), analyse van
DNA-restrictie-fragmenten (19,20) of analyse van
Short Tandem Repeats (STR) om de herkomst van
bepaalde cellen te achterhalen (bv. bij slachtoffer/
dader- of donor/patiënt-identificatie) (21,22). Een ge-
valideerde toepassing van capillaire elektroforese in
de routine, waarbij de analyse en de confirmatie zijn
geïntegreerd, is de bepaling van de factor V Leiden
puntmutatie door een allelspecifiek amplificatie-pro-
tocol (23). De analyse en confirmatie duurt 10 minu-
ten, waarna de uitslag normaal, heterozygoot of ho-
mozygoot mutant gegeven kan worden.
Technische aanpassingen van CE-apparatuur kunnen
leiden tot verdere automatisering van methodieken.
Een voorbeeld hiervan is het "on-line" opensmelten
van PCR-producten voor de detectie van puntmuta-
ties met de SSCP-methode (24). Hiervoor is enkel-
strengs DNA nodig, wat verkregen wordt door vóór
de analyse het DNA te verhitten en snel af te koelen
op ijs. Door het capillair zeer locaal sterk te verhitten
(tot ± 95oC), kan het DNA opengesmolten worden tij-
dens de elektroforese. Alle monstervoorbewerking is
daarmee overbodig gemaakt.
Verdere technische aanpassingen zouden het mogelijk
kunnen maken om alle stappen van de moleculaire
diagnostiek in één apparaat onder te brengen. Verdere
integratie van CE met de PCR-apparatuur ligt dan
ook voor de hand.

Conclusies
Het valt te verwachten dat in de nabije toekomst
moleculaire diagnostiek een steeds grotere rol zal
spelen in de ondersteuning van de patiëntenzorg. Het
kwaliteitsoogmerk, een goede uitwisseling tussen pa-
tiëntenzorg en research en een nauw overleg tussen
laboratorium en aanvragend arts zijn daarbij vanzelf-
sprekend cruciaal.
Automatisering van de moleculaire diagnostiek zal de
kwaliteit ervan ten goede komen. Het gebruik van
capillaire elektroforese kan gezien worden als een
eerste stap in die richting.

Wij bedanken de Stichting voor de Technische Wetenschap-
pen (STW), de firma Prince Technologies in Emmen en de
Maurits en Anna de Kock stichting voor ondersteuning.
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Summary

Automation of molecular diagnostics using capillary electro-
phoresis. Kuypers AWHM, Linssen PCM and Mensink EJBM.
Ned Tijdschr Klin Chem 1996; 21: 235-238.
To assure the reliability of molecular diagnostics adequate
quality assessment procedures are necessary. Automation of
molecular diagnostics would lead to standardization and
higher reproducibility and therefore improve quality. A recent
development in the field of automation is the use of capillary
electrophoresis (CE) as an analysis method. The number of
applications of this technique is growing rapidly. When com-
pared to traditional electrophoresis capillary electrophoresis
has many advantages, which makes it very suitable for use in
automated and routine molecular diagnostics.
Key-words: capillary electrophoresis; DNA; PCR; automati-
sation; quality control
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Humane lever bevat grote hoeveelheden glutathion S-
transferasen van de Alfa klasse (GST-Alfa). De plas-
maspiegel van GSTA1-1, het voornaamste isoenzym
van Alfa klasse, is waarschijnlijk een gevoelige mar-
ker voor levercelschade. Daarom werd een zeer ge-
voelige en specifieke sandwich ELISA voor GSTA1-1

ontwikkeld. De verdeling van GSTA1-1 in plasma
van gezonde controles werd vrijwel normaal na een
logaritmische transformatie. Gezonde mannen had-
den significant hogere plasma GSTA1-1-spiegels dan
gezonde vrouwen. Bij vrouwen werd een significante
stijging vastgesteld met toenemende leeftijd, iets wat
bij mannen niet werd waargenomen. Patiënten met
gastrointestinale aandoeningen die niet gepaard gaan
met levercelschade en patiënten met alcoholische
levercirrose hadden normale plasma GSTA1-1-
niveaus. Patiënten met primaire biliaire cirrose, pri-
maire scleroserende cholangitis of chronische hepa-
titis B hadden significant verhoogde plasma
GSTA1-1-niveaus maar de ASAT activiteit was bij

Ned Tijdschr Klin Chem 1996; 21: 238-244

Plasma glutathion S-transferase Alfa1-1 als marker voor leverschade

T.P.J. MULDER1, W.H.M. PETERS1, E.A.P. STEEGERS2 en J.B.J.M. JANSEN1

Afdeling Gastroenterologie1 en Obstetrie en Gynaecolo-
gie2, Academisch Ziekenhuis St. Radboud, Nijmegen

Correspondentie: Dr. T.P.J. Mulder, Afdeling Gastroenterolo-
gie, Academisch Ziekenhuis St. Radboud, Postbus 9101, 6500
HB Nijmegen.
Ingekomen: 16.01.96


