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Einleitung

Zusammenfassung:

Zur Phé'm.)tgpisierung funktionell differenter Lymphozytensubpopulationen werden eine Vielzahl monoklo-
naler Aqt/korper kommerziell angeboten, deren Qualitit und Vergleichbarkeit in der vorliegenden Untersu-
ch_ung Uberpriift werden sollte. Hierzu wurden die Lymphozyten von 40 jungen freiwilligen Blutspendern
mit Hilfe der folgenden monoklonalen Antikérper markiert. Zur Identifizierung der Gesamt- T-Lymphozyten:
Quantigen T und B cell assay (Biorad, Mechelen, Belgium), BMA 030 (Behring-Werke, Marburg) und OKT
11 (Ortho, New Jersey, USA); der T-Helfer/Inducer Zellen: Quantigen T4/T8 cell assay (Biorad), BMA 040
(Behring-Werke), Anti-Leu 3a/3b (Becton Dickinson, Heidelberg) und OKT 4 (Ortho); der T-Suppressor-/
zytotoxischen Zellen: Quantigen T4/T8 cell assay (Biorad), BMA 081 (Behring-Werke), Anti-Leu 2a/2b
(Becton Dickinson) und OKT 8 (Ortho). Es zeigte sich, daB8 bei der Bestimmung der T-Helfer-/Inducer-
Zellen der Anteil der Quantigen T4 und Anti-Leu 3a/3b positiven Zellen (p < 0,05) gegeniiber dem der OKT
4 und Behring BMA 040 positiven Zellen erniedrigt ist. Desgleichen lag bei Bestimmung der T-Suppressor-/
zytotoxischen Zellen der Anteil der Quantigen T8 und Anti-Leu 2a/2b positiven Zellen deutlich unter dem
der BMA 081 und OKT 8 positiven Zellen. Bei der klinischen Interpretation der Ergebnisse sollten die
methodisch bedingten Unterschiede unbedingt berticksichtigt werden. '

Schiliisselworter:

Lymphozytensubpopulationen — monoklonale Antikérper

Summary:

For the determination of functional lymphocyte subpopulations a plurality of monoclonal antibodies are
available commercially, whose quality should be examined in the following investigation. Peripheral blood
lymphocytes of 40 young healthy volunteers have been identified using the following monoclonal antibodies.
For the identification of total lymphocytes: Quantigen T and B cell assay (Biorad, Mechelen, Belgium), BMA
030 (Behring-Werke, Marburg, FRG) and OKT 11 (Ortho, New Jersey, USA),; of T-helper/inducer cells:
Quantigen ‘T4/T8 cell assay (Biorad), BMA 040 (Behring-Werke), Anti-Leu 3a/3b (Becton Dickinson,
Heidelberg, FRG) and OKT 4 (Ortho), of T-suppressor/cytotoxic cells: Quantigen T4/T8 cell assay (Biorad),
BMA 081 (Behring-Werke), Anti-Leu 2a/2b (Becton Dickinson) and OKT 8 (Ortho). We were able to show
that the percentage of Quantigen T4 and Anti-Leu 3a/3b positive T-helper/inducer cells (p < 0,05) was
lower than that of OKT 4 and BMA 040 positive cells. Similarly the percentage of Quantigen T8 and Anti-
Leu 2a/2b positive cells was lower than the percentage of BMA 081 and OKT 8 positive cells. The clinical
interpretation should take these methodically dependent differences into consideration.
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charakterisiert und konnten durch folgende monoklonale
Antikorper definiert und in verschiedenen Testsystemen

Durch die grundlegenden Arbeiten von Kohler und Mil-
stein (1) ist die Herstellung monoklonaler Antikérper ge-
gen spezifische antigene Determinanten méglich gewor-
den. Neben zahlreichen anderen Anwendungsgebieten
erlauben monoklonale Antikorper, durch den Nachweis
spezifischer Strukturen auf der Lymphozytenmembran,
Uber die rein morphologische Typisierung hinaus die
Identifizierung funktionell differenter Subgruppen von
Lymphozyten.

Die wesentlichen, an der Regulation der Immunantwort
beteiligten Lymphozytenpopulationen sind durch die Ex-

funktionell identifiziert werden:

1. Der T101-Antikérper reagiert mit einem T-Zell-
membranantigen ‘mit einem Molekulargewicht von
65000 Dalton, das bei mehr als 90% aller E-Rosetten-
positiven Zellen, 95% der Thymozyten und 10% der Kno-
chenmarkszellen zu finden ist (2).

2. Der T4-Antikorper reagiert mit einem 62000 Dalton
Membranantigen, das bei 50—65% der peripheren zirku-
lierenden T-Lymphozyten, 75% der Thymozyten und 15%
der Splenozyten zu finden ist und mit einer Helfer/Indu-
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cer-Funktion der T-Lymphozytensubpopulationen asso-
ziiert ist (3).

3. Der T8-Antikdrper reagiert mit einem Lymphozyten-
membranantigen, das sich aus zwei Komponenten mit
einem Molekulargewicht von 32000 und 43000 Dalton
zusammensetzt und bei 20-35% der peripheren T-Lym-
phozyten, 80% der Thymozyten und 15% der Splenozyten
gefunden wird. Das Vorhandensein dieses Antigens ist
mit der Suppressorfunktion und Zytotoxizitit der T-Lym-
phozytensubpopulationen assoziiert (4).

Das Testprinzip besteht darin, daR die Lymphozytensub-
populationen durch Inkubation der isolierten mononukle-
dren Zellen des peripheren Blutes mit einem monoklona-
len Maus-Antikorper gegen subgruppenspezifische anti-
gene Determinanten der Lymphozytenmembran identifi-
ziert und anschlieBend entweder mit einem fluoreszein-
markierten Anti-Maus-Immunglobulin oder durch Bin:
dung des monoklonalen Antikérpers an Polyacrylamid-
gelpartikel (,Microbeads”) sichtbar gemacht werden.

Zwischenzeitlich hat sich diese Technik zu einer Stan-

dardmethode entwickelt und es werden von zahireichen
Herstellern monoklonale Antikérper zur Bestimmung der
wesentlichen, auch klinisch interessanten Lymphozyten-
subpopulationen kommerziell angeboten. Die nach unse-
ren Erfahrungen derzeit gebrauchlichsten monoklonalen
Antikorper werden von folgenden Herstellern angeboten:
Ortho Diagnostics, Becton Dickinson, Behring-Werke
und Biorad Laboratories.

Die Phanotypisierung von Lymphozytensubpopulationen
hat nicht nur in der Forschung, sondern auch in der kli-
nisch-immunologischen Routinediagnostik, insbeson-
dere bei der Diagnose von Autoimmunerkrankungen (6),
in der Onkologie (7), bei der Verlaufskontrolie unter
Zytostatikatherapie und bei der Friherkennung von
AbstoRungskrisen nach Transplantationen (8) groRe
Bedeutung erlangt. Diese breite Anwendung macht eine
Qualitatskontrolle unbedingt erforderlich.

Es war daher Ziel der folgenden Untersuchung, zu Gber-
priifen, inwieweit die mit Hilfe verschiedener monoklona-
ler Antikérper ermittelten Ergebnisse vergleichbar sind.

Gesamt-T-Lymphozyten
Anteil im peripheren Blut
- Prozent [%]
1

Material und Methode

Hierzu wurde 40 gesunden, freiwilligen mannlichen und
weiblichen Blutspendern der Alterskiasse zwischen 18
und 25 Jahren morgens jeweils 20 ml venéses Heparin-
blut entnommen und die mononukleiren peripheren
Blutzellen durch Dichtegradientenzentrifugation ent-
sprechend der Methode von Boyum (5) isoliert.

Aus der auf 5000 Zellen pro pl eingesteliten Lymphozy-
tensuspension wurden die entsprechenden Aliquote ent-
nommen und nach den Arbeitsvorschriften der Hersteller
mit den folgenden monoklonalen Antikérpern markiert.

Zur Identifizierung der Gesamt-T-Lymphozyten:

= Quantigen T und B-Cell Assay (Biorad, Mechelen, Bel-
gien),

— BMA 030 (Behring-Werke, Marburg),

= OKT 11 (Ortho, New Jersey, USA).

Zur |dentifizierung der T-Helfer/Inducer Zellen:

= Quantigen T4/T8 Cell Assay (Biorad, Richmond,
USA),

— BMA 040 (Behring-Werke, Marburg), R

- Anti-Leu 3a/3b (Becton Dickinson, Heidelberg),

— OKT 4 (Ortho, New Jersey, USA);

Zur ldentifizierung der T-Suppressor-/zytotoxischen Zel-

len:

— Quantigen T4/T8 Cell Assay (Biorad, Richmond,
USA),

— BMA 081 (Behring-Werke, Marburg), .

— Anti-Leu 2a/2b (Becton Dickinson, Heidelberg),

— OKT 8 (Ortho, New Jersey, USA).

Die monoklonalen Antikdrper der Firma Biorad (Quanti-
gen T und B Cell Assay und Quantigen T4/T8 Cell Assay)
sind mit unterschiedlich gefarbten Microbeads gekoppelt
und bilden bei Bindung an die jeweiligen Lymphozyten-
population Rosetten aus, wobei eine Rosette definiert
ist als jede Zelle mit 3 oder mehr Microbeads an ihrer
Oberflache. Die Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch.

Bei den (ibrigen verwendeten monoklonalen Antikérpern
sind zur Sichtbarmachung sogenannte ,Second-Anti-

Inducer/Helfer-T-Zellen

- Anteil im peripheren Blut
- Prozent [%] .
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Abb. 1 : Be:stimmung der Gesamt-T-Lymphozyten im peripheren
Blut mit Hilfe verschiedener monoklonaler Antikérper
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monoklonale Antikérper

Abb. 2: Bestimmung der Inducer/Helfer-T-Zellen im peripheren

~ Blut mit Hilfe verschiedener monoklonaler Antikérper
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Abt?. 3: Bestimmung der zytotoxischen/Suppressor-T-Zellen im
peripheren Blut mit Hilfe verschiedener monoklonaler Antikérper

body-Techniken” notwendig. Hierzu werden zunichst
durch Waschen die liberschiissigen Antikérper entfernt
und dann durch erneute Inkubation die Lymphozyten mit

-Fluoreszein-gebundenem Anti-Maus-Serum (Bionetics,

Kensington, USA) markiert. Die Auswertung erfolgte im
Fluoreszenzmikroskop.

Es wurden im zweifachen Parallelansatz jeweils 200 Zel-
len differenziert und der relative Anteil der jeweiligen
Lymphozytensubpopulation in Prozent (%) angegeben.

Ergebnisse

Der Anteil der Gesamt-Lymphozyten war bei allen ver-
wendeten monoklonalen Antikérpern nahezu identisch,
lediglich bei Verwendung des Quantigen T und B Cell
Assays war der ermittelte Wert geringfligig erniedrigt
(Abb. 1). GroBere Unterschiede zeigten sich jedoch bei
den tbrigen untersuchten T-Lymphozytenpopulationen.
Der Anteil der Quantigen T4 positiven T-Helfer/Inducer
Zellen war signifikant (p < 0,05), der Anteil der Anti-
Leu 3a/3b positiven Zellen war ebenfalls deutlich, jedoch
nicht statistisch signifikant, gegeniiber dem der OKT 4
und Behring BMA 040 positiven Zellen erniedrigt. Die
Schwankungsbreite war bei Verwendung von Quantigen
T4/T8 und Anti-Leu 3a/3b auch deutlich groRer
(Abb. 2). :

Auch bei der Bestimmung des Anteils der T-Suppressor-/
zytotoxischen Zellen zeigten sich deutliche, wenn auch
nicht statistisch zu sichernde Unterschiede in Abhangig-
keit von den verwendeten monoklonalen Antikorpern. So
lag der Anteil der Quantigen T8 und Anti-Leu 2a/2b posi-
tiven Zellen deutlich unter dem der BMA 081 und OKT 8
positiven Zellen (Abb. 3). Es bestand eine positive Korre-
lation mit einem Korrelationskoeffizienten r zwischen 0,5
und 0,7 zwischen dem Anteil der Quantigen T4- und
Anti-Leu 3a/3b- und Quantigen T8- und Anti-Leu 2a/
2b-positiven, sowie zwischen den BMA 040- und OKT
4- und den BMA 081- und OKT 8-positiven Zellen. In
einer anderen Form der graphischen Darstellung werden
die jeweiligen Unterschiede zwischen den verschiedenen
Bestimmungsmethoden noch deutlicher (Abb. 4).

Lymphqzytensubpopulationen
Anteil im peripheren Blut
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A?b. 4: Vergleich des mit Hilfe verschiedener monoklonaler Anti-
korper ermittelten Anteils von T-Lymphozytensubpopulationen
im peripheren Blut

In Tab.1 sind die Ergebnisse und die jeweilige Standard-
abweichung im einzelnen aufgelistet. Eine Ubersicht
Uber das mit Hilfe der jeweiligen monoklonalen Antikor-
per ermittelte Verhaltnis der T-Helfer und T-Suppressor
Zellen, das bei bestimmten klinischen Fragestellungen

besonders interessant ist, gibt Tab. 2.

Tab. 1: Anteil der mit Hilfe der angegebenen monoklonalen Anti-
korper bestimmten Lymphozytensubpopulationen im peripheren
Blut (in Prozent)

Mittelwert Standard-
abweichung

Inducer/Helfer-T-Zellen

Quantigen T4 34,40 20,04
Behring BMA 040 51,68 7.69
Anti-Leu 3a/3b 46,05 10,61
Ortho OKT 4 54,17 11,07
Zytotoxische/Suppressor-T-Zelien

Quantigen T8 23,05 7,23
Behring BMA 081 3117 10,27
Anti-Leu 2a/2b 19,80 7.22
Ortho OKT 8 30,17 10,18
Gesamt-T-Lymphozyten

Quantigen T 74,36 8,45
Behring BMA 030 79,85 11,00
Ortho OKT 11 91,27 5,60

Tab. 2: Bestimmung des T4/T8-Verhaltnisses mit Hilfe der ver-
schiedenen monoklonalen Antikérper

Quantigen T4/T8 1,49
Behring BMA 040/081 1,65
Anti-Leu 3/2 2,32
Ortho OKT4/0KT8 1,79
Diskussion

Es konnte in der vorliegenden Untersuchung gezeigt wer-
den, daR in Abhangigkeit von den verwendeten mono-
klonalen Antikorpern die Ergebnisse der Lympho-
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zytensubopulationsbestimmung 2.T. erheblich differie-
ren. Insbesondere bei Markierung der Lymphozyten mit
Hilfe Microbead-gekoppelter monoklonaler Antikérper
ist der Anteil der jeweiligen Lymphozytenpopulation
deutlich erniedrigt. Diese Unterschiede scheinen zu-
nichst unverstandlich, da von den verwendeten mono-
klonalen Antikérpern lediglich subgruppenspezifische
Epitope der Lymphozytenmembran erfallt werden und
somit die Gesamtzahl der als positiv identifizierten Zellen
jeweils ungeféhr gleich sein miBte. Moglicherweise wird
durch Kopplung des monoklonalen Antikorpers an Mi-
crobeads deren Affinitat gegenliber antigenen Strukturen
der Lymphozytenmembran gestdrt, was den signifikant
erniedrigten Anteil der Quantigen T4 und T8 positiven
Zellen erkldren konnte. Hier war zudem die Standardab-
weichung am groBten. Eine weitere Erklarung konnte die
zum Teil sehr unterschiedliche Qualitat der Fluoreszein-
markierung sein. Insbesondere bei Verwendung der mo-
noklonalen Antikérper OKT 4 und der BMA-Serie traten
zumeist erhebliche Schwierigkeiten bei der Auswertung
auf, da die markierten Lymphozyten nur mit Schwierigkei-
ten identifiziert werden konnten. Probleme bereitete auch
gelegentlich die farbliche Differenzierung zwischen Ro-
setten mit roten T4- und gelbbraunen T8-markierten Mi-
crobeads. Positiv fielen hingegen die monoklonalen An-
tikérper der Leu-Serie auf, bei denen sich die antikérper-
positiven Lymphozyten eindeutig und miihelos identifi-
zieren lieRen.

Die klinische Interpretation der Ergebnisse der Lympho-
zytensubpopulationsbestimmung sollte somit unbedingt
die methodisch bedingten Unterschiede beriicksichtigen,

wobei die verwendeten Antikorper angegeben werden
sollten. Eine Qualitdtskontrolle ist erforderlich, um die mit
Hilfe dieser neuen Methode ermittelten Ergebnisse der
klinischen Medizin zugangig zu machen. Vor einer unkri-
tischen Weitergabe der Ergebnisse, ohne die Méglichkeit
auf immunologische Kenntnisse zuriickgreifen zu kén-
nen, muld gewarnt werden.
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