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Testsystem zur Erfassung der Leukozytenfunktion

Anwendung an tierexperimentellen Untersuchungen zur Beeinflussung
der Immunantwort durch ungesittigte Fettsauren

A. Bauer, G. Wiisten, M. Born, A. Weber
Aus der Kinderklinik B der Medizinischen Einrichtungen der Universitit Diisseldorf (Direktor: Prof. Dr. E. Schmidt)

Zusammenfassung:

Das Pfir)Zip und die methodische Qurchfil'hrung von vier Mikromethoden, die innerhalb eines Testsystems
komblmert. werden, werden beschrieben. Gemessen werden die Chemotaxis, die Migrationshemmung, die
Latex-Partikel-Phagozytose und die NBT-Reduktionskapazitét an in vitro stimulierten Leukozyten.

Verg{eichbare Methoden zur Erfassung der Leukozytenfunktion setzen in der Regel zu ihrer Durchfiihrung
relativ groBe Blutvolumina voraus. Das vorgestellte Testsystem ist dagegen mit einem Minimum an Blut
ausfihrbar und daher auch fiir die Anwendung in der Pédiatrie geeignet.

Es handelt sich bei dem Testsystem um ein fiir ein immunologisches Routinelabor praktikables Spektrum an
Untersuchungen. .

Der detaillierten Darstellung der Methoden schlieBt sich ein angewandter Teil am Beispiel tierexperimenteller
Untersuchungen an. Im Rahmen von Fiitterungsversuchen an Kaninchen wird der EinfluB unterschiedlich
hoher Zufuhr essentieller Fettséduren auf die Immunantwort unter einer Listerien-Infektion gemessen.

Schliisselworter:

Leukozytenfunktion — Kombiniertes Testsystem —~ Chemotaxis — Migrationshemmung — Latex-Partikel-
Phagozytose — NBT-Reduktionskapazitit — Leukozytenstimulation — Diagnostische Anwendbarkeit

Summary:

Principles and methods of four micro-tests are described. Four tests, Chemotaxis, Migration inhibition,
Latex-particles-phagocytosis and NBT-reduction-capacity of in vitro stimulated leucocytes are combined
in one testsystem. .

The system reported has the advantage of working with relatively small blood volumes and thus can also be
applied in the pediatric group.

The testsystem can well be used in an routine immunological laboratory.

A detailed presentation of the test in an animal experiment concerning the immune response to Listeria
infection under the influence of various levels of dietary essential fatty acids is given.

Keywords:

Leucocyte function — combined testsystem — chemotaxis — migration inhibition — Latex-particles-
phagocytosis — NBT-reduction capacity — diagnostic application — leucocyte-stimulation — animal ex-
periments

Die altersabhéngige Auspragung der zelluldren Immun-
antwort wurde nur von wenigen Untersuchern in ihre
Beobachtungen eingeschlossen (1, 2).

.Die bei der in vitro-Messung der Leukozytenfunktion
moglichen Storfaktoren kénnen beziiglich der Reprodu-
zierbarkeit der Tests erhebliche Probleme aufwerfen. Kel-
ler (3) ermittelte bei einem Patienten eine Variationsbreite
der Messung von 180+23, bzw. 132+65 migrierten
Leukozyten in der Boyden-Kammer je nach dem Grad der
Aktivierung der Zellen. Es erweist sich als problematisch,

Einleitung

Die Entwicklung und Modifikation geeigneter Labor-
methoden zur Erfassung der Leukozytenfunktion stieR
speziell in der Padiatrie auf eine Reihe praktischer Pro-
bleme. Limitierend erwies sich die Notwendigkeit groRe-
rer Blutvolumina fiir die Durchfiihrung eines aussagekraf-
tigen Spektrums von immunologischen Methoden zur Er-
fassung der zelluldren Abwehrsituation des Kleinkindes.

Ein Uberblick {iber die konventionellen Techniken ergibt
ein widerspriichliches Bild, das einen Vergleich der Er-
gebnisse in der Literatur, z. B. zur Messung der Leukozy-
tenfunktion stark erschwert. Fiir die verschiedenen Tests
zur Erfassung der chemotaktischen Aktivitat der Leukozy-
ten existieren derzeit kaum vergleichbare Referenzdaten.

ein MeRsystem zu standardisieren, das von einer enorm
groRRen Zahl von Faktoren beeinflut werden kann.

Eine Reihe technischer Faktoren, wie z. B. der Zusatz von
Antikoagulantien, die Verwendung von Zellseparations-
mitteln usw. beeinflussen das Testsystem.
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Die Aussagekraft eines Tests zur Funktion immunkompe-
tenter Zellen hangt davon ab, wie weit man sich bei der
Ubertragung auf ein geeignetes Testmodell von der in-
vivo-Situation entfernt.

Im folgenden soll ein Testsystem in Form einer Kombina-
tion von vier Funktionstests zur Ermittiung der Leukozy-
tenfunktion vorgestelit werden, fiir dessen Durchfiihrung
eine Gesamtblutmenge von 13 mi erforderlich ist. Damit
ist die Erstellung des zelluldren Immunstatus z. B. auch
fiir die Padiatrie in einem immunologischen Routinelabor
praktikabel. Voraussetzung fiir die Anwendung an
Sauglingen ist selbstverstandlich die vorangegangene
Immunisierung mit dem auch im Testansatz verwendeten
Antigen. Wegen der obligatorischen Tetanus-Impfung im
Alter von ca. 3 Monaten bietet sich dieses Antigen an.

Material und Methoden

Prinzip der Methoden

Chemotaxis

Zur Erfassung der chemotaktischen Aktivitdt der poly-
morphkernigen neutrophilen Granulozyten werden die in

einem Gewebekulturmedium angereicherten Zellen in
einem gelartigen Medium veranla3t, auf einen chemotak-
tischen Faktor (z. B. Lipopolysaccharid aus E. coli bzw.
Zymosan aus der Zellwand von S. cerevisiae) gerichtet zu
wandern (4, 5). Die Wanderungsstrecke wird mikrosko-
pisch mittels eines graduierten MeBokulars quantifiziert.

Leukozytenmigrations-Hemmtest

Einer in einem Gewebekulturmedium angereicherten
Leukozytensuspension wird ein T-Zell-Antigen (Tuber-
kulin oder hochgereinigtes Tetanus-Toxoid) zugesetzt
(5. 6).

Unter der Antigenstimulation kommt es zur Ausschiittung
eines Migrations-Hemm-Faktors (MIF), der eine Aus-
wanderung in das umgebende agarosehaltige Gewebe-
kulturmedium verhindert. Die mikroskopische Auswer-
tung erfolgt analog der in der Chemotaxis beschriebenen.

Latex- Partikel- Phagozytose

Eine Leukozytensuspension wird mit Latex-Partikeln in-
kubiert (7). Nach Fixation und Anfarbung mit Kernechtrot
wird der prozentuale Anteil an Leukozyten mikroskopisch
ermittelt, die mehr als 5 Latexpartikel phagozytiert haben.

13 ml Vollblut (mit heparinisierter Spritze entnommen) wie folgt aufteilen:

1) 1 1 1
Blut 5,0 mi 5,0 ml 2x0,5 ml 2,0ml
+ + - -
6%ige — _
Hydroxyathylstarke 05mi 05mi
vorsichtig mischen (fir NBT-Test (far
1 ! 5. 2.2.3) Serumgewinnung)
30 min in 45° Schraglage
bei 37°C sedimentieren lassen
! 1) .
weitere 15°'min in vertikaler Position wahrend der Sedimentation:
bei 37°C sedimentieren lassen 1. Aufarbeitung des NBT-Tests )
! ] 2. (él:&en und Stan“zﬂen der Gelplatten fir
. i igrati h test
Uberstand abpipettieren, auf 3 Rohrchen verteilen: emotaxis und Migrationshemmtes
1 1 1)
far: ) Chemotaxis Migrations- Latex-
Zellreiche . hemmtest Phagozytose
Plasmafraktion 1 ]
Trennmedium 3,0ml 3.0mi 1,0 ml (ca.) .
+ + +
7.0ml 7.0 mi 3,0mi
15 min bei max. 3—400 g zentrifugieren
1 ! ]

In 1,5-ml-
ReaktionsgefaRen

Uberstand im Rohrchen bis kurz oberhalb des
Sedimentes mit Wasserstrahlpumpe und Pasteur-
N pipette absaugen
3x im Uberschuf mit RPMI 1640 Medium
je 10 min bei max. 3—400 g waschen

Sediment in RPMI 1640 Medium + 10% inaktiviertem
fotalem Kalberserum in folgenden Volumina aufnehmen:
! - ¥
0,2 ml " 01 ml 0,2 ml
Zellzahl Uberpriifen, ggfs: einstellen

10 ul je Stanzloch auftragen
(s. Schema)

wahrend der Waschvorgange:
1. Ansatz der chemotaktischen Faktoren

* 2. Inkubationsansatz mit Toxoid fir

Migrationshemmtest
3. Inkubation fir Latex-Partikel-Phago-
zytose

Abb. 1: Koordinationsschema zur organisatorischen’ Durchfiihrung von vier kombinierten Leukozytenfunktionstests innerhalb eines

Systems
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NBT-Reduktionskapazitat der polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten

Eine angereicherte Leukozytensuspension wird mit einer
Farbstofflosung (NBT-Nitroblautetrazolium) " inkubiert.
Bei intakter enzymatischer Ausstattung der phagozy-
" tierenden Vakuolen der Granulozyten wird unter der Anti-
genstimulation der Farbstoff aus der gelben in seine redu-
zierte tiefblaue Form Gberfihrt.

Eine mikroskopische Auswertung des prozentualen An-
teiles der Granulozyten, die den reduzierten Farbstoff
enthalten, gibt Aufschluf lber die Fahigkeit der intra-
zelluldren Abtétung phagozytierter Partikeln durch die
Granulozyten.

Das kombinierte Testsystem der zuvor beschriebenen
Methoden 148t sich mit einem Gesamtblutvolumen von
13 ml durchfiihren. Wichtig ist die Beachtung einiger
Grundprinzipien, wie sie ganz allgemein bei Tests mit
Zellkulturen eingehalten werden mussen. Dazu gehort ein
weitgehend aseptisches Arbeiten, am besten unter einer
Laminar Flow-Bank. Das gesamte Verbrauchsmaterial
sollte sterilisiert werden, Kunststoffartikel je nach Material
autoklaviert oder im Ultraschallbad behandelt werden.

Gewebekulturmedien, Kochsalzlosungen und Pufferlo-
sungen sollten steril filtriert werden.

Abb. 1 gibt einen Uberblick iiber den organisatorischen
Ablauf, der so rationell als moglich gestaltet werden muR.
Somit kann das Testresultat erheblich beeinfluBt werden,
da das in vitro-Vitalitatsoptimum der Leukozytenkultur
recht kurz ist und von der Blutentnahme uber die Auf-
arbeitung des Zellansatzes bis zur Inkubation nicht mehr
als ca. 4 Std. verstreichen sollten.

Durchfiihrung der Methoden

Blutgewinnung

Mit einer heparinisierten Einmalspritze werden 13 ml Ve-
nenblut entnommen, davon werden je 5 ml auf 2 Polysty-
rol-Zentrifugenréhrchen verteilt, 2x500 pl werden fir
den NBT-Test in Eppendorf-Gefae (1 ml Fassungsver-
mogen) Uberfihrt. Die verbleibenden 2 ml werden nach
der Zentrifugation zur Plasmagewinnung aufbewahrt.

Den 5 ml Proben wird 10%ige Plasmasterillosung (Fa.
Fresenius) zur Beschleunigung der Sedimentation zuge-
setzt. Nach vorsichtigem Kippen der Rohrchen 1aBt man
die Proben bei 37°C 45 min in 45° Schréaglage und wei-
tere 10 min in Vertikallage sedimentieren.

Herstellung der Agarose-Gelplatten

12 ml fétales Kélberserum (Fa. Boehringer, Mannheim)
werden bei 56°C fir 30 min im Wasserbad inaktiviert und
steril filtriert. Im gleichen Wasserbad werden 45 ml dop-
pelt konzentriertes RPMI 1640 Gewebekulturmedium
(Fa. Boehringer, Mannheim) vorgewarmt. 1,2 g Agarose
(Fa. Serva, Heidelberg) 188t man in 45 ml sterilem Aqua
bidest. bis zum Sieden erhitzen, danach auf 56°C abkiih-
len. Agarose-Losung, doppelt konzentriertes Medium
und 10 ml fotales Kalberserum werden vorsichtig ver-
mischt und mit einer 5 ml Pipette auf sterile, fir die Ge-
webekultur oberflichenbehandelte Petrischalen (Fa.
Greiner, Nirtingen) von 6 cm Durchmesser aufgetragen
(Nivelliertisch).

Chemotaxis

Nach der Sedimentation wird der zellreiche Uberstand
mit dem Buffy-coat mit Hilfe einer Spritze abgehebert und
die Zellsuspension 3mal mit RPM1i 1640 Medium (+10%
inaktiviertem fotalen Kalberserum) gewaschen, zwischen
den Waschvorgangen wird mit nicht mehr als 300 g
zentrifugiert. Nach dem letzten Waschen wird das Sedi-
ment in einem Volumen an Medium resuspendiert, das
einer Zellzahl von ca. 2,5%10” Neutrophilen/pl ent-
spricht.

Um eine Funktionsstorung der Neutrophilen bzw. der
chemotaktisch wirksamen Faktoren gegeneinander ab-
zugrenzen, werden 4 Ansatze des chemotaktischen Fak-
tors hergestellt:

AB Normalserum 100 pl
+ E. coli Lipopolysaccharid 100 pl
Patientenserum 100 pl
+ E. coli Lipopolysaccharid 100 pl
Patientenserum 100 pl
+ RPMI 1640 Medium 100 pl
E. coli Lipopolysaccharid 100 p!
+ RPMI 1640 Medium 100 pl

In die vorne beschriebenen Gewebekulturplatten wird
mittels einer Gelstanze & 2,5 mm je 6mal pro Platte ein
3er Block von Einfulléffnungen fir den chemotaktischen
Faktor, die Zellsuspensionen und NaCl-L6sung gestanzt
(Abb. 2). Zur Abgrenzung eines funktionellen Defektes
der Granulozyten wurden verschiedene Testansatze
durchgefihrt. :

Ansatz 1 2 3 4
AB-Normal- Patienten- Patienten- E. coli
serum serum serum Lipopolysaccharid
+ + + +
E. coli E.coli’ RPMI 1640 RPMI 1640
Lipopolysaccharid Lipopolysaccharid Medium Medium

Granulozytensuspension

X bezeichnet Migrationsstrecke . .
XX bezeichnet Spontanmigration ohne Stimulation

Leerkontrolle (NaCl-Losung)

Abb, 2: Schematische Darstellung der Anordnung der Stanziécher in der Gewebekulturplatte mit den 4 Ansétzen des chemotaktischen

Faktors
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Ein Defekt kann in einer Funktionsstorung der Zellen
selbst oder in einer mangelnden Produktion chemotak-
tisch wirksamer Mediatoren liegen.

In der Beurteilung sind folgende Aussagen maglich:

Ansatz 1 erlaubt eine Bewertung eines Funktionsdefektes
der Granulozyten.

Ansatz 2 1aRt eine Aussage Uber die Ausschiittung von
Mediatoren zu.

Ansatz 3 gibt Auskunft Gber eventuelle Infektzeichen.
Ansatz 4 wird als Kontrolle des Faktors ohne Serumzusatz

- gefuhrt,

Nach dreistiindiger Inkubation der Platten in einer feuch-
ten Kammer bei 37°C unter kontrollierter CO,-Atmo-
sphire (5%) wird die gesamte Gelschicht mit Methanol
und 40%iger Formaliniosung fixiert, mit einem handels-
tblichen Schnellfarber nach Entfernen der Gelschicht an-
gefarbt und anschlieRend ausgewertet.

Leukozytenmigrations-Hemmtest (modifiziert nach 5,6)

Die Aufarbeitung der Leukozytensuspension erfolgt ana-
log der Beschreibung fiir die Chemotaxis. Abweichend
davon werden in ReaktionsgefdBen folgende Ansatze
hergestellt:

Stimulierter Ansatz:

Patientenserum 100 pl
hochgereinigtes Tetanus-Toxoid 25 pl
RPMIi 1640 Medium 25 pl
Kontrollansatz:

Patientenserum 100 pl
RPMI 1640 Medium 50 pl

Die Ansatze werden vor dem Einpipettieren in die Stanz-
I6cher der Gelplatte 30 min in einer feuchten Kammer
bei 37°C inkubiert. Entgegen der Chemotaxis werden die
Stanzldcher in gleichmaBigem Abstand auf der Platte ver-
teilt, die Halfte der Locher wird mit einer Markierung
versehen (Auftragstellen fiir den stimulierten Ansatz). Je
Stanzloch betragt das Auftragsvolumen wie bei der Che-
motaxis 10 pl Zellsuspension.

NBT-Reduktionskapazitat der Neutrophilen
(modifiziert nach 8)

1000 pl heparinisiertes Vollblut werden in zwei Reak-
tionsgefdRe Uberfiihrt (jeweils 500 pl). Einem Ansatz
werden 50 pl E. coli Lipopolysaccharid zugefiigt, dem
zweiten zur Kontrolle 50 pl RPMI 1640 Medium. An-
schlieBend werden die Ansidtze 10 min bei Raumtempe-
ratur inkubiert.

Jedem Ansatz werden 500 pl NBT-L6sung zugesetzt und
weitere 15 min bei 37°C inkubiert, danach noch einmal
15 min bei Raumtemperatur. In Schriglage aufgestellte
Objekttrager werden mit dem Blut aus den jeweiligen
Ansatzen beschichtet.

Nach dem Trocknen erfolgt die Anfarbung mit Leishman’s
Methylenblau fir 2 min.

Die Objekttrager werden mit Aqua dest. gespiilt und koén-
nen nach der Trocknung mikroskopisch ausgewertet wer-
den. Die Bewertung erfolgt anhand der Erfassung des
prozentualen Anteiles der NBT-positiven Zellen.

Latex- Partikel- Phagozytose der Neutrophilen

Der entsprechend dem Ablaufschema (Abb.'1) gewon-
nene zellreiche Plasmaliberstand wird auf eine Gewebe-

258 Lab.med. 9: 258 (1985)

kulturplatte aufgetragen, durch vorsichtiges Schwenken
der Platte gleichmaRig verteilt und 20 min bei 37°C in der
feuchten Kammer inkubiert.

Die Adhérenz der Neutrophilen bewirkt die Anheftung an
die Uberfliche der Gewebekulturschale.

Danach wird die Platte vorsichtig mit physiologischer
Kochsalzlosung gespilt und mit folgender Mischung
iberschichtet:

RPMI 1640 Medium 200 pi
Spenderserum 500 pl
Latex-Partikel (1:10 in phys. NaCl-Losung) 20 ul

Der Ansatz wird 20 min bei 37°C inkubiert und die Platte
vorsichtig mit physiologischer Kochsalzlésung gespiilt.
Nach der Fixation mit Methanol und der Anfarbung mit
Kernechtrot 1aBt sich der Anteil an Granulozyten ermittein,
die Latex-Partikel phagozytiert haben.

Beurteilung der kombinierten Tests
zur Ermittlung der Leukozytenfunktion

Die Bewertung der chemotaktischen Aktivitat der Leuko-
zyten wurde mit einem Faktor vorgenommen, der als In-
dex ausgedrickt wurde:
Spontanmigration
Migration gegen C-Faktor -

Sauglinge unter 4 Monaten weisen physiologisch er-
niedrigte Werte auf. Wanderungsweiten in den Ansatzen
1 (gegen AB-Normalserum) und 3 (gegen das eigene,
nicht mit einem chemotaktischen Faktor versetzte Serum)
die eine ebenso starke Wanderung zeigen wie die Leuko-
zyten in Ansatz 2 (mit chemotaktischem Faktor versetzt)
weisen auf Infektzeichen hin. Der Ansatz 4 (Abb. 2)
gilt als Kontrolle und sollte in seiner Wanderungsweite
der Spontanmigration gegeniiber physiologischer Koch-
salzlésung entsprechen.

Bei intakter Ausschiittung des Migrations-Hemm-Fak-
tors (MIF) ist die Wanderungsweite der mit dem Antigen
inkubierten Leukozyten um mehr als 30% gegeniiber dem
Kontrollansatz reduziert.

Als Normgrenze bei der Messung der NBT-Reduktions-
kapazitat gilt fur die beiden Ansdtze:

Der prozentuale Anteil NBT-positiver Zellen betragt im
stimulierten Test 60%, im Kontrollansatz 30%.

Bei der Erfassung der Latex-Partikel-Phagozytose betragt

. der Anteil Neutrophiler, die mehr als 5 Latex- Partikel pha-

gozytiert haben, bei gesunden Spendern etwa 60%.

Anwendung der Testkombinationen

Die oben beschriebenen Testkombinationen wurden im
Rahmen von Tierversuchen angewandt.

Anhand von Fltterungsversuchen sollte der EinfluB
Linolsdure definierter Didten auf die Inmunreaktionen bei
Kaninchen getestet werden.

In Vorversuchen konnten fiir die Methoden folgende
Variationskoeffizienten ermittelt werden:

Chemotaxis 7.0%
Migrations-Hemmtest 11,7%
NBT-Reduktionskapazitat 3.9%
Latex-Partikel-Phagozytose 13,0%

Unter Beriicksichtigung der relativ. aufwendigen Aufar-
beitung des Probenmaterials, wie sie generell fir Tests



zur Erfassung der zelluldren Immunreaktion erforderlich
ist, liegen die Variationskoeffizienten der Methoden in
einem Bereich, der gesicherte Aussagen zulaRt.

Verwendete Tiere

60 mannliche Kaninchen (weiBe Neuseeldnder) mit
einem Versuchsausgangsgewicht von ca. 2200 g im Alter
von drei bis vier Monaten wurden unter konventionellen
Bedingungen in der Zentralen Tierversuchsanlage der
Universitit Disseldorf in Einzelkafigen gehalten.

Diat der Tiere

Der Linolsduregehalt der vier isokalorischen Diaten ist in
Tab. 1 aufgefiihrt. Der von Gruppe | nach IV ansteigende
Gehalt an Linolsdure in den Didten wurde durch die Her-
stellung von unterschiedlichen Mischungen verschiede-
ner Ausgangsfette erreicht. Der prozentuale Energie-
gehalt der jeweiligen Linolsdurefraktion wurde anhand
der gaschromatographisch ermittelten Fettsdurespektren
rechnerisch ermittelt.

Erzeugung einer Infektion

Die Tiere wurden infiziert mit Listeria monocytogenes,
Serotyp 4 b (Institut fiir Hygiene und Labormedizin, Kre-
feld). Die Kultur wurde durch fortlaufende Kaninchen-
passagen virulent gehalten. Der Bakterienstamm wies
eine LD,, von ca. 6x10¢ Listerien auf. Die Tiere wurden
primar mit einer subletalen Dosis von ca. 1x10° vermeh-
rungsfihigen Keimen/ml physiologischer NaCl-Lésung
i.v. infiziert.

CHEMOTAKTISCHE AKTIVITAT DER PMN
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Tab. 1: Linolsduregehalt (LSG) der vier Testdidten

Gruppe LSG in % der Energie
| 04
1 21
11 55
1\ 8.1
Versuchsablauf

Nach einer 8tdgigen Adaptationsphase mit einer Stan-
darddiat wurden die Tiere in 4 Futterungsgruppen unter-
teilt und erhielten die Testdidten unterschiedlichen Linol-
sduregehaltes (Tab. 1). Das Futter wurde ad libitum
angeboten. Nach dieser 12wdéchigen Fitterungsperiode
erfolgten die ersten Untersuchungen zur Ermittlung der
Ausgangswerte. In der 13. Flitterungswoche wurden die
Tiere mit einer subletalen Dosis vitaler Listerien infiziert.
In der Folge wurden bei den infizierten Tieren wahrend
einer Woche in 2tdgigem Abstand die Tests zur Leukozy-
tenfunktion durchgefiihrt. Den Versuchen lag die In-
tention zugrunde, den EinfluR der Versorgung mit es-
sentiellen Fettsduren auf die Aktivitat der Leukozyten zu
untersuchen.

Aus klinischen und tierexperimentellen Untersuchungen
besteht Grund zu der Annahme, daR der essentielle Nah-
rungsfaktor die humorale und zelluldre Immunantwort
dosisabhangig stimuliert (9).

Es wurde eine experimentelle Infektion mit vermeh-
rungstiichtigen Listerien an Kaninchen vorgenommen, die

Immunisie
| rung ) 1
a1 4 4
< I » p<005
Nach 12 Wo-~- 2.+ 3. 4.+ 5. 6.+7 28.Tag
chen Diat Nach zweimaliger Infektion-

Abb. 3: EinfluB von Nahrungen unterschiedlichen Linolsduregehaltes (LSG) auf die chemotaktische Aktivitat der polymorphkernigen

Leukozyten (PMN) nach experimenteller Listerieninfektion. O——0O 0,4% LSG; O——0 2,1% LSG; A

o B 8,1% LSG der Gesamtenergie in der Diét

A 55% LSG;
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zuvor, wie beschrieben, in unterschiedlicher Hohe mit
essentiellen Fettsduren versorgt worden waren.

Als Antigen im Testansatz wurde, abweichend von der
vorstehenden Methodenbeschreibung eine ausgetestete,
inaktivierte Listerienpraparation (Behringwerke AG, Mar-
burg) fir den Migrations-Hemmtest eingesetzt, entspre-
chend der mit Listerien durchgefihrten Infektion.

Statistische Auswertung

Es wurden Gruppenmittelwerte und Standardabwei-
chungen berechnet und die Signifikanz in Wahrschein-
lichkeitsgraden (p).

Aufgrund der 2.T. kieinen Kollektive und der relativ
groBen Streubreiten wurde das Signifikanzniveau bei
p < 0,05 angesetzt. Die statistische Berechnung wurde
mit der einfachen Varianzanalyse und dem t-Test vorge-
nommen, um Einflisse unterschiedlich hoher linolséure-
definierter Diaten zu erfassen. Es wird vorausgesetzt, dafl
das Datenmaterial normal verteilt ist.

Ergebnisse

Chemotaktische Aktivitdt der neutrophilen Granulozyten

Die chemotaktischen Aktivitaten der polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten unter der Verabreichung un-
terschiedlicher Linolsduremengen und einer Listerien-
infektion sind in Abb. 3 dargestelit. Nach 12wdochiger
Versuchsdauer weist die Gruppe lll (Zufuhr: 5,5% der
Energie an Linolsdure) den niedrigsten Cl auf, was mit
einer verstarkten Mobilitat der neutrophilen Granulozyten
gleichzusetzen ist.

MIGRATIONS-HEMMUNG DER PMN

Demgegentuber ist bei dieser Gruppe nach der Immunisie-
rung ein signifikanter Anstieg des Indexes zu verzeichnen,
der sich vorwiegend, bei Betrachtung der effektiven Wan-
derungsstrecken aus der verstarkten Spontanmigration
der Zellen ergibt. Die Darstellung 13t eine linolsaureab-
hangige Steigerung der Spontanmigration bis zur Gruppe
1l erkennen. Wie die Daten der Gruppe IV zeigen, 138t
sich dieser Effekt durch eine darliber hinausgehende Ver-
sorgung mit Linolsdure nicht steigern. Aus Abb. 3 wird
ersichtlich, da die Listerieninfektion auf die Spon-
tanmigration der Granulozyten einen EinfluR besitzt. Ein-
fluBnahmen solcher Art wurden bereits beobachtet. Ak-
tive bakterielle Infektionen beim Menschen vermogen
Neutrophile starker auf chemotaktische Stimulation rea-
gieren zu lassen (10), wobei solche erhohten leukotak-
tischen Aktivitdten vornehmlich bei bakteriellen Infektio-
nen, die auf den Respirationstrakt beschrankt sind, nach-
gewiesen wurden (11).

Migrations- Hemmtest
an polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten

Die Ergebnisse des Leukozytenmigrations-Hemmtests
zeigen eine linolsdureabhingige Steigerung der Migra-
tionshemmung der Zellen (Abb. 4). Der 12waochige Ver-
zehr der Testdiaten fiihrte bei der Gruppe Il (5,5% Linol-
saurezufuhr) zu einer starken signifikanten Migrations-
hemmung der Granulozyten. Dieser deutliche Ftte-
rungseinflu® setzte sich im wesentlichen wahrend der
experimentellen Listerieninfektion fort. Zwar nehmen mit
dem Infektionsverlauf die effektiven Wanderungsweiten
zu, jedoch 1aRt sich zu den einzelnen Untersuchungszeit-
punkten meist die starkste Migrationsinhibierung der
Leukozyten bei der Ill. Fiitterungsgruppe beobachten.
Eine ausgepragte Migrationshemmung a8t auf eine er-

effektive
7°_Migra§ions—
Einhﬁlten
Y
5.0 1
- <
i ///"W —?L\“Tﬁl--]'\ // r\: 3
Norm U EEESt i N1 N, T
ﬁ \\ \ 1.4
3 " /s g
304 \\\ N // "/ i-l
. N Pi—__?gﬁ___
s
/VL N~
\— [
1.0 Jmﬁﬁ::;:;— ‘
rung 1 H | b
p<0.05 T 4 P<0.05 p<0.05
Dvs LTIV Mvs IIV Ivs .
3
Nach 12 Wo- 2.3 4.4 5. 6.+ 7 28. Tag
h - )
chen Di&t Nach zweimaliger Infektion

Abb. 4: EinfluB von Nahrungen unterschiedlichen Linolsiduregehaltes (LSG) auf die Migrationshemmung der polymorphkernigen

Leukozyten (PMN) nach experimenteller Listerieninfektion. O
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héhte Aktivitdt des zelluldren Immunsystems schlieRen.
In Gegenwart eines spezifischen Antigens vermdgen sen-
sibilisierte T-Lymphozyten (in vitro und in vivo) verschie-
dene immunologisch wirksame Mediatoren zu bilden,
z. B. den Migrations-Inhibierungs-Faktor (MIF). Der
MIF erlangt insofern eine besondere Bedeutung fiir das

" zelluldre Abwehrsystem, als durch eine Hemmung der
Granulozyten- und Makrophagenbeweglichkeit die An-
sammlung dieser Zellen im Bereich des Antigen-Antikor-
pergeschehens gewéhrt wird.

Die Testung des MIF stelit eines der empfindlichsten Sy-
steme dar, die Sensibilisierung von Lymphozyten zu er-
fassen und kann als in vitro-Korrelation der verzégerten
Uberempfindlichkeitsreaktion dargestellt werden (5. 12).

Im vorliegenden Experiment kann die positive Migra-
tionsinhibierung — vorrangig der lll. Fiitterungsgruppe —
nicht alleinig auf die T-Zell-Sensibilisierung infolge des
Antigenkontaktes zuriickgefiihrt werden. Da die unbe-
handelten Tiere der Gruppe Il eine extreme Migra-
tionshemmung zeigen, sollte ein fitterungsbedingter
EinfluB in Betracht gezogen werden.

Latex- Partikel- Phagozytose
der polymorphkernigen Granulozyten

Die Ergebnisse des Latex-Partikel-Phagozytose-Tests
(Abb. 5) weisen nach 12wdéchiger Versuchsdauer kaum
Unterschiede zwischen den 4 Fiitterungsgruppen auf.
Zwar besitzt die Gruppe IlI die héchste Phagozytoserate,
jedoch liegt diese Erh6hung noch in den Fehlergrenzen
der Methode.

LATEX-PHAGOZYTOSE DER PMN

Nach der Immunisierung ist die Phagozytosefihigkeit bei
der Gruppe lll am hochsten, fillt jedoch wihrend der
Infektion bei den anderen Fiitterungsgruppen z.T. erheb-
lich ab. Signifikante Erniedrigung der Phagozytoserate
weist insbesondere die Gruppe |V auf. In unseren Unter-
suchungen stellte sich die Phagozytoseleistung der Gra-
nulozyten bei den Tieren mit einer 5,5%igen Linolséure-
zufuhr im Verlaufe der Listerieninfektion als zufrieden-
stellend dar. Eine Unter- bzw. Uberversorgung mit Linol-
sdure bedingte dagegen eine zeitweilig signifikante
Erniedrigung der Phagozytoserate. :

Keller (3) weist auf einen funktionellen Zusammenhang
zwischen der Chemotaxis und der Phagozytose hin. Die
Phagozytose von Bakterien, Latexpartikeln usw. resultiert
in einer Erniedrigung der spontanen und gerichteten Zell-
migration. Die relativ_hoch mit Linolsdure versorgte
Gruppe Il weist eine hohe Phagozytosekapazitat der
Granulozyten auf. Sie 4Rt allerdings bei der Chemotaxis
nur ein MittelmaR an gerichteter Bewegung erkennen,
verfligt dagegen {iber eine relativ hohe Spontanmigration.

NBT-Reduktionskapazitat
der polymorphkernigen Granulozyten

Die Effizienz der Phagozytoseleistung der Neutrophilen
kann an der intrazelluldren Abtétung phagozytierter
Fremdkorper gemessen werden. Diese intrazelluldre
Keimabtotung erfolgt durch eine Vielzah! hydrolytischer
Enzyme und ist als wesentlicher Parameter der zellularen
Abwehr zu werten.

Fur die einzelnen Gruppen sind bei den Ausgangswerten
im Bereich der Norm liegende Reduktionskapazititen zu
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Abb. 5: EinfluB von Nahrungen unterschiedlichen Linolsduregehaltes (LSG) auf die Latex-Partikel-Phagozytose der polymorph-
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verzeichnen (Abb. 6). Dabei weist die Linolsdure unter-
versorgte Gruppe | eine signifikant erniedrigte Re-
duktionskapazitat gegentber den Gruppen i und Il auf.
Kurz nach der Immunisierung ist aligemein ein Anstieg
der Reduktionsaktivitat festzustellen, diese Aktivitat
nimmt mit der Dauer der Infektion jedoch wieder ab.

Nach 12wéchiger Fiitterung der Didten resultierte bereits
in den Gruppen Il und Il eine signifikant erhéhte Re-
duktionskapazitat. Im folgenden Infektionsversuch a8t
sich nur eine unwesentliche Steigerung der Reduk-
tionskapazitit verzeichnen. Die Mangelgruppe | und
insbesondere die mit Linolsaure (iberversorgte Gruppe IV
reagieren auf die Immunisierung mit einem Anstieg der
NBT-positiven Zellen (bei der Gruppe IV signifikant).

Der NBT-Test wird als Indikator fir den Zustand des
oxidativen Metabolismus der Phagozyten herangezogen
(14). Offensichtlich verfiigt die dem Bedarf entsprechend
am glinstigsten versorgte Gruppe |l ebenso wie die mar-
ginal mit Linolséure versorgte Gruppe |l nach 12 Wochen
Versuchsdauer Uber eine optimale Reduktionskapazitat
der PMN. Dieser Sachverhalt scheint den Tieren eine gute
Ausgangsposition fiir den Fall einer Antigeninvasion zu
gewahrleisten. DaR jedoch auch die mangel- bzw. iiber-
versorgte Gruppe | bzw. [V (iber eine gute Immunabwehr
verfligen, zeigen die hohen Kapazitatssteigerungen un-
mittelbar nach der Sekundarinfektion. Anstiege der Re-
duktionskapazitdt im Verlaufe bakterieller Infektionen
aufgrund der Funktionsstimulation reifer Granulozyten
wurden vielfach beschrieben (10, 14-16).

Diskussion

Im Verlauf der Modifikation der Einzeltests zu einer kom-
binierten Methode zur Erfassung der Leukozytenfunktion

NBT — REDUKTION DER PMN

wurde eine Reihe von Reagenzien auf ihre Anwendbarkeit
geprift,

Es wurde festgestellt, daB bei der Durchfiihrung der Che-
motaxis auBer dem im Testansatz angewendeten Lipo-
polysaccharid E. coli, Serotyp 026:B6 auch der Serotyp
0111:B4 und Zymosan A aus Zellwandpraparationen von
Cervisiae-Hefen vergleichbare Ergebnisse zu erzielen wa-
ren.

Im Migrations-Hemmtest fithrte der Einsatz von hoch-
gereinigtem Tetanus-Toxoid zu entsprechenden Ergeb-
nissen wie die Stimulation der Granulozyten mit hoch-
gereinigtem Tuberkulin GT und Antigenpraparationen
von Listerien (jeweils nach vorausgegangener Immuni-
sierung).

Bei beiden vorangenannten Tests wurde die Beziehung
zwischen der Zellzahl im Testansatz und der ermitteiten
Wanderungsweite untersucht. Es konnte beobachtet wer-
den, daf sich mit zunehmender Zellzahl nicht die Wande-
rungsweite, sondern lediglich die Ablesegenauigkeit ver-
besserte.

Ein routinemaRig anwendbares Testsystem bekommt fiir
die praktische Medizin standig zunehmende Bedeutung.
Neben den priméaren kénnen erworbene Immundefizien-
zen mit einer Beeintrachtigung der Leukozytenfunktion
eine betrachtliche Rolle im Erkrankungsverlauf des Pa-
tienten spielen. Sie treten wesentlich haufiger in der Klinik
auf als die primaren Immundefekte. Nach Hitzig (17) kon-
nen eine Reihe exogener Einfliisse zu Immundefizienzen
fihren:

— Bakterielle Infekte,

— Virale Infekte,

— Pathologische Bedingungen wie z.B. Stoffwechsel-
erkrankungen, Nierenerkrankungen, Lebererkrankun-
gen, Neoplasien, medikamentose Einflisse.
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Abb. 6: EinfluB von Nahrungen unterschiedlichen Linolsiuregéhaltes (LSG) auf die NBT-Reduktion der polymorphkernigen Leukozyten
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Das sensible Zusammenspiel von immunologisch wirk-
samen Plasmaproteinen, zelluldren Phdnomenen wie der
chemotaktischen Aktivitat, Phagozytose und intrazellula-
rem enzymatischen Abbau ist bei einer weitaus gréReren
Zahl von Erkrankungen gestort als es dem Spektrum
primarer Immundefekte entspricht.

Die vorliegende Arbeit wurde durchgefiihrt mit Unterstiitzung
des Ministeriums fir Wissenschaft und Forschung des Landes
Nordrhein-Westfalen.
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