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Zusammenfassung;
Es wird eine einfache reproduzierbare Methode zur durchflußzy-
tometrischen Analyse (FACScan, Becton Dickinson) von sieben
Lymphozytensubpopulationen im Liqüor cerebrospinalis be-
schrieben: B-Lymphozyten (CD19+), T-Lymphozyten (CD3*), akti-
vierte T-Lymphozyten (CD3+, HLA-DR*), T-Suppressor/cytoto-
xische Zellen (CD8+), T-Helfer/lnducer (CD4+), NK-Zellen (CD16+,
CD56+, CD3~) und MHC-hicht-beschränkte cytotoxische T-Zellen
(CD16+, CD56+, CD3+)^Die Methode beinhaltet die Gewinnung
eines Zellsedimentes durch eine einmalige Zentrifugation zellar-
mer Liquor-Proben (0-5 Leukozyten pro \) bei 200 x g. Liquor-
proben mit geringer Pleozytose (>10 Leukozyten pro ) können
mit 0,1 ml Probe pro Antikörperfärbung nativ eingesetzt werden.
Durch Anfärbung der Leukozyten mit dem Vital-DNS-Farbstoff
LDS-751 können Erythrozyten und zellulärer Debris über den Pa-
rameter Fluoreszenz 3 eliminiert werden. Zur Analyse der Lym-
phozytensubpopulationen werden gleichzeitig Doppelmarkierun-
gen mit Fluoreszein-lsothiocyanat(FITC)- bzw. Phycoerythrin(PE)-
konjugierten monoklonalen Antikörpern durchgeführt, deren
Bindung über die Geräteparameter Fluoreszenz 1 bzw. Fluores-
zenz 2 analysiert wird. Die Messungen erfolgen ohne Wasch-
schritte zur Entfernung von nicht gebundenen Antikörpern, wo-
durch Zellverluste verhindert werden. Zur Analyse der Messun-
gen ist eine Gesamtlymphozytenpopulation von mindestens 100
Zellen erforderlich. Die Methode ist präzise (VK der intraseriellen
Impräzision für T-Lymphozyten Populationen < 5%) und wird
durch Plausibilitätstests überprüft. Für die analysierten Lympho-
zytensubpopulationen im Lumballiquor werden vorläufige Refe-
renzbereiche aufgestellt.
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Summary:
A simple reprudoceable technique for the flow cytometric analy-
sis (FACScan, Becton Dickinson) of seven lymphocyte subsets in
cerebrospinal fluid (CSF) is described: B lymphocytes (CD19+),
T-lymphocytes (CD3*), activated T-lymphocytes (CD3+, HLA-
DR+), cytotoxic/suppressor (CD8*) and helper/inducer (CD4+) T-
cell subsets, NK cells (CD16*, CD56+, CD3") and a subset of cy-
totoxic T-cells (CD16", CD56-, CD3+), which mediate non-MHC
restricted cytotoxity. For CSFspecimens containing 0-5 leucocy-
tes//xl a cell sediment is spun down at 200 x g, whereas 0,1 ml
of CSF samples with > 10 leucocytes//xl are stained and analy-
sed without cell enrichment. By staining leucocytes with the vi-
tal nucleic acid stain LDS-751, erythrocytes and cellular debris
are eliminated via the fluorescence 3 parameter of the instru-
ment. Lymphocyte subsets are analysed using combinations of
fluorescein (FITC)- and phycoerythrin(PE)-konjugated monoclo-
nal antibodies. The binding of conjugated antibodies is detected
by the Parameters fluorescence 1 respectively fluorescence 2.
Free unbound antibodies do not interfere with the measure-
ment. Thus a loss of cells by washing steps can be avoided. The
technique is precise (CV in intraserial measurements for T-lym-
phocyte populations < 5%). Probability checks are done for
each sample. A minimum population of 100 lymphocytes is re-
quired for one analysis. Peliminary reference values for the ana-
lysed lymphocyte subsets are established for lumbar CSF samp-
les.

Flow cytometry - cerebrospinal fluid - lymphocyte subsets -
analysis of native CSF sarnples

* Herrn Prof. Dr, rer. nat. H. Hilz gewidmet

Die durchflußzytometrische Analyse von Lymphozytensubpopu-
lationen aus zellarmen Liquorproben ist häufig an der geringen
Zellzahl (Referenzbereich für Lumballiquor: 0-5 Leuko-
zyten/ (1]) im Liqüor cerebrospinalis gescheitert. In Anbetracht
der zunehmenden Bedeutung, Autoimmunvorgänge im Zentral-
nervensystem zu untersuchen, sind Routinemethoden zur Ana-
lyse der an immunologischen Vorgängen beteiligten Zellen im
Liqüor cerebrospinalis wünschenswert. Deshalb wurde versucht,
ein Verfahren zur Analyse von Liquor-Lymphozyten an einem
5parametrigen Durchflußzytometer (FACScan, Becton Dickinson
GmbH, Heidelberg) zu etablieren. In der vorliegenden Arbeit
wurden an die Methodik folgende Anforderungen gestellt:
1. Die Lymphozyten sollen in Liquorproben mit 0-5 Leuko-
zyten/ erfaßbar sein. Hierzu ist eine schonende Anreicherung
aus 3 bis 6 ml Liquorprobe erforderlich, damit zur Gewährlei-
stung einer minimalen statistischen Sicherheit mindestens 100
Lymphozyten pro Ansatz nachweisbar sind.
2. Die Methode sollte einfach, reproduzierbar, präzise und spezi-
fisch sein.
3. In Anbetracht mangelnder externer Kontrollen sollten die Er-
gebnisse durch interne Plausibilitätskontrollen überprüfbar sein.
4. Die Resultate der Methode sollten mit denen anderer Metho-
den vergleichbar sein.
Material und Methodik
Frische Liquorproben (Lumbai-, Subokzipital-, Ventrikeldrainage-
Liquor) wurden im Eiswasser gelagert. Nach erfolgter Zellzäh-
iung (s. u.) wurde der überwiegende Teil· in einem graduierten
durchsichtigen Spitzbogen-Plastikröhrchen (Fa. Sarsteät No.
62,553.42; 13 ml, UV-bestrahlt) bei 200 x g in einer Minifuge RF
(Heraeus Sepatech GmbH) 15 min bei 4 °C abzentrifugiert. Das
Volumen des zellfreien Überstandes wurde gemessen. Das Zell-
sediment mit einem definierten Restvolumen an Liqüor wurde in
gekühlter Phosphat-gepufferter Kochsalzlösung (PBS, pH 7,4;
Sigma 1000-3) resuspendiert und bis zur Weiterverarbeitung in
Eiswasser gelagert.
Simultan zum Liqüor entnommenes EDTA-Vollblut wurde bis zur
Verarbeitung bei Raumtemperatur gelagert.
Zellzählung in Liqüor- und Blut-Proben
Die Zellzählung vo'n Leukozyten und Erythrozyten in nativen Li-
quorproben bzw. deren Zellsediment erfolgte nach hinreichen-
der Durchmischung in einer geeichten Fuchs-Rosenthal-Zähl-
kammer nach einer Vitalfärbung mitToluidinblau (2).
Die Analyse der EDTA-Vollblutproben wurde im Cell-Dyn 1600
(Fa. Unipath, Wesel) durchgeführt.
Differenzierung der Leukozyten in der nativen Liquorprobe und
im Zellsediment
Aus definierten Mengen der nativen Liquorprobe (0,2-0,4 ml)
und des Zellsediments (0,35 ml) wurden Zytozentrifugenpräpa-
rate hergestellt (Cytospin l, Shandon Labortechnik, Frankfurt/M.)
und nach panoptischer Färbung nach PAPPENHEIM 100 bis 200
Leukozyten differenziert (vgl. 2).
Probenvorbereitung von Liqüor- und Blutproben für den
FACScan
Zur fluoreszenzoptischen Anfärbung der Lymphozytensubpopu-
lationen wurden die in Tab. 1 beschriebenen, gebrauchsfertigen
Kombinationen von Fluoreszein-lsothiocyanat(FITC)- und Phy-
coerythrin(PE)-konjugierten monoklonalen Antikörpern (Simul-
test IMK Plus, Becton Dickinson) verwendet.
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Tab. 7: Beschreibung der Zusammensetzung der verwendeten
Kombinationen monoklonaler Antikörper (Simultest IMK Plus)
zur Bestimmung von iymphozytensubpopulationen

Reagenz

A
B
C
D
E
F

FITC-konjugierte
Antikörper

Anti-HLe-1 (CD45)
Maus IgGi
Anti-Leu-4 (C03)
Anti-Leu-Sa (CD4)
Anti-Leu-4 (CD3)
Anti-Leu-4 (CD3)

PE-konjugierte
Antikörper

Anti-Leu-M3 (C014)
Maus I0G2
Anti-Leu-12 (CD19)
Anti-Leu-2a (CD8)
Anti-HLA-DR
Anti-Leu-11c{CD16)
+ Anti-Leu-19 (CD56)

Routine-Ansatz für Liquorproben
Zu 5 \ der jeweiligen Antikörperkombination (Reagenz) wurden
50 \ gut durchmischte Liquorzellsuspension (Nativ-Liquor oder
Zellsediment) und 10 \ einer LDS-751 Arbeitslösung (Stammlö-
sung 0,2 mg/ml Methanol 1:100 mit PBS verdünnt (3); LDS-751
von Fa. Exciton, Dayton, OH, USA) pipettiert. Die Ansätze wur-
den auf einem Mono-Mixer (Fa. Sarstedt) ausreichend gemischt
und 30 min bei 4 °C inkubiert. Unmittelbar vor der Messung am
FACScan wurden die Proben mit 250 oder 500 \ PBS (4 °C) ver-
dünnt und gut resuspendiert.
Leerwerte zum Nachweis von kontaminierten Fremdpartikeln in
den verwendeten Reagenzien und Lösungen wurden ohne Zu-
gabe von Liquorzellsuspension angesetzt.

Gewaschener Routine-Ansatz für Liquorproben
Der Routine-Ansatz wurde nach Inkubation mit 500 \ PBS ver-
dünnt, bei 200 g 15 min abzentrifugiert (s. o.) und dekantiert.
Der Waschschritt wurde einmal wiederholt. Das finale Zellsedi-
ment wurde zur Messung in 250 PBS (4 °C) resuspendiert.

Titrationsansätze für die monoklonalen Reagenzienkombinatio-
nen
Zur Durchführung von Titrationsexperimenten mit Liquorproben
wurden die eingesetzten Mengen der Antikörperkombinationen
im Routineansatz variiert (2,5, 5, 10, 15 und 20 \ von Reagenz
A~F).

Ansatz für Blutproben
20 \ des jeweiligen Antikörperreagenz wurden mit 100 \ ETDA-
Blut gemischt und 20 min bei Raumtemperatur im Dunklen inku-
biert. Durch Zugabe von 2 ml FACS Lysing Solution (Becton
Dickinson), die nach Herstellerangaben vorverdünnt worden war,
wurden die Erythrozyten während einer 10minütigen Inkubation
lysiert. Die Ansätze wurden bei 200 g wie oben beschrieben
zentrifugiert und dekantiert. Das Waschen des Zellsediments er-
folgte durch Zugabe von 1 ml PBS und einer erneuten Zentrifu-
gation unter identischen Bedingungen, Das finale Zellsediment
wurde in 500 PBS (4 °C) resuspendiert und bis zur Messung
bei 4 °C gelagert.

Messung und Analyse der Lymphozytensubpopulationen am
Durchflußzytometer
Blutproben
Die Blutproben wurden mit Hilfe der Simulset-Software, Version
2.1 (Becton Dickinson), gemessen und ausgewertet.
Liquorproben
Liquorproben wurden mit der FACScan-Research Software (Ver-
sion 2.1) gemessen und analysiert. Zur Messung wurde am
Durchflußzytometer eine Diskriminationsschwelle in der Fluores-
zenz 3 definiert (Abb. 1B), die bereits bei der Messung einen
Großteil an Erythrozyten und zellulärem Debris (LDS-751 nega-
tive Partikel) eliminierte (s. Abb. 1A). Durch Definition eines Ana-
lysenfensters im Vorwärtsstreulicht (Forward Scatter) / 90°-Streu-
licht (Side Scatter)-Diagramm konnte die Lymphozytenpopula-
tion zur Auswertung selektiert werden (Abb. 1C und 1D).
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Abb. l A:
Vorwärtsstreulicht
(Forward Scatter,
FSC) / 90°-Streulicht
(Side Scatter,
SSO-Diagramm

Abb. 1B:
Setzen der
Diskriminations-
schwelle in
Fluoreszenz 3 (FL3)

Abb. 1: Isolierung und Darstellung der Lymphozytenpopulation in einer zellarmen Liquorprobe. Von 5,0 ml einer Lumballiquorprobe
mit 1 Leukozyten/ und 1 Erythrozyten/ wurde das Zellsediment (bestehend aus 85 % lymphozytären Zellen und 15 % monozytären
Zellen) präpariert und in 0,40 ml Liquor resuspendiert; hiervon wurden 0,05 ml im Routine-Ansatz mit Reagenz A inkubiert und gemes-
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Abb. 1C:
Setzen des
Analysefensters für
die Lymphozytenpo-
pulation im
FSC/SSC-Dia-
grammf in dem 644
Zeilen gezählt
wurden.

Abb. 1D:
Darstellung der
LDS-751-positiven
Lymphozytenpopu-
lation aus Abb. 1C
im FSC/FL3-Dia-
gramm.
Weitere Einzelheiten
siehe Text
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Da in Abhängigkeit von der Liquorprobe nicht immer eindeutige
Forward Scatter/Side Scatter-Verteilungen erhalten werden (vgl.
Abb. 2A), wurde die Reinheit .des Analysefensters durch Auswer-
tung des Fluoreszenz 1 / Fluoreszenz 2-Diagramms der Reagen-
zienkombination A beurteilt (Abb. 2B). Die Lymphozyten sind da-
bei durch eine hohe CD45-Expression (FL1) und keine Expres-
sion von CD14 (FL2) charakterisiert.

Zur Bewertung gelangten nur Liquorproben, die im Analysefen-
ster > 100 Lymphozyten bei einer Reinheit > 90% aufwiesen. Im
Mittel lag die Reinheit bei 95%.
Die Bestimmung der Lymphozytensubpopulationen in den ver-
schiedenen Ansätzen erfolgte mit Hilfe einer 4-Felder-Statistik
(Abb. 4), wobei die Fluoreszenzgrenzen individuell zu definieren
waren.

2A 2B
Abb. 2A:
Setzen des
Analysefensters Rj
für die Lymphozy-
tenpopulation im
Vorwärtsstreulicht
(Forward Scatter) /
90°-Streulicht (Side
Scatter)-Diagramm.

Abb. 2B:
Analyse der
Lymphozytenpopu-
lation aus Rj im
Statistikfenster R2
im Fluoreszenz 1
(FL1)/Fluoreszenz 2
(FL2)-Diagramm:
Reinheit 93,7% bei
693 analysierten
Zellen.
Weitere Einzelheiten
siehe Text.
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Abb, 2: Markierung der Leukozytenfraktion mit CD45-FITC und CD14-PE in einer zellreichen Liquorprobe. 0,05 ml einer nativen Lumbal·
liquorprobe mit 2 200 Leukozyten pro und 456 Erythrozyten pro wurden im Routine-Ansatz mit Reagenz A in kubiert und gemes-
sen. (Im Zytozentrifugensediment waren 63 % granulozytäre, W % lymphozytäre und 27 % monozytäre Zellen).
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Ergebnisse und Diskussion
Anreicherung von zellarmen Liquorproben
Eine Voraussetzung zu dem in dieser Arbeit gesetzten Ziel, die
Durchflußzytometrie an zellarme üquorproben zu adaptieren, ist
eine effektive Zellanreicherung durch Sedimentation aus einer
ausreichenden Probenmenge (3 bis 6 ml). Hierzu ist eine Zentri-
fugation in Spitzbogen-Plastikröhrchen bei 200 x g und
A 'C geeignet. Höhere g-Wert o führen zu Artefakten an der Zell-
oberfläche von Liquorzellen (4),
Bei der hier beschriebenen Präparation zellarmer Liquorproben
mit 0-5 Leukozyten pro \ gehen im Mittel 40% der Leukozyten

im Zellsediment verloren. Dabei tritt ein Verlust weitgehend zu-
ungunsten monozytärer Zellen auf (im Mittel 80% Verlust, Abb.
3C). während im Mittel 33% lymphozytäre Zellen (Abb. 3A) und
30% granulozytäre Zellen verlorengehen. Daraus resultiert ein
Zellsediment mit überwiegend lymphozytären Zellen (Abb. 3B),
während die monozytären Zellen im Vergleich zur nativen Li-
quorprobe im Mittel um 60% vermindert sind (Abb. 3D).

Daraus folgt, daß für eine möglichst vollständige Analyse von
Lymphozytensubpopulationen aus Liquor cerebrospinalis eine
einmalige Zentrifugation bei 200 x g toleriert werden kann. Wei-
tere Zentrifugationsschritte müssen jedoch vermieden werden.

Abb. 3: Lymphozytcn- und Monozytenkonzentration in nativen Liquorproben und ihrem Zellsediment.
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Abb. 3A: Lymphozytäre Zellen (O) in 73 nativen Liquorproben
(x) und ihrem Zellsediment (y): y = -48,7 + 0,67x. Nach (6) un-
terscheidet sich der y-Abschnitt nicht signifikant von Q, jedoch ist
der Anstieg signifikant kleiner als 1.
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Abb. 3B: Der prozentuale Anteil lymphozytärer Zellen (O) an den
gesamten Liquor-Leukozyten von 73 nativen Liquorproben (x)
und in ihrem Zellsediment (y): y = +42,7 + 0,58x. Nach (6) un-
terscheidet sich der y-Abschnitt von 0 und der Anstieg von 1 si-
gnifikant

3C1 0 0 0 .

u! 8 0 0 -

- 6 0 0 .

uj 4 0 0 -

2 0 0

0 200 400 600 800 1000
M O N O Z Y T E N p r o m l N A T I V E R L I Q U O R

Abb. 3C: Monozytäre Zellen (B) in 73 nativen Liquorproben (x)
und ihrem Zellsediment (y): y - +5,5 + 0,21x. Nach (6) ist der y*·
Abschnitt nicht signifikant von 0, der Anstieg signifikant kleiner
als 1.
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Abb: 3D: Der prozentuale Anteil monozytärer Zellen (O) an den
gesamten Liquor-Leukozyten von 73 nativen Liquorproben (x)
und in ihrem Zellsediment (y): y = +2,8 + 0,41x. Nach (6) unter-
scheidet sich der .y-Abschnitt nicht signifikant von 0, jedoch ist
der Anstieg signifikant kleiner als 1. Weitere Einzelheiten siehe
Methodik.
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Durchflüßzytometrie von 3fach fluoreszenz-markierten Liquor-
lymphozyten in Gegenwart ungebundener Antikörper
Zur Vermeidung weiterer Zellverluste wurde der Versuch unter-
nommen, die Messungen am Durchflußzytometer durchzufüh-
ren, ohne freie bzw. unspezifisch gebundene Antikörper durch
Waschschritte mittels Zentrifugation aus den Ansätzen zu entfer-
nen. Die Ansätze wurden deshalb nach der Inkubation lediglich
mit PBS verdünnt.
Neben FITC- und PE-konjugierten monoklonalen Antikörpern
wurde LDS-75Vein Vitalfarbstoff für Nukleinsäuren, besonders'
von DNS (5), als dritter Fluoreszenzfarbstoff eingesetzt. Dadurch
konnte der Erythrozyten-(und Thrombozyten-)Anteil m blutigen
Liquorproben sowie zellulärer Debris eliminiert werden.
Leerwerte mit LDS-751 allein oder mit den Reagenzienkombina-
tionen A-F führten zu keinen Meßereignissen im Analysenfen-
ster für Lymphozyten, wodurch die Reinheit der verwendeten
Reagenzien und Lösungen belegt wird. Ferner kann damit ge-
zeigt werden, daß freier Antikörper nicht mit den Messungen in-
terferiert.
Mit der Erhöhung der Reagenzienmenge im Routineansatz
nimmt die unspezifische Markierung speziell bei PE-konjugier-
ten monoklonalen Antikörpern deutlich zu. Abb. 4 zeigt dies bei-
spielhaft anhand einer CD4/CD8-Färbung. Der Anstieg in der
Fluoreszenz 2 (Abb. 4) kann nur unvollständig durch die Ver-
schiebung der Fluoreszenzgrenzen kompensiert werden: Bei
Analyse von drei zellreichen Liquorproben nahmen bei einer Er-
höhung der Reagenzienmenge von 5 \ bis auf 20 \ die Lym-
phozytensubpopulationen der B-Lymphozyten, der aktivierten T-
Lymphozyten, der NK-Zellen sowie der CD3+, CD16+, CD56+-Zel-
len scheinbar zu (Tab. 2). Die Zunahme ist durch eine unspezifi-
sche Färbung anderer Lymphozytenfraktionen bzw. durch den
Verlust klarer Kriterien zur Festlegung der Bewertungsgrenzen
für die Fluoreszenzen bedingt.
Ein Waschen der Proben durch zweimalige Zentrifugation führte
zu einer deutlichen Verschiebung der Lymphozytensubpopulatio-
nen (Tab. 2), was nicht nur einen generellen, sondern auch einen
selektiven Zellverlust aufzeigt.
Tab. 3 demonstriert, daß in 10 verschiedenen nativen Liquorpro-
ben mit Pleozytosen von 10 bis 2200 Leukozyten/ und in deren
Zellsediment gleiche prozentuale Anteile der 7 untersuchten

Tab. 2: Markierung von Lymphpzytensubpopulationen in nativen
Liquorproben mit zunehmenden Mengen von monoklonalen An-
tikörpern (Reagenz A-F)

Lymphozyten·
Subpopulation

Anzahl der markierten Zellen im
Ansatz bei Antikörpermenge

5 5/il 10 15 20 |
gewaschen**

B-Lymphozyten
CD19+
T-Lymphozyten
CD3+
aktivierte T-Zellen
CD3+, HLA-DR*
T-Su presso r-/cyto-
toxische Zellen
CD8+
T-Helfer-/lnducer-
Zellen CD4+
NK-Zellen - CD16+,
0056-", CD3-
CD3+-, CD16+-,
CD56+-Zellen

1344*

5582

716

1552

4040

399

124

3507*

3145

485

1357

4227

272

29

1262*

5811

667

1804

3907

441

177

1273*

5663

608

1549

4081

587

. 183

1601*

5551

1216

1687

3655

607

246

* Mittelwert von 3 verschiedenen Liquorproben mit 187 bis 2200 Leukozyten/ und
bis zu 20000 Erythrozyten/

** gewaschener Routine-Ansatz

Lymphozytensubpopulationen nach Markierung mit 5 , Antikör-
per-Reagenz nachgewiesen wurden. Daraus wird gefolgert, daß
nach einer einmaligen Zentrifugation zur Anreicherung von Zel-
len aus einer zellarmen Liquorprobe im Zellsediment nicht nur
annähernd gleiche Gesamtlymphozyten (s. o.), sondern auch
gleiche Verhältnisse bezüglich der untersuchten Lymphozyten-
subpopulationen gemessen werden wie in der nativen Aus-
gangsprobe.
Ferner, zeigt sich, daß 5 \ Antikörperreagenz ausreichend sind,
um alle in der Liquorprobe vorhandenen Lymphozyten hinrei-
chend zu markieren.
Letzteres wird durch einen Methodenvergleich untermauert, bei
dem zellreiche Liquorproben einerseits wie Liquorproben (y), an-

Abb. 4: Darstellung
von mit CD4-FITC-
(Anti-Leu-3a-FITC-)
und CD8-PE-(Anti-
Leu-2a-PE-)
markierten
Liquorlymphozyten-
subpopulationen
im Fluoreszenz 1
(FL D/Fluoreszenz 2
(FL2)-Diagramm
nach Inkubation
mit steigenden
Mengen an
Reagenz D im
Routine Ansatz: 5 \
Reagenz D (Abb.
4A), 10 Reagenz
D(Abb.4C), 15 !
Reagenz D (Abb.
4D), 20 \ Reagenz
D (Abb. 4E); Abb.
4B: Gewaschener
Routine-Ansatz.
Gleiche zellreiche
Liquorprobe wie in
Abb. 2. Beachte
den Anstieg in FL2
mit Zunahme von
Reagenz D, was nur
zum Teil durch
Veränderung der
Fluoreszenzgrenzen
kompensiert
werden kann.
Weitere Einzelheiten
siehe Methodik.
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Tab. 3: Bestimmung von 7 Lymphozytensubpopulationen in W
verschieden-zellreichen Liquorproben unkonzentriert nativ und
im Zellsediment

Tab. 4: Referenzwerte von 7 Lymphozytensubpopulationen im
Lumballiquor und Vollblut von 21 erwachsenen Patienten beider-
lei Geschlechts mit Bandscheibenschaden

Lymphozyten· Native Liquorprobe
Subpopulation % Gesamt-

Lymphozyten

8-Lymphozylen
CD19'
T-Lymphozyten
CD3H

aktivierte T-Zellen
CD3',HLA-DfV
T-Supressor-/cyto-
toxische Zellen
CD8*
T-Helfer-/lnducer-
Zellen CD4*
NK-Zellen - CD16+,
CD56*, CD3
CD34-, CD16'-,
CD56f-Zellen

7.0%

80,9%

12,5%

21,2%

61,6%

8,2%

4,7%

Zellsediment
% Gesamt·

Lymphozyten

6,0%

81,6%

12,7%

22,0%

59,7%

9,2%

4,6%

Student
Verteilung*

P

<0,10

<0,25

<0,40

<X),10

<0,10

<0,25

<0,45

• gepaarter T-Test

dererseits wie Blutproben (x) präpariert und ausgewertet wur-
den. Vorläufige Berechnungen nach (6) mit der Formel y = a +
bx zeigen, daß keine signifikanten Unterschiede bei a von 0 und
bei b von 1 bestehen, d. h., daß beide Methoden für zellreiche Li-
quorproben identisch sind.
Qualitätskontrolle einer Messung
Für jede Liquor- und Blutprobe wurden in den Ansätzen mit den
Reagenzien C, E und F die prozentualen Anteile aller CD3+-Zel-
len verglichen. Eine Abweichung von maximal ± 5 % war dabei
zulässig. Die Addition der Prozentwerte für T-, B- und NK-Zellen
sollte eine Summe von 100% ergeben. Für Blutproben wurde
ein Toleranzbereich von 95 bis 105% festgelegt. Bei Liquorpro-
ben wurde der Toleranzbereich ebenso mit ± 5 % definiert, wo-
bei der Sollwert dem Reinheitsgrad des Analysefensters für die
Lymphozyten der jeweiligen Probe entsprach.
Es wurden nur Liquor- und Blutproben verwendet, die diesen
Bedingungen entsprachen.
Intraserielle Impräzision
Bei jeder analysierten Liquor- oder Blutprobe wurden in den An-
sätzen mit den Reagenzien E und F die prozentualen .Gesamtan-
teile an CD3"1"-Zellen ermittelt. Ferner wurde beim Ansatz mit
Reagenz D die Prozentsumme der CD4+- plus CD8+-Zellen gebil-
det. Diese Werte wurden jeweils mit der CD3+-Fraktion aus der
Präparation mit Reagenz C verglichen. Der intraserielle Varia-
tionskoeffizient, berechnet nach (7), lag zwischen 2,5 und 4% für
Liquorproben (n = 71) und zwischen 2,7 und 9% für Blutproben
(n = 50). In Blutproben streute die Summe aus CD4+- plus
CD8+-Zellen stärker, da hier in der CD8+-Fraktion CD56+- und
CD16+-Lymphozytensubpopulationen auftreten können, die an-
dererseits CD3~ sind (8).

Aufstellung von vorläufigen Referenzwerten von Lymphozyten-
populationen im Lumballiquor
In Tab. 4 sind vorläufige Referenzwerte für die 7 analysierten
Lymphozytensubpopulationen in 21 Lumballiquorproben von Pa-
tienten mit Bandscheibenschaden aufgezeigt. Im Vergleich zu
den jeweiligen Lymphozytensubpopulationen im Vollblut sind
die T-Lymphozyten (CD3+) und T-Helfer-/lnducer-Zellen (CD4+)
im Liquor höher, die B-Lymphozyten (CD19*) und NK-Zellen
(CD16+, CD56+, CD3~) niedriger. Der CD4/CD8-Quotient liegt bei
2.2 im Lumballiquor und ist nahezu doppelt so hoch wie im phe-
ripheren Blut. Vergleichbare CD4/CD8-Quotienten wurden im
Lumballiquor mit anderen Techniken bei nicht-entzündlichen
neurologischen Erkrankungen gefunden (9, 10). Die gefundenen
Werte für die Lymphozytensubpopulationen aus Blut liegen in
den für Normalpersonen ermittelten Bereichen (11), jedoch sind
bei den hier untersuchten Patienten die Werte für NK-Zellen er-
höht.

Zusammenfassend wird festgestellt, daß die hier vorgestellte
Methode die eingangs gestellten Anforderungen größtenteils er-
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Lymphozyten·
Subpopulation

B-Lymphozyten
CD19'
T-Lymphozyten
CD3*
aktivierte T-Zellen
CD3f,HLA-DrT
T-Supressor-/cyto-
toxische Zellen
CD8+

T-Helfer-/lnducer-
Zellen CD4f

CD4 / CD8-Quotient

NK-Zellen - CD16+,
CD56+, CD3
CD34-, CD16+-,
CD56+-Zellen

Lumballiquor (n = 21}
% der gesamten

Lymphozyten

1,5*
0,3-3,2*»

91,7
80,5-96,6

8,9
3,0-20,3

26,6
16,9-36,6

60,0
49,6-76,9

• 2,2
1;5-4,4

5,8
1,9-10,6

2,7
1,3-6,5

Vollblut (n = 21)
% der gesamten

Lymphozyten

11*
8-13**
69,0

61-79
9,0

4-22
33,0

26-41

45,0
33-53

1,3
0,8-1,7

20,0
7-27
5,0
1-15

* Mediän
** 10. bis 90. Perzentil
In den Lumballiquorproben lagen folgende Parameter im Referenzbereich (12):
Leukozyten -5/ , Erythrozyten < 50/ , Gesamtprotein < 0.45 g/l, Glukose > 62 mg/
dl, Laktat < 2,1 mmol/l.

füllt. Weitere Untersuchungen sind im Gang, die den klinischen
Aussagewert dieser einfachen Methode zur Bestimmung von
Lymphozytensubpopulationen aus Liquor cerebrospinalis über-
prüfen sollen:
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