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DurchfluBzytometrische nichtradioaktive Methode zur
Bestimmung der zytotoxischen Aktivitat von natiirlichen
Killerzellen: Vergleich mit dem klassischen

51Cr-Release-Assay

Flow Cytometric Non-radioactive Method for the Determination of the Cytotoxic Activity of
Natural Killer Cells: Comparison with the Classical 5'Cr-Release Assay
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Zusammenfassung: Die Aktivitit von natiirlichen
Killer(NK)-Zellen im Blut ist ein wichtiger Parameter
des Immunstatus. Thre Bestimmung kann bei der Dia-
gnose, Prognose und bei der Uberwachung des Thera-
pieverlaufs verschiedener Erkrankungen hilfreich sein.
Dazu gehoren Krebserkrankungen, Multiple Sklerose,
systemischer Lupus erythematodes, das Sjogren Syn-
drom, das Chronique Fatigue Syndrom und die HIV-
Infektion. In der immunologischen Forschung wird zur
Bestimmung der zytotoxizitit von NK-Zellen der
Chrom-Release-Test als Standard-Methode eingesetzt,
wobei die Lyserate der NK-Zellen mit Hilfe radioaktiv
markierter Tumorzellen (K562) quantifiziert wird. In
der vorliegenden Arbeit werden zwei Methoden zur
Bestimmung der NK-Zellaktivitit gegeniibergestellt.
Dazu wurden gleichzeitig 25 Proben mit einem
Chrom-Release-Test und einem nichtradioaktiven
durchfluBzytometrischen Testverfahren unter Verwen-
dung von Fluoreszenzfarbstoffen zur Unterscheidung

vitaler und toter Targetzellen untersucht. Die mit bei-.

den Methoden erhaltenen Ergebnisse weisen keine
signifikanten Unterschiede (p < 0,05) auf. Zur Vermei-
dung von Radioaktivitdt ist deswegen das neue durch-
fluBzytometrische Verfahren die Methode der Wahl,
zumal es insgesamt einen wesentlich geringeren Zeit-
aufwand erfordert. :

Schliisselworter: Killerzellen, Natiirliche/Blut; Zy-
totoxizitdt, Immunologische/Blut; Chrom Radioisoto-
pe; DurchfluBzytometrie; Carbocyanine; Fluoreszenz-
farbstoffe. :
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Summary: The activity of natural killer (NK) cells in
peripheral blood is an important parameter of the im-

_mune status. Activity determination can be used for

diagnosis, prognosis and monitoring of therapy under
different disease states like cancer, multiple sclerosis,
systemic lupus erythematosus, Sjogren’s syndrome,

chronic fatigue syndrome and infection with human

immunodeficiency virus. In immunological research
the chromium release assay is the standard method for
the determination of the thotoxicity of NK cells. In
this method the lysis of °!chromium-labelled tumor
cells (K562) is observed. In the present investigation
two methods for measuring the activity of NK cells
were compared. NK cell activity was simultaneously
determined in 25 blood samples with both a 3lchro-
mium release assay and a flow cytometric procedure
using fluorescent dyes for the differentiation between
vital and killed target cells. Results obtained with both
methods did not show significant differences (p <
0.05). As the flow cytometric method does not require
radioactive substances and as it is in total less time-
consuming, it appears to be the method of choice.

Keywords: Killer Cells, Natural/blood; Cytotoxicity,
Immunologic/blood; Chromium Radioisotopes; Flow
Cytometry; Carbocyanines; Fluorescent Dyes.

ie natiirlichen Killer (NK)-Zellen gehtren neben
gden Phagozyten zu den zelluldren Bestandteilen

des unspezifischen Abwehrsystems. Beim Menschen
- ist der-groBte Teil der NK-Zellen morphologisch an-

hand intrazytoplasmatischer azurophiler Granula zu
erkennen, weshalb die Zellen-in der Literatur auch als
LGLs (large granular lymphocytes) bezeichnet wer-
den. Als Effektorzellen der natiirlichen Immunitt ver-
fiigen sie nicht iiber ein immunologisches Gedéchtnis

Nicht standardisierte Abkirzungen: CD, cluster designation;
cpm, counts per minute; HIV, human immunodeficiency virus;
LGL, large granular lymphocyte; NK, natural killer (cell); PBMC,
peripheral blood mononuclear cell; PBS, phosphate-buffered sa-
line; RPMI, Roswell Park Memorial Institute (medium); RT, Raum-
temperatur.
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und unterliegen nicht der MHC-Restriktion. Sie sind
in der Lage, ihrc zytotoxische Wirkung ohne vorheri-
ge Stimulation zu cntfalten. Als akzessorische
Effektorzcllen mit Fe-Rezeptor kdnnen sie verschiede-
ne immunologisch bedeutende Mediatoren, u.a. Inter-
fcron-y, sezernieren. Die NK-Zcllen werden in der
Regel anhand ihrer Oberflichenmarker CD16 und
CDS56 identifiziert. Dabei handelt es sich um den Fc
RIM (CD 16), der von mehr als 95% der Zellen expri-
miert wird, und das NCAM (neural cell adhesion
molecule; CD56), das 80% bis 90% der NK-Zellen
tragen [ 1-3]. Mit Hilfe der DurchfluBzytometrie lassen
sich damit die NK-Zellen als CD3 und CD16/CD56*
darstellen. Weitere fiir NK-Zellen charakteristische
Oberfliichenmarker sind aus der Tabelle 1 [1,4,2] zu
entnehmen.

Tabelle 1 Die wichtigsten Oberflachenmarker von NK-
Zellen (nach [1,2,4])

Oberflachen- Merkmal Vertei-
marker lung

CD 56 Neural Cell Adhesion Molecule >95%
CD 16 FcyR I 80-90%.
CD 11b Komplementrezeptor (CR 3) - 80-90%
CR1 Komplementrezeptor (CR 1) 80-90%
CDh7 FcuR 80-90%

Die biologische Bedeutung der NK-Zellen liegt in
der Abwehr von Viren und Tumorzellen [5,6]. Im Rah-
men der Krebsabwehr spielen sie eine grofie Rolle bei
der AbstoBung transplantierter Tumor- oder Knochen-
markszellen sowie der Privention von Metastasen. Da-
gegen verlieren sie an immunologischer Kompetenz
bei bereits etabliertem Krebs, wobei ihre Zahl ab-
nimmt und ihre Funktion eingeschréinkt ist [7]. Ihre
antitumorale Wirkung liegt damit mehr in der friihen
Phase im Kampf gegen einen entstehenden Tumor.
Dies erklért auch die reduzierte NK-Zellaktivitit von
Krebspatienten bei der Diagnose und in der ersten
Phase der Rehabilitation neben einer moglichen Sup-
pression als Folge verschiedener Krebstherapien [2].
Eine erniedrigte NK-Zellaktivitét ist hdufig ein Zei-
chen fiir eine Immunschwiiche. So ist eine Abnahme
der NK-Zellzahl und -funktion im Laufe einer HIV-In-
fektion zu beobachten [2,8,9]. Eine Abnahme der NK-
Zellzytotoxizitat spielt auch bei anderen Erkrankungen
wie der Multiplen Sklerose [10], beim systemischen
Lupus erythematodes [11], dem Sjdgren Syndrom
[12,13,14] und dem Chronique Fatigue Syndrom [15]
eine Rolle. Auch bei starken psychischen Belastungen
oder Depressionen Kann eine reduzierte NK-Zellakti-
vitdt nachgewiesen werden [16,17,18,19,20].

Daher ist die Bestimmung der NK- Zellzytotoxmtat
ein wichtiger Parameter bei der Ermittlung eines Im-
munstatus. Sie kann hilfreich bei der Dlagnose Pro-
gnose und im Therapieverlauf sein [21]. In der immu-
nologischen Forschung wird zur Bestimmung der Zy-
totoxizitdt von NK-Zellen der 51Chrom Release-Test
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als Standard-Methode eingesetzt, wobei die Lyserate
der NK-Zellen mit Hilfe radioaktiv-markierter Tumor-
zellen (K562) quantifiziert wird. Ziel dieser Arbeit war
dic Erprobung eines modifizierten Testverfahrens, das
auf den Einsatz der Radioaktivitit zu Gunsten eines
Fluoreszenz-Signals zu verzichten erlaubt. Die Ergeb-
nisse beider Testverfahren wurden gleichzeitig erho-
ben und miteinander verglichen.

Material und Methoden

Probanden

Zur Bestimmung der NK-Zellwerte wurden 25 vendse
Blutproben von gesunden Probanden morgens zwi-
schen 8 und 9 Uhr im niichternen Zustand liegend aus

* der Cubitalvene entnommen. Davon wurden 2,7 ml

EDTA-Blut fiir die Erstellung des Blutbildes und die
durchfluBzytometrische Immunphinotypisierung so-
wie 5 ml Ammoniumheparinat-Blut zur Bestimmung
der NK-Zell-Lyse verwendet.

Durchfluizytometrische Analyse zur Bestimmung der
NK-Zellzahl

Der prozentuale Anteil der NK-Zellen wurde mit Hilfe
eines DurchfluBzytometers bestimmt. Dazu wurden
100 pl EDTA-Vollblut mit 10 pl einer Mischung aus
Fluoreszenz-markierten monoklonalen Antikdrpern

(CD56/CD16; Becton Dickinson GmbH, Heidelberg)

15 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Danach
wurden die Ansitze in einem Probenvorbereitungssy-
stem (Q-Prep, Coulter Electronics GmbH, Krefeld)
weiterverarbeitet, wobei die Erythrozyten lysiert wer-
den und eine Fixierung der Leukozyten erfolgt. Die
durchflulzytometrische Bestimmung wurde innerhalb
einer Stunde am Epics Profile II (Argonlaser 488 nm;
Coulter, Krefeld) durchgefiihrt.

Die absoluten Zahlen der NK-Zellen wurden mit
Hilfe der Leukozyten- und Lymphozytenzahlen er-
rechnet. Die Bestimmung der Gesamtleukozyten und
der prozentualen Differenzierung in Lymphozyten,
Monozyten und der Granulozyten erfolgte an einem
Leukozytenzahlgerat (MD-18, Coulter) aus EDTA-
Vollblut.

Bestimmung der NK-Zellzytotoxizit:it -

Die nichtradioaktive durchfluBzytometrische Bestim-
mung der NK-Zellzytotoxizitit erfolgte mit kryokon-
servierten Targetzellen und weiteren Reagenzien eines
kommerziell erhiltlichen Testkits (NKTEST® der Fa.
ORPEGEN Pharma, Heidelberg).

Isolierung der Effektorzellen

Periphere mononukledre Blutzellen (PBMC) wurden
nach der Standard-Ficoll-Hypaque (Dichte 1,077) Me-
thode gewonnen. Dazu wurden 5 ml Heparin-Blut im
Verhiltnis 1:2 mit Phosphat-gepufferter Kochsalzlo-
sung (PBS) verdiinnt und vorsichtig in ein mit 5 m} Fi-
coll gefiilltes Zentrifugenréhrchen gegeben. Anschlie-
Bend wurde bei RT 20 min mit 700 g (ohne Bremse)
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Abbildung 1 Bestimmung der NK-Zellcytotoxicitét mittels Durc.h-'

fiuBzytometrie.

Oben:Setzen eines ,Gate" oder ,Bitmap" auf grinfluoreszente Tar-
getzellen im FL1-Histogramm. .

Mitte:Typisches FL2-Histogramm zur Bestimmung des Anteils an
rotfluoreszenten, toten Targetzellen im Kontrollansatz (Targetzellen
ohne Effektorzellen).

Unten: Typisches FL2-Histogramm zur Bestimmung des Anteils an
rotfluoreszenten, toten Targetzellen im Testansatz (Target- und Ef-
fektorzellen, Effektor : Targetverhaltnis von 50 : 1).

zentrifugiert. Die obere Schicht wurde entfernt und die
Interphase, die die mononukledren Zellen beinhaltet,
vorsichtig mit Hilfe einer Pipette abgenommen. Diese
Zellsuspension wurde mit PBS gemischt und bei RT
10 min mit 250 g zentrifugiert. Nach nochmaligem
Waschen mit PBS wurden die Zellen auf die Konzen-
trationen 5 x 105/ ml, 2,5 x 105 ml und 1,25 x 108/ ml
mit Komplettmedium (RPMI 1640 Medium + 10%
(v/v) fotales Rinderserum) eingestellt.

Prdparation der Targetzellen

. Die bei -70 °C gelagerten K562 Zellen wurden

schnell, innerhalb von 2 min, im Wasserbad bei 37 °C
aufgetaut und sofort in ein mit 50 ml vorgewsirmtem
Komplettmedium gefiilltes Zentrifugenréhrchen iiber-
fiihrt. Nach kurzem Schwenken wurde bei RT 5 min
mit 120 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt
und mit 10 ml Komplettmedium resuspendiert. Die
Targetzellen wurden zum einen mit dem griinfluores-
zenten Membranfarbstoff (DiOC,g) und zum anderen
mit Na,’'CrO4 markiert.

Markierung der Targetzellen mit dem Membranfarb-
stoff (DiOCs)
Zu 5 ml der s.o. priparierten Zellsuspension wurden
20 pl Membranfarbstoff DiOC,g gegeben und nach so-
fortigem kurzen Mischen fiir 15 min bei 37 °C im
Wasserbad inkubiert. AnschlieBend wurden 10 ml
Komplettmedium zugegeben und bei RT 5 min mit
120 g zentrifugiert. Danach wurden die Zellen auf eine
Konzentration von 1 x 10%ml mit Komplettmedium
eingestellt. :

Dieser Schritt entfillt bei Einsatz des kommerziell
erhaltlichen Testkits, da dieser Targetzellen enthilt, die
bereits mit dem Membranfarbstoff markiert sind.

Markierung der Targetzellen mit Nay’'CrOy

Die s.o. priparierte Zellsuspension wurde auf 1 x
105/0,5 ml Komglettmedium eingestellt. Nach Zugabe
von 100 Ci Nay’'CrO, (spezifische Aktivitit von 400
bis 1200 mCi / mg; Fa. Amersham) wurden die Zellen
60 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Ansch-
lieBend wurde die Zellsuspension bei RT 8 min mit

400 g zentrifugiert und mit Komplettmedium resus-

pendiert. Dieser Waschvorgang wurde noch zweimal
wiederholt. Danach wurden die Zellen auf 1 x 10/ ml
mit Komplettmedium eingestellt.

Testansatz der nichtradioaktiven Methode

Je 100 pl Targetzellen und 100 pl Effektorzellen der
jeweiligen Zellkonzentration (50:1; 25:1; 12,5:1) wur-
den in einem Zentrifugenréhrchen zusammengegeben
und bei RT 3 min mit 120 g zentrifugiert. Als Kon-
trolle diente ein Ansatz ohne Zugabe von Effektorzel-
len, um die spontane Absterberate der Targetzellen zu
bestimmen. Die Rohrchen wurden mit Deckel verse-
hen und 4 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Nach
dieser Inkubationszeit wurden die Proben in ein Eis-
wasserbad gestellt und mit je 50 pl DNA-Férbelosung
versetzt und auf dem Vortexer gemischt. Der rot-
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fluoreszente DNA-Farbstoff fiirbt die durch die Akti-
vitit der NK-Zcllen membrangeschidiglen Target-
zellen an. Die Proben wurden nach 3-5 min mit dem
DurchfluBzytometer (Epics  Profile II,  Coulter,
Krefeld) analysiert. Dabei wurde ein Probenvolumen
von 180 p! bei einer DurchfluBrate von 60 pi/min
untersucht. Durch das Setzen eines .Gate* oder
«Bitmap* wurden zur Unterscheidung zwischen Effek-
tor- und Targetzellen nur griinfluoreszente Targetzellen
(s. Abb. 1A) registriert. Ausgewertet wurde der Anteil
an toten, d.h. rotfluoreszenten Targetzellen (s.- Abb.
1B. 1C). Die prozentuale Lyserate wurde durch die
Differenz von Kontrollwert (Targetzellen ohne Effek-
toren) und Testwert (Targetzellen mit Effektoren) er-
mittelt.

Ansartz des radioaktiven Chrom-Release-Tests

Im Dreifach-Ansatz wurde eine Mikrotiterplatte mit je
100 ul Targetzellen und 100 pl Effektorzellen der je-
weiligen Zellkonzentration (50:1; 25:1; 12,5:1) be-
schickt und bei RT 3 min mit 25 g zentrifugiert. Pro-
ben zur Ermittlung der spontanen (Targetzellen ohne
Zugabe von Effektorzellen) und maximalen Isotop-
Freisetzung (Targetzellen mit Zugabe von 0,25% Do-
decyl Schwefelsdure Natriumsalz = SDS) wurden par-
allel angesetzt. Die Mikrotiterplatte wurde 4 h bei
37 °C im CO,-Brutschrank inkubiert. Nach dieser Zeit
wurde bei RT 5 min mit 400 g zentrifugiert und aus
allen Proben 100 pl zellfreier Uberstand entnommen.

Die enthaltene Radioaktivitdt (cpm) wurde in einem
Gammacounter (Fa. Berthold) gemessen. Die Lyserate
in Prozent wurde nach folgender Formel errechnet:

(cpm der Probe - cpm Spontanfreisetzung) x 100
cpm Maximalfreisetzung

Lyserate =

Berechnung der NK-Zellaktivitiit pro Zelle

Die Berechnung der NK-Zellaktivitdt pro Zelle erfolg-
te iiber Lytic Units nach der Formel von Pross und
Mitarbeitern [22]:

NK-Zellaktivitit pro Zelle =
Lytic Units
9% NK-Zellen x (10° PBMC - %.Monozyten)

Dabei wird ein ,,Lytic Unit* definiert als Zahl der
Effektorzellen, die benétigt werden, um 20% von
10.000 Targetzellen zu lysieren [22, 23].

Berechnung der NK-Zellen zur Lyse einer Targetzelle
Zur Berechnung der NK-Zellen, die zur Lyse einer
Targetzelle benétigt werden, wird die absolute Zahl
der Gesamtleukozyten, der prozentuale Anteil
Lymphozyten und der NK-Zellen benétigt, um dann
die absolute Zahl der NK-Zellen im Zellansatz zu er-
mitteln. Anhand der Lyserate wird dann berechnet,
wieviele NK-Zellen nétig sind, um eine K562-Zelle zu
toten.

80
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% Lyse
&

30

20

10 1

E:T / 50:1

E:T / 25:1

E:T/12,5:1

BNK-51Cr-Release ENKTEST-Orpegen

Abbildung 2 Vergleich der Lyserate im 5'Chrom-Release-Test zur nichtradioaktiven durchfluBzytometrischen Methode (n=25, p > 0,05)
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Abbildung 3 Vergleich der Lytic Units pro NK-Zelle im 5'Chrom-Release-Test zur nichtradioaktiven durchfluBzytometrischen Methode

(n=25, p > 0,05)

Statistik

Die statistische Auswertung wurde an einem Personal-
computer mit Hilfe des Programms SPSS/PC+ (Versi-
on 4.0) durchgefiihrt. Zum Vergleich der Stichproben
wurde ein t-Test eingesetzt, wobei das Signifikanzni-
veau auf p < 0,05 festgelegt wurde.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der beiden unterschiedlichen Metho-

den weisen bei den gewihlten Effektor : Targetver-,

hiltnissen von 50 : 1,25 : 1 und 12,5 : 1 keine signifi-
kanten Unterschiede bei der Lyserate auf (Abb. 2). Die
Werte der nichtradioaktiven'Methode liegen im Mittel-
wert bei allen Effektor : Targetverhdltnissen immer
etwas hoher, was aber statistisch keine Bedeutung hat.
Dementsprechend treten auch keine statistischen Un-
terschiede nach der Berechnung iiber die Lytic Units
auf (Abb. 3). Ebenso liefern beide Methoden ver-
gleichbare Ergebnisse, wenn die Zahl der NK-Zellen
berechnet wird, die erforderlich sind, um eine Target-
zelle zu lysieren (Abb. 4). In Abb. 5 sind-beispielhaft

fiir ein Effektor : Targetverhdltnis von 25 : 1 die Lyse-
raten der durchfluBzytometrischen Methode als x-
Werte dargestellt, die y-Werte représentieren die Werte
des 5!Cr-Release-Tests. Wie ersichtlich, besteht eine
sehr gute Korrelation zwischen beiden Methoden, der
Korrelationskoeffizient betrdgt 0,935.

Weiterhin wurde die Prizision der durchfluBzyto-
metrischen Methode anhand einer dreifachen Bestim-
mung der NK-Zellzytotoxizitdt von PBMC-Proben
gesunder Probanden ermittelt. Wie Tabelle 2 entnom-
men werden Kkann, ergaben sich durchschnittliche Va-
riationskoeffizienten von 5,9 bis 7,6%.

Diskussion

Die Befunde zeigen deutlich; daB die beiden Methoden-
alternativ benutzt werden kénnen. Da sich die Ergeb-
nisse nicht signifikant unterscheiden, ist die nichtra-
dioaktive Methode als Methode der Wahl zu empfeh-
len. Damit wurde weiterhin gezeigt, daB die Markie-
rung der Effektorzellen mit dem Membranfarbstoff zu
gleichen Resultaten fiihrt wie die radioaktive Markie-

J Lab Med 1997; 21 (1): 013-020 17
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Abbildung 4 Vergleich der NK-Zellaktivitat pro Targetzelle im 5Chrom-Release-Test zur nichtradioaktiven durchfluBzytometrischen Me-

thode (n=25, p > 0,05)

rung mit !Chrom und daB die Art der Markierung kei-
nen EinfluB auf die Effektorzellen oder deren
Lysierbarkeit hat. Ebenso entstehen keine Unterschie-
de durch die unterschiedlichen Mefprinzipien (Radio-
aktivitdtmessung oder Durchfluzytometrie).

Die in der Literatur gefundenen unterschiedlichen
Werte fiir Lyseraten des Chrom-Release-Tests lassen
sich durch unterschiedliche Effektor:Targetverhalt-
nisse erkldren, Dabei spielt nicht nur'das Verhéltnis,
sondern auch die Zusammensetzung der Effektorzellen
eine grofie Rolle. Geht man davon aus, daB nur die
NK-Zellen fiir die Lyse der K562 Targetzellen verant-
wortlich sind, spielt der Anteil der NK-Zellen in der
Effektorzellpopulation eine wichtige Rolle. In der
Regel werden PBMC ungereinigt als Effektorzellen
verwendet, d.h. es handelt sich hier um eine Mischpo-
pulation von Monozyten und Lymphozyten. Uber die

Eliminierung der Monozyten, wobei deren Adhirenz-
verhalten ausgenutzt' wird, kann der Anteil der NK-
Zellen erhoht werden. Insbesondere Monozyten kon-
nen liber die Produktion von Prostaglandinen die NK-
Zellen in ihrer Funktion beeintrichtigen (24). Dement-
sprechend werden mit zunehmendem Anteil an NK-
Zellen in der Effektorzellpopulation hohere Lyseraten
erzielt. Die Reinigung-kann bis zur Isolierung von
NK-Zellen nach der Methode von Cosentino und Cat-
hart [25] fiihren, Der Nachteil liegt aber in einer sehr
zeit- und materialaufwendigen Arbeit, die in der Rou-
tine nicht zu realisieren ist; dariiber hinaus werden
groBere Blutmengen bendtigt.

Wihrend die Lyserate iiber die natiirliche Killerak-
tivitdt des peripheren Blutes eine Auskunft gibt, wird
versucht durch die nachtrégliche Berechnung des ge-
nauen Effektor:Targetverhiltnisses eine Aussage iiber

.

Tabelle 2 Prazision der durchfluBzytometrischen Method_e

Lyserate (E:T = 12,5:1) Lyserate (E:T = 25:1)

Lyserate (E:T = 50:1).

Wertebereich ) 7,8-33,5
Durchschnittlicher Variationskoeffizient (%) 6,9
n 6

15,8-54,1 20,4-63,7
7.6 59
6 6

E:Effektorzellen, T:Targetzellen

18
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Abbildung 5 Korrelation zwischen $'Chrom-Release-Test und durchfluBzytometrischer Methode. Die Lyseraten der durchfluBzytometri-
schen Methode sind auf der x-Achse aufgetragen, die Lyseraten des 5'Chrom-Release-Tests auf der y-Achse. Dargestellt sind individu-
elle Werte von 25 Vergleichsmessungen bei einem Effektor : Targetverhéltnis von 25 : 1, Korrelationskoeffizient = 0,935, Steigung = 0,76.

die Lyseaktivitit der einzelnen NK-Zellen zu machen.
Da die beiden Testmethoden sich bei der Lyserate
nicht unterschieden, ist es leicht verstandlich, da die
Berechnungen iiber die Lytic Units oder die Menge der
NK-Zellen, die benétigt werden, um eine Targetzelle
zu lysieren, ebenfalls zu keinen Unterschieden in den
Ergebnissen beider Tests fiihrten. Da die Effektor:Tar-
getverhiltnisse und auch die Zellzahlen in. der Litera-
tur nicht immer standardisiert sind, erscheint die Be-
rechnung pro NK-Zelle geeigneter als die Berechnung
iiber die Lytic Units,” obwohl beide Berechnungen
letztendlich zum gleichen Ergebnis fiihren.

Fiir die Durchfiihrung in der Praxis ist es wichtig,

die benétigte Blutmenge zu minimieren, um die Bela-
stung der Patienten besonders bei Verlaufsbeobachtun-
gen so gering wie moglich zu halten. Weiterhin ist eine
méglichst schnelle Verarbeitung der Blutproben anzu-
streben. Die gesamte Testdauer sollte so kurz sein, daB
der Test in der Routine auch mit groBeren Probenzah-
len durchfiihrbar ist. Hier hat sich der alternative
nichtradioaktive Test ebenfalls bewihrt, da er schon
nach zwei Stunden und nicht erst nach vier Stunden,
wie beim Chrom-Release-Test, reproduzierbare Ergeb-
nisse liefert. AuBerdem entfillt bei dem kommerziell
erhiltlichen Testkit die miihsame und zeitaufwendige
Anzucht der K562 Targetzellen, da im Kit kryokonser-
vierte fluoreszenzmarkierte Zellen enthalten sind.

Der vermehrte Einsatz von NK-Zelltesten wird in
der Zukunft zeigen welche Bedeutung die Aktivitit der

NK-Zellen bei der Diagnose und der Uberwachung
des Therapieverlaufs verschiedener Erkrankungen hat.
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Blcher

Himatologie in der Praxis. 2. Auflage. H. Heimpel,
D. Hoelzer, H.-P. Lohrmann, E. Seifried. Unter Mit-
arbeit von E. Kleihauer. Jena: Gustav Fischer Verlag,
1996, 372 pp, 21 Abbildungen im Text, 47 Farbabbil-
dungen im Anhang, 24 x 17 cm, gebunden. 118,00 DM.
873,00 6S. 113.50 sFr. ISBN 3-334-60815-8.

Die zweite, als vollig tiberarbeitet und erweitert an-
gekiindigte Auflage entspricht ausnahmsweise den
Versprechungen. Sowohl die Bildqualitit des schma-
len Anhangs als auch die graphische Aufbereitung der
Tabellen und Merksitze haben eine deutliche Verbes-
serung erfahren. Zwar fehlen die Randstichworte, die
die 1. Auflaoe kennzeichneten, aber die Ubersichtlich-
keit hat darunter keineswegs gelitten. Klar ist die
Gliederung der einzelnen Kapitel in die Abschnitte:

- Systematik und klin. Befund

- Diagnostik

- Stadieneinteilung

— Therapie

- Verlauf und Prognose

(incl. Therapie-Nebenwirkungen)

- Aufgaben der Praxis

Es werden die Themenkreise Andmien, Neoplasien
der Hamopoese, wie chronisch myeloproliferative
Syndrome (MPS). akute Leukdmien, myelodysplasti-
sche Syndrome (MDS), Morbus Hodgkin, maligne
Non-Hodgin-Lymphome (NHL), Plasmozytom sowie
seltenere Erkrankungen des Makrophagensystems
nach diesem Schema abgehandelt, wobei erfreulich ist,
daB obsolete Methoden der Diagnostik und Therapie
rigoros gestrichen wurden, dafiir neuere Behandlungs-
methoden mit Wachstumsfaktoren. Knochenmark-
Transplantation etc., ibersichtlich dargestellt, Ein-
gang fanden. Auch der aktuellen Entwicklung mit au-
tomatisierter Blutbilderstellung wurde Rechnung ge-
tragen.

Der Buchumfang wurde dadurch nur unwesentlich
erweitert, was der Lesbarkeit und Orientierung deut-
lich zugute kommt. Als Erleichterung zum Verstiand-
nis kénnen auch die Abkiirzungen und gebréuchlichen
Werte (jeweils im Deckel plaziert) angesehen werden.

Argerlich sind einige Druckfehler, die im Falle der
Animiediagnostik (Tab. 7) zu Verstdndnisschwierig-
keiten fiilhren konnten. Hyperchrom-mikrozytar bei
Vit. Bj>-Mangel ist schlechterdings ein Unding. Ein
Erratum sowie eine Verbesserung der nédchsten Aufla-
ge wire hier angebracht.

Das Buch, das sich vorwortgemif iiberwiegend an
Haus- und Kinderirzte wendet, ist dariiber hinaus si-
cher auch fiir Laborirzte und -personal hochst interes-
sant. die sich neben ihrer unmittelbaren Befundung
fiir Therapieverlauf und Prognose, sprich das Schick-
sal der Patienten interessieren, fiir die sie diese Befun-
de erheben.

Dr. Silke Heller, Berlin

J Lab Med 1997; 21 (1) : 021 21

APl g «
ptldlcﬂgenetuc pharmaceutlfc

ot'cchnologlsche Forschun 1En(wxcklng




