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Zusammenfassung: Moderne analytische Durchflucytometer und monoklonale Antikérper gegen Oberfli-
chendeterminanten von Lymphocyten haben die Immunphinotypisierung von Lymphocyten-Subpopulatio-
nen vereinfacht und beschleunigt. Wir untersuchten mononukleédre Zellen nach Dichtegradientenzentrifuga-
tion von EDTA-Vollblut. Die Intraassay-Prazision (n = 12) der Typisierung mit monoklonalen Antikérpern,
die gegen T-Zellen (Leu 4), T-Helfer/Inducer-Zellen (Leu 3 a, b), T-Suppressor/cytotoxische Zellen (Leu 2 a)
und Zellen mit dem Phédnotyp von NK-Zellen (Leu 7) gerichtet sind, schwankte zwischen 2,2 und 7,9%.
Untersuchungen mit Leu 2 a- und Leu 3 a, b-Antikorpern, die entweder mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC)
oder mit Phycoerythrin (PE) markiert waren, ergaben fiir beide Subpopulationen jeweils vergleichbare
Ergebnisse. Simultane Doppelmarkierungen mit zwei verschiedenen Antikorpern, die mit kontrastierenden
Fluorochromen konjugiert waren, zeigten gegeniiber Einzelmarkierungen im Mittel gering hohere relative
Anteile der T-Helfer/Inducer-Zellen (Leu 3a, b-FITC: a = 0,97, b = 3,18, r = 0.98) und der T-Suppressor/
cytotoxischen Zellen (Leu 2a-PE: a = 0,99, b = 2,22, r = 0,97). Eine konstante Beziehung zur Kldrung
dieser statistisch signifikanten Unterschiede (p < 0,0002) fanden wir nicht. Die Untersuchung von 100 nicht
kranken Kontrollpersonen ergab fiir den Anteil der Subpopulation folgende Referenzbereiche (Median,
zentrales 95%-Intervall): T-Zellen 0,75 (0,57 —0,87); T-Helfer/Inducer-Zellen 0,47 (0,34 —0,63); T-Suppressor/
cytotoxische Zellen 0,26 (0,15—0,42); ,,NK“-Zellen 0,16 (0,04 —0,34). Die absoluten Zellzahlen (10°/1) betra-
gen: T-Zellen 1,300 (0,730 —2,240); T-Helfer/Inducer-Zellen 0,820 (0,440 — 1,540); T-Suppressor/cytotoxische
Zellen 0,450 (0,190—0,915); ,,NK“-Zellen 0,300 (0,060—0,670).

Immunophenotyping of lymphocyte subsets by the use of monoclonal antibodies and analytical flow-cytometry:
Evaluation of the method and reference values

Summary: Analytical flow cytometers which are easy to operate, and monoclonal antibodies specific for cell
surface determinants of lymphocytes, offer a simple and rapid method for the identification of the immunologi-

" cal phenotype of lymphocyte subsets. We investigated mononuclear cells isolated from EDTA-blood bv

density gradient centrifugation. The intraassay precision (n = 12) of the determination by means of mono-
clonal antibodies directed against T-cells (Leu 4), T-helper/inducer-cells (Leu 3 a, b), T-suppressor/cytotoxic
cells (Leu 2 a) and cells of the ‘NK’-phenotype (Leu 7) varied between 2.2 and 7.9%. Studies using the subset
markers Leu 2a and Leu 3 a, b conjugated either to fluorescein isothiocyanate (FITC) or to phycoerythrin
(PE) showed comparable results for both subsets. Dual immunofluorescent analysis using two different
antibodies conjugated to contrasting fluorochromes resulted in slightly higher fractions of T-helper/inducer-
cells (Leu 3a, b-FITC: a = 0.97, b = 3.18, r = 0.98) and T-suppressor/cytotoxic cells (Leu 2a-PE: a = 0.99,
b = 2.22, r = 0.97) compared with single immunofluorescent analysis. We found no constant association to
explain this statistically significant discrepancy (p < 0.0002). The investigation of 100 controls established
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the following reference values for the fraction of lymphocyte subsets (median, 95%-interval): T-cells 0.75
(0.57—0.87), T-helper/inducer-cells 0.47 (0.34—0.63), T-suppressor/cytotoxic cells 0.26 (0.15—0.42), ‘NK’-
cells 0.16 (0.04—0.34). The corresponding absolute numbers of cells are: T-cells 1.300 (0.730—2.240), T-
helper/inducer-cells 0.820 (0.440 —1.540), T-suppressor/cytotoxic cells 0.450 (0.190—0.915), ‘NK’-cells 0.300

(0.060—0.670).

Einfiihrung

Die automatisierte DurchfluBcytometrie hat heute
eine Entwicklungsstufe erreicht, die eine breite Uber-
nahme dieser Technologie aus den Forschungsberei-
chen in klinische Laboratorien erwarten ldBt. Zwei
sich gegenseitig erganzende Entwicklungen sind dafiir
von ursadchlicher Bedeutung:

Zunichst sind moderne, ausschlieBlich analytische
DurchfluBcytometer einfacher zu bedienen als bislang
verfiigbare Gerite, die vorwiegend fiir prdparative
Arbeiten konstruiert waren. Diese Durchfluicytome-
ter ermoglichen eine schnelle, gleichzeitige und quan-
titative Analyse von bis zu 4 voneinander unabhéngi-
gen KenngroBen einer in Suspension zu untersuchen-
den Zellpopulation. Diese technologische Entwick-
lung wurde vor allem durch Miniaturisierung der
elektronischen Bauelemente und Fortschritte auf dem
Gebiet der Fluorochrom-Chemie begiinstigt. Dane-
ben vermmittelt die breite Verfiigbarkeit monoklonaler
Antikérper der DurchfluBcytometrie gegenwartig
fortwihrend neue Impulse. Als Reagenzien mit hoch-
ster Spezifitdt sind monoklonale AntikSrper fiir weite
Bereiche der Medizin, besonders in der Analytik und
Identifikation komplexer Antigene von gréBter Be-
deutung (1-Y5).

Innerhalb des hdmatopoetischen Systems des Men-
schen werden monoklonale Antikérper verwendet,
um zelluldre Oberflichendeterminanten zu charakte-
risieren, die von normalen und malignen Zellen gebil-
det werden (6). Verschiedentlich ist es méglich, spezi-
fische Zellfunktionen mit definierten Oberflichen-
markern in Beziehung zu setzen.

Die Quantifizierung von Lymphocyten-Subpopula-
tionen hat klinische Bedeutung bei Erkrankungen,
die durch Verinderungen im Immunsystem beeinflu8t
sind, so bei TransplantatabstoBung (7), priméren und
erworbenen Immunmangelzustinden (8, 9), rheuma-
toider Arthritis (10) oder multipler Sklerose (11). Die
~ Bestimmung des immunologischen Phinotyps von
Lymphocyten kann mit Hilfe der automatisierten
DurchfluBcytometrie oder manueller Mikroskopie

nach Fluoreszénz- oder Immunogoldmarkierung (12) -

erfolgen.

Bislang sind fiir durchfluBcytometrische Analysen
kaum Daten zur Prézision und Reproduzierbarkeit
der Methode auBerhalb der speziellen Bedingungen
von Forschungsbereichen mitgeteilt (13). Referenzbe-
reiche sind meist fiir die Mikroskopie, hiufig unter
ungeniigend definierten Bedingungen und innerhalb
kleiner Kontrollgruppen, untersucht (9, 12, 14—18).
Daneben sind die Ergebnisse durch die Spezifitit der
monoklonalen Antikdrper, die Probenvorbereitung
und die Markierung beeinfluit (14, 16, 19).

Es war deshalb Ziel dieser Arbeit, analytische Krite-
rien der Immunphénotypisierung von Lymphocyten
mit einem automatischen Durchfluicytometer zu
iiberpriifen und in einem ausreichend groBen Kollek-
tiv klinisch nicht kranker Personen die Verteilung
der T-Zellen und , NK“-Zellen, sowie der T-Zellen-
Subpopulationen zu untersuchen. Dariiberhinaus
sollte geklart werden, inwieweit Untersuchungsergeb-
nisse durch den zur Markierung des monoklonalen
Antikorpers verwendeten Fluoreszenzfarbstoff und
das methodische Vorgehen mit Einzel- oder simulta-
ner Doppelmarkierung mit zwei verschiedenen mono-
klonalen Antikérpern beeinflult werden.

Material und Methoden
Untersuchungskollektive

An 35 Patientenproben aus den Intensivpflegebereichen wurden
die Vergleichsuntersuchungen der Fluorochrome und zur Ein-
Zel- und simultanen Doppelmarkierung von Oberflichiendeter-
minanten durchgefiibrt.

Zur Abkldrung der Referenzbetelche wurden unter 124 Be-
schiftigten des Krankenhauses, die sich nach irztlicher Befra-
gung nicht krank fiihlten, 34 Minner (Alter: 21 —54 Jahre,
Median 34 Jahre) und 66 Frauen (Alter: 19— 60 Jahre, Median
30 Jahre) ausgewdhlt, bei denen zusitzlich keine der bis zu
16 klinisch-chemischen und hidmatologischen KenngréB8en der
Basisdiagnostik eine Abweichung von den Referenzbereichen
zeigte. Unter den himatologischen KenngréB8en waren als Kri-
terien definiert: ’

Leukocyten, zwischen 3,8 und 8,5(10°/1), Anteil der Lymphocy-
ten zwischen 0,19 und 0,41 -(Haemalog 6010 Technicon, Bad
Vilbel).

Die Probeentnahmen erfolgten in den Monaten Juli bis Novem-
ber 1984 in der Zeit zwischen 8.30 und '9.15 Uhr.

Zur Verlaufskontrolle wurde bei einzelnen Personen dieses Kol-
lektivs innerhalb eines Zeitraumes von 3—16 Wochen eine
zweité Probénentnahme vorgenommen.
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Probenmaterial

Aus der Kubitalvene wurden 8 ml Blut in Polystyrol-Injektions-
spritzen (Braun, Melsungen) entnommen und sofort in je zwei
4 ml EDTA-GefédBe (Greiner, Niirtingen) {iberfiihrt.

Monoklonale Antikérper

Es wurden ausschlieBlich kommerziell erhiltliche monoklonale
Antikorper der Leu-Serie (Becton-Dickinson, Heidelberg) ver-
wendet. Die T-Lymphocyten wurden typisiert mit an Fluores-
ceinisothiocyanat (FITC) konjugierten anti-Leu 4-Antikorpern.
Die T-Helfer/Inducer- bzw. die T-Suppressor/cytotoxischen
Zellen wurden iiber ihre Bindung an anti-Leu 3 a, b-Antikérper
bzw. an anti-Leu 2a-Antikorper quantifiziert, wobei sowohl
mit FITC als auch mit Phycoerythrin (PE) konjugierte mono-
klonale Antik6rper verwendet wurden. FITC konjugierte anti-
Leu7-Antikorper wurden eingesetzt, um Zellen mit dem immu-
nologischen Phénotyp von NK-Zellen zu quantifizieren. Die
Spezifitit dieser Antikorper ist mitgeteilt (20).

Immunologische Phinotypisierung
Zellisolierung

Als Standardmethode zur Isolierung der iiberwiegenden Zahl
der Lymphocyten wurde eine Dichtegradienten-Trennung vor-
genommen (21). Alle Priparationsschritte erfolgten in Polysty-
rolreagenzgefidBen (Greiner, Niirtingen).

Spitestens 20 Minuten nach Blutentnahme wurden das EDTA-
Blut mit Hank’s gepufferter Salzlosung (HBSS) (Serva, Heidel-
berg) im Verhdltnis 1 : 1 verdiinnt. Jeweils 6 ml dieser Mischung
wurden vorsichtig iiber 3 ml Ficoll-Hypaque (Pharmacia, Hei-
delberg) geschichtet und bei Raumtemperatur fiir 30 min mit
400 g zentrifugiert. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand
abgesaugt. Die zweite Schicht, die vorwiegend mononukleire
Zellen enthilt, wurde mit einer Pasteur-Pipette aufgenommen
und zweimal mit etwa 8 ml HBSS gewaschen (100 g, 10 min,
4°C). Nach dem Waschen wurden die Zellen erneut in etwa
1 ml HBSS resuspendiert, um die Zellzahl auf etwa 107/ml
einzustellen. Ab diesem Schritt wurde die weitere Probenvorbe-
reitung bis zur Auswertung lichtgeschiitzt im Eisbad bei 4 °C
durchgefiihrt.

Antikorperbindung

Im Eisbad wurden 50 pul der isolierten Zellen in ein 3 ml Analy-
senrohrchen (Becton Dickinson, Heidelberg) iiberfiihrt und mit
S ul des konjugierten monoklonalen Antikdrpers vermischt. Bei
Ansitzen in simultaner Doppelmarkierungs-Technik wurden in
jedes Analysenrohrchen zusitzlich 5 pl eines zweiten monoklo-
nalen Antikdrpers, der mit dem kontrastierenden Fluorochrom
konjugiert und gegen eine zweite Oberflichen-Determinante
gerichtet war, zugegeben. Nach Inkubation (30 min) wurden die
Zellen mit 2 ml gekiihlter, Phosphat-gepufferter NaCl-Losung
(0,15 mol/l, pH 7,4) gewaschen (200 g, 5 min, 4 °C). Als Kon-
trolle fiir eine unspezifisché Bindung des monoklonalen Anti-

.korpers (Maus) iiber die Fc-Region wurde jeweils ein 50 pl

Aliquot der isolierten Zellen mitgefithrt, dem 5 pl eines FIT_C-
markierten Maus-IgG-Serums zugegeben wurden. Alle Markie-
rungen erfolgten in Doppelansitzen.

Analyse im Durchflufcytometer

Die Zellpriparationen wurden in einem automatisierten Durch-
fluBcytometer (FACS-Analyser, Becton-Dickinson, Heidelberg)
analysiert und on-line iiber den Rechner ,Consort 30‘ (Becton-
Dickinson, Heidelberg) ausgewertet. Das Durchﬂuchton:leter
erméglicht die gleichzeitige, quantitative Erfassung von bis zu
vier voneinander unabhingigen KenngréBen.
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Die Funktion des Analysengeriites beruht im Prinzip darauf,
daB die Zellen der Suspension iiber ein Kapillarsystem im
Zentrum eines umhiillenden Pufferstroms hydrodynamisch fo-
kussiert und damit in einer perlschnurdhnlichen Formation
durch eine konische MeB6ffnung mit 100 pm Innendurchmesser
gefiithrt werden. Von jeder durchtretenden Zelle (FlieBgeschwin-
digkeit 200 bis 300 Zellen pro Sekunde) werden nach Anregung
im fokussierten Lichtstrahl einer Quecksilberlampe bis zu zwei
kontrastierende Fluoreszenzsignale und ein 90° Streulicht-Si-
gnal (proportional dem AusmaB der Heterogenitit oder der
Granulierung der Zelle) erfaBt. In einem weiteren Kanal wird
iiber eine Impedanzmessung die ZellgréBe bestimmt. Nach
Analog-Digital-Wandlung werden diese Signale zellbezogen in
den Kernspeicher eines Oszillographen iibernommen. Auf dem
Bildschirm kénnen diese Signale von bis zu 1000 Zellen einzeln
oder in beliebiger Kombination paarweise dargestellt werden.

Gleichzeitig konnen die Kenngré8en zellbezogen auf ein Spei-
chermedium des Rechners fiir eine spitere rechnerunterstiitzte
Auswertung libernommen werden. Da iiber das Streulichtsignal
und die ZellgréBe Lymphocyten, Monocyten und Granulocyten
charakterisiert werden (Abb. 1a), kdnnen iiber elektronische
Analysenfenster diese Zellen selektiv nach der Intensitit ihrer
Fluoreszenzsignale, entsprechend der Oberflichendichte der
markierten Antigendeterminante, untersucht werden. Ausge-
hend von den nicht markierten Kontrollproben, kann in beiden
Fluoreszenzkanilen fiir jede Zellpopulation eine Intensitits-
grenze der Autofluoreszenz festgelegt werden. In den markier-
ten Proben sind so innerhalb der interessierenden Zellpopula-
tion unmarkierte Zellen von markierten Zellen zu unterscheiden
(Abb. 1 b). In ciner biparametrischen Darstellung beider Fluo-
reszenzinlensitdien konnen doppelt markierte Zellen erfaBt wer-
den (Abb. 2). Uber die Auswerteprogramme werden die abso-
lute Zellzahl und die relativen Anteile der markierten Zellen
sowohl innerhalb des jeweiligen Analysenfensters als auch in
Bezug auf die Gesamtzahl der untersuchten Zellen ausgegeben.
In jeder Probe werden in der Regel 5000 bis 10000 Zellen
untersucht. Aus der Zahl der Leukocyten (10%/1) in EDTA-Blut
und dem Anteil der Lymphocyten im Differentialblutbild der
Kontrollperson wurde die absolute Zellzahl (10%1) der Lym-
phocyten-Subpopulation berechnet.

Statistik

Zur Berechnung der Referenzbereiche der Lymphocyten-Sub-
populationen wurden jeweils Mittelwerte aus Doppelbestim-
mungen herangezogen. Die Priifung auf eine Geschlechts- und
Altersabhingigkeit der Referenzbereiche erfolgte mit dem U-
Test nach Mann-Whitney. Im Rahmen der methodischen Ver-
gleichsuntersuchungen wurde fiir Wertepaare eine standardi-
sierte Hauptkomponenten-Analyse (22) und der Wilcoxon-
Paardifferenzentest durchgefiihrt.

Ergebnisse

Durch die Signale der Impedanz-Messung und des
90°-Streulichtes ist die Lymphocytenpopulation ge-
geniiber anderen mononukledren Zellen charakteri-
siert (Abb. 1 a). Damit kann die so definierte Popula-
tion selektiv nach der Intensitit ihrer Fluoreszenzsi-
gnale ausgewertet werden (Abb. 1b, ). Bei Doppel-
markierungen mit FITC- und PE-konjugierten Anti-
korpern werden die Fluoreszenzsignale in beiden
Auswertekandlen ohne stérende Interferenz des kon-
trastierenden Fluorochroms erfat (Abb. 2). Das
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Abb. 1a. Volumen-Streulicht-Diagramm (x-Achse: Volumensi-
gnal, y-Achse: 90°-Streulichtsignal) einer Zellsuspen-
sion nach Dichtegradienten-Zentrifugation aus
EDTA-Vollblut einer nicht kranken Kontrollperson.
Das eingezeichnete Rechteck entspricht einem elek-
tronischen Fenster zur selektiven Auswertung dieser
Zellpopulation (Lymphocyten).

schwache FITC-Signal, das im PE-Kanal mit dem
Sperrfilter 580 nm erkennbar ist, kann am Speicher-
oszillographen fiir jede Probe elektronisch kompen-
siert werden.

Prazision

Die Intraassay-Prazision der immunologischen Typi-
sierung von Lymphocyten-Subpopulationen wurde in
Einzelmarkierungen fiir jeden der monoklonalen An-
tikorper in einer Kurzserie (n = 12) nach Isolierung
der mononukledren Zellen aus 6 Proben EDTA-Blut
einer Kontrollperson iiberpriift. Fiir die Subpopula-
tionen schwanken die Variationskoeffizienten zwi-
schen 1 und 7% (Tab. 1).

Tab. 1. Intraassay-Prizision der Bestimmung der relativen An-
teile von Lymphocyten-Subpopulationen nach Immun-

phinotypisierung.
Antikorper N VK s i
(%)
Leu 4 12 0,97 0,0076 0,782
Leu 2a 12 3,00 0,0091 0,302
Leu 3a, b 12 2,11 0,0098 0,465
Leu 7 12 6,92 0,0132 0,190

100

Anzahl

Fluoreszenz - Signal

Abb. 1b. Typische Verteilung des Fluoreszenzsignals (FITC)
einer mit anti-Leu 4 (T-Zellen) markierten Probe ei-
ner nicht kranken Kontrollperson. Dargestellt sind
nur Zellen innerhalb des Lymphocyten-Auswertefen-
sters (definiert durch Volumensignal und 90°-Streu-
lichtsignal). Die mit Antikérpern markierten Zellen
sind gegeniiber den nicht markierten Zellen in der
Intensitdt des emittierten Fluoreszenzsignals zu un-
terscheiden. Die Markiérung bei der Skalenteilung
,110° entspricht der oberen Intensit4tsgrenze der Au-
tofluoreszenz einer unbehandelten Priparation der-
selben Kontrollperson. Der Anteil der markierten
Zellen innerhalb des elektronischen Auswertefensters
betrdgt bei dieser Probe 59,7%.

Fluoreszenz-Signal2 (PE) Leu 2

Fluoreszenz-Signal 1(FITC) Leu 3

Abb. 2. Diagramm der Fluoreszenzsignale der Lymphocyten-

population einer nicht kranken Kontrollperson, nach
Doppelmarkierung mit anti-Leu 3 a, b (Fluoresceiniso-
thiocyanat, FITC) und anti-Leu 2a (Phycoerytherin,
PE).
Sektor 1, Zellen mit dem Phénotyp Leu 3a,b—, Leu
2a*; Sektor 2, Zellen mit dem Phénotyp Leu 33, b-,
Leu 2a*; Sektor 3, Zellen mit dem Phidnotyp Leu
3a,b*, Léu 2a*; Sektor 4, Zellen mit dem Phédnotyp
Leu 3a,b*, Leu 2a~. ; '
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Zur weiteren Abkldrung der Prizision der Bestim-
mung wurden die Wertepaare aus Doppelansitzen
herangezogen, die durch dieselbe Assistentin an ver-
schiedenen Tagen analysiert wurden. Der Variations-
koeffizient wurde nach der Formel }/(2d?)/2n berech-
net, wobei d die Differenz der Doppelwerte in Prozent
und n die Zahl der Bestimmungen angibt. Fiir die
prozentualen Anteile der Subpopulationen liegen
diese Variationskoeffizienten bei Einzelmarkierungen
zwischen 2,2 und 7,9% (Tab. 2).

Einzel- und simultane Doppelmarkierung
der Zellen

In den Vergleichsuntersuchungen zum EinfluB des
zur Konjugation an den monoklonalen Antikérper
verwendeten Fluoreszenzfarbstoffes und zur Metho-
dik der Immunphénotypisierung mit Einzel- oder si-
multaner Doppelmarkierung ergeben sich Korrela-
tionskoeffizienten zwischen 0,93 und 0,98. Die Stei-
gungen der Hauptkomponentengeraden betragen
zwischen 0,96 und 0,99. Die y-Achsenabschnitte lie-
gen zwischen —0,54 und 3,36 (dic Angaben beziehen
sich auf den relativen Anteil der T-Zellen-Subpopula-
tion) (Tab. 3, Abb. 3a, b).

Tab. 3. Ergebnisse der standardisierten Hauptkomponenten-
Analyse fiir Wertepaare nach Einfachmarkierungen mit
monoklonalen Antikorpern, die mit FITC oder PE
konjugiert sind bzw. nach simultaner Doppel-
markierung mit zwei verschiedenen monoklonalen An-
tikorpern, die mit kontrastierenden Fluorochromen
konjugiert sind. Angegeben sind r = Regressionskoeffi-
zient, Steigung der Hauptkomponentengerade und
Intercept = Achsenabschnitt.

Hauptkomponenten-

Analyse
r Stei- Inter-
gung cept
Leu Eiﬁzelmarkicrungen
3a, b FITC/PE 0,94 0,96 0,59
N =135
FITC
Einzel-/ 0,98 0,97 3,18
Doppelmarkierungen .
PE-Einzelmarkierung : 336
FITC-Doppelmarkierung 0,93 0,98 . ’
Leu Einzelmarkierung —0.54
2a FITC/PE 0,96 0.99 ’
N =135
PE
Einzel-/ 0,97 0,99 2,22
Doppelmarkierung
" FITC-Einzelmarkierung 0.96 1,70
PE-Doppelmarkierung 0,93 ’
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Tab. 2. Prizision aus Doppelbestimmungen der relativen An-
teile von Lymphocyten-Subpopulationen nach Immun-

phénotypisierung.
Antikorper N VK s X
(%)
Leu 4 78 2,20 0,0160 0,733
Leu 2a 82 5,38 0,0138 0,257
Leu 3a, b 69 4,10 0,0192 0,470
Leu 7 72 7,87 0,0138 0,175
0,70

o
n
o

Leu 3a,b (FITC) in Doppelmarkierung
mit Leu 2a (PE)
=]
[A)
o

| — 1 1 i - |

070

1 1
0,30 0,50
Leu 3a,b (FITC) Einzelmarkierung

0,70
0,50

0,30

Leu 3a,b (PE ) Einzelmarkierung

L | 1 1

1 J

0,70

1
0,30 0,50
Leu 3a,b (FITC) Einzelmarkierung

Abb. 3. Vergleiche der relativen Anteile der T-Zellen-Subpopu-
lationen in Einzelmarkierung bzw. gleichzeitiger
Zugabe von zwei verschiedenen monoklonalen Anti-
korpern (Leu 3a, b und Leu 2a), die mit kontrastieren-
den Fluorochromen konjugiert sind (Doppelmarkie-
rung) und Einzelmarkierungen mit monoklonalen Anti-
korpern, die mit verschiedenen Fluorochromen konju-
giert sind. a) anti-Leu 3a,b markierte Zellen: FITC-
konjugierter Antikorper in Einzelmarkierung bzw.
simultaner Doppelmarkierung mit anti-Leu 2a (PE);
b) anti-Leu 3a,b markierte Zellen: Einzelmarkicrung
mit einem FITC- bzw. PE-konjugierten Antikorper.
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Tab. 4. Referenzberciche von Lymphocyten-Subpopulationen im peripheren Blut bei nicht kranken Kontrollpersonen nach
durchfluBcytometrischer Bestimmung des immunologischen Phénotyps mit monoklonalen Antikérpern. Die Angaben in
10°/1 ergeben sich aus dem Anteil der Subpopulation sowie der Gesamtzahl der Leukocyten und dem Anteil der

Lymphocyten im peripheren Blut der Kontrollperson.

Zellen Antikorper Anteil Gesamtzahl (10°/1) : N
Median 95% Median  95%
Intervall Intetvall
T-Zellen Leu 4 0,75 0,57—0,87 1,300 0,730—2,240 100
T-Helfer Leu 3a, b 0,47 0,34—0,63 0,820 0,440—1,540 100
T-Suppressor Leu 2a 0,26 0,15—-0,42 0,450 0,190—0,915 100
~NK*"-Zcllen Leu 7 0,16 0,04—0,34 0,300 0,060—0,670 93
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Abb. 4. Hiufigkeitsverteilung von Lymphocyten-Subpopulationen im peripheren Blut béi nicht kranken Kontrollpersonen.
a) ’!‘-Lymphocyten (Leu 4), b) T-Helfer-Zellen (Leu 3 a, b), ¢) T-Suppressor-Zellen (Leu 2a), d) Zellen mit dem immuino-
logischen Phénotyp von NK-Zellen (Leu7). Jeweils links Anteil der Population innerhalb der im Lymphocyten-
Auswertefenster analysierten Zellen, jeweils rechts die Zellzahl (10%/1), die sich aus Gesamtzahl der Leukocyten (10%/1)
im peripheren Blut und dem Anteil der Lymphocyten im Differential-Blutbild errechnet, Die gestrichelten Linien

entsprechen der 5%- und 95%-Perzentile.
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Werden im Vergleich Einzel- und simultane Doppel-
markierung durchgefiihrt und wird zur Konjugation
an den monoklonalen Antikorper jeweils der gleiche
Fluoreszenzfarbstoff verwendet, so finden sich in den
Doppelmarkierungen sowohl fiir die T-Helfer/Induc-
er- als auch fiir die T-Suppressor/cytotoxischen Zel-
len im Mittel hohere relative Anteile. Diese Unter-
schiede sind im Wilcoxon-Paardifferenzentest signifi-
kant (p < 0,0002) (Abb. 3a).

Werden die Ergebnisse aus Einzelmarkierungen mit-
einander verglichen, wenn die monoklonalen Anti-
korper entweder mit FITC oder PE konjugiert sind,
so sind die Unterschiede weder fiir die anti-Leu 2a
noch die anti-Leu 3 a, b markierten Populationen si-
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gnifikant. Es sei aber darauf hingewiesen, daB bei
einzelnen Patienten die Ergebnisse um bis zu 8 Rela-
tivprozent differieren konnen (Abb. 3 b).

Referenzbereiche

Bei klinisch nicht kranken Kontrollpersonen kann
der relative Anteil der typisierten Lymphocyten-Sub-
populationen innerhalb weiter Bereiche schwanken.
Ausgeprdgte Unterschiede zeigen sich ebenso, wenn
aus der Zahl der Leukocyten (10°/1) in EDTA-Blut
und dem Anteil der Lymphocyten im Differential-
blutbild der Kontrollperson die absolute Zellzahl
(10°/1) der Subpopulation errechnet wird (Tab. 4,
Abb. 4a—d). Bei keiner der Subpopulationen besteht
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eine Abhingigkeit zwischen der Héhe des relativen
Anteils und der absoluten Zellzahl (10°/1)
(Abb. 5a—d).

Hingewiesen sei auf Befunde einer weiblichen Kon-
trollperson, bei der relativer Anteil und absolute Zell-
zahl der T-Suppressor/cytotoxischen Zellen und der
mit anti-Leu 7 typisierten ,,NK“-Zellen weit auBer-
halb der zentralen 95%-Intervalle des Kollektivs lie-
gen. Eine Kontrolluntersuchung nach 12 Wochen be-
stitigte diese Befunde. Die erneute érztliche Untersu-
chung und Kontrolle klinisch-chemischer und hima-

o o
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tologischer KenngroBen ergab keinen pathologischen
Befund. Eine Abhingigkeit des Referenzintervalls
von Geschlecht oder Altér (Gruppierung nach dem
Altersmedian) der Kontrollpersonen ergibt sich fiir
keine der Subpopulationen (Test nach Mann-Whit-

ney). .

Fiir die klinisch wichtige HilfsgroBe des Quotienten
aus den T-Helfer/Inducer- und T-Suppressor/cytoto-
xischen Zellen liegt der Referenzbereich zwischen 1,00
und 3,65, bei einem Median von 1,87. Im erwihnten
Einzelfall findét sich ein Quotient von 0,41 (Abb. 6).
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Abb. 5. Lymphocyten-Subpopulationen im peripheren Blut nicht kranker Kontrollpersonen. Vergleich des relativen Anteils und

der Zellzahl (10%/1) der Subpopulationen (s. Abb. 4).

a) T-Lymphocyten (Leu 4), b) T-Helfer-Zellen (Leu 3 a,b), ¢) T-Suppressor-Zellen (Leu 2 a), d) Zellen mit dem immuno-

logischen Phinotyp von NK-Zellen (Leu 7).
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Abb. 6. Hiufigkeitsverteilung der Quotienten aus T-Helfer-
und T-Suppressor-Zellen bei nicht kranken Kon-
trolipersonen (n = 100). Die gestrichelten Linien ent-
sprechen der 5%- und 95%-Perzentile.

In einer zweiten Probennahme wurden 13 Kontroll-
personen nach einem Intervall von 3 bis 16 Wochen
(Median: 66 Tage) untersucht. Die Ergebnisse zeigen,
daB sich die absoluten Zellzahlen der T-Helfer/Induc-
er- und T-Suppressor/cytotoxischen Zellen bei diesen
Personen, bei denen sich in keinem Fall ein Hinweis
auf eine intercurrent abgelaufene Erkrankung fand,
in der Regel nur geringfiigig verindern. Im Wilcoxon-
Paardifferenzen-Test ergibt sich kein Hinweis auf
signifikante Unterschiede der Wertepaare.

Diskussion
Unter den Methoden zur Erfassung und Kontrolle

der zelluliren Immunregulation steht die Immunphé-
notypisierung im analytischen Durchfluicytometer

- oder durch FluoreszenzmikrosKopie neben der be-

kannten Zélldifferenzierung in Funktionstesten
(23 —25) oder der Quantifizierung von 16slichen, zell-
spezifischen Antigenen im Immunoassay (26) oder
durch Préteinmapping (27).

Funktionsteste fanden auBerhalb von Forschungs-
laboratorien kaum Verbreitung, da die Zugabe von
Lymphocyten mit Helfer- oder Suppressorfunktion
in Kulturen zur Quantifizierung funktioneller
Effekte, wie Antikorperproduktion oder DNA-

J. Clin. Chem. Clin. Biochem. { Vol. 23, 1985/ No. 11

Synthese, zeitaufwendig, sehr methodenabhingig und
an die Interaktion verschiedener Zellpopulationen ge-
bunden ist (25). Dariiberhinaus werden verschiedene
Subpopulationen durch die Analyse ihrer funktionel-
len Eigenschaft nur ungeniigend charakterisiert (28,
29). Mit der Immunphénotypisierung wird dagegen
eine einfachere und zum Teil weitergehende Charakte-
risierung der Zellen moglich.

Wichtige Vorteile der automatisierten DurchfluBcyto-
metrie gegeniiber der manuellen Fluoreszenzmikro-
skopie sind die groBe Zahl objektiv analysierter Zel-
len (in einer typischen Analyse etwa 5000 Zellen in-
nerhalb des Lymphocyten-Auswertefensters) sowie
die verbesserten Maoglichkeiten einer simultanen
Doppelmarkierung und einer Quantifizierung der An-
tigendichte auf einzelnen Zellen. Gleichzeitig wird
Zeit und Probenvolumen eingespart. Allerdings ist
die fehlende Information zur Zellmorphologie und
-architektur fiir bestimmte Fragestellungen ein Nach-
teil (20).

Besonders- fiir die klinische Routinediagnostik erge-
ben sich durch automatisierte analytische Durchflul3-
cytometer, die eine gleichzeitige zellbezogene Fluores-
zenzanalyse von 2 Oberflichendeterminanten ermdg-
lichen und die ohne aufwendige Laser-Lichtquelle
arbeiten, neue und interessante Moglichkeiten. Dop-
pelmarkierungen gestatten zeitsparend eine simultane
Analyse der beiden wichtigen Subpopulationen der
T-Zellen. Ebenso kann bei spezieller Fragestellung
mit einem zweiten monoklonalen Antikdrper eine
weitergehende Differenzierung der durch den ersten
Antikorper definierten Zellpopulation (28) oder eine
Abgrenzung gegeniiber unspezifischen Bindungen
(30) erfolgen.

Eine vorausgehende Isolierung der Lymphocyten ist
zur Charakterisierung und Immunphénotypisierung
im DurchfluBcytometer nicht zwingend erforderlich.
Direkte Bestimmungen in lysierten Vollblutproben
sind méglich (16, 19). Wir bevorzugen jedoch die
Abtrennung mononukledrer Zellen im Dichtegradien-
ten, da im Volumen-Streulicht-Diagramm die Cha-
rakterisierung der Lymphocyten gegeniiber den iibri-
gen Zellen und Debris eindeutiger ist und da im
lysierten Vollblut bei verschiedenen Erkrankungen
eine Kontamination der im Lymphocyten-Auswerte-
fenster zu analysierenden Zellen mit Granulocyten
und Monocyten bekannt ist (31). Dariiberhinaus
scheint der Lyse-Puffer bei einzelnen Proben die Re-
aktivitit der zelluliren Oberflichendeterminanten zu
beeinflussen (16). Dagegen fiihren Zellverluste im
Dichtegradienten auch nach unseren Erfahrungen
nicht zu klinisch relevanten Verinderungen des
Musters mononukledrer Zellen im vendsen Blut (14).
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Die Untersuchungen zur Methodik zeigen, daf3 eine
gute Intraassay-Prézision mit Variationskoeffizienten
unter 7% auch auBerhalb von Entwicklungslaborato-
rien (13) gegeben ist. Wiederholungsuntersuchungen
an aufeinander folgenden Tagen fiihrten wir nicht
durch, da einzelne Oberflichendeterminanten, insbe-
sondere auf den T-Helfer-Zellen, offensichtlich wenig
stabil sind (32). Fir die Interassay-Préizision diirften
aber vergleichbare Variationskoeffizienten anzuneh-
men sein, wenn die Gerateeinstellung mit Fluoro-
chrom markierten Latexpartikeln tédglich tberpriift
wird.

In Doppelmarkierungen finden sich gegeniiber Ein-
zelmarkierungen gering hohere relative Anteile der
T-Helfer/Inducer- und T-Suppressor/cytotoxischen
Zellen. Fiir klinische Fragestellungen sind diese stati-
stisch signifikanten Unterschiede bislang ohne we-
sentliche Bedeutung. Die Ursache dieser Verdnde-
rung, die bei FITC- und PE-konjugierten Antikér-

pern zu beobachten ist und fiir die sich auch in derl

Literatur Hinweise finden (16), ist nicht abgeklart.
Eine Interferenz bei der Erfassung der Fluoreszenz-
signale durch den kontrastierenden Farbstoff und
eine veranderte Autofluoreszenz wurden in jedem
Ansatz iiberpriift und sind auszuschlieBen. Auch ein
von der DurchfluBrate am Cytometer abhangiger Ef-
fekt liegt nicht vor. Zu diskutieren ist dagegen eine
verdnderte Affinitdt der monoklonalen AntikGrper
bei simultaner Doppelmarkierung. In Einzelmarkie-
rungen beeinfluBt der Fluoreszenzfarbstoff die Ergeb-
nisse nicht signifikant.

Fiir die klinische Beurteilung von Untersuchungser-
gebnissen ist der Vergleich mit Ergebnissen aus
Kontroll- oder Referenzkollektiven von entscheiden-
der Bedeutung. In vielen Untersuchungen, die zu
verschiedenen Erkrankungen durchgefiihrt wurden
(5, 12, 15, 17, 18), finden sich Angaben zur Verteilung
der Lymphocyten-Subpopulationen in Kontrollkol-
lektiven. Infolge methodischer Unterschiede sowie
kleiner und haufig ungeniigend charakterisierter Kol-
lektive differieren diese Angaben und sind nur be-
dingt iibertragbar.

In dem drztlich untersuchten und nach der Wertlage
klinisch-chemischer und hdmatologischer Kenngré-
Ben der Basisdiagnostik von uns ausgewihiten Kol-
lektiv kdnnen infolge der zeitlich standardisierten Ab-
nahmebedingungen Verinderungen durch EinfluB-
groBen wie Tagesrhythmik (33—37), saisonale
- Schwankungen (38) und kérperliche Belastung (39)
ebenso wie durch akute oder weitverbreitete chro-
nische Erkrankungen weitgehend ausgeschlossen wer-
den. Eine Normalverteilung der Ergebnisse, wie sie
von anderen Autoren angenommen wurde (16, 40), ist

weder fiir die relativen Anteile noch fiir die absoluten
Zellzahlen der Lymphocyten-Subpopulationen gege-
ben. Zur Definition der Referenzbereiche ist deshalb
das zentrale 95%-Intervall heranzuziehen.

Vergleichbare Referenzbereiche fiir die relativen An-
teile der T-Zellen-Subpopulationen werden von Mil-
ler et al. (15) beschrieben, die eine kleine Kontroll-
gruppe mit korrespondierender Analysenmethode
(Dichtegradienten-Separation, DurchfluBcytometrie
mit priparativen Geriten) untersuchten. Ahnliche
Ergebnisse wurden kiirzlich auch mit einer simulta-
nen Doppelmarkierungstechnik in lysierten Vollblut-
proben mitgeteilt (16). Demgegeniiber werden nach
Auszihlung der Zellen im Fluoreszenzmikroskop
niedrigere relative Referenzbereichsgrenzen angege:
ben (14). Dies kann auf Probleme bei der Klassifizie-
rung von Zellen mit maBiger Fluoreszenzintensitat
und unterschiedliche BezugsgréBen (alle mononukle-
dren Zellen bzw. nur Lymphocyten) zuriickgefiihrt
werden.

Unsere Untersuchungen ergaben keinen Hinweis auf
eine Geschlechtsabhangigkeit der relativen Referenz-
bereiche der Lymphocyten-Subpopulationen. Dies
bestitigt frithere an einem kleineren Kontrollkollek-
tiv erhobene Befunde (31).

Fiir klinische Fragestellungen, insbesondere im Rah-
men der Verlaufsbeurteilung, ist die Angabe der abso-
luten Zellzahl (10%/1) einer Subpopulation der Relativ-
angabe vorzuziehen, da Verinderungen einer Popula-
tion bei gednderter Leukocyten- oder Lymphocyten-
zahl besser erkannt werdén (14, 40). Bemerkenswert
in diesem Zusammenhang ist das vom iibrigen Kol-
lektiv abweichende Muster der Lymphocyten-Subpo-
pulationen bei einer weiblichen Kontrollperson. Eine
Ursache fiir diese Veranderung mit den hohen Antei-
len an T-Suppressor/cytotoxischen Zellen und ,,NK“-
Zellen fanden wir nicht. Moglicherweise wird mit den
bislang eingesetzten monoklonalen Antikorpern der
immunologische Phénotyp nur unvollstindig charak-
terisiert, so daB bei einzelnen Personen keine sichere
Aussage zum funktionellen Verhalten der so typisier-
ten Zellpopulationen maglich ist (41).

Die Untersuchung zeigt, daB wichtige Marker des
immunologischen Phdnotyps von Lymphocyten im
analytischen DurchfluBcytometer einfach und sehr
schnell identifiziert und quantifiziert werden kénnen.
Eine gute, fiir den klinischen Gebrauch ausreichende
analytische Prizision ist gegeben. Simultane Doppel-
markierungen von zwei Oberflichenmarkern mit mo-
noklonalen Antikorpern, die mit kontrastierenden

* Fluorochromen konjugiert sind, konnen die Ergeb-

nisse gegeniiber Einz’elm-arkierimgen geringfiigig ver-
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dndern. Bei klinisch nicht kranken Kontrollpersonen
konnen Anteil und Zellzahl der Lymphocyten-Subpo-
pulationen innerhalb relativ weiter Bereiche schwan-
ken.

Die Bestimmung des immunologischen Phénotyps
von Lymphocyten-Subpopulationen wird infolge die-
ser verbesserten und vereinfachten Analytik und des
groBer werdenden Spektrums verfiigbarer monoklo-
naler Antikorper eine weite Verbreitung finden. Die
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