In-vitro-Diagnostik

Zelluldre Funktionstests in der immunologischen Labordiagnostik

Besser als inr Ruf

Wolfgang Mayer, Friedrich-Wilhelm Tiller

Lymphozytenfunktionstests erlauben eine differenzierte Diagnostik bei zelluléren Immunreaktionen, beispielsweise
im Rahmen von Unvertréglichkeitsreaktionen oder chronischen und latenten Infektionen. Sie erfordern jedoch eine
besonders sorgfiltige Indikationsstellung sowie Fachkenntnis bei der Durchfiihrung und Bewertung.
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Mit der Aufkldrung der grundlegenden
Strukturen des zelluldren Immunsystems
vor etwa 50 Jahren begann auch die Su-
che nach Labormethoden, die dessen
Leistungsfahigkeit und spezifische Funk-
tionalitdt abbilden konnten. Der Lympho-
zytentransformationstest (LTT) wurde in
den 1960er-Jahren als globaler Test zur
Beurteilung der Kapazitit des zelluldren
Immunsystems — vor allem zur Erkennung
zelluldrer Immundefekte und zur Klassifi-
kation von Abstoflungsreaktionen bei der
Organtransplantation - in die universitare

Immunologie eingefiihrt. Etwa 20 Jahre
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Abb. 1: Reaktionsprinzip des Lymphozytentransformationstests

(Bild: Trillium, nach Bussa 1993).
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spiter folgten Zytokinfreisetzungs- Assays
wie zum Beispiel ELISpot, ITT,IGRA und
CYRA, mitdenen nichtdie Transformation
(Expansion, Proliferation) einer Zellpo-
pulation, sondern die Fihigkeit immun-
kompetenter T-Zellen zur Freisetzung de-

finierter Zytokine (Release) erfasst wurde.

Lymphozytentransformationstest

Das Prinzip des LTT beruht auf dem
Nachweis einer lymphozytiren Prolife-
rationsantwort bei Kontakt mit unspezi-
fischen, polyklonalen Mitogenen oder mit
bestimmten Antigenen, gegen die bereits
einezelluldre Sensibili-
sierungvorliegt (T-Ge-
dichtniszellen). Dabei
handelt es sich um

3H-
Thymidin

ein auflergewo6hnlich
komplexes, radioak-
tives Laborverfahren
(Abb. 1) mit mehre-
ren Arbeitsschritten
(Isolation der PBMC:s,
finf bis sieben Tage
Priméarkultivierung
mit und ohne Stimu-

lanzien, Read-out der

Messung der
Radioaktivitat

Betastrahlung von
eingebautem Tritium,

Ergebnisdarstellung

als Verhaltnis von stimulierter zu unsti-
mulierter Einbaurate). Nichtradioaktive
Alternativen wie etwa der Einbau von
Bromdesoxyuridin (BRDU) oder die
Durchflusszytometrie konnten sich we-
gen mangelnder Spezifitit bzw. hohem
Aufwand in der Routinediagnostik nie
wirklich durchsetzen.

Die Komplexitit der Methode bietet
Raum fiir eine Vielzahl von Modifikatio-
nen bei der Durchfithrung. So kann man
zum Beispiel die Anzahl und Konzentration
der Zellen im Ansatz, die Art und Qualitat
der Antigene, Mitogene oder Xenogene,
die Zellkulturbedingungen, die Menge und
Dauer des Tritiumpulses variieren. Eine all-
gemein anerkannte oder gar verbindliche
Standardisierung der Methode fehlt bis
heute, jedes Labor kocht gewissermaflen
»sein eigenes Siippchen’. Bei professionell
arbeitenden Laboren darf man unterstellen,
dass mit einer hausinternen Validierung den
Vorgaben der RiliBAK entsprochen wird,
aber eine Vergleichbarkeit der Resultate von
Labor zu Labor ist beim LTT — wie auch bei
anderen komplexeren In-vitro-Methoden -
nicht zu erwarten.

Deshalb gab es verschiedene Ansétze zur
Verbesserung der Sensitivitit, Spezifititund
Reproduzierbarkeit des LTT-Verfahrens,
beispielsweise der MELISA von 1994
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oderder LTT-CITA von 2001™. Vor diesem
Hintergrund wurde und wird der LT T tiber
seine eigentliche Anwendung als Immun-
funktionstest mit Recall- Antigenen hinaus
auch zur Ermittlung einer antigen- oder
haptenspezifischen Sensibilisierung mit
den Fragestellungen ,,Unvertraglichkeits-
reaktion“und ,,aktive Infektion“angeboten.

Vor allem im Bereich der Unvertréglich-
keitsreaktion z. B. gegeniiber Zahnersatz-
materialien, Metallen und Chemikalien
dienter heute als willkommene Erganzung,
wenn nicht gar als hochwertigerer Ersatz
fir Hauttests (Prick-Test) zum Nachweis
einer allergischen Typ-IV-Sensibilisierung
(T-Zell-vermittelte Spattypreaktion). Der
wesentliche Vorteil von In-vitro-Verfahren
besteht darin, dass sie keine initiale Sensi-
bilisierung durch den Test selbst auslosen.

Von Allergologen kam allerdings auch
Kritik hinsichtlich der klinischen Validitit
der LTT-Reaktionen. Einige unter ihnen

ordnen - auch durch Publikationen ge-

(auch Leukozytentransformationstest,
Lymphozytenstimulationstest, TTL, LST etc.)

stiitzt — jegliche In-vitro-Reaktion in der
Allergologie als klinisch irrelevant ein und
stellen fest, dass eine T-Zell-Sensibilisierung
mit Gedichtniszellen durchaus ohne ent-
ziindliche Charakteristik moglich sei>*l.
Auch der Einsatz in der Infektionsdia-
gnostik wirft Fragen auf: Von Borrelien
tiber Chlamydien bis zu Herpesviren wird
von manchen Einrichtungen pauschal
jede positive LTT-Antwort zu einem kli-
nischen Problem erklirt, was teure, aber
fragwiirdige Therapien rechtfertigen soll.
Zufordern ist hier stets eine differenzierte
Betrachtung, die zwischen einer physiolo-
gischen Immunantwort auflatente Erreger
wie zum Beispiel Herpesviren (oder auch
Nahrungsmittel) und einer pathogenen
Assoziation, beispielsweise einer Arznei-

mittel-Sensibilisierung, unterscheidet.

Zytokinfreisetzung
Im Gegensatz zum LTT erfasst man bei

den Freisetzungs-Assays die initiale Im-

munreaktion und nicht eine kumulierte,
um Tage verzogerte In-vitro-Reaktion.
Gemeinsamkeit aller Zytokinassays und
Abgrenzung gegeniiber dem LT Tistalso die
Messungvon Botenstoffen nach einer relativ
kurzen Inkubation von 24 bis 48 Stunden.
Hierfiir existieren verschiedene Test-
varianten. Grundsitzlich zu unterscheiden
ist zwischen der Messung im Kulturtiber-
stand (IGRA, ITT) und der Messung auf
Einzelzellniveau (ELISpot = Enzyme Linked
Immuno Spot). Letzterer arbeitet in der
Mikrotiterplatte mit einem Zellrasen aus
isolierten Lymphozyten (Peripheral Blood
Mononuclear Cells, PBMCs) und detektiert
mit einem Enzymimmunoassay einzelne
Zellen, die in der Inkubationsphase ein be-
stimmtes Zytokin freigesetzt haben. Es ist
damit eines der wenigen In-vitro-Verfahren,
die eine Angabe tiber die Frequenz der Im-
munantwort im peripheren Blut erlauben.
Das Verfahren wurde in den 1980er-

Jahren beschrieben und verbreitete sich

Cytokine-Release-Assays (CYRA)

ITT
ELISpot
(Enzyme-Linked
Immuno-Spot-Assay)

IGRA

(Immuntoleranztest oder Immun-Target-Test)

Read Out markiertem Thymidin
Inkubationszeit 5-7 Tage
Ausgangsmaterial NH-Blut

In-vitro-Ansatz mit isolierten PBMCs

Ergebnis

Zellproliferation nach 5-7 Tagen
Aussage 4 ¢

Nachweis v. Gedacht- | ja
niszellantworten

Nachweis v. Effektor- | nein

zellantworten

Stimulanzien/
Antigene

ST Nahrungsmitteln

Tab.1: Nachweisprinzipien und Interpretation verschiedener Lymphozytenfunktionstests.
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DNA-Neusynthese anhand Einbaurate von Tritium-

Sl (Stimulationsindex), Verhaltnis von Tritium-Einbaurate
in der stimulierten Kultur zur Basalkultur

Recall-Antigene, Xenobiotika (Medikamente, Umweltschad-
stoffe), Metalle, Infektionserreger, Nahrungsmittel

Uberpriifung der zelluldren Immunfunktion nur auf T-
Gedachtniszellebene, Nachweis von Medikamenten-
sensibilisierungen, Typ-IV-Sensibilisierungen, Nachweis
von T-Gedachtniszellen gegeniiber Infektionserregernund

Zytokinsekretion auf Einzelzell-

niveau, haufigIFN-gamma,auch ~ Uberstand
andere Zytokine moglich

24-48h 24-48h
NH-Blut NH-Blut
isolierten PBMCs Vollblut

Frequenz an Zytokin-
sekretierenden Zellen

Frequenz an initial
reagierenden Zellen

ja, wenn IL-2 mit erfasst wird
antwort

ja(TH1, auchandere moglich)  ja, TH1

Recall-Antigene, Xenobiotika
(Medikamente, Umweltschad-
stoffe), Metalle, Infektionserreger

Vielféltige Anwendungenje nach
Antigen und Zytokin-Read-out
von zellulérer Immunfunktion
bis zu Infektionsnachweis TBC
Uiber die IFN-gamma-Induktion
aus T-und NK-Zellen (T-Spot)

pg/ml IFN-gamma

Initiale IFN-gamma-
Sekretion, quantitativ

nein, primar TH1-Effektor-

Mycobacterium tuberculosis,
spezifische Antigene

Spezielle Anwendung als
Infektionsnachweis von TBC
Uiberdie IFN-gamma-Induktion
aus T-und NK-Zellen

MZRA
(IFN-Gamma-Release-Assay) (Multi-Zytokin-Release-Assay)

IFN-gamma-Sekretionim

Zytokinsekretion im Uberstand (IL-2,
IFN-gamma, IL-10, TNF-alpha, IL-1 und
ggf. auch andere)

24-48h
NH-Blut
Vollblut
pg/ml Zytokine

Initiale Zytokinsekretion, quantitativ
ja, UberIL-2

ja(TH1, Treg, TH2, ggf. auch TH17,
Monozyten)

Recall-Antigene, Xenobiotika (Medika-
mente, Umweltschadstoffe), Metalle,
Infektionserreger

Uberpriifung der zellularen Immunfunkti-
onvon T-Gedachtnis- und Effektorzellen
sowie Monozyten, Nachweis und ent-
ziindliches Potenzial von Medikamen-
ten-Sensibilisierungen bzw. anderen
immunologischen Sensibilisierungen,
Gedéchtnis- und Effektorantwort (Immun-
kompetenz) gegentiber Infektionserregern
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dhnlich dem LTT zunichst im universi-
taren Umfeld, vor allem in der Infektions-,
Allergie- und Autoimmundiagnostik sowie
der Transplantationsmedizin. Urspriing-
lich wurde meist nur ein Zytokin detektiert;
jiingste Weiterentwicklungen (Multicolor-
ELISpots) sind auch in der Lage, mehrere
Zytokine zu unterscheiden.

Methoden zur Messung im Kulturiiber-
stand basieren auf Vollblutstimulationen
und erfassen die Gesamtmenge an freige-
setzten Botenstoffen. Als bestes Beispiel
sei der Interferon Gamma Release Assay
(IGRA) zum Nachweis einer latenten TBC-
Infektion angefiihrt, der Anfang 2011 in
den EBM-Katalog aufgenommen wurde
(EBM 32670). Wahrend der IGRA spezi-
ell IFN-y beriicksichtigt, werden im sog.
Immuntoleranztest (ITT) beispielsweise
IFN-y,IL-2,IL-10 und TNF-a gleichzeitig
erfasst. Dieser Test erlaubt damit die derzeit
differenzierteste Beurteilung einer In-vitro-
Immunantwort.

Gerade bei infektiologischen Frage-
stellungen ermdoglicht diese umfassende
In-vitro-Zytokinantwort Einblicke in die
Aktivitat chronischer oder latenter Infek-
tionen!®, Indem man beispielsweise das
Verhiltnis von Schliisselzytokinen wie Il-2
zu IFN-y bestimmt, kann man sowohl -
analog zur LTT-Reaktion - die Prolifera-
tionsantwort auf einen IL-2-Reiz, alsauch
die TH1-Effektorqualitit der Reaktion be-
urteilen. Hohe Quotienten sprechen fiir
eine Chronifizierung der Infektion.

Fir die klinische Bewertung ist eine
Messung mehrerer Effektorzytokine
empfehlenswert. Dadurch kann gerade
bei vermuteten Allergenen sowohl das
klinisch relevante entziindliche Potenzial
der Reaktion (iiber proinflammatorische
Mediatoren wie IFN-y oder TNF-a), als
auch eine klinisch stumme Toleranzcha-
rakteristik der Reaktion (iiber regulato-
rische Zytokine wie IL-10) erkannt werden.

Nicht iberraschend erscheint, dass mit

Erfolg versucht wird, die differenzierte
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Zytokinantwort vor allem dort einzusetzen,
wo iibliche, klassenspezifische immunse-
rologische Verfahren ihre Grenzen haben,
etwabei der Borreliose, bei Infektionen mit
Chlamydien oder mit Viren der Herpes-
gruppe. Derartige Anwendungen erfordern
eine sehr gezielte Indikationsstellung als
letzten Punkt einer sorgfiltigen Stufen-
diagnostik sowie seitens des Labors hohe
methodische Expertise und engen Kontakt

zum klinisch tatigen Arzt.

Kritische Bewertung

Der LTT ist und bleibt ein geeignetes
Verfahren, um die Reaktionsfihigkeit ei-
ner bestimmten Lymphozytenpopulation
global zubeurteilen. Aussagen zur funktio-
nellen Bedeutung und damit zur klinischen
Relevanz sind dagegen nur bedingt még-
lich, und auch nur dann, wenn er — wie
alle komplexen In-vitro-Verfahren - von
A bis Z extrem sorgfaltig durchgefiihrt
wird; das betrifft insbesondere die Qua-
litdt und Spezifitit der eingesetzten Anti-
gene. Unter dieser Voraussetzung weist das
RKI” dem LTT eine eng begrenzte Berech-
tigung bei der Feststellung von Arzneimit-
tel-Sensibilisierungen, zur Uberpriifung
der zelluliren Immunfunktion mittels
Recall-Antigenen sowie fiir den Nachweis
einer Beryllium-Sensibilisierung zu. So ist
er auch Bestandteil der kassenérztlichen
Versorgung (EBM-Ziffer 32532).

Auch Zytokinfreisetzungs-Assays
unterliegen einer strengen Indikati-
onsstellung, kommen aber wegen ihrer
differenzierteren Aussage haufiger als
der LTT zum Einsatz. Insbesondere der
ELISpot-Testist zu einem wertvollen dia-
gnostischen Werkzeug geworden, das die
klassische Immunologie bei schwierigen
Fragestellungen sinnvoll ergénzt.

Die unkritische Anwendung des LTT
und in geringerem MafSe auch des ELISpot-
Verfahrens fithrte in der Vergangenheit je-
doch zu klinischen Fehlinterpretationen
und brachte diese Tests in Misskredit.

Insbesondere sind sehr weit gefasste In-
terpretationen fragwiirdig, also zum Bei-
spiel die Gleichsetzung einer nachgewie-
senen Sensibilisierung mit der klinischen
Assoziation einer Nahrungsmittelallergie
oder die Begriindung einer Therapietiber-
wachung bei Borreliose. Eine pauschale
Verurteilungaller zelluldren Testverfahren
als Folge missbrauchlicher Anwendungist
keineswegs gerechtfertigt. Ganzim Gegen-
teil erscheint das diagnostische Potenzial

insbesondere der Zytokinassays bei Wei-

tem noch nicht ausgeschopft. 3
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