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Die immunologische Individualitét jedes Men-
schen wird vor alem durch die Ausstattung
mit Genen des Haupthistokompatibilitatskom-
plexes (=MHC) bestimmt. Ein Tell dieser Ge-
ne, die auch HLA-Antigene genannt werden,
kodiert fur Proteinstrukturen, die an der
Oberflache von Korperzellen exprimiert wer-
den. Diese Antigene entscheiden Uber wesent-
liche Zellkooperationen im Zusammenhang
mit der Entwicklung einer spezifischen Im-
munantwort.

Da von solchen Mechanismen, vor alem
wenn sie zu schwach oder zu stark ausfallen,
die Entstehung und der Verlauf zahlreicher
Krankheiten abhangen, ist es nicht verwun-
derlich, dal?3 zunehmend signifikante Assozia-
tionen zwischen besonderen Anfaligkeiten,
aber auch besonderen Resistenzen gegentiber
definierten  Erkrankungen und enzelnen
HLA-Spezifitdten oder ganzen HLA-
Hapl otypen gefunden werden.

Besonders stark ist diese seit mehr as 20 Jah-
ren bekannte Assoziation zwischen dem
HLA-B27, einem MHC-Klasse-I-Antigen,
und einer Gruppe von rheumatischen Erkran-
kungen, speziell den seronegativen Spondy-
larthropathien, wie Morbus Bechterew

(=Spondylitis ankylosans) und Morbus Reiter.
95% dieser Patienten tragen das HLA-B27-
Merkmal. Das relative Krankheitsrisko ge-
genuber HLA-B27 negativen Menschen ist
90fach erhoht. Ca. 8-10% der Gesamtbevol-
kerung sind Merkmalstréger, Uberwiegend
aber ohne klinische Anzeichen fir eine Er-
krankung.

MHC-Klasse-I-Antigene werden auf allen
kernhaltigen Zellen und auf Thrombozyten,
nicht jedoch auf Spermien exprimiert.

Zur Bestimmung des HLA-B27 stehen zur
Zeit die klassischen serologischen Nachwels-
verfahren im Vordergrund. Dabel werden
HLA-Antigene an funktionsféhigen mononu-
kledren Zellen aus dem Blut nachgewiesen.

- Der Lymphozytotoxizitétstest nach Terasaki
(LCT) ist die Referenzmethode. Entspre-
chend den Vorschriften des NIH (National In-
stitute of Health) werden die mononukledren
Zellen Uber einen Dichtegradienten isoliert.
Nach einer ersten Inkubation mit HLA-
Klasse-| spezifischen Antikorpern, erfolgt ein
weiterer Inkubationsschritt mit Kaninchen-
Komplement. Mononuklegre Zellen , die das
HLA-B27 Antigen tragen, gehen infolge der,
durch die Bindung der spezifischen Antikor-
per ausgelGsten Komplementaktivierung, zu-
grunde. Diese vergleichsweise zeitaufwendige
und kostenintensive Laboruntersuchung setzt
zur Auswertung viel Erfahrung voraus, und
kann nur bel frischem Material sicher durch-
gefihrt werden.

- Alternativ wurden in jlingster Zeit enzyme
linked immunosorbent assays (ELISA), und
vor alem auch durchflusszytometrische Me-
thoden (FCM) zur Bestimmung des HLA-
B27 entwickelt.

Bei den FCM wird Vollblut direkt mit einem
Fluorochrom-besetzten monoklonalen Anti-
korper gegen das HLA-B27 markiert. Diese
Technik wurde 1987 erstmals beschrieben.
Sie hat neben den niedrigen Materialkosten
hauptsichlich wegen der Automatisierbarkeit
weitere Vortelle - namlich die geringe Perso-
nalbindung, sowie die Méglichkeit des hthe-
ren taglichen Probendurchsatzes.

Im Zentrallabor des AOKH Wiener Neustadt
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erfolgt die HLA-B27 Bestimmung durchfluss-
zytometrisch mit einer Kombination von
monoklonaen Antikdrpern in Form einer Stu-
fendiagnostik.

Wir brauchen dazu K-EDTA oder Lithium-
Heparin Vollblut.

Probenvorbereitung:
-100 m Vollblut werden mit 2 m Ak ( Anti-
HLA-B27-ABC-m3, FITC konjugierter mo-
noklonaler Ak der Fa. Behring ) versetzt.
-Inkubation fir 10 min. im Dunkeln bei
Raumtemperatur.
Dieser Antikorper zeigt eine hohe Affinitat
zum HLA-B27 Antigen - aus der Literatur
sind aber Kreuzreaktionen, besonders mit
B7, aber auch mit B22, B42, B55 und B56
bekannt. Da 27% der kaukasischen Bevol-
kerung HLA-B7 positiv sind, ist diese
Kreuzreaktivitét besonders stérend.
-Es folgt eine vollautomatische Lyse mit dem
Immuno-Prep-Kit der Fa. Coulter Electronics
am Multi-Q-Prep.
Diese Art der Probenvorbereitung ist rasch
und mit geringem Personalaufwand durch-
zufthren, zudem ermoglicht sie eine opti-
male Differenzierung zwischen HLA-B27-
negativen und - positiven Proben.
Die Erythrozyten werden dabei mit Amei-

sensaure lysiert; die Reaktion dann mit ei-

nem isotonen Natriumsalz Puffer gestoppt;

die Fixierung erfolgt mit Paraformal dehyd.
-Inkubation fur 15 min bei Raumtemperatur.
-Im Anschluss wird jeder Probe als interner
Gerédtestandard ein Tropfen Flow-Set- Beads
der Fa. Coulter Electronics zugefugt.

Durchflusszytometrische Analyse der Probe
an einem EPICS-XL-MCL der Fa. Coulter
Electronics:

Die Darstellung der Messergebnisse der
HLA-B27- Antikorperfluoreszenz erfolgt in 4
Histogrammen (Abbildung 1):

Histogramm 1. FS vs. SS; es wird um die
Lymphozyten, Monozyten und die Beads je
ein Gate gelegt (A, B und C). Im Lympho-
zyten-Gate, das auch als Autogate konfigu-
riert sein kann, werden 2500 Ereignisse ge-
messen.

Histogramm 2,3, und 4: Einparameter-
Histogramme; die FITC-Fluoreszenzen der
Populationen in den Gates werden in 1024
Kanélen logarithmisch dargestellt.

Der Mean Channel der Fluoreszenzen der
Lymphozyten, der Monozyten und der Beads
wird direkt abgelesen.

Probenvorbereitung und Analyse dauern ins-
gesamt 30 Minuten.

Die Entscheidungsgrenzen fir die durch-

Abbildung 1
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flusszytometrische Bestimmung von HLA-
B27 mit Anti-HLA-B27-ABC-m3 sind in Ta
belle 1 beschrieben.

Proben, die nach den in Tabelle 1 geforderten

Tabelle 1
Lymphozyten Monozyten
Mean Chan- Mean Chan-
nel/ MnX nel/ MnX
positiv > 14 > 20
grenzwertig 8-14 12 - 20
negativ <8 <12

Kriterien nicht eindeutig zugeordnet werden
konnen, aber auch alle Proben, die en grenz-
wertiges bzw. eindeutig positives Ergebnis
liefern, werden im Hinblick auf die in der Li-
teratur beschriebenen Kreuzreaktionen einem
Ergadnzungstest mit dem Anti-HLA-B27-FD
705 Antikorper der Fa. One Lambda unterzo-
gen.

Probenvorbereitung und Messprinzip sind
ident.

Der Mean Channel der Monozyten-
Fluoreszenz wird allerdings nicht zur Beurtei-
lung des HLA-B27-Status herangezogen
(Abbildung 2).

Probenvorbereitung und Anayse dauern

ebenfalls insgesamt 30 Minuten.

Die Entscheidungsgrenzen sind in Tabelle 2
angegeben:

Kreuzreaktionen mit HLA-B7 sind bel diesem

Tabelle 2
o Mean Channel der Lympho-
positiv
zyten > 7,0
. Mean Channel der Lympho-
negativ
zyten< 7,0

Antikorper nicht beschrieben. Allerdings ist
die Reaktion mit den verschiedenen Subtypen
des HLA-B27 unterschiedlich - eine starke
Reaktivitdt wird mit HLA-B27.3, B27.5 und
B27.6 beobachtet. Die Reaktion mit dem
Subtyp B27.2 ist schwach, aber immer er-
kennbar.

Auf grund dieser schwachen Reaktion mit
dem Subtyp 2 werden bel aleiniger Bestim-
mung des HLA-B27-Status mit diesem Anti-
korper vereinzelt falsch negative Ergebnisse
erhoben .

Auch uns sind immer wieder Proben aufgefal-
len, die im Screening-Test mit dem Anti-
HLA-B27-ABC-m3 Antikorper eindeutig po-
sitive Ergebnisse hatten, im Bestétigungstest
mit dem Anti-HLA-B27-FD 705 Antikorper
im Lymphozyten-Gate aber lediglich einen
Mean Channel um den Cut off von 7,0 oder
manchmal sogar knapp darunter lieferten.

Abbildung 2
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Ublicherweise liegt der Mean Channel der
Lymphozyten-Fluoreszenz  bei  negativen
Proben zwischen 0,8 und 4,0. Bei eindeutig
positiven Proben liegt er in der Regel weit
Uber 7.
Solche Proben, bei denen es sich offensicht-
lich um den_Subtyp 2 des HLA-B27 handelt,
fUhren wir seit ca. sechs Monaten einem wel-
teren Test zur endglltigen Bestdtigung der
HLA-B27 Positivitét zu.
Wir verwenden dazu ene Antikorper-
Kombination aus Anti-HLA-B27-ABC-m3
FITC konjugiert und Anti-HLA-B7 PE kon-
jugiert der Fa. Immunotech.

-Auffillen mit PBS-Puffer; Zentrifugieren;
Dekantieren und resuspendieren mit PBS-
Puffer;

Durchflusszytometrische Analyse der Probe:
Die Darstellung der Messergebnisse erfolgt in
2 Histogrammen (Abbildungen 3 und 4).
Histogramm 1. FS vs. SS; es wird um die
Lymphozyten ein Gate gelegt. Im Lympho-
zyten-Gate werden 2500 Ereignisse gemes-
sen.

Histogramm 2: Zweiparameter-Histogramm;
Fluoreszenz 1/FITC gegen Fluoreszenz 2/PE;

Probenvorbereitung: Probenvorbereitung und Analyse dauern 60
. 9 seconds, 7768 events
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-K-EDTA oder Lithium-Heparin Vollblut Minuten.

-100 m Vallblut werden mit 10 m Antikorper
versetzt

-Inkubation fur 15 min. bel Raumtemperatur
-Zugabe von 500 m Opti Lyse C, einem ge-
pufferten hypertonen Erythrozytenlyse-Rea
genz mit 1,5% Formaldehyd; sofort vortexen
-Inkubation fur 10 min. bei Raumtemperatur
im Dunkeln

-Zugabe von 500 m PBS-Puffer; sofort vor-
texen

-Inkubation fur 15 min. bei Raumtemperatur
im Dunkeln

Die HLA-B27 positiven Proben liegen im
Quadranten 4 bzw. 2 (HLA-B7 und B27 po-
stiv), die HLA-B27 negativen Proben liegen
im Quadranten 3 bzw. 1.

Von September 1994 bis August 1996 unter-
suchten wir im Zentrallabor des AO KH Wie-
ner Neustadt insgesamt 1442 Vollblutproben
auf ihren HLA-B27 Status.

Dabei lieferte die Untersuchung mit dem An-
ti-HLA-B27-ABC-m3 Antikorper folgende
Ergebnisse (Tabelle 3):
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In der ersten Zeit der HLA-B27 Bestim-
mung wurden auch die Proben, die bei der

Tabelle 3
Anti-HLA-B27-ABC-m3
negativ 1094
grenzwertig 88
positiv 260

Reaktion mit dem Anti-HLA-B27-ABC-
m3 Antikorper negative Ergebnisse liefer-
ten, parallel dazu mit dem Anti-HLA-B27-
FD 705 Antikérper untersucht.

Dabei lieferte eine Probe ein fir uns unplausi-
bles Ergebnis (Tabelle 4).

Der Mean Channel der Lymphozyten-
Fluoreszenz bei der Messung mit dem FD 705

B27-FD 705 86 Proben negativ, eine Pro-
be zeigte ein positives Ergebnis. Offen-
sichtlich hat es sich dabei um den Subtyp 3
des HLA-B27 gehanddlt, der mit dem An-
ti-HLA-B27-ABC-m3 deutlich schwéacher
reagiert, als mit dem Anti-HLA-B27-FD
705.

Ein einziges grenzwertiges Screeningtest-
Ergebnis wurde auch im Bestédtigungstest
nicht eindeutig klassifiziert (Tabelle 5).

Das Ergebnis des Lymphozytotoxizitétstestes
dieser Probe konnte nicht in Erfahrung ge-

Tabelle 5
Anti-HLA- Anti-HLA-
B27-ABC-m3 B27-FD 705
Mean Chan-
nel d. Lym- 9,57 7,04
phozyten

Tabelle 4
Anti-HLA- Anti-HLA-
B27-ABC-m3 | B27-FD 705
Mean Channel
2,72 9,33
d. Lymphozyten

Antikorper war in Relation zum eindeutig ne-
gativen Ergebnis bel der Messung mit dem
ABC-m3 Antikorper zu hoch. Auch die un-
terschiedliche Reaktivitét der beiden Antikor-
per mit den verschiedenen HLA-B27-
Subtypen konnte dieses Phanomen nicht kl&
ren.

Die Probe wurde einem Typisierungdabor in
Hamburg/Geesthacht zur weiteren Bearbei-
tung Ubermittelt. Der Lymphozytotoxizi-
tétstest zeigte folgendes Ergebnis:

Die Probe war positiv fur: A2, A24; B44,
B37; cw2, cwb;

Der relativ sehr hohe Mean Channel der Lym-
phozyten-Fluoreszenz bei der Messung mit
dem Anti-HLA-B27-FD 705 wurde nach
Ricksprache mit der Fa. One Lambda auf e-
ne geringe Kreuzreaktivitdét mit dem HLA-
B44 zurlickgefihrt.

Von den 88 grenzwertigen Proben waren
im Ergénzungstest mit dem Anti-HLA-

bracht werden. Aus unserer Sicht handelte es
sich héchstwahrscheinlich um eine HLA-B27
negative Probe, bei der der relativ hohe Mean
Channel der Lymphozyten-Fluoreszenz bel
der Messung mit dem Anti-HLA-B27-FD 705
Antikorper auf einer Kreuzresktivitdt mit ei-
ner anderen HLA-Entitét beruht.

Die Antikorper-Kombination (Anti HLA-B7/
Anti-HLA-B27 der Fa. Immunotech) stand
uns weder fur die erste noch fir die zweite
unplausible Probe zu Verfigung.

VVon den 260 positiven Proben konnten im
Erganzungstest 233 ebenfalls positiv ge-
messen werden, bel den 27 verbleibenden
Proben konnte das positive Ergebnis aus
dem Screeningtest nicht bestétigt werden.
Offensichtlich lagen hier Kreuzreaktionen
des Anti-HLA-B27-ABC-m3 Antikorpers
mit dem HLA-B7 oder anderen HLA-
Entitéten vor.
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Abbildung 4
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Zusammenfassend mussen wir feststellen,
dass bei den 1442 Proben, die in den letz-
ten zwei Jahren zur HLA-B27 Bestim-
mung angefallen sind, nur in zwei Fallen,
das sind 0,14%, ein Lymphozytotoxizitats-
test zur endgiltigen Klarung erforderlich
war.

Die durchflusszytometrische Bestimmung
des HLA-B27 Status mit einer Kombinati-
on von monoklonalen Antikorpern, insbe-
sondere bei Verwendung eines monoklona-
len Antikorpers ohne Kreuzreaktivitat mit
dem HLA-B7, ist eine sehr effektive Me-
thode zur kostengiinstigen und zeitsparen-
den Bewaltigung grofRer Probenzahlen.
Wir konnten so die zur Klarung der grenz-
wertigen Ergebnisse erforderlichen Lym-
phozytotoxizitatstests gegen Null reduzie-
ren.
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HLA-B27 Bestimmung Flussdiagramm

nach K.Kdhrer, ZL Wr.Neustadt

Bestimmung der B27-Expression
von Lympho- und Monozyten mit
Anti-HLA-B27-ABC-m3 FITC
(Behring)

_ positiv, grenz-
negativ wertig oder nicht
eindeutig

Bestimmung der B27-Expres-
sion von Lymphozyten mit

_ Anti-HLA-B27-FD705 FITC

negativ (One Lambda)

grenz-

FITC wertig positiv

negativ

Bestimmung der B27- und B7-
Expression von Lymphozyten
mit Anti-HLA-B27-ABC-m3  |ee————m—fy
FITC und Anti-HLA-B7 PE FITC
(Immunotech) positiv

Nahere Erlauterungen siehe Text
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HLA-B27 am FLOW. Einige Da-
ten aus der Literatur.
W.HUbl

Reynolds et al., Cytometry 18: 109-115
(1994)

Testeten HLA-ABC-m3 Antikorper gegen
Referenzmethode. Fanden Sensitivitdt von
1.00 und Spezifitat von 0.85.

Hulstaert et al., Cytometry 18: 21-29
(1994)

Testeten GS145.2 Antikorper gegen Refe-
renzmethode. Fanden Sensitivité von 1.00
und Spezifitét von 0.974.

Lingenfelter et al., Cytometry 22: 146-149
(1995)

Testeten GS145.2 Antikorper gegen Refe-
renzmethode. Fanden Sensitivitdt von 0.976
und Spezifitét von 0.959.

Neumuller et al., Cytometry 26:209-215
(1996)

Verglichen wurden Antikorper von BD
(GS145.2), Behring (HLA-ABC-m3, BE),
One Lambda (FD705, OL) und Immunotech
(HLA-ABC-m3, IT). Ausgewertet wurde die
mittlere Fluoreszenzintensitét der FITC kon-
jugierten anti-HLA-B27 Antikorper auf den
CD3-PE-markierten T-Lymphozyten.
Ergebnisse: Die Autoren erwdhnten, dald es
nicht leicht war, die optimalen Grenzen fir
die Entscheidungsschwelle zu bestimmen. Die

Autoren Uberpriften die Séttigung der AK
und fanden die Antikorper bel Verwendung
der empfohlenen Menge passend konzen-
triert.

Verglichen wurden auch Ergebnisse nach 45-
mindtiger Inkubation mit denen nach 15-
mindtiger: Keine Unterschiede, kein signifi-
kanter Anstieg der Fluoreszenzintensitét nach
45 Minuten.

Richtigkeit (Referenz = Lymphozytentoxizi-
tatstest): Die Autoren fanden Kreuzreaktio-
nen mit B7 (=falsch Positive) bel alen Anti-
korpern aulRer dem von OL. Letzterer Anti-
korper zeigte aber auch einen falsch Negati-
ven (von 22 im Abstract, von 35 im Text).
Der IT Antikorper zeigte auch einen falsch
Positiven (von 57) der B27negativB7negativ
war.

Die Verwendung mehr als eines Antikorpers,
einschliefdich eines nicht B7 kreuzreagieren-
den, wird empfohlen.

Chen et al., Cytometry 26:286-292 (1996)
Ausgewertet wurde Fluoreszenzintensitét.
Antikorper von One Lambda (FD705), FITC-
konjugiert. CD3-PE

Ergebnisse: Autoren empfehlen CD3 Gegen-
farbung und beschrieben grof3e Unterschiede
in der Intensitét der HLA-B27 Markierung
bei HLA-B27-positiven Individuen. Ob die
nur schwach angefarbten HLA-B27-positiven
den Subtyp B27.2 hatten, wird nicht beschrie-
ben. Auch diese Autoren fanden keine
Kreuzreaktivitét des OL Antikorpers mit B7.

Hoffmann et al.,
43:1975-1981 (1997)
Verglichen wurden Antikérper von BD
(GS145.2), Behring (HLA-ABC-m3, BE)
und One Lambda (FD705, OL).

Auch Anti-HLA-B7 PE und Anti-HLA-Bw4
PE (beide von Behring) wurden eingesetzt.
Gemessen wurde die Fluoreszenz der T-
Lymphozyten (mit CD3-PerCP markiert).
Ausgewertet wurde enerseits die mittlere
Fluoreszenzintensitdt und andererseits der
Antell positiver Zellen.

Ergebnisse:

Auswertung: Anteil der positiven Zellen er-
gab die besten Ergebnisse und sai auch weni-
ger abhadngig von Zytometereinstellungen,
Kdibration und Konjugatstabilitét as die

Clinical Chemistry
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mittlere Fluoreszenzintensitdt. (Anmerkung:
das st naturlich nicht in allen Fallen richtig.
Wenn die Population nicht deutlich von den
Negativen getrennt ist, kann das Ergebnis
von einer Reithe von methodischen Faktoren
beeinflul® werden. Der Wert der HLA-DR-
positiven T-Zellen z.B. gehért zu den kriti-
schen Parametern im "Immunstatus’-Rund-
versuch).

Anti-HLA-Bw4: Verwendung dieses Antikor-
pers konnte bel der Unterscheidung B7/B27
nicht helfen.

Spezifitét: keiner der 3 Antikorper ist absolut
spezifisch. Auch das Blockieren der B7-
Kreuzreaktion fuhrte auch zu keiner absolu-
ten Spezifitdé. HLA-ABC-m3 reagiert neben
B7 auch mit B 37 und B44. GS145.2 reagiert
neben B7 auch mit B37 und B39. FD705 rea-
giert mit B44 und B57.

Sengitivitét: HLA-ABC-m3 reagiert nicht mit
der B2703 Variante, die aber bei Kaukasiern
nicht vorkommt. FD705 reagiert mit alen
B27 Varianten gleich und hat daher keine
falsch negativen Ergebnisse (??7?: Erstens hat
der FD705 in der Result-Sektion keineswegs
100% Sensitivitat und zweitens reagiert der
FD705 It. Literatur mit dem Subtyp B27.2
nur schwach.).

Empfehlung: 2 Antikdrper verwenden bel
Diskrepanz: DNA-Testung.

Bonnaud et al., Clin. Rheumatol. 18:23-27
(1999)

Flowzytometrie (HLA-ABC-m3, GS145.2
und FD705) mit PCR verglichen. 304 Proben.
2 falsch Negative mit FD705. Verwendung
zweier verschiedener Antikorper hat Richtig-
keit nicht erhoht.

Schluf¥folgerung: DNA Analyse in den Féllen,
bel denen Flow keine eindeutigen Ergebnisse
liefert.

w
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