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Wirksamkeitspriifung yon Anti-
Lymphozytenseren: Entwicklung yon in vitro
Methoden als Ersatz des Affenhaut-
Transplantationstests
Christoph Conrad, Dieter Kabelitz, Gabriele Schaffner
Paul-Ehrlich-Institut, D-Langen

Zusammenfassung
Anti-Lymphozytenseren (ALS) sind polyklonale Seren aus dem
Kaninchen oder dem Pferd. Sie werden durch Immunisierung
der Tiere mit humanen Thymozyten oder einer etablierten
humanen T-Zellinie hergestellt. Der Nachweis einer immun-
suppressiven Wirkung wird von jeder Charge in vitro an
Primaten nach allogener Hauttransplantation uberpruft. Als in
vitro Methoden zur Bewertung der Chargen stehen zur Zeit ein
Zytotoxizitdtstest und ein E-Rosetten-Hemmtest zur Verfiigung,
die jeweils am Mikroskop durch Auszahlen von toten Zellen
brw. gebildeter Rosetten ausgewertet werden. Neben dem
Tierschutzaspekt sind die geringe statistische Aussagekraft, die
Subjektivitiit der Auswertung und die schlechte Validierbarkeit
der genannten Methoden zu beachten. Dariiber hinaus stellt
sicli die Frage, welche Auskunft man mit den genannten
Methoden iiber die biologische Wirksamkeit der Seren erhalt.
Ziel dieses Projektes ist es, im Zuge einer besseren biologi-
sehen Charakterisierung neue in vitro Testmethoden zu
validiereri und den Tierversueh abzulosen.
Mittels Kompetition mit monoklonalen Antikorpern konnte eine
Reihe von Spezifitaten identifiziert werden. Dabei handelt es
sich sowohl um T-Lymphozyten spezifische Antikorper wie
CD2, CD3, CD5 und CD7, aber auch um andere Spezifitdten
wie CD16, fur Makrophagen NK-Zellen und Granulozyten und
CD19 fur B-Zellen.
Eine Variation des Zytotoxizitatstests, bei dem tote Zellen nach
Einbau von Propidiumjodid (PI) am Durchflufszytometer
ausgewertet werden konnen, eignet sich zum Nachweis von
komplement-abhiingiger und -unabhiingiger Zytolyse. Auch
DNA-Fragmentierung, als Nachweis des programmierten
Zelltods, liiJ3tsich an verschiedenen Zellsystemen darstellen.
Mittels Gelelektrophorese nach Immunprazipitation und
anschlieJ3ender Inkubation mit radioaktiv markiertem ATP
(Kinaseassay) ist ein spezifisches Bandenmuster zu erkennen.
Hiermit lieJ3e sieh moglicherweise die Homogenitiit versehie-
dener Chargen produktspezifisch. iiberpriifen.

Summary: Potency testing of anti-lymphocyte Globulins: In
vitro alternatives for the monkey skin-graft assay
Antilymphocyte globulins (ALG) are immunosuppressive
agents of animal origin currently used in clinical transplantati-
on medicine and for the treatment of severe aplastic anemia.
The potency of each batch is tested in vivo using primates as
hosts for allogeneic skin transplantation. The test is done with
a maximum of three animals, one as a control and two after the
treatment with ALG. The two in vitro methods in use are a
cytotoxic assay and the rosette inhibition assay. These methods
are evaluated with the microscope. Besides wellfare aspects
these methods require a lot of experience, are subjective,
difficult to validate and the information about the biological
potency of the sera is questionable.
The aim of our study is a better biological characterisation as
a prerequisite to subsequently define an in vitro alternative for
the potency test in monkeys.
Using a competition assay with monoclonal antibodies we can
identify several specificities directed against functional
molecules on T cells (e.g., CD2, CD3, CD5, CD28), B Cells
(CD19), macrophages and natural killer cells (CD16) and
nonlineage specificities such as CD18, CD25, CD95. This
method could describe a part of the biological potency and
control homogeneity of batches. The cytotoxic capacity of ALG
either with or without complement as well as DNA-fragmenta-
tion characteristic for apoptosis can be analysed by Jlowcyto-
metry using propidiumiodide- (PI) incorporation. Immunopre-
cipitation of cell-lysate with ALG 's and subsequent incubation
with radioactive ATP (kinase-assay) shows specific bands
which seem to be identical between different batches of one
product.

Keywords: transplantation, immunosuppression, anti-lymphocyte globulins (ALG), potency testing, monkey skin-graft assay,
cytotoxicity

Anti-Lymphozytenseren (ALS) werden
seit den 70er Jahren als Immunsuppressi-

va zur Pravention oder Therapie von aku-
tenAbstoBungsreaktionen bei Organtrans-
plantationen eingesetzt (Thomas et aI.,
1977; Touraine et al., 1981; Dreikorn et

aI., 1985). Zur Herstellung der auf dem
deutschen Markt erhaltlichen ALS werden
Kaninchen oder Pferde mit Thymozyten
oder einer etablierten T-Zellinie immuni-

1 Einleitung
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siert. Die aus den Tieren gewonnenen Hy-
perimmunseren enthalten nach Aufreini-
gung iiberwiegend monomeres gamma Im-
munglobulin, dessen immunsuppressive
Wirkung zur Prophylaxe oder Therapie
von akuten AbstoBungsreaktionen bei der
Transplantation von Nieren, Herz, Leber
und Pankreas eingesetzt wird (Johnson et
al., 1989; Kormos et al., 1990). Einzelne
Produkte finden dariiber hinaus Anwen-
dung bei Knochenmarktransplantationen
sowie der aplastischen Anamie (Marsh et
al., 1987; Platanias et al., 1987; Teramura
etaI.,1996).
Fiir die Uberprufung der Wirksamkeit

von ALS stehen zur Zeit drei Methoden
zur Verfugung, fur die bis heute noch kei-
ne einheitliche Vorschrift bzw. keine Arz-
neibuchmonographie existiert. Es handelt
sich hierbei urn den Affenhaut- Transplan-
tationstest als in vivo Methode, sowie urn
einen Zytotoxizitatstest und den Rosetten-
Inhibitionstest als in vitroMethoden (Bach
et al., 1969; BaIner et al., 1968; Balner et
al., 1969). Der Affenhaut- Transplantati-
onstest wird mit maximal drei Tieren
durchgefuhrt, zwei Versuchstieren und ei-
nem Kontrolltier, wobei die Verlangerung
der Transplantatakzeptanz der Versuchstie-
re gegenuber dem Kontrolltier als MaBfur
die biologische Wirksamkeit der Seren
gewertet wird. Die Auswertung der beiden
in vitro Methoden erfolgt am Mikroskop
und verlangt - wie auch der Affenhaut-
Transplantationstest - sehr viel Geschick
und Erfahrung des Experimentators. AIle
drei Methoden sind statistisch schwer zu
bewerten; zudem ist die mit diesen Me-
thoden gegebene Aussagekraft uber die
biologische Wirksarnkeit der Seren nur
sehr gering.

2 Material und Methoden

Die verwendeten Zellsysteme sind Subklo-
ne der humanen T-Zellinie Jurkat und mit-
tels Ficoll-Hypaque (Seromed, Biochrom
KG, Berlin) Gradientenzentrifugation iso-
lierte periphere Blutlymphozyten.

2.1 Immunfluoreszenz
Fur die sekundare Immunmarkierung von
ALS wurde ein FITC-konjugierter Schaf-
anti-KaninchenIPferd Antikorper (Diano-
va, Hamburg) verwendet. Nach Inkubati-
on der Zellen mit steigenden Konzentra-
tionen yon ALS wird die Fluoreszenzin-
tensitat oder die Anzahl positiv markierter
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Zellen mittels DurchfluBzytometer (FAC-
Scan, Becton-Dickinson) ausgewertet.
Fiir die kompetitive Immunfluoreszenz

haben wir primar fluoreszenzmarkierte
monoklonale Antikorper (mAk) von Bee-
ton-Dickinson verwendet. Nach Inkuba-
tion der Zellen mit einer konstanten Kon-
zentration eines mAks Willden zur Kom-
petition der Antikorper-Antigen-Bindung
steigende Konzentrationen der ALS dazu-
gegeben. Die so veranderte Fluoreszenz-
intensitat kann am DurchfluBzytometer
gemessen werden.

2.2 Zytotoxlzitat
Fur die komplement-abhangige Zytotoxi-
zitat wurden PBMZ mit steigender Kon-
zentration von ALS zusammmen mit ei-
ner konstanten nicht toxischen Konzentra-
tion von Kaninchen-Komplement (Chi-
ron-Behring GmbH & Co, Marburg) fur
30 Minuten bei 37° C inkubiert. Der An-
teil toter Zellen wurde mittels positivem
Propidiumjodideinbau am DurchfluBzyto-
meter ausgewertet. Der zytotoxische Ef-
fekt von ALS ohne Komplement wurde
an PBMC sowie an verschiedenen Jurkat-
Subklonen in einer Kinetik mit den Zeit-
punkten 30 Minuten, 6 Stunden und 20-
22 Stunden ermittelt. DNA-Fragmentie-
rung als Nachweis yon Apoptose wurde
mittels PI in hypotoner Losung ebenfalls
am DurchfluBzytometer gemessen.

2.3 Proliferation
Die Mitogenitat yon ALS wurde an frisch
isolierten peripheren Blutlymphozyten
uber einen Konzentrationsbereich der Se-
ren von 0.01 bis 1000 ug/ml getestet. Ei-

nen EinfluB der Seren auf die gemischte
Lymphozytenkultur wurde nach allogener
Stimulation yon PBMZ mitEBV-transfor-
mierten humanen B-Lymphozyten unter-
sucht. Die Versuchsansatze erfolgten in
96er Mikrotiterplatten mit Rundboden und
10%humanes bzw. bovines Serum enthal-
tendem Medium. Die Messung der Proli-
feration erfolgt nach Einbau von 3H-Thy-
midine an einem Beta-Zahlgerat (Bert-
hold, Wildbad, BRD).

2.4 Kinase assay
Individuelle ALS wurden zur Prazipitati-
on von Zellysat aus Jurkat-Zellinien oder
PHA-Blasten an Protein A Sepharosepar-
tikel gebunden, das Prazipitat anschlie-
Bend mit radioaktiv markiertem ATP (y-
ATP) inkubiert und mittels Gelelektropho-
rese (SDS-PAGE) aufgetrennt. In der Ra-
diographie werden die spezifisch radioak-
tiv markierten Proteine sichtbar.

3 Ergebnisse und Diskussion

In der Klinik wertet man den Ruckgang
der Lymphozytenzahl im peripheren Blut
als zuverlassigsten Parameter fur die im-
munsuppressive Wirkung der Seren (Al-
bert et al., 1982; Grosse-Wilde et al., 1981;
Kaden et al., 1992). Eine Voraussetzung
hierfiir ist die spezifische Bindung an hu-
mane Lymphozyten, die sehr einfach und
schnell durch die indirekte Immunfluores-
zenz nachgewiesen werden kann. Ausge-
hend von dieser Bindung sind eine Reihe
von Wirkungen denkbar, die sich stark
reduziert in drei prinzipielle Mechanismen
einteilen lassen: Fc-abhangige Zytotoxi-
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Abbildung 1: Zytotoxischer Effekt auf PBMZ
Zytotoxischer Effekt von drei verschiedenen Anti-Lymphozytenseren (ALS 1 bis ALS 3)
und normalem Kaninchen- (nR-lgG) sowie normalem Pferde- (nH-/gG) Immung/obulin
auf periphere blutmononukleare Zellen (PBMZ). Anzahl der toten Zellen sind in Prozent
Propidiumjodid- (PI) positiven Zellen dargestellt.
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Abbildung 2: Kinaseassay
Proteine aus dem Zellysat von PHA·Blasten wurden mit den angegebenen Seren (1·3
bezeichnet die verschiedenen Produkte, a-c je unterschiedliche Chargen) und Antlkor-
pern zur Kontrolle prazlplttert und mit radioaktivem ATP inkubiert; anschlieBend elek-
trophoretisch aufgetrennt.

zitat, Aktivierung und induzierter Zelltod.
Hierbei werden die komplexen assoziier-
ten Mechanismen, wie Zytokinprodukti-
on und Regulation yon zellularen Ober-
flachenmolekulen sowie die zum Teil dar-
aus resultierenden Wechselwirkungen mit
anderen Zelltypen nicht mit eingeschlos-
sen (Bonnefoy-Berard und Revillard,
1996).
Eine sehr viel spezifischere Aussage als

die bloBe Bindung an humane Lympho-
zyten oder die Inhibition der Rosetten-
Bildung, die ein indirekter Nachweis yon
anti-CD2 Antikorpern darstellt, laBt sich
mit der kompetitiven Immunfluoreszenz
machen. Erwartungsgemaf lassen sich
Spezifitaten gegen T-Zellen, aber auch
gegen B-Zellen, Makrophagen, NK-Zel-
len und Granulozyten, sowie Aktivie-
rungsmarker und den Apoptose induzie-
renden Fas-Rezeptor (CD95) in verschie-
denenALS nachweisen: CD2, CD3, CD4,
CDS, cm, CD8, CDlla, CD16, CD18,
CD19, CD20, CD21, CD25, CD28, CD45,
CDS7, CD95 und HLA-DR.
Die Fc-abhangige Zytotoxizitat wird

uber das Komplementsystem, zytotoxi-
sche Zellen oder Makrophagen vermittelt,
wobei ein groBerAnteil der vonALS ver-
mittelten Zytotoxizitat vermutlich kom-
plement-abhangig ist. Unter Verwendung
yon Kaninchen- Komplement zeigen die
Seren eine deutliche Zytotoxizitat. In ei-
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nem Konzentrationsbereich yon 10 bis
80IJ.g/mi und einer Inkubation yon 30
Minuten induzieren aile ALS ilber 90%
Zelltod. Die zytotoxische Potenz der ein-
zelnen Seren ist spenderabhangig, und es
muBberucksichtigt werden, daBhumanes
Komplement eine vergleichsweise schwa-
chere Interaktion mit Kaninchen- bzw.
Pferde-Seren zeigt.
Neben den Fc-abhaugigen zytotoxi-

schen Mechanismen konnen ALS Zelltod
ohne Beteiligung yon Komplement aus-
losen (Abb. 1). PBMZ zeigen nach einer
Inkubation yon 20 Stunden in einem Kon-
zentrationsbereich yon 160 bis 625IJ.g/mi
einen erhohten Anteil an toten Zellen (25-
60%) im Vergleich zu Kontrollen, wo der
Anteil an toten Zellen bei 16-18% liegt.
Es ist zu beachten, daB bei Patienten, die
mitALS behandelt wurden, Serumkonzen-
trationen yon bis zu 300 ug/ml vorkom-
men (Bunn et aI., 1996). Untersuchungen
zum Nachweis vonApoptose an frisch iso-
lierten PBMZ zeigen, daB keine DNA-
Fragmentierung durchALS induziert wer-
den kann; T-Zell-Blasten und verschiede-
ne Subklone der lurkat Zellinie, die sen-
sitiv bzw. resistent gegenuber einer Fas-
induzierten Apoptose sind, zeigen eine
Induktion der DNA-Fragmentierung nach
einer Inkubation yon 20 Stunden mitALS
(Bonnefoy-Berard et al., 1994; Genestier
et aI., 1998).

Ein immunologisches Modell fur die
Transplantation stellt die gemischte Lym-
phozytenkultur dar. Wir haben den inhi-
bitorischen Effekt yon ALS auf die Proli-
feration der gemischten Lymphozytenkul-
tur tiber einen Konzentrationsbereich yon
0,001 bis 1000 ug/ml untersucht, wobei
eine Inhibition nur bei einer Konzentrati-
on der Seren yon 1000 ug/ml zu sehen war.
Ein Vergleich mit dem zytotoxischen Po-
tential der Seren legt nahe, daBes sich hier
im wesentlichen urn einen toxischen und
nicht urn einen spezifisch inhibitorischen
Effekt handelt. Eine Konzentration der
Seren yon 100 ug/ml zeigt demgegenliber
einen mitogenen Effekt, der sowohl in der
gemischten Lymphozytenkultur als auch
in separaten Proliferationsassays zu sehen
ist und in der Grobenordnung mit Stan-
dardmitogenen (PHA) verglichen werden
kann. Eine Aktivierung der T-Zellen fuhrt
zur verstarkten Expression vonAdhasions-
molekiilen, wie zum Beispiel CD11a, uber
die eine verstarkte Adhasion an das En-
dothel der Blutgefalse vermittelt wird. Es
ist denkbar, daB dieser Effekt einen Bei-
trag zur starken Reduktion der Lympho-
zyten im peripheren Blut leistet, wodurch
die Bedeutung der komplernent-abhangi-
gen Zytotoxizitat als eine Ursache fur die
immunsupressive Wirkung geringer be-
wertet werden mufste.
Die komplexe Wirkung yon ALS voll-

standig zu beschreiben, wird in allen Ein-
zelheiten nicht moglich sein. Ein Ansatz,
urn sehr sensitiv die Chargenhomogenitat
zu uberpriifen, ware die Prazipitation yon
Zellysat mit ALS; anschlieBende Inkuba-
tion des Prazipitats mit radioaktiv markier-
tern ATP laBtein spezifisches Bandenmu-
ster erkennen (Abb. 2). Weitere Moglich-
keiten, die Spezifitat der Prazipitate zu
untersuchen, sind Westernblot Analysen
zum Nachweis einzelner bekannter Pro-
teine oder Farben der Blots mit den indi-
viduellen ALS, welche zur Prazipitation
verwendet wurden, urn ein produktspezi-
fisches Bandenmuster darzustellen.
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Optimierung und Etablierung YOnserologischen
Methoden fiir die Wirksamkeitspriifung yon
Immunglobulinen gegen Clostridium tetani-Toxoid
Elvira Ebert', Annett Abu Karim', Tanja Kayser', Renate Wenig', Karin Weilser', Maria Wirz", Giulio
Pisani', Gabriele Schaffner! und Klaus Cufiler'
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Zusammenfassung
Die Wirksamkeitspriifung von Tetanus-Immunglobulin (Ig)-Priipara-
tenfor den Menschen wird nach Monographie 398 der Europaischen
Pharmakopoe (Ph Eur.) in einem Toxin-Neutralisations-Test in
Mdusen (MNT) oder Meerschweinchen durchgefohrt. Diese
Monographie erlaubt jedoch auch den Einsat; serologischer
Methoden, sofern deren Eignung zuvor belegt werden konnte.
Nach den ersten Untersuchungsergebnissen dieser Studie kann
gezeigt werden, daj3 sowohl ein indirekter Enzyme-Linked-
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Immunosorbent-Assay (ELISA), eine Rocket-Immunelektrophore-
se (RIE) als auch ein Toxin-Bindungs-Inhibitionstest (ToB1) als
mogliche Altemativmethoden zum in vivo MNT einsetzbar sind.
Die Reproduzierbarkeit der in vitro Methoden kann derzeit mil
inter-assay- Variationskoejfizienten von 2 bis 27% angegeben
werden. Der ELISA ist mit einer Nachweisgrenze von 0,005 Ili/ml
am sensitivsten, gefolgt vom ToBI (Nachweisgrenze van 0,04 lEi
ml) und der RIE (Nachweisgrenze von 5,0 IElml). Bislang konnte
die Transferierbarkeit des ELISA-Systems in andere Laboratorien
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