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Was ist der Lymphozyten-transformations-Test (LTT)?

Was ist der Lymphozyten-Transformations-Test (LTT)?

Der LTT ist die derzeit einzige Labormethode zum Nachweis einer spezifischen zelluldren
Sensibilisierung.

Der Test wurde erstmals 1960 beschrieben und hat sich seitdem durch die Entwicklung
der Zellkulturtechniken und der Analysemethoden zu einem reproduzierbaren

und hochsensitiven Verfahren fir die medizinisch-biologische Forschung,
aber auch fur die Routinediagnostik entwickelt.

Er basiert auf dem Prinzip der Antigen-/Aller-
gen spezifisch induzierten Zellteilung von

4

Lymphozyten nach Kontakt mit ihrem
.passenden” Antigen.

Eine positive Reaktion im LTT beweist
die Existenz von Antigen-spezifischen
Lymphozyten (Gedachtniszellen) im
Blut des Patienten.

Was unterscheidet den heutigen LTT gegeniiber friiher verwendeten
Methoden?

Noch um 2000 hatte der LTT eine relativ geringe Empfindlichkeit. Bei der Diagnostik von
Typ IV-Allergien war er dem Hauttest allenfalls gleichwertig, wenn nicht sogar unter-
legen.

Bei seiner Anwendung in der Infektionsdiagnostik war die Spezifitatin den Anfangsjahren
problematisch. Diese war relativ gering, was an den damals nur in unzureichender Qualitat
zur Verfigung stehenden Testantigenen lag. Diese bewirkten nicht selten schwache und
somit fraglich positive Reaktionen, welche die Interpretation der Ergebnisse erschwerten.

In den letzten Jahren hat sich dieses grundlegend geandert.

Die heute in immunologischen Speziallaboratorien angewandten LTT-Technologien sind
sehr verlasslich und zeichnen sich durch eine hohe Sensitivitat und Spezifitat aus.




Was ist der Lymphozyten-transformations-Test (LTT)?

LTT - Bedeutung / Stellenwert

seit 2001

seit 2005

Dazu beigetragen haben die Weiterentwicklungen der Zellkulturtechniken und -medien,
die Qualitat der zur Zellstimulation verwendeten Allergene und Antigene und nicht zuletzt
die heute zur Verfligung stehenden grundlegend verbesserten Messmethoden.

Die fruher zur *H-Thymidin-Aktivitatsbestimmung verwendeten Flissigszintillationsgerate
sind durch modernste Festphase-B-Counter ersetzt worden, die jegliche nachtragliche
Manipulation der kultivierten Zellen unnétig machen.

Zudem wird der LTT heute in sogenannten Mikrokulturtechniken durchgefuhrt, weshalb
Mehrfachansatze moglich sind, was die Sicherheit der Aussage bedeutend erhoht.

Zur Entwicklung dieser Mikrokulturtechnik hat unter anderem auch die Verwendung von
gentechnisch hergestelltem Interferon-a als Zusatz in der Zellkultur beigetragen (von Baehr
et al, J. Immunol. Methods 2001; 251: 63-71).

1IN

JIIVI
Journal of
Immunological Methods

Journal of Immunological Methods 251 (2001) 63-71 ——————
www.elsevier.nl/locate/jim

Improving the in vitro antigen specific T cell proliferation
assay: the use of interferon-alpha to elicit antigen specific
stimulation and decrease bystander proliferation
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Abstract

The measurement of the proliferative response of primed T cells to an antigenic stimulus (lymphocyte transformation
assay: LTT) is commonly used for determining T cell immune responsiveness. However, the ratio between the spontaneous
and the antigen-triggered response (stimulation index) is frequently quite low (<3-5) making the interpretation difficult. We
modified the assay by the addition of interferon-ac and the use of fresh autologous serum instead of human AB pool serum.
These measures significantly enhanced the stimulation index following stimulation with tetanus toxoid, Candida albicans
and tick-borne encephalitis (TBE) viral antigen in studies of sensitized patients. There was no concomitant increase in false
positive results. Kinetic studies showed a reduced nonspecific background proliferation of non-stimulated cultures
particularly between days 4 and 6 of culture. Furthermore, the positive effect of interferon-a were confirmed in studies of
patients with contact allergy to nickel and gold. We conclude that this modified form of proliferation assay significantly
increases the signal to noise ratio which can be attained. This may be of particular value when looking at T cell responses in
immunocompromised patients or in diagnostic attempts to detect very low frequencies of antigen-specific T cells. © 2001
Elsevier Science BV. All rights reserved.

Durch diese im Jahre 2005 in der Routinediagnostik eingefiihrte optimierte LTT-Variante
konnte die Sensitivitat und die Spezifitat, vor allem im Vergleich zu der damals noch géngi-
gen MELISA-Methodik, deutlich verbessert werden.
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Was ist der Lymphozyten-transformations-Test (LTT)?

Beim Lymphozyten-Transformations-Test handelt es sich um ein technisch anspruchsvolles
Laborverfahren, das neben einer kostenintensiven modernen Laborausstattung eine grof3e
Erfahrung und Sorgfalt beim durchfihrenden Laborpersonal erfordert. Beim LTT sind nur
sehr wenige Arbeitsschritte automatisierbar. Die Basis der Zellkultur ist auch in unserem
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modernen Technologiezeitalter noch die gute alte ,Handarbeit”, die durch erfahrene und

in der Zellkultur geschulte Mitarbeiter erfolgen muss.

é Des Weiteren ist die analytische Qualitat sehr stark vom Grad der Standardisierung im
> *g jeweiligen Labor abhédngig und von der Art und Weise, wie die Methodik fur jede Frage-
C
2 & stellung etabliert und validiert wurde. Aus diesem Grund sollten zelluldre Analyseverfahren
E °© nur durch speziell darauf orientierte Fachlaboratorien und Institute durchgefuhrt werden,
= wo diese Verfahren nach DIN EN ISO15189 von der nationalen Akkreditierungsstelle der
Bundesrepublik Deutschland (DAkkS) akkreditiert sind.
&g Im Institut fir Medizinische Diagnostik wurde
e . (( DAKKS
= der Lymphozyten-Transformations-Test schon pewte
== 2004 erstmals nach DIN EN 1SO15189 akkreditiert. BRLANE D
Der Lymphozyten-Transformations-Test stellt in seiner derzeit verfigbaren modernen
. Durchfuhrungsweise eine Labormethode dar, die in der medizinischen Diagnostik bei ver-
o5 schiedensten Krankheitsbildern einen festen Platz gefunden hat.
<%
Eo
Die Indikationspalette des LTT umfasst 3 wichtige Bereiche der
o < medizinischen Diagnostik:
[}
53
NS
g é 1. Immundefekt Nachweis von Defekten und Funktionsstorungen des zellula-
25 ren Immunsystems.
© =
o Siehe ab Seite 10.
=
% 2. Erreger Nachweis der Aktivitat chronisch persistierender Infektionen
% an Hand der erregerspezifischen T-Zellantwort (u. a. Borrelien,
ﬁ Chlamydien, Yersinien, Lamblien, Herpesviren).
g Siehe ab Seite 17.
e
D
E 3. Allergie Typ IV Nachweis bzw. Ausschluss von allergischen Sensibilisierungen
@ vom zellvermittelten Typ (Typ IV-Allergie) z. B. auf Medikamen-
= te, Metalle, Acrylate, Umweltschadstoffe, Schimmelpilze oder
[0}
g Nahrungsmittelallergene.
§ Siehe ab Seite 25.
E
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LTT - Durchfiihrung

/.

Messung der DNA-Neu-
synthese im Beta-Counter.
Berechnung des Stimula-
tionsindex (SI) als Quotient
der antigen-induzierten und
der unstimulierten 3H - (T*)
Einbaurate

(DG

6.

Quantifizierung der
antigeninduzierten
DNA-Neusynthese
durch Bestimmung
des 3H-Thymidin (T*)
Einbaus

5.

Am funften Tag Zugabe
von 3H-Thymidin (T*) zu
den Zellen fur 12h,
welches sich in den
Tochterstrang

aktivierter Zellen einbaut

Stimulationsindex

Was ist der Lymphozyten-transformations-Test (LTT)?

Beim Lymphozyten-Transformations-Test werden im ersten Schritt die Lymphozyten und
Monozyten (auch als mononukledre Zellen bezeichnet) durch Dichtegradienten-Zentrifu-
gation Uber einen Ficollgradienten gewonnen. Nach mehreren Waschvorgangen werden
die Zellen in einem speziellen Zellkulturmedium (u. a. mit Zusatz von IFN-a) aufgenommen
und anschlieBend in Kultur gebracht.

Die zu testenden Antigene werden in Dreifachansdtzen zu den Zellen pipetiert und un-
ter optimalen Wachstumsbedingungen fur 5 Tage inkubiert. AnschlieBend wird *H-Thymi-
din hinzugegeben und die Zellen werden fir weitere 12 Stunden kultiviert. Wahrend der
DNA-Synthesephase, die ausschlieBlich bei Antigen-/Allergen stimulierten, sich teilenden
Lymphozyten stattfindet, wird das *H-Thymidin T* in die neu gebildeten DNA Strange ein-
gebaut und kann so anschlieBend mit einem Beta-Counter quantifiziert werden.

Zur Ergebnisdarstellung wird die induzierte Lymphozytenvermehrung im Vergleich zur
spontanen Proliferation (Leerwert) ermittelt und das Ergebnis als Stimulationsindex (SI) dar-
gestellt. Der Stimulationsindex ist der Quotient aus den Proliferationsraten im stimulierten
Testansatz und der nicht-stimulierten Leerkontrolle.

1.

Gewinnung der Lymphozyten und
Monozyten aus Patientenblut
durch Dichtegradientenzentrifugation

2.

Nach Aufnahme im Zellkultur-

8.

Darstellung des
Ergebnisses als

.stermann-Mappe, LTT-Iu
Eingang Aus,

Lymphozytentransformationstc

o [y medium, Uberfihrung der Zellen
| in eine sterile Zellkulturplatte
R |

INlcks\ ]
n ]

-9"

4 Juli 2019 >
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Zugabe von Allergenen/
Antigenen z. B. Metalle,
Kunststoffe, Infektions-
allergene, Nahrungsmittel,
Medikamente etc.

4.

Erhéhung der Test-
spezifitdt durch Zugabe von
Interferon-o¢, Glutamin und
autologem Serum

1@ & 17
18 03 24
25 5 30

B w N

Am funften Tag:
Klonal proliferierte
spezifische T-Lymphozyten,
z. B. Goldspezifische-T-Zellen

Ruhende Lymphozyten,
keine Sensibilisierung

5 Tage Kultur
37°C/5% CO;
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LTT - Analysenprofile

Am Institut fir Medizinische Diagnostik werden derzeit folgende LTT-Profile angeboten:
Alle in den Profilen genannten Antigene und Allergene sind auch einzeln testbar.

Immunfunktions-Diagnostik

LTT-Immunfunktion

LTT-Immunstimulation

Erregerdiagnostik

LTT-Borrelien

LTT-Chlamydia trachomatis
LTT-Chlamydia pneumoniae
LTT-Yersinien

LTT-Lamblien
LTT-Helicobacter
LTT-Staphylokokken
LTT-Streptokokken
LTT-Candida

LTT-Herpesviren

Einzelanalysen Herpesviren

I TT-HS\/ |

Testung der funktionellen Immunkompetenz mit Antigenen / Mitogenen Tetatoxoid,
Influenza, Cytomegalie (CMV), Varizella Zoster, Streptokinase, Candida, PWM

Test beinhaltet den LTT-Immunfunktion (s. 0.) sowie zusatzlich die Testung von
Immunmodulatoren nach Wahl (bitte im Labor die standardisiert vorratigen Prépa-
rate erfragen)

spezifische Aktivitat gegen OspC rekombinant, B. sensu strictu, B. afzelii, B. garinii
spezifische Aktivitat gegen Chlamydia trachomatis-Antigen

spezifische Aktivitat gegen Chlamydia pneumoniae-Antigen

spezifische Aktivitat gegen Yersinia enterocolitica-Antigen

spezifische Aktivitat gegen Giardia lamblia-Antigen

spezifische Aktivitat gegen Helicobacter pylorii- Antigen

spezifische Aktivitat gegen Staphylokokkus aureus-Antigen

spezifische Aktivitat gegen Streptokinase

spezifische Aktivitat gegen Candida albicans-Antigen

CMV, EBV, VZV, HSV1, HSV2

<nezifische Aktivitiat aeaen Hernes simbplex-Antiaen
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