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(57) Abstract
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(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der Immunabwehraktivitit von Blut durch Stimulation der weiflen Blutzellen
im Vollblut, Inkubieren des Vollblutes, Trennung von Uberstand vom Sediment und Bestimmung der Aktivitit aus dem abgetrennten
Uberstand. Die Erfindung betrifft ferner einen Testkit fir die Durchftihrung des Verfahrens sowie die Verwendung eines geeigneten
Blutentnahmesystems, insbesondere eines Spritzenzylinders, hierzu.
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Beschreibung

Verfahren zur Bestimmung der Immunabwehr des Blutes

sowie Testkit hierfilir und Verwendung eines deeigneten

Blutentnahmesystems

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der Im-
munabwehraktivitidt des Blutes, einen Testkit zur Durchfiih-
rung der Bestimmung sowie die Verwendung eines medizinischen

Blutentnahmesystems filir die Bestimmung.

Die Bestimmung der Immunabwehraktivitdt des Blutes wird vor-
genommen, um festzustellen, ob blutfilhrende Lebewesen, insbe-
sondere Sidugetiere und Menschen, eine Stdrung, insbesondere
Schwidche des Immunsystems besitzen. Bei den bisherigen Metho-
den werden Blutproben nach der Entnahme aufgetrennt, wonach
eine getrennte Behandlung und Untersuchung von weifen Blut-
kdrperchen vorgenommen wird. Dabei wurde festgestellt, daB
durch Lagerung und Transport, welche bis zu 24 Stunden dauern
kénnen und insbesondere im Sommer mit einer unerwiinschten
Warmeeinwirkung verbunden sind, ein groBer Teil der Aktivitat
der weiBen Blutkdérperchen verlorengehen kann. Untersuchungen
ergaben, daB bereits innerhalb von einer Stunde manche Zellen

50 % ihrer Aktivitdt verlieren.

Die Trennung von weifen und roten Blutzellen wird vorgenom-
men, da die roten Blutzellen als Stérfaktoren filir die Aktivi-
tdtsbestimmung der weifen Blutzellen verantwortlich gemacht
werden. Nach der Trennung werden die weiBen Blutzellen in
Puffermedium in Gegenwart von Ndhrsalzen und Vitaminen auf-
pbewahrt. Es wurde gefunden, daB auch in einer solchen N&hrlo-

sung eine Verdnderung der Aktivitdt moglich ist.

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, die Zuverlds-
sigkeit und Handhabung solcher Aktivitdtsbestimmungen zu ver-

bessern.
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Manche Blutzellen sind sofort zum Test geeignet. Die meilsten
7ellen miissen aber so aktiviert werden, daf ihr Stoffwechsel
umgestellt wird, d.h. neue Gene aktiviert werden. Dies erfor-
dert in der Regel mindestens 6 bis 8 Stunden. Es wurde nun
gefunden, daB die Zuverldssigkeit und Reproduzierbarkeit der
Aktivitdtsbestimmung wesentlich verbessert werden kann, wenn
eine Inkubierung und insbesondere Stimulierung der Blutzellen
im wesentlichen unmittelbar nach der Blutentnahme vorgenommen
wird, ohne daf eine Auftrennung in weiBe und rote Blutzellen
erfolgt. Erfindungsgemdf werden die weifen Blutkdrperchen in-
kubiert und gegebenenfalls stimuliert, solange sie sich im
Vollblut befinden. Wiahrend der Inkubation trennt sich das
Blut von selbst auf, ohne daf eine Zentrifugation erforder-
lich ist. Im Uberstand finden sich dann von den weiflen Blut-
zellen abgegebene Botenstoffe (Cytokine), die ein MaBf fdr

die Aktivitdt der Zellen sind und beispielsweise durch ELISA
gefunden und bestimmt werden kodnnen. Der Ausdruck Cytokine
umfaBt neben den Cytokinen im engeren Sinne auch andere Bo-
tenstoffe, wie beispielsweise Histamin, Prostaglandine, Leu-

kotriene usw..

ErfindungsgemdB ist somit ein Verfahren vorgesehen zur Be-
stimmung der Immunabwehraktivitdt des Blutes durch Inkubation
des Blutes ohne vorherige Auftrennung, insbesondere in Ver-
pindung mit einer Stimulation der weifen Blutzellen im Voll-
blut, Trennung des Uberstandes vom Sediment und Bestimmung

der Aktivitdt der Blutzellen aus dem abgetrennten Uberstand.

Durch die Erfindung koénnen in mehrfacher Hinsicht Fehler

vermieden werden.

1. Systematische Fehler.
Zellen reagieren normalerweise auf Stimulantien, zum
Beispiel Medikamente, nicht allein allergisch, sondern

auf den Verbund der Stimulantien mit Proteinen (Trager-
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proteinen), zum Beispiel Albumin oder Lipoprotein, oder
im Verbund mit anderen Zellen, zum Beispiel Antigen-
prasentierende Zellen (APC). Diese besitzen ihrerseits
von Rezeptoren erkennbare Oberfldchen. Die Anwesenheit
von solchen costimulierenden Signalen ist zusdtzlich er-
forderlich, um eine mdglichst prédzise Abbildung der na-
tiirlichen, auch in vivo zu erwartenden Aktivitdten der
zu untersuchenden Zellen zu erreichen. Im Gegensatz zu
Kulturen mit isolierten Leukozyten enthalten Vollblut-
kulturen diese Bestandteile und Signale, so daf die Re-
aktion der Blutzellen, solange sie sich im Vollblut be-
finden, den natlirlichen Verhdltnissen eher entspricht
als in isoliertem Zustand. Es wurde auch gefunden, daf
isolierte Leukozyten eine viel hoéhere Reaktion auf Sti-
mulantien und Medikamente zeigen, als wenn sie im Voll-
blut enthalten sind, da im Vollblut die Stimulantien

und Medikamente hdufig an Erythrozyten und Trdgerprotei-
nen gebunden sind. Durch diese Bindung wird die Konzen-
tration der Stimulantien und Medikamente abgepuffert,
was zu einer allmdhlicheren Freisetzung der von den Zel-

len abgegebenen Botenstoffen flhrt.

Beseitigung von Handhabungsfehlern.

Wie oben dargelegt, wurde gefunden, daf die roten Blut-
korperchen die Aktivierung der weifen Blutzellen (Leuko-
zyten) entgegen den urspriinglichen Vorstellungen nicht
stéren, sondern eher die Verhdltnisse widerspiegeln, wie
sie in vivo vorliegen. Durch die Abtrennung von Uber-
stand nach der Inkubation kann jedoch in einfacher Weise
eine nachtrdgliche Beeinflussung des Uberstandes durch
die roten Blutkdrperchen (Erythrozyten) vermieden wer-
den. Dies wirkt sich auch auf eine nach der Inkubation
normalerweise erforderlich werdende Lagerung bzw. einen
Versand glinstig aus, indem durch das Einflhren des
Trennstempels die Sezernierung von Cytokinen in den

ilberstand augenblicklich unterbunden wird und dadurch
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die zelluldren Reaktionen zeitlich sehr definiert been-

det werden konnen.

Durch die Erfindung lassen sich auch pharmakologische und

toxikologische Wirkungen auf das Immunsystem feststellen.

Bei einer bevorzugten Ausfilhrungsform wird das Vollblut ohne
vorherige Auftrennung extrakorporal mit einem Blutgerinnungs-
mittel und vorzugsweise mindestens einem Stimulans (Aktivie-
rungsmittel) zur Stimulierung von Blutzellen vermischt, das
gesamte Blut inkubiert, um die Blutzellen zu stimulieren,
eine Abtrennung von gebildetem Uberstand vom Sediment vorge-
nommen und die Immunabwehraktivitdt aus dem Uberstand be-
stimmt. Unter Blutgerinnungsmittel ist insbesondere ein Blut-
gerinnungsinhibitor zu verstehen, mit dessen Hilfe das Blut
wihrend und nach der Blutentnahme an der Gerinnung gehindert
wird. Das Inkubieren erfolgt vorzugsweise in Gegenwart eines
Nihrmediums. Vorzugsweise wird das Ndhrmedium mit dem Blutge-
rinnungsmittel, insbesondere Blutgerinnungsinhibitor, und
insbesondere mit dem mindestens einen Stimulans zusammenge-
bracht, bevor diese mit dem Blut vermischt werden. In der
Regel wird das Ndhrmedium mit dem Blut im Volumenverhdltnis
5:1 bis 1:5, insbesondere 1:1 bis 1:2, vermischt. Das Nahrme-
dium kann in dem GefiB vorgelegt werden, in dem die Inkubie-
rung bzw. Kultivierung durchgefihrt wird. Fir reproduzierbare
Ergebnisse ist es wichtig, daB die Inkubierung bei konstanter
Temperatur, insbesondere beil ca. 37 °C, vorgenommen wird.
Dies kann in geeigneter Weise in einem Thermoblock geschehen,
der vorzugsweise mehrere Aufnahmedffnungen fir Inkubationsge-
fiBe besitzt. Neben der Verwendung von Thermoblocken werden
auch andere thermostatisch regulierbare Vorrichtungen von der
Erfindung umfaBt. So kann die Inkubierung auch in einem Was-
serbad oder beispielsweise in einem entsprechend temperier-
baren Schrank o.i. erfolgen. Die Inkubationsdauer kann bei
wenigen Minuten bis etwa 60 Stunden, insbesondere zwischen 8

und 60 Stunden, liegen. Als Inkubationsdauer konnen zweck-
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mifigerweise 24 oder 48 stunden gewdhlt werden. Auch diese
Festlegung begiinstigt den Erhalt von reproduzierbaren Werten.
Wahrend der Inkubationsdauer setzen sich die roten und weifen
Blutkdrperchen in der Regel von selbst ab. Die Trennung des
{lberstandes von den Blutkdrperchen wird deshalb mit Vorteil
ohne vorherige Zentrifugation vorgenommen. Insbesondere bei
kurzen Inkubationsdauern kann jedoch eine Zentrifugation zur
Sedimentation der festen Bestandteile des Blutes vorteilhaft
sein. Die Aktivitdtsbestimmung kann dann an Uberstand durch
Bestimmung der von den Blutzellen abgeschiedenen Botenstoffe
(Cytokine) vorgenommen werden. Die Durchfiihrung der Bestim-
mung erfolgt insbesondere in an sich bekannter Weise durch

ELISA oder andere geeignete Testverfahren.

In der Regel wird das Vollblut in Gegenwart von mindestens
einem Stimulans inkubiert. Es kann aber auch ohne Stimulans
gearbeitet werden, zum Beispiel wenn festgestellt werden
soll, wie stark die Zellen im Korper bereits vorstimuliert

waren.

In der Regel erfqlgt die Aktivitdtsbestimmung an einem ande-
ren Ort als die Inkubation, oder die Aktivitdtsbestimmung er-
folgt aus anderen Griinden nicht unmittelbar nach Beendigung
der Inkubation. Deshalb ist es erfindungsgem&B mit Vorteil
vorgesehen, den Uberstand bis zur Aktivitdtsbestimmung ge-
kiihlt aufzubewahren, insbesondere bei Temperaturen von O bis
8 °C, insbesondere bei ca. 4 °C. In besonderen Fdllen ist
auch ein Eingefrieren mdéglich. Da der Uberstand und vorzugs-
weise auch die abgesetzten Blutkorperchen nach der Trennung
im Inkubationsgefdf verbleiben, wird das Sediment mit den
Blutkdrperchen mitgekiihlt. Besonders bevorzugt ist es, dabB
ein zur Blutentnahme verwendetes Blutentnahmesystem auch als
Inkubationsgefdf verwendet wird. Als Blutentnahmesystem wird
vorzugsweise ein herkommlicher Spritzenzylinder eingesetzt.
vVon der Erfindung werden jedoch auch weitere Blutentnahmesy-

steme umfaBt, wie beispielsweise evakulerte Glasrdhrchen mit
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Gummidichtung, auf welche Kanlilen aufsetzbar sind. Auch die
Trennung des Uberstandes von den Blutkdrperchen wird vorzugs-
weise im Blutentnahmesystem, insbesondere mit Hilfe einer
zeitweise durchldssigen Trennwand vordgenommen. Besonders vor-
teilhaft ist hierzu ein im Blutentnahmesystem verschiebbarer
Ventilkolben. Das zur Blutentnahme verwendete Blutentnahme-
system kann weiterhin mit Vorteil nach der Trennung von Uber-
stand und Blutkdrperchen auch als Kithl-, Transport- und ins-
besondere Versandbehidlter verwendet werden. Der Versand kann
in sogenannten Kiihlblécken erfolgen, die mit einem Kdltespei-
chermedium gefiillt sind und vorzugsweise ein als Einsteckodff-
nung dienendes Sackloch zur Aufnahme des Blutentnahmesystems,

insbesondere des Spritzenzylinders, besitzen.

Als Spritzenzylinder fir die Durchfilhrung des erfindungsgema-
Ben Verfahrens eignen sich besonders im Handel unter der Be-
zeichnung "Monovette" (eingetragene Marke der Firma Sarstedt)
befindliche Spritzenzylinder mit abbrechbarer Kolbenstange
und einer den gesamten Querschnitt des Spritzenzylinders
freigebenden VerschluBkappe auf der Seite der Nadel. Solche
Spritzenzylinder konnen nach dem Abbrechen der Kolbenstange
wie Reagenzglidser oder Zentrifugengldser gehandhabt werden.
Nach der Inkubationszeit und dem Absetzen der Blutkorperchen
kann ein dem Spritzenzylinder zugeordneter Ventilkolben bei
abgenommener Kappe von oben eingefiihrt werden und in den
Ulberstand hineingedriickt werden, wobei der Uberstand durch
den Ventilkolben hindurchflieft und bei Beendigung des Ein-
drickvorganges und Herausziehen eines Eindrickstabes von
selbst schlieBt, so daB danach eine Vermischung zwischen den
Blutkdrperchen und dem Uberstand nicht mehr méglich ist. Die
im unteren Teil des Spritzenzylinders eingefangenen Blutkor-
perchen und der davon abgetrennte im oberen Teil befindliche
Uberstand werden bei der weiteren Handhabung im Spritzenzy-
linder belassen, bis eine Entnahme von Uberstand zur Durch-
filhrung der Aktivitdtsbestimmung erfolgt. Es sind bereits

Spritzenzylinder im Handel, die zur Blutentnahme einen Blut-
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gerinnungsinhibitor, zum Beispiel Heparin, insbesondere in
lyophilisierter Form enthalten. Solche Spritzenzylinder ent-
halten meistens auch noch Kunststoffperlen, um eine schnelle
Abtrennung der roten Blutkdrperchen vom Uberstand zu bewir-
ken. Beim erfindungsgemdfen Verfahren ist vorzugsweise eben-
falls ein Blutgerinnungsinhibitor im Spritzenzylinder enthal-
ten, nicht aber die normalerweise iliblichen Kunststoffperlen.
Mit Vorteil enthalten die Spritzenzylinder beim erfindungsge-
midRen Verfahren auch schon den mindestens einen Stimulator,
vorzugsweise ebenfalls in trockener, insbesondere lyophili-
sierter Form. Es ist aber auch mdglich, den mindestens einen
Stimulator getrennt aufzubewahren, zum Beispiel in Form einer
stabilisierten Ldsung, und ihn gesondert in dem Spritzenzy-
linder aufzunehmen, insbesondere kurz vor der Blutentnahme.
Vor der Blutentnahme kann das gewilinschte Volumen an Nahrme-
dium in den Spritzenzylinder eingegeben werden, insbesondere
durch Aufsaugen aus einer Einstechflasche. Bei der Blutent-
nahme erfolgt dann sofort eine Vermischung mit dem N&hrmedi-

um, in dem auch die vorgelegten Substanzen geldst sind.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung
enthidlt das Blutentnahmesystem zum Zeitpunkt der Blutentnahme
ausschlieBlich das Blutgerinnungsmittel, insbesondere den
Blutgerinnungsinhibitor. Bei dieser Ausfiihrungsform wird die
Gefahr vermieden, daB durch eine versehentliche Reininjektion
der vorgelegte Inhalt des Blutentnahmesystems (z.B. Stimulan-
tien und/oder Nihrmedium) in den Menschen gelangen und hier
u.U. schiddigend wirken kann. Nach der Blutentnahme werden beil
dieser Ausfiihrungsform die weiteren Zusdtze, wie beispiels-
weise Stimulantien und/oder Ndhrmedium, dem Blut in dem Blut-
entnahmesystem zugesetzt. Dies kann insbesondere durch Auf-

saugen aus entsprechenden Einstechflaschen erfolgen.

Stimulantien kdnnen filir sich allein oder in Kombination zu
mehreren verwendet werden. Als Stimulantien kommen vor allem

in Frage: Mitogene, das sind die Zellteilung aktivierende



10

15

20

25

30

35

WO 00/08464 PCT/EP99/05635

Stoffe. Hier gibt es zahlreiche verschiedene Arten. Diese
dienen u.a. zur Aktivierung der verschiedenen Subtypen von
Lymphozyten. Dariiber hinaus gibt es auch partikuldre Aktiva-
toren von Granulozyten und Monozyten, wie etwa Zymosan und
Bakterien. Granulozyten und Monozyten lassen sich auch durch
18sliche Signalstoffe wie LPS und Muramylpeptide aktivieren.
Des weiteren k&nnen Antigene und Allergene sowie Antikdrper
gegen Oberfldchen-Strukturen der Zellen eingesetzt werden, um

jeweils selektiv bestimmte Zellen bevorzugt zu stimulieren.

Th2-Lymphozyten lassen sich besonders gut kombiniert akti-
vieren, d.h. unter Verwendung von mehreren Stimulatoren. Hier
eignen sich Mitogen und/oder Phorbolester in Kombination mit
Antikdrpern, zum Beispiel Anti-CD 28. Letzteres ist ein co-
stimulierender Coaktivator. Weiterhin geeignet sind Ionen-
kanal-bildende Ionenschleuser. Wenn die Stimulatoren konkur-
rierende Mediatoren, zum Beispiel Interleukin 4 und Interfe-
ron gamma aus T-Zellen freisetzen, dann werden vorzugsweise
mindestens zwei verschiedene Ansdtze gefahren. Dies ist be-
sonders bei der Untersuchung von Blut von Allergikern und
Atopikern, wie Neurodermitikern, wichtig, bei denen zuviel
Interleukin 4 gebildet wird. Die nicht abschliefende Aufzah-
lung zeigt die Vielfalt der durchfiihrbaren Aktivit&dtsbestim-
mungen. Es kdnnen deshalb den jeweiligen Arten der Bestimmung
angepafte Blutentnahmesysteme, insbesondere Spritzenkolben
fiir die Blutentnahme, die die jeweiligen spezifischen Stimu-

lantien bereits enthalten kdnnen, vorrdtig gehalten werden.

Gegenstand der Erfindung sind demgem&f auch Testkits zur Be-

stimmung der Immunabwehraktivit&t von Blutzellen. Diese Test-

kits umfassen

a) ein Blutentnahmebesteck mit

b) einem Blutentnahmesystem, insbesondere einem Spritzenzy-
linder zur Blutentnahme;

c) einen Blutgerinnungsinhibitor, der vorzugsweise in lyo-
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philisierter Form im Blutentnahmesystem, insbesondere
im Spritzenzylinder, vorgehalten ist;

d) gegebenenfalls mindestens ein Stimulans zur Aktivierung
der Blutzellen, das vorzugswelise 1n getrockneter,
insbesondere lyophilisierter Form im Blutentnahmesystem,
insbesondere im Spritzenzylinder, oder in einem separa-
ten GefdR vorgehalten ist;

e) eine Kulturlosung flir das Kultivieren des entnommenen
Blutes; und

f) einen in das Blutentnahmesystem, insbesondere in den
Spritzenzylinder, passenden Ventilkolben zur Trennung
von abgesetzten roten Blutkorperchen vom Uberstand im

Blutentnahmesystemn.

Die Kulturldsung ist vorzugswelise in einer Einstechflasche
vorridtig gehalten, wobei das Volumen der Einstechflasche vor-
zugsweise dem fiir die Kultivierung geeigneten Volumen an
Nihrldsungen entspricht. Durch vollstdndiges Entleeren der
Vorratsflasche vor oder nach der Blutentnahme ist dann das
richtige Volumen in das Blutentnahmesystem, insbesondere in
den Spritzenzylinder, iberfiihrt. Der Ventilkolben ist in der
Regel auBerhalb des Blutentnahmesystems vorgesehen und nach
dem Absetzen der Blutkdrperchen und nach Beendigung der Inku-
pation in das Blutentnahmesystem, insbesondere in den Sprit-

zenzylinder, einfihrbar.

zur Ausriistung gehdrt dann vorzugsweise noch eine oben er-
wihnte thermostatisch regulierbare Vorrichtung, insbesondere
ein Thermoblock, in den die Blutentnahmesysteme, insbesondere
die Spritzenzylinder, einsteckbar sind und zwar beispielswei-
se 20 Spritzenzylinder gleichzeitig, wodurch es moglich ist,
mehrere Ansitze gleichzeitig zu kultivieren. Weiterhin gehort
hierzu ein geeignetes Kilhlgerdt und eine ausreichende Anzahl
an Kiihlbldcken fir den Transport. Wenn erwiinscht oder beson-
dere Bestimmungen durchgefilhrt werden sollen, ist es auch

mdglich, leere oder nur einzelne Substanzen enthaltende Blut-
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entnahmesysteme zu verwenden und in diesen dann die fir den
Spezialfall gewiinschten Substanzen, wie zum Beispiel Kombina-

tionen von Stimulatoren, zuzusetzen.

Beispiel

In einem Spritzenzylinder, beispielswelise einer Monovette der
Firma Sarstedt, ist lyophilisiertes Heparin und opsoniertes
zymosan als mdgliches Stimulans vorgelegt. Auf den Spritzen-
zylinder wird die zugehorige Nadel aufgesetzt, wonach aus
einer Einstechflasche der gesamte Inhalt einer Kulturldsung
von ca. 3 ml herausgesaugt wird. Blutgerinnungsmittel und
Stimulans werden im N&hrmedium aufgenommen. Es werden dann
der Person, deren Blut untersucht werden soll, 2 ml Blut ent-
nommen, was im Rahmen von Mehrfachuntersuchungen erfolgen
kann. Dabei vermischt sich das entnommene Blut mit der Kul-
turldsung und den darin enthaltenen Substanzen. Nach Entfer-
nen der Spritzennadel bleibt der Spritzenkolben verschlossen,
da eine an diesem vorgesehene Schraubenkappe eine selbst ab-
dichtende Durchstechmembran aufweist. Bei nach unten gezoge-
nem Spritzenkolben wird die Kolbenstange durch seitliches Ab-
biegen an einer Sollbruchstelle abgebrochen, so daB der
Spritzenkolben nach Art eines Reagenzglases mit Verschluf
verwendbar ist. Der Spritzenkolben wird dann zusammen mit
anderen Spritzenkolben, in denen dhnliche Tests durchgefiihrt
werden, in einen Thermoblock gegeben und in diesem bei kon-
stant 37 °C wiahrend 24 Stunden inkubiert. Wdhrend dieser Zeit
werden die Zellen zur Abgabe ihrer Botenstoffe stimuliert,
die in das Serum abgegeben werden. Wdhrend der Inkubierung
setzen sich die Blutkdrperchen unten ab, so daB ein im we-
sentlichen klarer Uberstand zurickbleibt. Bei Beendigung der
Inkubationszeit werden die Spritzenzylinder aus dem Thermo-
block genommen und durch Abnahme der Kappe gedffnet. Mit
Hilfe eines StodRels wird ein Ventilkolben, dessen AuBendurch-
messer dem Innendurchmesser des Spritzenzylinders entspricht,

in den Spritzenzylinder eingefilihrt und langsam durch den
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Uberstand bis kurz ilber die sedimentierten Blutkdrperchen in
die Fliissigkeit eingedriickt, wobei sich das Ventil im Ven-
tilkolben 8ffnet und ein HindurchflieBen des Uberstandes in
einen {iber dem Ventilkolben gebildeten separaten Raum ver-
anlaft. Nach Herausnahme des hierzu verwendeten StdBels,
schlieBt sich das Ventil im Ventilkolben automatisch, und der
Spritzenzylinder kann durch Aufsetzen der Schraubenkappe wie-
der verschlossen werden. Die Blutkdrperchen sind auf diese
Weise bleibend vom Uberstand getrennt, unabhdngig davon, wel-
che Erschiitterungen der Spritzenkolben danach erfdhrt. Nach
der Trennung von Blutkorperchen und Uberstand werden die
Spritzenkolben auf eine Temperatur von ca. +4 °C gekiihlt und
in Kihlblocks gesteckt, die ebenfalls auf diese Temperatur
oder auf eine darunterliegende Temperatur gekiihlt sind. Die
Kilhlkapazitidt dieser Kiihlblocks ist so bemessen, daB sie in
geeigneten Versandtaschen, zum Beispiel Luftpolstertaschen,
wihrend einer Versanddauer von mindestens 24 Stunden, ohne
Gefahr eines unerwlinschten Temperaturanstieges, ihre Tempera-
tur halten konnen. Im Testlabor, das sich in der Regel an
einem anderen Ort befindet als der Ort der Blutentnahme und
der Inkubation, kann dann die Aktivit&tsbestimmung, bei-
spielsweise durch ELISA, unter Einsatz vorbestimmter Volumina
des Uberstandes durchgefiihrt werden. Parallelversuche haben
gezeigt, daB bei diesem Vorgehen genaue und reproduzierbare

Aktivitdtswerte erhalten werden.

Die beiliegende Zeichnung zeigt eine bevorzugte Ausflihrungs-
form eines Spritzenzylinders zur Durchfiihrung des erfin-

dungsgemédfen Verfahrens.

Der Spritzenzylinder 1 weist einen Hohlzylinder 2 auf, in dem
ein Spritzenkolben 3 mit Hilfe einer Kolbenstange 4 abdich-
tend verschiebbar angeordnet ist. Der Hohlzylinder 2 weist im
Bereich der Kolbenstange 4 eine Verjlngung 5 auf, die als

Fiihrung fiir die Kolbenstange 4 dient. Die Kolbenstange 4 be-
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sitzt in der Nihe des Kolbens 3 eine Sollbruchstelle 6, die
bei nach hinten gezogenen Kolben im Bereich der Fiihrung 5 zu
liegen kommt und ein milheloses Abbrechen der Kolbenstange bei
nach hinten gefilhrtem Kolben erméglicht. Das von der Kolben-
stange 4 abweisende Ende 7 des Hohlzylinders ist Uber den ge-
samten Querschnitt offen und mit einer Schraubkappe 8 ver-
schlieBbar, die einen Aufsteckstutzen 9 filir eine Spritzen-
nadel 10 besitzt, die mit einem Bajonettverschluf verriegel-
bar ist. Der Ansatzstutzen 10 weist im Innern eine durch-
stechbare Dichtung 11 aus Gummi auf, die beim Aufsetzen der
Nadel 10 durchstochen wird und sich beim Abnehmen der Nadel
wieder verschlieft. Dem Spritzenzylinder 1 ist ein Ventilkol-
ben 12 zugeordnet, der im ungebrauchten Zustand auBerhalb des
Spritzenzylinders vorgesehen ist und dem ein in der Zeichnung
nicht dargestellter StdRel zugeordnet ist. Der Ventilkolben
ist mit Hilfe des StdBels bei abgenommener Schraubkappe 8 in
den Spritzenzylinder einfiihrbar. Diese Einflihrung erfolgt
nach Beendigung der Inkubation des im Spritzenzylinder ent-
haltenen Blutes, das sich in einen Uberstand 13 und ein Sedi-
ment 14 aufgetrennt hat, welches die Blutkodrperchen enthalt.
zZur bleibenden Trennung von Uberstand 13 und Sediment 14 wird
der Ventilkolben bis zur Grenze zwischen Uberstand und Sedi-
ment eingedriickt, wobei der Uberstand durch das Ventil 15 des
Ventilkolbens strdmt, bis der Trennvorgang bei Erreichen der
Grenze zwischen Uberstand und Sediment beendet wird. Bei Be-
endigung des Eindriickvorganges und Herausnehmen des StdBels
schlieRt das Ventil 15 automatisch. Der Spritzenkolben kann
dann wieder durch Aufsetzen der Schraubkappe 8 dicht ver-
schlossen und der Spritzenkolben als Aufbewahrungs-, Kihl-
und Transportbehdlter verwendet werden, so daB das Blut bzw.
seine getrennten Teile zwischen der Blutentnahme und der
eigentlichen Durchfiihrung der Aktivit&tsbestimmung nicht um-
gefiillt zu werden braucht. Spritzenzylinder der beschriebenen

Art sind unter der Bezeichnung "Monovetten" und Ventilkolben
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unter der Bezeichnung "Seraplas", jeweils von der Firma
Sarstedt, D-51588 Nymbrecht im Handel.
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Patentanspriiche

Verfahren zur Bestimmung der Immunabwehraktivitdt von
Blut durch Stimulation der weiBen Blutzellen im Voll-
blut, Inkubieren des Vollblutes, Trennung von Uberstand
vom Sediment und Bestimmung der Aktivit&dt aus dem abge-

trennten Uberstand.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB
das Blut ohne vorherige Abtrennung der roten Blutkorper-
chen extrakorporal mit einem Blutgerinnungsmittel, ins-
besondere einem Blutgerinnungsinbibitor, gegebenenfalls
mindestens einem Stimulans (Aktivierungsmittel) zur
Stimulierung von Blutzellen zur Abgabe von Botenstoffen
in Verbindung gebracht wird, das gesamte Blut inkubiert
wird, danach eine Trennung von Blutkdrperchen vom
{lberstand vorgenommen wird und die Immunabwehraktivitat
anhand der im Uberstand enthaltenen Botenstoffe bestimmt

wird.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich-
net, daB das Inkubieren in Gegenwart von Ndhrmedium vor-
genommen wird, das vorzugsweise mit mindestens einem
Blutgerinnungsinhibitor und insbesondere auch minde-
stenseinem Stimulans zusammengebracht wird, bevor das

Blut zugegeben wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, daB das Inkubieren in Gegenwart
von Nidhrmedium vorgenommen wird, das vorzugsweise nach
dem Versetzen des Blutes mit mindestens einem Blutgerin-
nungsinhibitor mit dem Blut in Verbindung gebracht

wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-

durch gekennzeichnet, daB das Inkubieren in Gegenwart
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von mindestens einem Stimulans vorgenommen wird, das
vorzugsweise nach dem Versetzen des Blutes mit minde-
stens einem Blutgerinnungsinhibitor mit dem Blut in

Verbindung gebracht wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriliche, da-

durch gekennzeichnet, daf die Inkubierung des Vollblutes
bei ca. 37 °C, vorzugsweise in einer thermostatisch re-
gulierbaren Vorrichtung, insbesondere einem Thermoblock,

vorgenommen wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, daB die Inkubationsdauer wenige

Minuten bis etwa 60 Stunden betragt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, daB die Trennung des Uberstandes
von den Blutkdrperchen im Sediment ohne vorherige Zen-

trifugation vorgenommen wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriliche, da-
durch gekennzeichnet, daB das inkubierte Blut nach der
Inkubation und Trennung gekiihlt wird und bis zur Aktivi-

tadtsbestimmung gekiihlt gehalten wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, daB das Blut in einem zur Blutent-
nahme verwendeten Blutentnahmesystem, insbesondere einem
Spritzenzylinder, inkubiert wird und die Trennung des
Uberstandes von den Blutkdrperchen im Blutentnahmesy-
stem, insbesondere im Spritzenzylinder, vorzugsweise mit
Hilfe einer zeitweise durchldssigen Trennwand, insbeson-
dere einem verschiebbaren Ventilkolben, vorgenommen

wird.
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, daf das Blutgerinnungsmittel,
insbesondere der Blutgerinnungsinhibitor, und vorzugs-
weise auch das mindestens eine gegebenenfalls verwendete
Stimulans im Blutentnahmesystem, insbesondere im Sprit-
zenzylinder, oder in einem separaten GefdB in trockener

Form vorgelegt sind.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, daB das aufgeteilte Blut in ge-
kiihltem Zustand, vorzugsweise in einer Kiihlpackung,

transportiert wird.

Verfahren nach einem der Anspriche 10 bis 12, dadurch
gekennzeichnet, daB das zur Blutentnahme verwendete
Blutentnahmesystem, insbesondere der Spritzenzylinder,
nach der Trennung von Uberstand und roten Blutkorperchen
als Aufbewahrungs-, insbesondere Versandbehdlter,

verwendet wird.

Testkit zur Bestimmung der Immunabwehraktivitdt von

Blutzellen, insbesondere zur Durchfiihrung des Verfahrens

nach einem der vorhergehenden Anspriiche, mit

a) einem Blutentnahmebesteck mit

b) einem Blutentnahmesystem, insbesondere einem
Spritzenzylinder zur Blutaufnahme,

c) einem Blutgerinnungsinhibitor,

d) gegebenenfalls mindestens einem Stimulans zur

Aktivierung der Blutzellen zur Abgabe von Boten-

stoffen,
e) einer Kulturlésung flr das Blut, und
£) einem in das Blutentnahmesystem, insbesondere in

den Spritzenzylinder passenden Ventilkolben zur
Trennung von abgesetzten Blutkorperchen vom Uber-

stand im Blutentnahmesystem.
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Kit nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daf der
Blutgerinnungsinhibitor und/oder das mindestens eine
Stimulans in vorzugsweise trockener, insbesondere lyo-
philisierter Form, in dem Blutentnahmesystem, insbeson-

dere in dem Spritzenzylinder, enthalten sind.

Kit nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet,
daf die Kulturldsung und/oder das mindestens eine Stimu-
lans volumendosiert in mindestens einer Einstechflasche

enthalten sind.

Kit nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch gekenn-
zeichnet, daf der Ventilkolben auferhalb des Blutentnah-
mesystems, insbesondere des Spritzenzylinders, vorgese-
hen und nach dem Absetzen der Blutkodrperchen in das eine
abnehmbare Kappe aufweisende Blutentnahmesystem einfilhr-

bar ist.

Verwendung eines medizinischen Blutentnahmesystems, ins-
besondere eines Spritzenzylinders, mit verschiebbarem

Spritzenkolken, mit einer zeitweise durchldssigen Trenn-
wand zur Inkubierung von Vollblut im Blutentnahmesystem
und anschliefBenden Trennung von Uberstehendem Serum von

den Blutkdrperchen mit Hilfe der Trennwand.

Verwendung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB
die Trennwand im Blutentnahmesystem, insbesondere im
Spritzenzylinder, verschiebbar und insbesondere nach der
Inkubierung in das Blutentnahmesystem, insbesondere in

den Spritzenzylinder, einfilhrbar ausgebildet ist.

Verwendung nach Anspruch 18 oder 19, dadurch gekenn-
zeichnet, daB die Trennwand eine Ventileinrichtung auf-
weist, die nach der Trennung vorzugsweise selbsttédtig
schlieft.
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