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Zusammenfassung: Die DurchfluBzytometrie hat -

sich in den vergangenen Jahren von einer reinen For-
schungsmethode zu einem fest etablierten diagnosti-
schen Vertahren entwickelt. Die verwendeten Proto-
kolle und die Indikationen zur durchflufzytometri-
schen Diagnostik sind ebenso wie die technischen An-
siitze und Datenanalyse in stéindiger Entwicklung be-
griffen. Das Ziel des vorliegenden Positionspapiers ist
es, anhand aktueller Literatur und moderner Protokol-
le und Techniken die diagnostische Wertigkeit durch-
fluBzytometrischer Methoden kritisch zu beleuchten.
Dabei werden Verfahren, die nachgewiesenermafen
einen Stellenwert in der Primérdiagnostik und Thera-
piekontrolle besitzen, ebenso dargestellt wie Verfah-
ren. deren Bedeutung bei einem hohen diagnostischen

Potential noch nicht ausreichend belegt ist. Die Auto- -

ren beabsichtigten nicht, mit der vorliegenden Uber-
sicht Standards zu definieren, sondern wollen fiir die
Weiterentwicklung der Durchfluzytometrie, aber
auch fiir die Verstindigung mit anderen interessierten
Fachgesellschaften eine Diskussionsgrundlage bereit-
stellen.
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Summary: Flow cytometry in recent years has
evolved as a firmly established diagnostic method
after initially being only a research method. Protocols
and indications for flow cytometric diagnostics as well
as technical approaches and strategies for data analysis
are currently in continuous development. The goal of
this position paper is the critical discussion of the di-
agnostic value of flow cytometric methods based on
recent literature and modern protocols and techniques.
Methods with a well established value in primary di-
agnostics and therapy control are discussed as well as
methods which are still of uncertain relevance despite
a high diagnostic potential. The authors do not intend
to define standards with this review but to provide a
basis for the further development of flow cytometry as
well as development of consensus with other interest-
ed scientific societies.

Keywords: flow cytometry; cellular diagnostics.
ie DurchfluBzytometrie ist ein automatisierbares

Verfahren zur Analyse von Zellen in Suspension.
Die technische Entwicklung reicht von einfachen

- Zihlgeriten bis hin zu modernen multiparametrischen

Geriten [1, 2]. Diese technische Entwicklung war eng
mit der Entwicklung der Computertechnologie ver-
kniipft, so daB die Ansteuerung der Mefgeriite und die
Analyse der bei der Messung erhobenen Daten trotz
steigender Komplexitit bewiiltigt und zunehmend ver-
einfacht werden konnte.

Die Fortschritte in Immunologie, Zellbiologie, Bio-
chemie, Molekularbiologie, molekularer Medizin und
auf vielen anderen Gebieten fiihren zu einem raschen
Ansteigen der Fragestellungen und verfiigbaren Proto-
kolle. Zunehmend wird dabei klar, daB durchfluBzyto-
metrische Untersuchungen einen wichtigen Beitrag fiir
die. Diagnostik leisten konnen. Immunregulatorische
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Prosesse bei physiologischen und pathologischen Vor-
giingen lassen sich am friihesten an Zellen des Im-
munsystems  untersuchen. ot einen  betriichtlichen
Zeitraum vor dem Aultreten serologischer Parameter.

In den vergangenen Jahren hat sich die Durch-
fluBsytometric von ciner reinen Forschungsmethode
7u cinem ctablierten und zunehmend standardisicrten
Verfahren in der Routinediagnostik entwickelt. Fiir die
Routinediagnostik stehen mittlerweile weitgehend au-
tomatisierte  Losungen zur Verftigung. Zu den ge-
briiuchlichen Anwendungen sind heute Protokolle eta-
bliert. die cine schnelle und einheitliche Abarbeitung
der Untersuchungsproben  zulassen. Dennoch muB
konstatiert werden, daB eine umfassende Standardisie-
rung der DurchfluBzytometrie heute noch nicht er-
reicht ist und zudem viele Untersuchungen einen er-
heblichen Anspruch an Sorgfalt und Sachverstand der
beteiligten Personcn stellen.

Allgemeine Hinweisc zu Entnahme, Lagerung und
Transport von Proben sowie zur Testinterpretation bil-
den den ersten Teil der vorliegenden Ubersicht. Im fol-
genden werden die Verfahren beschrieben, die a) auf-
grund ausreichender Standardisierung und erwiesenem
diagnostischen Nutzen in der Routinediagnostik fest
etabliert sind, b) an der Schwelle zur diagnostischen
Nutzung stehen, aber noch keinen gesicherten diagno-
stischen Nutzen haben. nicht ausreichend standardi-
siert sind oder fiir die noch keine routinetauglichen
Protokolle etabliert wurden, und c) moglicherweise
das Potential haben, spiteren Eingang in die Routine-
diagnostik zu finden. aber noch ein besonders hoher
Forschungsbedarf besteht.

Danach werden, ausgehend von den verfiigbaren
Methoden, Indikationen und Referenzen in tabellari-
scher Form dargelegt. sofern dies nicht bereits im Text
geschehen ist.

1. Praanalytik, technische Hinweise und
Dateninterpretation

1.1. Untersuchungsmaterial und Probenvorbereitung
Die meisten Untersuchungen fiir die Routinediagno-
stik werden heute aus EDTA-antikoaguliertem Vollblut
durchgefiihrt. Es ist aber ebenso méglich, mit Zitrat-
oder Heparin-antikoaguliertem Blut zu arbeiten. Von
extrazellulirem Kalzium abhingige Vorginge - wie
Oxidativer Burst. Phagozytose oder die intrazellulire
Zytokinmessung erfordern allerdings im Falle moder-
ner Vollblutmethoden Heparinblut. ’ :
Die Proben miissen generell méglichst frisch ins
Labor gelangen, insbesondere bei Messung von throm-

Nicht standardisierte Abkiirzungen: B-CLL, chronisch lympha-
tische Leukamie der B-Zellreihe; DAF, decay accelerating factor;
FH, familidre Hypercholesterinamie; FITC, Fluoresceinisothiocya-
nat; GPI, Glykosyphosphatidylinositol; IFN-y, Interferon-y, IL-1q,
Interleukin-1a, IL-1f, Interleukin-1f3, LDL, Low density Lipoprotei-
ne; MFI, Mittlere Fluoreszenzintensitat; MGUS, monoklonale Gam-
mopathie unklarer Signifikanz; PNH, paroxysmale nachtliche H&-
moglobinurie; REAL-Klassifikation, Revised European-American
Lymphoma Classification; TNF-«, Tumornekrosefaktor-a; ZNS,
Zentralnervensystem,
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bozytiren Antigenen, Aktivierungsmarkern und funk-
tionellen Tests. Fiir Immunphinotypisierungen wird in
aller Regel die taggleiche Bestimmung angestrebt.
Dics ist jedoch bei der Leukdmie- und Lymphomdia-
gnostik oft nicht mdglich [3]. Blut sollte im allgemei-
nen bei Raumtemperatur. Korperfliissigkeiten mit
ciner geringen Stabilitdt von Zellen eher gekiihlt auf-
bewahrt und transportiert werden. Die eingesetzte
Zellzahl liegt bei den meisten Messungen um die 10°
Zellen pro Einzelansatz.

Damit eine Probe durchflufizytometrisch gemessen
werden kann, muB iiber ein fir die zu bestimmenden
Eigenschaft spezifisches Nachweisprinzip der Analyt
fiir fluoreszenzoptische Detektion zugiinglich gemacht
werden. Das kann iiber fluorochrommarkierte mono-
klonale Antikérper oder biochemische Reaktionen mit
fluoreszierenden bzw. fluorogenen Substraten erfol-
gen, die einzeln oder in Kombination eingesetzt wer-
den.

Wiihrend in ersten Protokollen die Firbung von Zel-
len des Blutes erst nach Separation der Leukozyten er-
folgte, wird heute meist Vollblut inkubiert und vor der
Messung eine Erythrozytenlyse durchgefiihrt. Dabei
unterscheiden sich Rezepturen und Fixierungseigen-
schaften der verschiedenen kommerziell angebotenen
Produkte erheblich und beeinflussen die Ergebnisse in
unterschiedlichem Mabfe.

1.2. Messung im Durchfluffzytometer

Die eigentliche Messung erfolgt in DurchfluBzytome-
tern, die in verschiedener Bauart von einigen Herstel-
lern in mittlerweile routinetauglicher Konfiguration
und Softwareausstattung angeboten werden. Die am
stirksten verbreiteten Geridtetypen verwenden heute
als Lichtquelle einen Argonlaser mit 488 nm Anre-
gungswellenlidnge zum Teil erginzt durch eine Laser-
diode mit 635 nm Emission. Auf diese Geriite sind die
meisten Applikationen mit bis zu vier simultanen Im-
munfluoreszenzen ausgerichtet. Durch Kombination
mit anderen Lasern oder Anregungsquellen und Ver-
wendung speziell entwickelter Farbstoffe sind heute
Vielfarbfluoreszenzmessungen reproduzierbar méglich
[4]. : :

Um die Expression von‘Zelloberflichenmolekiilen
besser quantifizieren zu konnen, gibt es verschiedene
Ansitze zur Kalibration der gemessenen Fluoreszen-
zintensititen [5-10]. Dabei werden die einzelnen Me-
thoden recht kontrovers diskutiert [11, 12]. Keines der
derzeit kommerziell angebotenen Verfahren zur Anti-
genquantifizierung konnte bislang multizentrisch vali-
diert werden, obwohl solche Studien fiir einzelne Pa-
rameter vereinzelt schon existieren [13].

Wie fiir jede in der Routine eingesetzte Diagnostik
muB auch hier eine Qualitiitssicherung stattfinden [14].
Zur internen Qualitdtskontrolle wird empfohlen, mit
Hilfe von kommerziell erhiltlichen Kalibrierungsparti-
keln die Fluoreszenzkanile, sowie die Kompensation
einzustellen. Dies ist alternativ auch mit standardisier-
ten und auch kommerziell erhiiltlichen Kontrollzellen
moglich. Letztere konnten auch in der DurchfluBzyto-



metrie in einer Analysenserie als Prizisionskontrolle
mitgemessen werden. Weiterhin gehoren auch Richtig-
keitskontrollen und externe Kontrollen in Form von
Ringversuchen (z.B. INSTAND e.V.) zur guten Labor-
praxis. . :

Die Messung ist bei Verwendung von ,,Single-Plat-
form*“-Assays, bei denen eine Absolutzihlung von Zel-
len in einer volumenkalibrierten Messung unmittelbar
durchgefiihrt wird, besonders exakt [15, 16]. Sofern
diese nicht verfiigbar sind, konnen als Ausweichmdog-
lichkeiten ,,Dual-Platform“-L6sungen, bei denen Ab-
solutzahlen aus einer parallelen Bestimmung an einem
Hiamatologieanalysator abgeleitet werden, eingesetzt
werden.

Plausibilitdtskontrollen tragen zur Qualitiitssiche-
rung bei. Dazu zihlen der Vergleich der durchfluBzy-
tometrisch erstellten Ergebnisse mit den Ergebnissen
am Himatologieautomaten (z.B. Monozyten vs.
CD14/45 positive Zellen; bei Absolutzihlungen auch
Lymphozytenprozente und absolute Lymphozyten-
zahl), die Kontrolle der Lymphozytensumme, sofern
mit einem Lymphozyten-,,Gate* gearbeitet wird (% T
+% B +% NK = 100+5%), und die Kontrolle der Ube-
reinstimmung der pro Patient mehrfach bestimmten
Marker (allgemein wird CD3 in mehreren Ansiitzen
bestimmt).

1.3. Datenauswertung und -analyse

Neben der reinen MeBwerterfassung sind in die heute
verfiigbaren DurchfluBzytometer Programme fiir
Mehrparameteranalysen und Datenauswertung der ge-
speicherten MeBdaten integriert. Die fiir Routinedia-
gnostik geeigneten Softwarepakete schlieBen Algorith-
men zur standardisierten Geriteeinstellung und Qua-
litdtskontrolle ebenso ein wie Moglichkeiten zur Abar-
beitung vordefinierter Parameterkombinationen zur
Abkldrung typischer Fragestellungen. Diese Algorith-
men sind mittlerweile auch an die Messung geringer
Zellzahlen anpafibar. Weiterhin sind Verkniipfungen
mit Labordatensystemen und die Befundausgabe in
deutscher Sprache wesentliche Anforderungen an der-
artige Softwarepakete, die bei Plattformentscheidun-
gen eine Rolle spielen sollten.

1.4. Dateninterpretation )

Die Interpretation durchfluBzytometrisch erstellter
Werte ist von einer Reihe von Einflu- und St6r-Fak-
toren abhingig:

* Blutentnahme, Lagerung und Transport:

» Korperlage: wie fiir alle korpuskuliren Bestand-
teile ca. 5-10% niedrigere Werte im Liegen (fiir
Absolutbestimmungen)

* Tageszeit: Fiir viele Werte besteht eine zirkadia-
ne Rhythmik [17. 18]

* Zu lange Lagerungs- oder Transportzeiten verfil-
schen die Ergebnisse (z.B. fiir die Lagerung von
Blut bei 4°C sind in Abhingigkeit von der Aufar-
beitungstechnik Verdnderungen ‘in der Detektion
von Lymphozyten-populationen beschrieben)
119-21] :
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* Individualfaktoren
¢ permanente
* Lebens-/Ernihrungsgewohnheiten (z.B. Alko-
hol-, Nikotin-Abusus) [22-25]
* Die MeBwerte sind vom ethnischen Hinter-
grund -abhéngig [26-29]
* Geschlechtsabhiingigkeit {27, 28, 30, 31]
» Erbfaktoren (z.B. CD45RA, CD16b [32, 33]
* langfristige
* Die Verteilung der Populationen peripherer
Lymphozyten im Kindesalter ist signifikant
unterschiedlich zu den Werten bei Erwachse-
nen und strikt altersabhiingig [34, 35].
* In der Schwangerschaft sind viele Parameter
physiologischerweise verschoben [36-39].
* kurzfristige
» Korperliche Aktivitit, Immobilisation [40, 41]
* Ernihrung, Nahrungskarenz
» verschiedene Grunderkrankungen [42]
* verschiedene Therapieformen (z.B. Chemothe-
rapeutika, Immunsuppressiva,
lantien) [43-46]

Immunstimu-

1.5. Personelle und strukturelle Anforderungen an
durchflu8zytometrische Labors '

Da es fiir eine sachgemiBe Analytik wesentlich ist,
Proben in frischem Zustand aufzuarbeiten, sollten
durchfluBzytometrische Labors in unmittelbarer Nihe
der probenentnehmenden Einrichtungen oder Praxen
gelegen sein. Trotz aller automatisierten Detaillésun-
gen ist es derzeit noch unerldBlich, im durchfluBzyto-
metrischen Labor speziell geschultes technisches Per-
sonal zu beschiftigen, das iiber eine umfangreiche Er-
fahrung verfiigen sollte. um weitgehend selbstiindig
die technischen Arbeitsabliufe durchfiihren zu kdnnen.
Die Verfahren sollten in Standardarbeitsvorschriften
(SOPs) dargestellt sein, die eine einheitlich, jedoch
derzeit noch nicht standardisierte formale Struktur auf-
weisen sollten. Die Betreuung des Labors sollte einem
wissenschaftlichen Mitarbeiter obliegen, der mit den
durchfluBzytometrischen Verfahren griindlich vertraut
1st.

2. DurchfluBzytometrische Untersuchun-
gen in der Routinediagnostik
2.1. Etablierte diagnostische Verfahren

Phdinotypisierung lymphatischer Zellen

Die im Rahmen der prognostischen Charakterisierung
der HIV-Erkrankung etablierte Standard-Parameter-
kombination zur Charakterisierung der Lymphozyten
des peripheren Blutes umfaBt Antikorper gegen T-
(CD3), T-Helfer- (CD4), T-zytotoxische (CDS8), B-
(CD19) und NK-Zellen (CD16 und oder CD56 sowie
den fakultativen. Einsatz von CDI14 oder CDI3 in
Kombination mit CD45) [47]. Dieses Panel wurde
primir fiir die Absolutzihlung von CD4+ T-Zellen in
einer ,,Dual-Platform™-Technologie etabliert. CDI14
und CD45 dienen als Gate-Kontrolle zur Etablierung
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Untersuchung Parameter .
Immunphénotypisierung
i Panpheres Blutl Lymphozyten-Subpopulationen
CD38+CD8+

Naive/Memory-T-Zellen
T-Zell-Repertoire
B-Zell-Aktivierung
Lymphomazellen

CD34+ Stammzellen

HLA-B27

Vi T-Zellen

D16+ & CD66b+ Granulozyten
Retikulozyten

Residualzelien in filtrierten
Blutkomponenten

LDL-Rezeptor

Fetale Erythrozyten

CD11a/b auf Granulozyten
HLA-DR auf Monozyten
HLA-DR4

Aktivierte Thrombozyten, Retiku-
lierte Thrombozyten

Knochenmark Blastére Zellen

Lymphomzellen

Plasmazellén
Fotales Blut Lymphozyten-Subpopulationen
Liquor Lymphozyten-Subpopulationen

Bronchoalveolére Lymphozyten-Subpopulationen
Lavage-Flussigkeit

Lymphknoten hamatopoetische (Tumor-)Zellen

Funktionelle Charakterisierung

Peripheres Blut Th1/Th2
Adenosindeaminase
Interleukin-2-Produktion
ZAP-70-Kinase
Virus-spezifische T-Zellen
Allogen-aktivierte T-Zellen

Tumor-spezifische T-Zellen

Mitogenaktivierte T-Zellen
Phagozytoserate und -intensitat

NADPH-Oxidasedefekt

Basophilendegranulation auf
Allergenstimulation hin

Myeloperoxidase
DNA-Analyse
Bioptate Ploidie
Sonstige Verfahren
Peripheres Blut Praformierte Antikérper (auch nicht

komplementaktivierende)

antithrombozytére Antikdrper

Tabelle 1 Indikationen zur durchfluBzytomelrischen Unlersuchung

Indikationen Referenzen

HIV 48-50]
Transplantation 53-57]

HIV 60-67, 253, 255)
HIV 254)
Omenn-Syndrom 52

SCID 58, 59]

Primérdiagnostik und Verlaufskontrolle
bei Non-Hodgkin-Lymphomen
Stammzelitransplantation

Mb. Bechterew

Kawasaki-Syndrom

Paroxysmale nokturne Hamoglobinurie
Anamiediagnostik

Qualitétskontrolle

Familidre Hypercholesterinédmie
Fetomaternale Hamorrhagie
Leukozytenadhasionsdefizienz
Sepsis

Rheumatoide Arthritis
Thrombotische Erkrankungen,
Thrombozytopenie

Primérdiagnostik und Verlaufskontrolle
bei akuten Leukadmien und myelo-
proliferativen Erkrankungen
Primardiagnostik und Verlaufskontrolle
bei Non-Hodgkin-Lymphomen
Differentialdiagnostik klonaler
Gammopathien

SCID

entziindliche / autoimmune
Erkrankungen des ZNS

entzindliche / autoimmune
Lungenerkrankungen

Interstitielle Lungenerkrankungen
Sarkoidose

Kollagenosen

exogen allergische Alveolitis und andere
eosinophile Lungenerkrankungen

Leukdmie-/Lymphomdiagnostik

HIV

SCID

SCID

SCID

Uberwachung antiviraler Therapien
Posttransplantationsmonitoring,
Graft-vs-Host-Disease
Therapiemonitoring supportiver
Immuntherapien

generelle Beurteilung der Immunreagibilitat

angeborene und transiente o
Phagozytosedefekte

Chronische Granulomatose, aber auch
Sepsis, SIRS

grenzwertige allergische und
pseudoallergische Diagnosen*
Myeloperoxidasemangel

Spezifitat von Tumorzellen

Cross-Match-Analytik zur
Transplantationsvorbereitung
Abklarung von Thrombozytopenien

3, 68, 70, 71, 77-79]
83, 84, 86, 87]
92:94

97-101)

102, 105-107)
108-111]
115, 116]

117-120]

121)

151-153)

198, 211]
221-226]

122-124, 126, 127)

[3. 68-72, 74-76, 326)

[3. 68, 71, 77-79]
[80, 81]

[51]
[181, 182]

[154, 155, 158-160, 167,
168, 170-172, 174, 175)

157, 161-166)

161-163)

161, 163, 173]

156, 161, 163, 169, 176]

[193, 194]

287, 288)
321]

276)

322, 323) “
230, 231]

232, 233)

[234]

[235)
(144, 242-246)

[138-140, 142-149]
[248-250]
(320]

[133-137]

(150}
[130-132)
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eines Lichtstreuungsfensters mit iiberwiegendem Ge-
halt an Lymphozyten. Diese Marker werden daher iib-
licherweise nicht befundet und sind bei ,,Single-Plat-
form“-Analytik. das heifit unmittelbarer Ermittlung
der Absolutkonzentration von B- und T-Zellen auf
einer volumenkalibrierten Plattform nicht notwendig.
Ebenso dient die Bestimmung von CD8 T-Zellen, B-
Zellen-und NK-Zellen der Priifung der Volistindigkeit
des . lymphatischen* Analysefensters.

Ausgehend von diesem Protokoll werden heute,
teilweise unter Zuhilfenahme weiterer Marker, Lym-
phozyten zur generellen Beurteilung des zelluldren Im-
munstatus charakterisiert, insbesondere bei HIV-Infek-
tion [48-50], Immundefekten [51, 52] und nach Trans-
plantation [53-57]. Die Beurteilung von Immunde-
fekten kann im Einzelfall die Einbeziehung zusitzli-
cher Parameter auch auf B-Zell-Ebene erfordern [58,
59]. Hiufig wird das Panel dabei je nach klinischer
Fragestellung durch die Messung von Aktivierungs-
markern, namentlich HLA-DR, Interleukin-2-Rezeptor
(a-Kette: CD25), CD38 [60-67], und Transferrin-Re-
zeptor (CD71) erginzt.

Leukédmie- und Lymphomdifferenzierung

Die Immunphinotypisierung mit_Hilfe der Durch-
fluBzytometrie hat zunehmend bisherige Methoden der
Morphologie und Zytochemie in der Primirdiagnostik
und Verlaufskontrolle himatologischer Neoplasien er-
gdnzt bzw. ersetzt. Die Multiparameteranalyse aus
Voliblut oder Knochenmarksuspensionsmaterial ohne
vorherige Anreicherung iiber einen Dichtegradienten,
verbesserte Auswertestrategien sowie die Verfiigbar-
keit neuer Antikdrper und Fluorochrome erlauben hier-
bei eine detaillierte Charakterisierung des zelluldren
Phinotyps (Linienzugehorigkeit, Reifegrad)- sowie
eine sensitive Detektion residualer Zellen unter Thera-
pie [3. 68-72].

Hinsichtlich der Diagnostik Akuter Leukidmien er-
mdoglicht die DurchfluBzytometrie die zweifelsfreie Li-
nienzuordnung der Zellen in nahezu allen Fillen, so
daB die Diagnose einer undifferenzierten Leukimie
zunehmend seltener gestellt werden muB. Scoring-Sy-
steme zur Klassifikation der Blasten anhand einer vor-
gegebenen Wertigkeit einzelner exprimierter Antigene
gewinnen zunehmend an Bedeutung, wobei der Nach-
weis intrazelluldr exprimierter Antigene (z.B. Myelo-

peroxidase, CD79a, CD3) von wesentlicher Bedeutung -

ist [73. 74]. Fiir die Akuten Myeloischen Leukimien
konnten spezielle Immunphénotypen einzelnen Entité-
ten der FAB-Klassifikation oder Subsets mit definier-
ten genetischen Defekten bzw. einer eigenstindigen
prognostischen Relevanz zugeordnet werden [75]. In
bezug auf die Akuten Lymphatischen Leukidmien
wurde ein Klassifikationsschema basierend auf der im-
munologischen Charakterisierung des Reifegrades der
Blastenpopulation entwickelt [76].

Fiir die chronischen B-Zellneoplasien erméglicht
die DurchfluBzytometrie die Bestitigung der Klona-
litdt iiber den Nachweis der homogenen Expression
eines Immunglobulinleichtkettentyps. In Kombination

U. Sack et al.: DurchfluBzytometrie in der Klinischen Diagnostik

mit weiteren differenzierungsabhiingig exprimierten
Antigenen kann so der Nachweis selbst geringer An-
teile klonaler B-Zellen erbracht werden [77, 78]. Typi-
sche Immunphiinotypen sind beschrieben fiir die chro-
nisch lymphatische Leukiimie der B-Zellreihe (B-
CLL). die Haarzellleukdmie sowie das Mantelzelllym-
phom [79]. Der zytoplasmatische Nachweis der
Leichtkettenrestriktion erlaubt in Kombination mit
Plasmazellen charakterisierenden Antigenen (CDI[38,
CD38) den Nachweis klonaler Plasmazellen im Rah-
men einer monoklonalen Gamimopathie unklarer Sig-
nifikanz (MGUS) oder eines Plasmozytoms [80, 81].
Chronische Neoplasien der T-Zellreihe stellen hiufig
noch ein gesondertes Problem dar, da hier die Diagno-
se zumeist nur bei einem abnormen Phiinotyp wie dem
Verlust einzelner T-Zellantigene gestellt werden kann.
Die REAL-Klassifikation (,,Revised European-Ameri-
can Lymphoma Classification) stellt ein erstes umfas-
sendes Klassifikationsschema dar, welches auf immu-
nologischen, morphologischen und molekularbiologi-
schen Daten basiert [82]. Derzeit wird sie durch die
WHO weiterentwickelt.

Zukiinftig wird der Stellenwert der durchfluzyto-
metrischen Diagnostik erweitert werden durch den di-
rekten Nachweis von krankheitsspezifischen Fusions-
proteinen (z.B. Ber-ABL) sowie durch die Einbezie-
hung weiterer Antigene, welche die biologischen Ei-
genschaften der malignen Zelle bestimmen, so MHC-
und Adhisionsantigene oder Proteine, deren Expressi-
on eine Therapieresistenz gegeniiber Chemotherapeu-
tika bewirkt.

Messung CD34-positiver hdmatopoetischer Stamm-
und Progenitorzellen

Das ‘CD34 Antigen ist auf friihen Zellen der Hamato-
poese exprimiert und dient als Marker zur Quantifizie-
rung von Stamm- und Progenitorzellen aus peripherem
Blut, Knochenmark oder Stammzellprodukten im Rah-
men der Stammzelltransplantation [83-85].

Aufgrund des zumeist geringen Anteils von CD34
exprimierenden Zellen ist eine streng standardisierte
Methodik notwendig, wobei zur Erhthung der Spezi-
fitit eine Multiparameteranalyse in Kombination mit
einer standardisierten Datenanalyse, wie sie z.B. im
ISHAGE-Protokoll anhand einer sequentiellen Ver-
kniipfung von Analyseregionen vorgegeben wird, un-
abdingbar ist [86, 87]. Durch die gleichzeitige Analy-
se des Pan-Leukozytenantigens CD45 kann eine siche-
re Abgrenzung leukozytirer Zellen von Aggregaten
oder Membranfragmenten sowie eine zusitzliche Cha-
rakterisierung unreifer Zellen anhand der verringerten
CDA45-Dichte erreicht werden.

Ein weiteres Problem der Stammzellanalytik ist die
Quantifizierung der Stammzellen pro Volumeneinheit
des Probenmaterials. Wurden bislang zumeist Leuko-
zytenkonzentrationen zugrunde gelegt, welche iiber
Blutbildautomaten gewonnen wurden, und diese nach-
folgend mit den prozentualen Werten der Leukozyten-
populationen aus der DurchfluBzytometrie verrechnet,
so ist gegenwirlig die prézisere Quantifizierung direkt
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am  DurchfluBzytometer als .single-platform-assay*
durch Zugabe definierter Konzentrationen von Parti-
keln oder dic Verwendung von ReagenzgefdBen mit
ciner vorgeleglen, definierten Partikclkonzentration
bei gleichzeitig definiertem Probenvolumen als Stan-
d.ml an/usuhun [16. 88].

Zukiinftig dirfie dic Analyse von Stammzellsubpo-
pulationen zunehmend an Bedeutung gewinnen. In
Studien konnte gezeigt werden, daB eine Korrelation
des Anteils der jeweils liniendeterminierten Stamm-
s¢llpopulationen zur schnellen Regeneration der Neu-
trophilen oder Thrombozyten besteht [89]. Ein dauer-
hafter Transplantationserfolg ist hingegen auf die
Transplantation pluripotenter unreifer Stammzellen
angewicsen, deren Charakterisierung iiber die Analyse
von CD38, CD90, HLA-DR, ACI133 oder c-Kit ange-
strebt wird [90]. In einer neueren Arbeiten wurde wei-
terhin ein spezifischer Marker pluripotenter Stammzel-
len. der VEGF-Rezeptor 2 (KDR), beschrieben [91].
Da ebenfalls der Nachweis pluripotenter, CD34-nega-
tiver hiimatopoetischer Stammzellen berichtet wurde
ist zu erwarten, dal zukiinftig die routinemiBige Ein-
beziehung weiterer Marker erginzend zum CD34 An-
tigen zur Charakterisierung der Stammzelleigenschaf-
ten gefordert werden wird.

HLA-B27

Die durchfluBzytometrische Analyse der HLA-B27
Expression stellt eine zuverldssige, okonomische, an-
wendungsfreundliche und zeitsparende Alternative ge-
geniiber dem konventionellen Mikrolymphozytentoxi-
zititstest und neueren serologischen Methoden dar
[92-94]. Beim Einsatz der monoklonalen Antik6rper
ist zu bedenken, daB viele Antikorper eine Kreuzreak-
tivitat mit HLA-B7 aufweisen. Dieses muf in entspre-
chenden zusitzlichen Kontrollansitzen iiberpriift wer-
den. Ferner ist ein Antikorper mit einer Kreuzreakti-
vitit gegen HLA-B37 und HLA-B39 beschrieben [95].
Damit sind diagnostische Sensitivitdt und Spezifitit
wesentlich durch die individuellen Bedingungen der
Analytik beeinfluit. Hierzu zdhlen neben der Auswahl
der Antikorper vor allem die Inkubationszeit. Eine
Standardisierung dieses Testes steht aus [92, 93, 95,
96]. Positive Befunde sollten derzeit aber noch im Mi-
krozytotoxizitiitstest oder mittels Molekularbiologie
bestitigt werden.

Vg2 T-Zellen

Das Kawasaki- Syndrom ist eine akute Vaskulitis des.

Kindesalters mit- unklarer Atlopathogenese Obwohl
die Erkrankung in den meisten Fillen komplett aus-
heilt, kommt es in 10 bis 15% der Fille zu einem
Koronararterienaneurysma mit entsprechenden Konse-
quenzen. Im peripheren Blut findet sich eine selektive
(oligoklonale) Expansion bestimmter VB-tragender T-
Zellpopulationen. Obwohl das T-Zellrezeptor VB Re-
pertoire bei den einzelnen Patienten unterschiedlich
reagiert, ist in den meisten Fillen der T-Zellrezeptor
des VB2 Phinotyps beteiligt. Verinderungen. in der
Frequenz korrelieren mit Krankheitsaktivitit und Re-
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missionsphase. Bei der Interpretation der Ergebnisse
ist zu beachten, daB keine allgemeingiiltigen Referenz-
werte fiir die Verteilung von T-Zellrezeptor VB Subpo-
pulationen existieren. Jedoch ergibt im allgemeinen
cin Cut-off von 5% eine relativ sichere Diskriminie-
rung [97-101].

Paroxysmale nokturne Himoglobinurie

Ursache der Paroxysmalen Nichtlichen Himoglobinu-
rie (PNH) ist eine Mutation im PIG-A Gen auf der
Ebene einer pluripotenten himatopoetischen Stamm-
zelle mit der Folge einer partiellen bis totalen Defizi-
enz  Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-geankerter
Antigene auf allen dieser Stammzelle entstammenden
Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten [102-
104|. DurchfluBzytometrisch wird der Defekt anhand
der semi-quantitativen Analyse der Bindung spezifi-
scher Antikorper gegen GPl-verankerte Antigene
nachgewiesen. Neben der Analyse der Expression des
Decay Accelerating Factor (DAF, CD59) sowie des
Protectins (CDS55) auf Erythrozyten, Granulozyten und

" Monozyten ist die Analyse der FcyRIIIb-Expression

(CD16b) und des CGM6 (CD66b) auf Granulozyten
sowie des Lipopolysaccharid-Rezeptors (CD14) auf
Monozyten méglich [105-107]. Aufgrund kurzfristiger
Veranderungen der Zusammensetzung der Erythro-
zytenpopulation durch Himolyse oder Transfusionen
als auch aufgrund der deutlich kiirzeren Verweilzeit
leukozytdrer Zellen im peripheren Blut ist diagno-
stisch die Analyse GPI-geankerter Proteine auf Leuko-
zyten der Analyse von Erythrozyten zur Bestimmung
des Anteils des mutierten Klons an der Gesamthima-
topoese vorzuziehen. Hier wiederum ist die Analyse
mehrerer granulozytirer Antigene der Analyse der
durch inflammatorische Stimuli beeinfluBbaren Ex-
pressionsdichte des LPS-Rezeptors auf Monozyten
vorzuziehen. .

Retikulozyten

Die Analyse der Retikulozyten hat sich als eine Stan-
dardmethode der Durchflulzytometrie im klinischen
Labor etabliert und hier wesentlich zur Verbesserung
der Analytik beigetragen. Bei im Vergleich zur mikro-
skopischen Technik deutlich hoheren Prézision hat die
Farbung mit einem RNA-Farbstoff, zumeist Thiazol O,
ebenfalls die Moglichkeit eroffnet, eine Klassifizierung
des Reifungsgrades des Retikulozyten anhand der Flu-
oreszenzintensitit als,MaB des RNA-Gehaltes vorzu-
nehmen [108-111]. Eine Subtypisierung von Retikulo-
zyten ist auch anhand der Expression des Transferrin-
rezeptors (CD71) moglich [112]. Neben dem Einsatz in
der Anidmiediagnostik bestehen weitere Einsatzgebiete
im Monitoring der Erythropoetintherapie sowie der
Knochenmarksregeneration  nach ~ Chemotherapie
und/oder einer Stammzelltransplantation [113, 114].

Residuale Leukozyten in filtrierten Blutkomponenten

Der enge Zusammenhang zwischen Komplikationen
der Transfusnon von Blutkomponenten wie febrilen
Transfusionsreaktionen, Alloimmunisierung oder der



Ubertragung des Cytomegalievirus und dem Gehalt
von kernhaltigen Zellen in diesen Blutkomponenten
macht eine zuverldssige Qualititskontrolle erforder-
lich. Aufgrund ihrer hoher Sensitivitit und Spezifitiit
sowie groBen Geschwindigkeit stellt die durchfluBzy-
tometrische Absolutzellzdhlung mittels partikuldrer
Volumenstandards oder Volumetrie hierfiir die Metho-
de der Wahl dar [115, 116].

LDL-Rezeptor

Ursache dér Familidren Hypercholesterinidmie ist eine
verringerte zellulire Aufnahme von Low Density Li-
poproteinen (LDL) aufgrund eines genetisch bedingten
Defektes des LDL-Rezeptors [117]. Durchfluzytome-
trisch ist sowohl die Erfassung einer verringerten oder
fehlenden Expression des Rezeptors durch semi-quan-
titative Analyse der Bindung spezifischer Antikorper
als auch die Analyse der Rezeptorfunktion durch Ana-
lyse der Bindung und Aufnahme fluoreszenzmarkier-
ten LDLs mdglich [118]. Hierzu werden Zellen des pe-
ripheren Blutes (Monozyten oder Lymphozyten) nach
zumeist 48-72stiindiger Inkubation (37°C) in einem
Lipoproteinmangelserum im Vergleich zu Zellen. die
in einem Serum-haltigen Medium vorinkubiert wur-
den, analysiert, unter der Annahme, daB unter Bedin-
gungen des Lipidmangels eine maximale Induktion der
Rezeptorexpression und Funktion erzielt werden kann.
Ebenso kann durch alleinige oder zusitzlich zum Li-
poproteinmangelserum eingesetzte mitogene Stimula-
tion (z.B. durch Phytohdmagglutinin) eine Steigerung
der Rezeptorexpression speziell auf Lymphozyten in-
duziert werden [119]. Der Vergleich zu einem Stan-
dard, der zumeist aus identisch inkubierten Zellen
einer gesunden Kontrollperson besteht, ist zur Inter-
pretation der Daten bislang unumgénglich. Durch Ver-
gleich mit den Werten des Kontrollprobanden. kénnen
Patienten ohne eine familidgre Hypercholesterindmie
(FH) von heterozygot bzw. homozygot betroffenen
FH-Patienten abgegrenzt werden. Da bis zu 30% der
betroffenen FH-Patienten primér eine Stérung der Re-
zeptorfunktion aufweisen, ist die Analyse der LDL-
Bindung und Internalisierung von wesentlicher Bedeu-
tung und sollte daher parallel zur Analyse der Rezep-
torexpression erfolgen. Aufgrund der in einigen Studi-
en berichteten geringen Spezifitdit und Sensitivitit
[120] speziell der einzig auf einer Analyse der Anti-
korperbindung beruhenden Methoden (<80%) sollte
deren Einsatzmoglichkeit als Screening-Methode in
einem unselektionierten  Patientenkollektiv  mit
Zuriickhaltung bewertet werden.

Fetale Erythrozyten

Zum diagnostischen Nachweis einer fetomaternalen
Himorrhagie konnen im mitterlichen Blut fetale
Erythrozyten nachgewiesen werden [121].

Thrombozyten

Ziel der durchfluBzytometrischen Thrombozytenanaly-
tik ist die phinotypische und funktionelle Charakteri-
sierung von Thrombozyten zur Diagnose von throm-

U. Sack et al.: DurchfluBzytometrie in der Klinischen Diagnostik

botischen Erkrankungen, Stérungen der zelluldren Ha-
mostase oder Thrombozytopeniesyndromen [122,
123]. Dariiber hinaus wurde die immunologische De-
tektion von Thrombozyten als Methode zur Verbesse-
rung der Thrombozytenzihlung vorgeschlagen. Eine
Evaluierung der Methode im Vergleich zu den derzeit
verfiigbaren Himatologieanalysatoren steht jedoch
aus. Gegenwirtig erstreckt sich der analytische Ansatz
auf folgende Methoden.

Thrombozytenaktivierung ex vivo; Thrombozytenre-
aktivitiit unter Stimulation in vitro

Die in klinischen Studien bislang eingesetzten Tests
basieren zumeist auf einer Analyse der Thrombozyten-
degranulation (P-Selektinexpression), der Konformati-
on des GPIIb/Illa- (Fibrinogenrezeptor-) komplexes.
sowie der Bindung von Gerinnungsfaktoren (z.B. Fi-
brinogen), wohingegen direkte Analysen der Signal-
transduktion, der Lipidzusammensetzung der Throm-
bozytenmembran, der Bildung von Mikropartikeln und
Thrombozyten-Leukozyten-Aggregaten sowie von
Veriinderungen des Zytoskeletts bislang eher wissen-
schaftlichen Fragestellungen vorbehalten blieben. Als
Standard fiir klinische Tests darf inzwischen die Ana-
lyse aus verdiinntem Vollblut angesehen werden, die
im Gegensatz zur Priparation von Plittchen-reichem
Plasma auf potentiell aktivierende Zentrifugations-

.schritte verzichtet und zur Charakterisierung der

Thrombozyten eine Markierung mit einem Phyco-
erythrin-markierten Antikorper gegen ein dicht expri-
miertes thrombozytenspezifisches Antigen (z.B.
CD41/CD61 oder CD42b) verwendet [123]. Der ge-
naue klinische Stellenwert der Thrombozytenaktivie-
rungsanalytik wird jedoch erst nach Durchfiihrung
multizentrischer Studien mit standardisierten Metho-
denprotokollen beurteilt werden -kdnnen, da bislang
aufgrund unterschiedlicher Sensitivitdt und Spezifitit
der Methoden bei zudem eingeschrénkter Stabilitiit des
Probenmaterials ein direkter Vergleich der publizierten
Daten kaum méglich ist. ’

Ein weiterer potentieller Einsatzbereich. das Moni-
toring der Rezeptorblockade beim Einsatz von
GPIIb/Illa Antagonisten, ist vielfach durch die metho-
denbedingten Verdiinnungsschritte eingeschrinkt. wel-
che zu einer Verschiebung des Gleichgewichts von
freiem zu gebundenem Antagonisten fiihren, und somit
aufgrund der schnellen Dissoziationsrate etlicher Anta-
gonisten eine Verdnderung der effektiven Rezeptor-
blockade bewirken kdnnen. -

Glykoproteindefekte bzw. -defizienzen
Die DurchfluBzytometrie erlaubt die rasche und siche-

re Diagnose von Glykoproteindefjzienzen wie sie beim

" M. Glanzmann (Fibrinogenrezeptordefekt) oder beim

Bernard-Soulier-Syndrom (von Willebrand-Faktor-Re-
zeptordefekt) auftreten [124). Hierbei ist es wichtig
neben der Analyse der Rezeptorexpression auch die
Bindung der.entsprechenden Liganden unter Stimulati-
on zu iiberpriifen, um neben dem Rezeptormangel
auch funktionelle Rezeptordefekte aufzudecken.
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Thrombozytenreifung (Fraktion RNA-haltiger Throm-
bozyten)

Dic Analysc der jiingsten im peripheren Blut zirkulic-
renden Thrombozyten anhand des RNA-Gehaltes (,,re-
tikulierte Thrombozyten™) hat sich als hilfreich in der
Differentialdiagnose  thrombozytopenischer  Erkran-
kungen crwicsen, wobei eine Erhthung des Anteils re-
tikulicrter Thrombozyten auf einen peripheren Ver-
brauch mit reaktiv gesteigerter Thrombopoese hindeu-
tet. wohingegen ein nicht adiiquater Anstieg des An-
teils retikulicrter Thrombozyten bzw. eine verringerte
absolute Konzentration retikulierter Thrombozyten bei
Thrombopenie auf eine verminderte Megakaryopoese
hinweist [125-127]. Weitere Einsatzgebiete sind das
Monitoring einer Thrombopoetintherapie sowie der
Knochenmarksregeneration  nach  Chemotherapie
und/oder eciner Stammzelltransplantation [128, 129].
Eine Normbereichsangabe fiir den Anteil bzw. die
Konzentration retikulierter Thrombozyten mu8 vom
jeweiligen Anwender erarbeitet werden, da eine man-
gelnde Standardisierung der Methodik bislang eine
multizentrische Evaluierung des Normbereiches ver-
hindert hat.

Epitopcharakterisierung von antithrombozytiren Anti-
korpern
Thrombozytire Antikorper stellen einen wesentlichen
Mechanismus bei der Entstehung von Thrombozytope-
nien dar. Antikdrper kénnen sowohl gegen thrombo-
zytenspezifische Glykoproteine als auch gegen HLA-
Antigene auf Thrombozyten oder medikamentenab-
hingige Epitope gebildet werden. Daneben ist eine
Bindung von Immunkomplexen an den FeylI-Rezeptor
(CD32) moglich. Die durchfluBzytometrische Quanti-
fizierung des gesamten thrombozytengebundenen Im-
- munglobulins mittels fluoreszenzmarkierter anti-
human-IgG und -IgM Antikorper erlaubt eine sensitive
Erfassung der meisten iiber eine Antikorperbindung
vermittelten Thrombozytopenien, wobei jedoch eine
Differenzierung der Antikorper basierend auf dem er-
kannten Epitop nicht méglich ist [130, 131]. Hierzu
wurde eine auf der Analyse des Energietransfers zwi-
schen eng benachbarten Fluorochromen basierende
Technik beschrieben, welche eine Epitopcharakterisie-
rung durch den Einsatz von monoklonalen Antikérpern
gegen spezifische Oberflichenantigene und der Analy-
se der rdumlichen Assoziation dieser Antikérper zum
Antikdrper des Patienten beruht [132].

DNA-Analyse

In Tumorbioptaten kénnen der DNA-Gehalt und Aneu-
ploidien von Tumorzellen in Kombination mit der
Messung von zelluldren Antigenen, z.B. intrazel-
luldren Zytokeratinen, zur Kontrolle der Zellspezifitit
bestimmt werden [133, 134]. Insbesondere fiir Kolon-
karzinome [135] und Mammatumoren [136] gibt es
Protokolle, und es wurde auch bereits ein Konsensus-
protokoll vorgeschlagen [137].
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NADPH-Oxidasedefekt

Bei der Chronischen Granulomatose konnen durch
einen Defekt der NADPH-Oxidase in den neutrophilen
Granulozyten keine Sauerstoffradikale zur Abtotung
der Bakterien (oxidative Burst) bercitgestellt werden
[138]. Die Patienten fallen durch rezidivierende bakte-
rielle Infekte oder Infekte mit apathogenen Erregern
auf. Dieser Defekt der NADPH-Oxidase wird durch
Messung der Sauerstoffradikalbildung in Granulozyten
nach Stimulation mit einem Phorbolester (PMA) de-
tektiert. Zur Messung wird der Fluoreszenzfarbstoffe
Dihydrorhodamin DHR123 als Substrat genutzt (139-
142]. Dieser Test ist im Vergleich zur konventionellen
Chemilumineszenz ebenfalls ausgesprochen zuverlds-
sig, aber zusiitzlich zeitsparend. Die durchfluBzytome-
trische Diagnostik stellt ein geeignetes Screeningver-
fahren dar, das auch die Identifikation von Ubertragern
der Erkrankung erméglicht. Im Vergleich zum Nitrob-
lautetrazolium-Test, der lediglich eine qualitative Aus-
sage zuldBt, erdffnet die durchfluBzytometrische Ana-
lyse auch die Moglichkeit der quantitativen Erfassung
von oxidativen Burst Aktivititen. Transiente Stdrun-
gen der Sauerstoffradikalbildung werden unter ver-
schiedenen Bedingungen wie Polytrauma, Sepsis. Me-
dikamenteneinnahme, Exposition gegeniiber Industrie-
noxen etc. beobachtet [143-149].

Cross-Match-Analytik

Durch durchfluBzytometrische Cross-match-Analytik
vor Organtransplantation kann durch die Erfassung
von auch nicht komplementaktivierenden AntikSrpern
die Spenderauswahl optimiert werden. Dadurch wird
die Langzeitfunktion des Transplantates deutlich ver-
bessert {150].

Leukozytenadhdisionsdefekt (LAD)

Patienten mit LAD leiden an rekurrierenden nekroti-
sierenden Infektionen der Haut und der inneren Orga-
ne, verzdgerter Wundheilung, schwerer Gingivitis und
Parodontitis. Die molekulare Ursache des LAD 1 liegt
in einem Synthesedefekt des Proteins CD18, das die 3
Adhiasionsmolekiile CD11a (Lymphozytenfunktions-
antigen-1), CDI11b (Komplementrezeptor 3) und
CDllc (Komplementrezeptor 4) in der Zellmembran
verankert. Der Defekt betrifft Phagozyten, zytotoxi-
sche T-Zellen und NK-Zellen. Die molekulare Basis
des LAD 2 liegt in einem Defekt des Fukose-Stoft-
wechsels. Dies fiihrt ,zu einem Mangel an Sialyl-
Lewis-X auf Glykoproteinen in der Zellmembran von
Phagozyten. Die Untersuchung der Adhisionsmo-
lekiile auf den Granulozyten erméglicht die Diagnose,
sogar schon aus dem Fetalblut [151-153].

Messung in anderen Korperfliissigkeiten / Komparti-

menten :
choalveolire Lavagefliissigkeit

Die Durchfluzytometrie der Zellen in der bronchoal-

veoldren Lavageﬂussnoken trigt entscheidend zur Ein-

ordnung primérer und sekundérer Lungenerkrankun-

gen verschiedener Atiologien bei. Hlerzu zdhlen ins-



besondere interstitielle Lungenerkrankungen mit Fi-
brosierung, Sarkoidose, Wegner’sche Granulomatose
sowie verschiedene Formen der exogen allergischen
. Alveolitis. Ferner zeigen sich charakteristische Verin-
derungen bei Patienten mit Rejektion nach Lungen-
transplantation und anderen pathogenetischen Prozes-
sen. Die Subdifferenzierung von Lymphozytenpopula-
tionen sowie der quantitative Anteil von eosinophilen
Granulozyten stehen im Mittelpunkt der Diagnosefin-
dung. Entscheidend ist die Etablierung von Referenz-
bereichen, die durch eine Reihe von Faktoren beein-
flult wird. Hierzu zihlen Raucherstatus, Alter (Kinder
versus Erwachsene) und die Methodik der Lavage. Ein
Konsensusprotokoll fiir die Diagnostik der bronchoal-
veoldren Lavage mittels durchfluBzytometrischer Im-
munphiinotypisierung ist erarbeitet worden. In mehre-
ren Publikationen sind Referenzbereiche, zumindest
fiir Erwachsene, veroffentlicht [154-176).

Liquor

Zur Immuniiberwachung des Zentralnervensystems
(ZNS) erscheint die DurchfluBzytometrie in simultan
gewonnen Liquor- und Blut-Proben geeignet, wobei
die Methodik fiir Blut an die geringe Leukozytenzahl
angepafit werden mu8 (Normalbereich: 1 - 5 pro pl
(M/1) Lumbal-Liquor), um prézise und statistisch rele-
vante Ergebnisse zu erhalten [177-179]. Interferieren-
de Verunreinigungen durch Erythrozyten, Thrombo-
zyten oder zelluldren Debris werden durch eine Vital-
farbung der zelluldren Nukleinsduren im Fluoreszenz-
kanal >650 nm eliminiert [177, 180]. Die Beurteilung
erfolgt mit vorldufigen Referenzbereichen [181, 182].
Zellreaktionen im ZNS miissen von systemischen Zell-
reaktionen abgegrenzt werden. Es besteht eine stark
ausgeprigte Blut/Liquor-Schranke unterschiedlichen
AusmalBes fiir Lymphozytensubpopulationen [182],
wobei einige T Zellsubsets, aktiviert [183] oder nicht
aktiviert [182. 184], im Vergleich zu B (CD19+) und
NK Zellen (CD16+56+3-) bevorzugt die Schranke bei
Kontrollpersonen und versohledenen ZNS-Entzundun-
gen passieren [182].

Es wurde eine Zunahme des CD4+ T Zell zu CD8+
T Zell-Verhiltnisses i Liquor bei- neuroimmunologi-
schen Erkrankungen, wie z.B. Multiple Sklerose be-
schrieben, und eine Abnahme bei HIV-Befall des ZNS
[181]. Ein selektiver Verlust von ,naiven“ T Zellen
(CD4+ CD45RA+) wurde bei Multipler Sklerose,
Down Syndrom und Morbus Parkinson beobachtet
[185].

T-Zellen mit dem y/d-Rezeptor und CD5+ B-Zellen
werden mit der Abwehr von Infektionen und der Pa-
thogenese von Autoimmun- und lymphoproliferativen
Erkrankungen in Zusammenhang gebracht [179, 186,
187].

Das Messen der Expression von Adhasmnsmo-
lekiilen auf Lymphozyten hat verschiedene Transfer-
Routen dieser Zellen aus dem Blut ins ZNS aufgezeigt
[188, 189]. Losliche Adhisionsmolekiile im Liquor,
2.B. ICAM-1 (CD54) [190], und die Expression des
Fas antigens [191] geben Hinweise auf die Aktivitit
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von ZNS-Erkrankungen, z.B. bei Multipler Sklerose.
Multiparametrische DurchfluBzytometrie erlaubt die
Detektion von Lymphom-Zellen in Anteilen von weni-
ger als 1% der Gesamtzellen im Liquor [192].

Die DurchfluBzytometrie ermoglicht es weiterhin,
nach Adaptation an Liquor cerebrospinalis die Im-
muniiberwachung des ZNS zu untersuchen; jedoch
miissen erste diagnostische Verfahren verbessert und
weiter evaluiert werden. Bislang sollten durchfluBzy-
tometrische Untersuchungen im Liquor ausschlieBlich
spezialisierten Zentren vorbehalten bleiben.

Knochenmark

Zu dieser Fragestellung ist bereits im Zusammenhang
mit der Bestimmung von Leukimien/Lymphomen ein-
gegangen worden. Beziehungen bestehen auch zum
Nachweis epithelialer Zellen bei der Suche nach Mi-
krometastasen epithelialer Tumoren (s.u.).

Lymphknoten
Zur Differentialdiagnose einer Lymphknotenschwel-

lung unklarer Genese kann die Durchfluzytometrie
eingesetzt werden. Lymphknoten stellen fiir die durch-
fluBzytometrische Lymphomdiagnostik das Material
der ersten Wahl dar, sofern die Infiltration mittels
Biopsie erfat werden kann. Neben der Lymphom-
und Leukidmiediagnostik (siehe dort) und dem Nach-
weis von DNA-Veridnderungen (s.u.) finden sich typi-
sche Verdnderungen auch bei reaktiver Hyperplasie
[193, 194].

2.2. Verfahren mit potentiell diagnostischen Wert
Adhdsionsmolekiile auf Granulozyten

Die zelluldren Expressionsdichten der Adhisionsmo-
lekiile CD11b (MAC-1) sowie CD62L (L-Selektin)
stehen in einer engen Beziehung zum Aktivierungs-
grad der Zellen. Hierbei kommt es im Rahmen ent-
ziindlicher Prozesse zu einer schnellen Hochregulation
der Oberfldchenantigene, die im Falle des L-Selektins
durch eine Abspaltung von der Membran(Shedding) in
eine Erniedrigung iibergeht [195]. Ein fiir eine verin-
derte Abwehrlage des Patienten sensitiverer Analyse-
parameter scheint dagegen eine reduzierte Induzierbar-
keit von CD11b durch Agonisten wie das bakterielle
Peptid N-formyl-Met-Leu-Phe [196] oder Tumor-Ne-
krose-Faktor-a [197] darzustellen. SchlieBlich stellt
eine Konformationsinderung des f3,-Integrins. die mit
einer erhdhten Affinitit fiir dessen Liganden einher-
geht, den spezifischsten IndiKator zelluldrer Aktivie-
rung dar [197].

"HLA-DR und CD16 auf Monozyten

Eine reduzierte Expressionsdichte von HLA-DR auf
Monozyten stellt ein Korrelat einer verringerten Rea-
gilibitdt gegen bakterielle Lipopolysaccharide in vitro
dar [198] und erlaubt die Identifikation von Patienten
mit einem erhohten Risiko der Entwicklung einer
Reihe von Stérungen. Eine Reduktion der HLA-DR-
Expression kann bei iatrogener Immunsuppression,
z.B. nach Organtransplantation oder im Zuge komple-
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xer Operationen und schwerer Verbrennungen, sowic
nach Polytrauma oder bei Sepsis cintreten. Das Moni-
toring der relativen Dichic von HLA-DR Molckiilen
aufl der Oberfliiche von Blutmonozyten kann wichtige
Hinweise auf dic Reaktionsfihigkeit des Abwehrsy-
stems geben. Die Bedeutung dicses Parameters liegt
inshesondere in der frithzeitigen Identifikation von Ri-
sikopatienten und der konsekutiven Verlaufsbeobach-
tung entsprechender Patienten. Hicrbei dient der Para-
meter der Diagnosefindung und unterstiitzt Therapie-
entscheidungen.  Einc Schwierigkeit der bisherigen
Studicn \lelll die Ubertragung der Ergebnisse in die
klinische Praxis dar. Auf Grund. fehlender Standardi-
sierung der Methode (fchlende Absolutkalibrierung
der bestimmten Antigendichten sowie unterschiedliche
Methoden der immunologischen Abgrenzung der Mo-
nozyten) muB jedes Labor seine eigenen Referenzbe-
rciche fiir einen Cut-off in der HLA-DR Expression
definieren. Die Richtwerte schwanken zwischen 30
und 60% positiver Zellen. [198-212].

Eine weitere charakteristische Verinderung von
Monozyten bei Sepsis [213] aber auch bei viralen In-
fekien einschlieSlich der HIV-Infektion (214, 215]
stellt die relative Expansion von Monozyten mit Ex-
pression des Fcy-Rezeptors I1la (CD16a) dar. Das pro-
inflammatorische Zytokinrepertoire dieser Zellen bei
Normalprobanden [216] ldBt auch hier eine prognosti-
sche Bedeutung erwarten, deren Validierung jedoch
noch aussteht. Eine relative Expansion dieser Zellen
auch bei geringgradigen chronisch inflammatorischen
Prozessen wie z.B. in der Atherogenese [217] oder im
Rahmen von metastasierten Tumorerkrankungen [218]
erweitert das potentielle Anwendungsspektrum dieses
Analyseparameters. Im Bezug auf die Atherogenese
spiegelt eine positive Korrelation des Anteils dieser
Zellen zur Plasmakonzentration von Cholesterin und
Triglyzeriden [219] sowie eine negative Korrelation
zum HDL-Cholesterin [217] den engen Zusammen-
hang zwischen der Differenzierung von Monozyten
und ihrem Lipidstoffwechsel wieder. Ebenso konnte
der Phinotyp des von Monozyten reifungsabhingig
exprimierten Apo E mit einer gesteigerten in vitro Ex-
pression von CD16 bei Zellen des E4/E4-Phinotyps
als Determinante der monozytiren Differenzierung
identifiziert werden. Eine selektive Reduktion der Ex-
pressionsdichte  des  Lipopolysaccharid-Rezeptors
(CD14) unter Therapie mit Hemmstoffen der HMG-
CoA-Reduktase [219] unterstiitzt schlieBlich das Kon-

zept einer von Membranlipiden und komplexer Koas-:

soziation von Rezeptoren des unspezifischen Immun-
systems abhdngigen Expression von CD14 auf Mono-
zyten {220].

HLA-DR4

HLA-DRA4 gilt als ein wesentlicher genetischer Risiko-
parameter fiir rasch progrediente und. besonders de-
struierende Formen der rheumatoiden Arthritis [221-
224]. In der Durchfluzytometrie ist es moglich, diese
Bestimmung schnell und einfach durchzufuhren [225,
226]. Allerdings ist bislang kein Reagentiensystem
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verfiigbar, das eine einfache Bestimmung mit wenigen
Schritten ermdglicht.

Obwohl sich die Diagnostik weiterer HLA-Spezi-
fititen mit monoklonalen Antikérpern im Durch-
fluBzytometer durchfiihren lieGe. wird dicse Moglich-
keit auf Grund der hohen Kosten einer simultanen Be-
stimmung einer Viclzahl von Spezifititen nicht ge-
nutzt.

Antigenspezifische T-Zellen

Neue Techniken der Quantifizierung von fiir ein be-
stimmtes Antigen spezifischen T-Zellen stellen einen
neuen Parameter zur Uberwachung der Krankheits-
spezifischen Reaktivitdt von T-Zellen dar. Die Technik
der Markierung dieser Zellen mit fluorochromkonju-
gierten rekombinanten MHC-Komplexen, die mit
einem spezifischen Peptid beladen sind, erlaubt einen
unmittelbaren Nachweis dieser Zellen mit einer der
Fiarbung mit Antikorpern vergleichbaren Methodik
[227]. Die Spezifitdit der Reagentien fiir jeweils ein
MHC-Allel und ein antigenes Peptid sowie die unkla-
re funktionelle Reaktivitit dieser Zellen stellen jedoch
Einschrinkungen der Methodik dar. In einem alterna-
tiven Verfahren werden antigen-spezifische Zellen
iiber die durch ein Antigen induzierte Zytokinantwort
nachgewiesen [228]. Das in einer Modifikation in un-
separiertem Vollblut durchfiihrbare Analyseverfahren
erlaubt den Nachweis von gegen prozessierte Proteine
oder spezifische Peptide gerichteten T-Zellen. Es er-
fordert jedoch eine mehrstiindige Inkubation der Zel-
len. Weiterhin kann die Reagibilitdt durch die ver-
mehrte Expression yon CD69 ermittelt werden [229].

Virus-spezifische T-Zellen
Die Analyse der Farbung mit rekombinanten MHC-Te-

trameren und der Analyse der Antigen-abhiingigen zel-
luldren Zytokinantwort konnen alternativ fiir die Ana-
lyse des Ablaufs von primédren oder reaktivierten Viru-
serkrankungen eingesetzt werden [230, 231]. Eine po-
tentiell klinisch besonders relevante Anwendung stellt
die Uberwachung von antiviraler Therapie dar.

Allogen aktivierte T-Zellen
In dhnlicher Weise konnen ‘die Analyse von Antigen-

spezifischer Aktivierung und die MHC-Tetrameren-
Technologie zur Analyse der allogenen Aktivierung
nach Transplantationen eingesetzt werden. Das erste
Verfahren beruht auf. der durchtluBzytometrischen
Auswertung einer gemischten Leukozytenkultur iiber
den Nachweis von zelluldrer Aktivierung oder Zyto-
kinsynthese [232]. Das zweite Verfahren wurde kiirz-
lich zum Nachweis der zelluliren Antwort gegen
Minor-Antigene im Rahmen der .Graft-versus-Host'-
Erkrankung nach allogener Knochenmarkstransplanta-
tion eingesetzt [233].

Tumor-spezifische T-Zellen
Der Nachweis von gegen Tumore spezifischen T-Zel-

len stellt eine besonders fiir die Uberwachung von Im-
muntherapien relevanten Analyseansatz dar Die un-



mittelbare Kombination von Tetrameren-Technologie
zur Identifikation von gegen ein Tumorantigen spezifi-
schen Zellen mit der Analyse der Antigen-abhiingigen
Aktivierbarkeit dieser Zellen erlaubt hierbei die Ana-
lyse von immunologischer Anergie im Rahmen einer
Tumorerkrankung [234].

Mitogen-aktivierte T-Zellen
Neben der antigenspezifischen Untersuchung (s.0.)
bieten durchfluzytometrische Methoden die Méglich-
keit, die Reagibilitit von Lymphozyten auf mito-
genspezifische Reize zu messen [235]. das heift den
sogenannten Lymphozytentransformationstest durch-
zufiihren und dabei auf radioaktive MeBmethoden zu
verzichten. ’

¢ Die DNA-Synthese kann im DurchfluBzytometer
iber die S-Phase (P1-Messung [236, 237]) und via
BrdU-Inkorporation [238, 239]gemessen werden.

* Als MeBparameter kommen weiterhin Zellober-
flichenmolekiile wie CDG69 (sehr schneller Anstieg
in wenigen Stunden, Maximum nach 2-3 Tagen, ins-
besondere auch auf NK-Zellen [229]) und intrazel-
luldre Zytokine, (s.u.) in Frage. Da die Reaktion ein-
zelner Zellen gemessen wird, ist neben der Fre-
quenz reagierender Zellen die mittlere Fluoreszen-
zintensitit -(MFI) wichtig. Allerdings korrelieren
diese Werte nicht unbedingt mit den Ergebnissen
aus Messung der DNA-Synthese, da selektiv die
Reaktion einzelner Zellpopulationen gemessen wer-
den konnen und die verwendeten Aktivierungsmar-
ker nicht zwangsliufig mit einer DNA-Synthese ge-
koppelt sein miissen.

» Schlie8lich ist die Proliferationsrate auch iiber die
Messung der absoluten Zellzahlen zu ermitteln
[240].

Phagozytose

Zur Untersuchung der Phagozytose in Monozyten und
Granulozyten bietet die Durchfluzytometrie gut re-
produzierbare Moglichkeiten. Hierbei wird die Phago-
zytoseleistung durch Messung von Frequenz und In-
tensitédt der Aufnahme FITC gekoppelter E. coli unter-
sucht [241]. Phagozytosestorungen konnen angeboren
oder erworben sein. Wihrend hereditire Phagozytose-
stérungen sehr selten sind, gibt es eine Vielzahl von
klinischen Situationen, in denen es zu (transienten)
Siérungen der Phagozytose kommen kann. Hierzu
zidhlen Sepsis, Polytrauma, Verbrennungen, Therapie
mit immunmodulatorischen / immunsuppressiven Me-
dikamenten und andere [144. 242-246]. Ein Problem
stellt die Standardisierung und damit die interlaborato-
rische Vergleichbarkeit der Untersuchungsergebnisse
dar. Somit muf jedes Labor seine eigenen Referenz-
werte definieren und validieren [147, 148, 247].

Basophilendegranulation

Die Degranulation von basophilen Granulozyten und
gewebsstindigen Mastzellen stellt eine entscheidende
Schnittstelle im Ablauf von IgE-abhingigen und IgE-

unabhingigen (sog. pseudoallergischen) Reaktionen’

U. Sack et al.: DurchfluBzytometrie in der Klinischen Diagnostik

dar. Die Degranulation der basophilen Granulozyten
kann somit als diagnostisches Fenster iin Rahmen der
allergologischen in-vitro Diagnostik angesehen wer-
den. Hierzu wurden in jiingster Zeit neue Methoden
entwickelt. Zur Interpretation der Testergebnisse ist
eine adiiquate Negativ- und Positivkontrolle unbedingt
mitzufithren. Ferner hat die Allergen/Antigenqualitiit
einen erheblichen EinfluB auf das Testergebnis. Eine
Standardisierung dieses Testes steht noch aus. jedoch
konnte die durchfluBzytometrische Analyse der baso-
philen Degranulation eine erhebliche Verbesserung in
der in-vitro Allergiediagnostik bedeuten [248-250].
Insbesondere die Diagnostik von Unvertriiglichkeiten
gegeniiber Konservierungsstoffen, Arzneimitteln, Le-
bensmitteln u.a.m. kann serologisch nur sehr einge-
schriinkt, gut aber mittels der Basophilendegranulation
erfolgen.

* 2.3. Forschungsverfahren

Naive/Memory-T-Zellen

Basierend auf der Analyse verschiedener Zellober-
flichenmarker konnen T-Helferzellen als naive
(CD45RA, CD62L+, CDIlla") und Memory-
(CD29. CD62L-, CD1]amedris) Zellen charakterisiert
werden. Thre Bestimmung kann bei Arthritiden, nach
Transplantationen [251, 252] oder bei HIV-Infektion
[253, 254]. Relevanz besitzen. Analog gibt es diese
Subtypen auch fiir CD8-Zellen [253, 255].

Messung dendritischer Zellen

Verschiedene Kombinationen von Antigenen wie
CDllc [256], CD14 und CD33 [257] oder CDI23
[258], M-DC8 [259], CD68 [260, 261] mit jeweils
mehreren linienspezifischen Antigenen fiihrten in den
letzten Jahren zur Identifikation von mehreren Popula-
tionen von Vorldufern dendritischer Zellen in periphe-
rem Blut. Die in ihrer in Abgrenzung voneinander zum
Teil unklaren drei oder mehr Populationen von dendri-
tischen Vorliduferzellen [262] unterscheiden sich hier-
bei in ihrem Reifegrad sowie funktionellem Reper-
toire. Aufgrund ihrer -groBen Bedeutung in der zel-
luldren Immunantwort stellt die Quantifizierung von
dendritischen Zellen zum Beispiel nach Transplanta-
tionen oder unter immunmodulierender Therapie einen
interessanten analytischen Ansatz dar. In Korrelation
zu einer autoimmunen Pridisposition konnte kiirzlich
eine quantitativ und qualitativ gestorte in vitro Ausdif-
ferenzierung von dendritischen Zellen nachgewiesen
werden [263]. Inwieweit Krankheitszustinde mit
quantitativen oder qualitativen Veriinderungen von
dendritischen Vorlduferzellen des Blutes einhergehen,
ist bisher jedoch noch véllig unklar.

Epitheliale Zellen / Residuale Tumorzellen

Die Bestimmung epithelialer Zellen in der Zirkulation
iiber den Nachweis von Zytokeratin 8/18 als Hinweis
auf Mikrometastasierung epithelialer Tumoren ist
durchfluBzytometrisch moglich, wenngleich auch hin-
sichilich der prognostischen Relevanz umstritten
[264].
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Spermienanalvse

Auch in Spermicn ist cine DNA-Analyse moglich
[265]. Die Spermicnanalyse hat inshesondere bei Tie-
ren hecute cine unbestrittene Relevanz [266). Beim
Menschen wird eher der Nachweis antispermatischer
Autoantikorper im DurchfluBzytometer gefiihrt [267-
269].

Immunologisches Differentialblutbild

DurchfluBzytometrische Methoden der immunologi-
schen Zelldifferenzierung iibertreffen in jhrer statisti-
schen Genauigkeit die mikroskopischen Methoden zur
Zcllditferenzierung [270]. In der spezifischen Erfas-
sung der Linie und Reifung von Zellen insbesondere
im Rahmen pathologischer Prozessen liegen wesentli-
che Vorteile gegeniiber himatologischen Zellanalysa-
toren. Die hoheren Kosten rechtfertigen derzeit einen
Einsatz der Technik lediglich bei himato-onkologi-

schen Fragestellungen oder im Rahmen der Geriteeva-

luation [271].

Intrazelluliire Zytokinmessung

Die Messung intrazelluldrer Zytokine bietet gegeniiber
der Bestimmung von Zytokinen mittels ELISA oder
shnlichen Methoden den Vorteil, da8 in Kombination
mit einer Oberflichenmarker-Analyse die Zytokin-
produzierenden Zellen auch innerhalb einer heteroge-

nen Zellpopulation klar identifiziert werden kdnnen.

Die Methodik 1dBt sich auch auf die Vollblutbestim-
mung (Heparinblut wegen Kalzium-Abhingigkeit der
Stimulation) adaptieren. Nach Aktivierung mit unter-
schiedlichen Stimulatoren (s.u.) bei gleichzeitiger oder
nachfolgender Blockade der Sekretion durch Monen-
sin oder Brefeldin A (bewirken eine Blockierung des
Golgi Apparates) kann die intrazelluldre Akkumulation
der Zytokine durchfluBzytometrisch gemessen werden.
Hierzu ist eine Permeabiliserung der Zellmembran er-
forderlich [272, 273]. Da generell intrazelluldre Fir-
bungen aufgrund der notwendigen Membranpermeabi-
lisierung mit einem hoheren unspezifischen Hinter-
grundsignal bei der durchfluBzytometrischen Analyse
verbunden sind, miissen entsprechende Kontrollen
durchgefiihrt werden. Hier bietet sich neben der Ver-
wendung von Fluoreszenzfarbstoff-markierten Isotyp-
Kontrollen auch die Spezifititskontrolle mit den ent-
sprechenden nicht-markierten Zytokinen als Kompeti-
tor an. Der letzte Ansatz ist insbesondere auch wichtig
um eine unspezifische Detektion von an Zytokinrezep-
toren gebunden Antigenen auszuschlieBen. .

Intrazellulare Zytokine in Lymphozyten
Die Zytokinproduktion wird in T-Lymphozyten nach

Stimulation des T-Zellrezeptor/CD3 Komplexes z.B.
durch CD3 Antikorper oder nach Antigen/Allergen-Er-
kennung induziert. Maximale Produktion wird durch
Stimulation mit Phorbolester (PMA) plus Ionomycin
erreicht. Das Zytokinmuster nach der unphysiologi-
schen PMA/lonomycin Stimulation entspricht nicht
unbedingt dem Muster der Antigen-induzierten Zyto-
kininduktion. Die Methodik der intrazelluliren Zyto-
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kinfirbung wurde u.a. erfolgreich fiir den Nachweis
der Interleukin-2, -4, -5, -6, -10, -12. Interferon-vy ,
‘Transforming Growth Factor-f§, sowie Tumor Nekrose
Faktor-u Produktion in Lymphozyten eingesetzt {228,
274-280). Eine alternative Methode zur Detektion der
Synthese von Zytokinen beruht auf dem Nachweis der
Sekretion dieser Proteine iiber bispezifische Antikor-
per dic an die Oberfliche der Zellen binden und
gleichzeitig cine Affinititsmatrix fiir die Zytokine ge-
nerieren [281]. Diese Methode erlaubt auch die pripa-
rative Anreicherung von Zellen entsprechend dem Mu-
ster ihrer Zytokinsekretion.

Th1/Th2-Verhiltnis

Aufgrund des Zytokinspektrums lassen sich T-Helfer-
zellen in Thl und Th2-Zellen einteilen. Thl-Zellen
produzieren als Leit-Zytokin IFN-y, daneben auch IL-
2 und proinflammatorische Zytokine. Th2-Zellen pro-
duzieren insbesondere IL-4 und IL-10 [282-285].
Durch das unterschiedliche Zytokinspektrum von Th1
und TH2 Zellen wird u.a. die Antikérperantwort ge-
steuert; so ist z.B. IL-4 essentiell fiir die Produktion
von IgE. Die Analyse der Th1/TH2 Verteilung ist des-
halb von Bedeutung fiir diverse klinische Bereiche wie
Infektiologie, Allergologie, Onkologie, Autoimmunitat
[286], zum Beispiel bei der HIV-Infektion [287, 288].
AuBer der ,klassischen“ T-Helferzellpopulation der
CD4* Zellen sind auch andere Lymphozytenpopulatio-
nen wie die CD8* T-Zellen und die y/3-T-Zellen in der,
Lage, stimulationsabhéngig unterschiedliche Zytokine
zu produzieren [289].

Intrazellulire Zytokine in Monozyten
Nach Stimulation mit LPS, Candida oder bakteriellen

Antigenen kann in Monozyten unter anderem die Pro-
duktion von IL-1a, IL-1p und TNF-a gemessen wer-
den {290]. Die durchfluBzytometrische intrazelluldre
Zytokinmessung wird u.a. zur Funktionsbestimmung
von Monozyten/Makrophagen im Rahmen der HIV In-
fektion eingesetzt [291, 292].

Zytokine auf der Zell-Oberfldche

Hochsensitive Verfahren erlauben den Nachweis sehr
schwach exprimierter Zytokine [280]. Die fehlende
Verfiigbarkeit routineerprobter Reagenzien und Me-
thodenprotokolle verhinderte jedoch bisher eine dia-
gnostische Evaluierung dieser Analyseparameter.
Zytotoxizitdt .~

Die Durchfluzytometrie bietet sinnvolle Alternativen
zu etablierten radioaktiven Methoden (wie dem 3!Cr-
Freisetzungstest) fiir die Messung der zytotoxischen
Aktivitdt von Killerzellen. Als Basis hierzu kann die
selektive Expression eines Oberflichenmarkers auf
den Zielzellen oder den Effektorzellen dienen [293].
Alternative Verfahren beruhen auf der Markierung der
Zielzellen mit einem fluoreszierenden Membranfarb-
stoff und der Erfassung von toten Zellen durch Propi-
diumjodid oder der Messung von Annexin V [294-
296] (siehe auch Apoptose).



Nachweis allergenspezifischer B-Zellen

Fiir die Allergiediagnostik kann der-Nachweis aller-
genspezifischer B-Zellen neue Moglichkeiten erdffnen
[297). ’

Apoptose .

Der programmierte Zelltod (Apoptose) spielt eine es-
sentielle Rolle in der zelluliren Homoostase [298]. Die
Analyse der Apoptose hat sich daher zu einem wichti-
gen und pathophysiologisch relevantem Parameter bei
vielen Erkrankungen entwickelt [299]. Durchfluizyto-
- metrisch lassen sich dabei sowohl frilhe Parameter der
Apoptose wie die Phosphatidylserin-Exposition auf der
iuBeren Zellmembran, als auch spitere Parameter wie
die Fragmentierung der DNA und letztlich Zelltod ana-
lysieren [300]. Die Expression von Phosphatidylserin
wird durch Bindung von FITC-markiertem Annexin V
erfaBt [301-303]. Im spiteren Stadium der Apoptose
zeigt sich charakteristischerweise eine Fragmentierung
der DNA in oligonukleosomale Fragmente von 180 Ba-
senpaaren und Vielfachen davon. Die DNA Fragmen-
tierung 148t sich durch in-situ ,nick translation“ unter
Verwendung von FITC-markiertem dUTP und DNA
Polymerase 1 nachweisen [304]. Alternativ wird die
,.nick end labeling Methode mit dem Enzym TdT ver-
wendet (sog. TUNEL Assay; [305, 306]). Die Identifi-
zierung apoptotischer Zellen im TUNEL Test 148t sich
problemlos mit einer Oberflachenfirbung kombinieren.
Sehr einfach 148t sich die DNA Fragmentierung auch
als Akkumulierung hypodiploider DNA nach Firbung
mit Propidiumjodid in hypotonem Puffer nachweisen
[307]. SchlieBlich konnen apoptotische Zellen auch
einfach durch Verwendung von diskriminierenden
Farbstoffen wie Propidiumjodid und Hoechst 33342 er-
faBt werden [308-311].

Multi-Drug-Resistenz

Durchfluzytometrische Untersuchungen der Multi-
Drug-Resistenz sind mittlerweile recht zuverlissig
[312]). So kann die Sensitivitdit von Tumorzellen auf
zytostatische Medikamente vorab untersucht werden
[313-315].

Intrazelluldrer pH

Die Aktivierung eines membrangebundenen aktiven
Austauschs von Na+ und H+ ist ein effektiver Mecha-
nismus zur Elimination von Siureiquivalenten, der ak-
tivierten Zellen zu einem alkalischen pH und gestei-
gerten Zellvolumen verhilft [316]. In der Durchflu3zy-
tometrie wurde eine Analyse des zytosolischen pHs
bereits frilh in der Analyse von zelluliren Aktivie-
rungsprozessen bei inflammatorischen Erkrankungen
eingesetzt [317). Ein weiteres Einsatzgebiet der Me-
thodik besteht in der Analyse gestorter Zellfunktion in
der Qualitétskontrolle zelltherapeutischer Produkte.

Calciumeinstrom :
Ein rascher und reversibler Anstieg der intrazelluldren
Calciumkonzentration ist eine der friihesten Veriinde-

rungen von Zellen nach einer Rezeptor-Liganden-In--
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teraktion. Die durchfluzytometrischen Analyse der
zytosolischen freien Calciumkonzentration dient des-
wegen vor allen Dingen der kinetischen Analyse einer
rezeptorspezifischen Signaltransduktion [318]. Einer
kalibrierten Analytik von Veridnderung der basalen
Calciumkonzentration von Zellen steht jedoch bisher
das Fehlen von ratiometrischen Farbstoffen mit Anre-
gung im sichtbaren Licht entgegen.

Intrazelluldre Enzymmessung

Mittels DurchfluBzytometrie kann die intrazelluldre .
Aktivitit von Cystein-Proteinasen wie Cathepsin B
und L und von Serin-Proteinasen wie Granulozytene-
lastase gemessen werden [319]. Derartige Verfahren
erfordern kinetische Analysen und Kontrollen der Spe-
zifitidt des intrazelluliren Enzymumsatzes in den je-
weils analysierten Zellen. Am Markt verfiigbare
Reagentienserien sind hidufig durch unspezifischen
Umsatz gekennzeichnet.

Weiterhin ist die Aktivitdt der Myeloperoxidase in
Monozyten durchfluBzytometrisch erfaBbar, dies ist al-
lerdings eher bei der Leukidmiediagnostik von Rele-
vanz (siehe dort), es gibt aber auch einen spezifischen
Defekt [320].

SchlieBlich konnen die Adenosindeaminase [321]
und die ZAP-70-Kinase [322, 323] zur diagnostischen
Abklirung der schweren kombinierten Immundefizi-
enz intrazelluldr bestimmt werden .

FRET-Verfahren

Mittels Messung des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfers (FRET) konnen Kolokalisationsuntersuchun-
gen z.B. in der Charakterisierung der Epitopspezifitét
von Thrombozyten-gerichteten Antikdrpern durchge-
fithrt* werden [132]. Die Methodik ist weiterhin dazu
geeignet supradynamische Cluster von Rezeptoren in
ihrer rdumlichen Verteilung zu charakterisieren, die
von groBer Bedeutung fiir das funktionelle Repertoire
von Zellen sind [324].

RNA-Messung )

Die Analyse des zelluliren Gesamtgehaltes an RNA
wurde bei Fehlen von spezifischeren Analysemdglich-
keiten vor allen Dingen in der Friihzeit durchflu3zyto-
metrischer Untersuchungen hdufig eingesetzt. Eine
neue Perspektive besitzt die sensitive RNA-Analytik
in einer multiparametrischen Kombination mit immu-
nologischen Markern sowie der Analyse des zelluldren
DNA-Gehalts in der Charakterisierung von friithen hi-
matopoetischen Stamm- und Vorliuferzellen [325].
Die Differenzierung des GO und Gl-Kompartiments
iiber den RNA-Farbstoff Pyronin Y stellt hier einen
Ansatzpunkt zur Detektion einer unreifsten Fraktion
von Langzeitkultur-initiierenden Vorlduferzellen dar.
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