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Zusammenfassung: Die Durchflußzytometrie hat
sich in den vergangenen Jahren von einer reinen For-
schungsmethode zu einem fest etablierten diagnosti-
schen Verfahren entwickelt. Die verwendeten Proto-
kolle und die Indikationen zur durchflußzytometri-
schen Diagnostik sind ebenso wie die technischen An-
sätze und Datenanalyse in ständiger Entwicklung be-
griffen. Das Ziel des vorliegenden Positionspapiers ist
es, anhand aktueller Literatur und moderner Protokol-
le und Techniken die diagnostische Wertigkeit durch-
flußzytometrischer Methoden kritisch zu beleuchten.
Dabei werden Verfahren, die nachgewiesenermaßen
einen Stellenwert in der Primärdiagnostik 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 Über-
sicht Standards zu definieren, sondern wollen für die
Weiterentwicklung der Durchflußzytometrie, aber
auch für die Verständigung mit anderen interessierten
Fachgesellschaften eine Diskussionsgrundlage bereit-
stellen.

Schlüsselwörter: Durchflußzytometrie; Zelluläre
Diagnostik.

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.
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Die Durchflußzytometrie ist ein automatisierbares
Verfahren zur Analyse von Zellen in Suspension.

Die technische Entwicklung reicht von einfachen
Zählgeräten bis hin zu modernen mulliparametrischen
Geräten [l, 2]. Diese technische Entwicklung war eng
mit der Entwicklung der Computertechnologie ver-
knüpft, so daß die Ansteuerung der Meßgeräte und die
Analyse der bei der Messung erhobenen Daten trotz
steigender Komplexität bewältigt und zunehmend ver-
einfacht werden konnte.

Die Fortschritte in Immunologie, Zellbiologie, Bio-
chemie, Molekularbiologie, molekularer Medizin und
auf vielen anderen Gebieten führen zu einem raschen
Ansteigen der Fragestellungen und verfügbaren Proto-
kolle. Zunehmend wird dabei klar, daß durchflußzyto-
metrische Untersuchungen einen wichtigen Beitrag für
die. Diagnostik leisten können. Immunregulaiorische
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Pro/esse hei physiologischen und pathologischen Vor-
gängen lassen sieh «am frühestcn an Zellen des Im-
nninsystcms untersuchen, oft einen beträchtlichen
Zeitraum vor dem Auftreten serologischer Parameter.

In den vergangenen Jahren hut sieh die Durch-
nuß/ytometrie von einer reinen Forschungsmethode
/u einem etablierten und zunehmend standardisierten
Verfahren in der Routinedingnostik entwickelt. Für die
Routinediagnostik sieben mittlerweile weitgehend au-
tomatisierte Lösungen zur Verfügung. Zu den ge-
bräuchlichen Anwendungen sind heule Protokolle ela-
blieri. die eine schnelle und einheitliche Abarbeitung
der Untersuchungsproben zulassen. Dennoch muß
konstatiert werden, daß eine umfassende Standardisie-
rung der Durchflußzytometrie heute noch nicht er-
reicht ist und zudem viele Untersuchungen einen er-
heblichen Anspruch an Sorgfalt und Sachverstand der
beteiligten Personen stellen.

Allgemeine Hinweise zu Entnahme, Lagerung und
Transport von Proben sowie zur Testinterpretation bil-
den den ersten Teil der vorliegenden Übersicht. 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 für die noch keine routinetauglichen
Protokolle etabliert wurden, und c) möglicherweise
das Potential haben, späteren Eingang in die Routine-
diagnostik zu finden, aber noch ein besonders hoher
Forschungsbedarf besteht.

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

1. Präanalytik, technische Hinweise und
Dateninterpretation
1.1. Untersuchungsmaterial und Probenvorbereitung
Die meisten Untersuchungen für die Routinediagno-
stik werden heute aus EDTA-antikoaguliertem Vollblut
durchgeführt. Es ist aber ebenso möglich, mit Zitrat-
oder Heparin-antikoaguliertem Blut zu arbeiten. Von
extrazellulärem Kalzium abhängige Vorgänge wie
Oxidativer Burst, Phagozytose oder die intrazelluläre
Zytokinmessung erfordern allerdings im Falle moder-
ner Vollblutmethoden Heparinblut.

Die Proben müssen generell möglichst frisch ins
Labor gelangen, insbesondere bei Messung von throm-

Nicht standardisierte Abkürzungen: B-CLL, chronisch lympha-
tische Leukämie der B-Zellreihe; DAR decay accelerating factor;
FH, familiäre Hypercholesterinämie; RTC, Fluoresceinisothiocya-
nat; GPI, Glykosyphosphatidylinositol; IFN- , lrtterferon- , IL-1a,
lnterleukin-1u, IL-1ß, Interleukin-lß, LDL, Low density Lipoprotei-
ne; MFI, Mittlere Fluoreszenzintensität; MGUS, monoklonale Gam-
mopathie unklarer Signifikanz; PNH, paroxysmale nächtliche Hä-
moglobinurie; REAL-Klassifikation, Revised European-American
Lymphoma Classification; TNF- , Tumornekrosefaktor- ; ZNS,
Zentralnervensystem.

bozylären Antigenen, Aktivierungsmarkern und funk-
tionellcn Tests. Für Immunphänotypisierungen wird in
aller Regel die taggleiche Bestimmung angestrebt.
Dies ist jedoch bei der Leukämie- und Lymphomdia-
gnostik oft nicht möglich [3|. Blut sollte im allgemei-
nen bei Raumtemperatur, Körperflüssigkeiten mit
einer geringen Stabilität von Zellen eher gekühlt auf-
bewahrt und transportiert werden. Die eingesetzte
Zellzahl liegt bei den meisten Messungen um die l O5

Zellen pro Einzelansatz.
Damit eine Probe durch fl u ßzy to metrisch gemessen

werden kann, muß über ein für die zu bestimmenden
Eigenschaft spezifisches Nachweisprinzip der Analyt
für fluoreszenzoptische Detektion zugänglich gemacht
werden. Das kann über fluorochrommarkierte mono-
klonale Antikörper oder biochemische Reaktionen mit
fluoreszierenden bzw. fluorogenen Substraten erfol-
gen, die einzeln oder in Kombination eingesetzt wer-
den.

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

1.2. Messung im Durchflußzytometer
Die eigentliche Messung erfolgt in Durchflußzytome-
tern, die in verschiedener Bauart von einigen Herstel-
lern in mittlerweile routinetauglicher Konfiguration
und Softwareausstattung angeboten werden. Die am
stärksten verbreiteten Gerätetypen verwenden heute
als Lichtquelle einen Argonlaser mit 488 nm Anre-
gungswellenlänge zum Teil ergänzt durch eine Laser-
diode mit 635 nm Emission. Auf diese Geräte 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 möglich
[4].

Um die Expression voirZelloberflächenmolekülen
besser quantifizieren zu können, gibt es verschiedene
Ansätze zur Kalibration der gemessenen Fluoreszen-
zintensitäten [5-10]. Dabei werden die einzelnen Me-
thoden recht kontrovers diskutiert [11, 12]. Keines der
derzeit kommerziell angebotenen Verfahren zur Anti-
genquantifizierung konnte bislang muitizentrisch vali-
diert werden, obwohl solche Studien für einzelne Pa-
rameter vereinzelt schon existieren [13].

Wie für jede in der Routine eingesetzte Diagnostik
muß auch hier eine Qualitätssicherung stattfinden [14].
Zur internen Qualitätskontrolle wird empfohlen, mit
Hilfe von kommerziell erhältlichen Kalibrierungsparti-
keln die Fluoreszenzkanäle, sowie die Kompensation
einzustellen. Dies ist alternativ auch mit standardisier-
ten und auch kommerziell erhältlichen Kontrollzellen
möglich. Letztere könnten auch in der Durchflußzyto-
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metric in einer Analysenserie als Präzisionskontrolle
mitgemessen werden. Weiterhin gehören auch Richtig-
keiiskontrollen 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 Absolutzählung von Zel-
len in einer volumenkalibrierten Messung unmittelbar
durchgeführt wird, besonders exakt [15, 16]. Sofern
diese nicht verfügbar sind, können als Ausweichmög-
lichkeiten „Dual-Platform'*-Lösungen, bei denen Ab-
solutzahlen aus einer parallelen Bestimmung an einem
Häraatologieanalysator abgeleitet werden, eingesetzt
werden.

Plausibilitätskontrollen tragen zur Qualitätssiche-
rung bei. Dazu zählen der Vergleich der durchflußzy-
lometrisch erstellten Ergebnisse mit den Ergebnissen
am Hämatologieautomaten (z.B. Monozyten vs.
CD 14/45 positive Zellen; bei Absolutzählungen auch
Lymphozytenprozente und absolute Lymphozyten-
zähl), die Kontrolle der Lymphozytensumme, sofern
mit einem Lymphozyten-„Gate" gearbeitet wird (% T
+% B +% NK = 100±5%), und die Kontrolle der Übe-
reinstimmung der pro Patient mehrfach bestimmten
Marker (allgemein wird CD3 in mehreren Ansätzen
bestimmt).

1.3. Datenauswertung und -analyse
Neben der reinen Meßwerterfassung sind in die heute
verfügbaren Durchflußzytometer Programme für
Mehrparameteranalysen und Datenauswertung der ge-
speicherten Meßdaten integriert. Die für Routinedia-
gnostik geeigneten Softwarepakete schließen Algorith-
men zur standardisierten Geräteeinstellung und Qua-
litätskontrolle ebenso ein wie Möglichkeiten zur Abar-
beitung vordefinierter Parameterkombinationen zur
Abklärung typischer Fragestellungen. Diese Algorith-
men sind mittlerweile auch an die Messung geringer
Zellzahlen anpaßbar. Weiterhin sind Verknüpfungen
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 durchflußzytometrisch erstellter
Werte ist von einer Reihe von Einfluß- und Stör-Fak-
toren abhängig:
• Blutentnahme, Lagerung und Transport:

• Körperlage: wie für alle korpuskularen Bestand-
teile ca. 5-10% niedrigere Werte im Liegen (für
Absolutbestimmungen)

• Tageszeit: Für viele Werte besteht eine zirkadia-
ne Rhythmik [l7. 18]

• Zu lange Lagerungs- oder Transportzeiten verfäl-
schen die Ergebnisse (z.B. für die Lagerung von
Blut bei 4°C sind in Abhängigkeit von der Aufar-
beiiungstechnik Veränderungen in der Detektion
von Lymphozyten-populationen beschrieben)
119-21]

• Individual Faktoren
• permanente

• Lebens-/Ernährungsgewohnheiten (z.B. Alko-
hol-, Nikotin-Abusus) [22-25]

• Die Meßwerte sind vom ethnischen Hinter-
grund abhängig [26-29]

• Geschlechtsabhängigkeit [27, 28, 30, 31]
• Erbfaktoren (z.B. CD45RA, CD16b [32, 331

• langfristige
• Die Verteilung der Populationen peripherer

Lymphozyten im Kindesalter ist signifikant
unterschiedlich zu den Werten bei Erwachse-
nen und strikt altersabhängig [34, 35].

• In der Schwangerschaft sind viele Parameter
physiologischerweise verschoben [36-39].

• kurzfristige
• Körperliche Aktivität, Immobilisation [40, 41]
• Ernährung. Nahrungskarenz
• verschiedene Grunderkrankungen [42]
• verschiedene Therapieformen (z.B. Chemothe-

rapeutika, Immunsuppressiva, Inimunstimu-
lantien) [43-46]

1.5. Personelle und strukturelle Anforderungen an
durchflußzytometrische Labors
Da es für eine sachgemäße Analytik wesentlich ist,
Proben in frischem Zustand aufzuarbeiten, sollten
durchflußzytometrische Labors in unmittelbarer Nähe
der probenentnehmenden Einrichtungen oder Praxen
gelegen sein. Trotz aller automatisierten Detail lösun-
gen ist es derzeit noch unerläßlich, im durchflußzyto-
metrischen Labor speziell geschultes technisches Per-
sonal zu beschäftigen, das über eine umfangreiche Er-
fahrung verfügen sollte, um weitgehend selbständig
die technischen Arbeitsabläufe durchführen zu können.
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
durchflußzytometrischen Verfahren gründlich vertraut
ist.

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

Phänotypisierung lymphatischer Zellen
Die im Rahmen der prognostischen Charakterisierung
der HIV-Erkrankung etablierte Standard-Parameter-
kombination zur Charakterisierung der Lymphozyten
des peripheren Blutes umfaßt Antikörper gegen T-
(CD3), T-Helfer- (CD4), T-zytotoxische (CDS), B-
(CD19) und NK-Zellen (CD 16 und oder CD56 sowie
den fakultativen Einsatz von CD14 oder CDI3 in
Kombination mit CD45) [47]. Dieses Panel wurde
primär für die Absolutzählung von CD4+ T-Zellen in
einer „Dual-Platform"-Technologie etabliert. CD 14
un,d CD45 dienen als Gate-Kontrolle zur Etablierung
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Indikationen

1 Tabelle 1 Indikationen zur durchflußzytometrischen Untersuchung

| Untersuchung Parameter

| Immunphänotypisierung
i Ponphores Blul Lympho/yten-Subpopulationen

I CD38+CD8+
| Naive/Memory-T-Zellen
! T-Zell-Repertoire

B-Zell-Aktivierung
Lymphomzellen

CD34+ Stammzellen
HLA-B27
V,,o T-Zellen
CD 16+ & CD66b+ Granulozyten
Retikulozyten
Residualzellen in filtrierten
Blutkomponenten
LDL-Rezeptor
Fetale Erythrozyten
CD11a/b auf Granulozyten
HLA-DR auf Monozyten
HLA-DR4
Aktivierte Thrombozyten, Retiku-
lierte Thrombozyten

Referenzen

Knochenmark Blastäre Zellen

Lymphomzellen

Plasmazellen

Fötales Blut Lymphozyten-Subpopulationen
Liquor Lymphozyten-Subpopulationen

Bronchoalveoläre Lymphozyten-Subpopulationen
Lavage-Flüssigkeit

Lymphknoten hämatopoetische (Tumor-)Zellen
Funktionelle Charakterisierung
Peripheres Blut Th1/Th2

Adenosindeaminase
lnterleukin-2-Produktion
ZAP-70-Kinase
Virus-spezifische T-Zellen
Allogen-aktivierte T-Zellen

Tumor-spezifische T-Zellen

Mitogenaktivierte T-Zellen
Phagozytoserate und -Intensität

NADPH-Oxidasedefekt

Basophilendegranulation auf
Allergenstimulation hin
Myeloperoxidase

DNA-Analyse
Bioptate
Sonstige Verfahren
Peripheres Blut

Ploidie

Präformierte Antikörper (auch nicht
komplementaktivierende)
antithrombozytäre Antikörper

HIV
Transplantation
HIV
HIV
Omenn-Syndrom
SCID
Primärdiagnostik und Verlaufskontrolle
bei Non-Hodgkin-Lymphomen
Stammzelltransplantation
Mb. Bechterew
Kawasaki-Syndrom
Paroxysmale nokturne Hämoglobinurie
Anämiediagnostik
Qualitätskontrolle

Familiäre Hypercholesterinämie
Fetomaternale Hämorrhagie
Leukozytenadhäsionsdefizienz
Sepsis
Rheumatoide Arthritis
Thrombotische Erkrankungen,
Thrombozytopenie
Primärdiagnostik und Verlaufskontrolle
bei akuten Leukämien und myelo-
prpliferativen Erkrankungen
Primärdiagnostik und Verlaufskontrolle
bei Non-Hodgkin-Lymphomen
Differentialdiagnostik klonaler
Gammopathien
SCID
entzündliche / autoimmune
Erkrankungen des ZNS
entzündliche / autoimmune
Lungenerkrankungen
Interstitielle Lungenerkrankungen
Sarkoidose
Kollagenosen
exogen allergische Alveolitis und andere
eosinophile Lungenerkrankungen
Leukämie-/Lymphomdiagnostik

HIV
SCID
SCID
SCID
Überwachung antiviraler Therapien
Posttransplantationsmonitoring,
Graft-vs-Host-Disease
Therapiemonitoring supportiver
Immuntherapien
generelle Beurteilung der Immunreagibilität
angeborene und transiente
Phagozytosedefekte
Chronische Granulomatose, aber auch
Sepsis, SIRS
grenzwertige allergische und
pseudoallergische Diagnosen·
Myeloperoxidasemangel

Spezifität von Tumorzellen

Cross-Match-Analytik zur
Transplantationsvorbereitung
Abklärung von Thrombozytopenien

48-50]
53-571
60-67, 253, 255]
254]
52]

[58, 59]
[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 überwiegendem Ge-
halt an Lymphozyten. Diese Marker werden daher üb-
licherweise nicht befundet und sind bei „Single-Plat-
ibnrr-Analytik. das heißt 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 Prüfung der Vollständigkeit
des „lymphatischen*4 Analysefensters.

Ausgehend von diesem Protokoll werden heute,
teilweise unter Zuhilfenahme weiterer Marker, Lym-
phozyten zur generellen Beurteilung des zellulären 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 zusätzli-
cher Parameter auch auf B-Zell-Ebene erfordern [58,
59]. Häufig wird das Panel dabei je nach klinischer
Fragestellung durch die Messung von Aktivierungs-
markern, namentlich HLA-DR, Interleukin-2-Rezeptor
( -Kette: CD25), CD38 [60-67], und Transferrin-Re-
zeptor (CD71) ergänzt.

Leukämie- und Lymphomdifferenzierung
Die Immunphänotypisierung mit. Hilfe der Durch-
flußzytometrie hat zunehmend bisherige Methoden der
Morphologie und Zytochemie in der Primärdiagnostik
und Verlaufskontrolle hämatologischer Neoplasien er-
gänzt bzw. ersetzt. Die Multiparameteranalyse aus
Vollblut oder Knochenmarksuspensionsmaterial ohne
vorherige Anreicherung über einen Dichtegradienten,
verbesserte Auswertestrategien sowie die Verfügbar-
keit neuer Antikörper und Fluorochrome erlauben hier-
bei eine detaillierte Charakterisierung des zellulären
Phänotyps (Linienzugehörigkeit, Reifegrad) sowie
eine sensitive Detektion residualer Zellen unter Thera-
pie [3, 68-72].

Hinsichtlich der Diagnostik Akuter Leukämien er-
möglicht die Durchflußzytometrie die zweifelsfreie Li-
nienzuordnung der Zellen in nahezu allen Fällen, so
daß die Diagnose einer undifferenzierten Leukämie
zunehmend seltener gestellt werden muß. Scoring-Sy-
steme zur Klassifikation der Blasten anhand einer vor-
gegebenen Wertigkeit einzelner exprimierter Antigene
gewinnen zunehmend an Bedeutung, wobei der Nach-
weis intrazellulär exprimierter Antigene (z.B. Myelo-
peroxidase, CD79a, CD3) von wesentlicher Bedeutung
ist [73. 74]. Für die Akuten Myeloischen Leukämien
konnten spezielle Immunphänotypen einzelnen Entitä-
ten der FAB-Klassifikation oder Subsets mit definier-
ten genetischen Defekten bzw. einer eigenständigen
prognostischen Relevanz zugeordnet werden [75]. In
bezug auf die Akuten Lymphatischen Leukämien
wurde ein Klassifikationsschema basierend auf der im-
munologischen Charakterisierung des Reifegrades der
Blastenpopulation entwickelt [76].

Für die chronischen B-Zellneoplasien ermöglicht
die Durchflußzytometrie die Bestätigung der Klona-
lität über den Nachweis der homogenen Expression
eines Immunglobulinleichtkettentyps. In Kombination

mit weiteren differenzierungsabhängig exprimierten
Antigenen kann so der Nachweis selbst geringer An-
teile klonaler B-Zellen erbracht werden [77, 78]. Typi-
sche Immunphänotypen sind beschrieben für die chro-
nisch lymphatische Leukämie der B-Zellreihe (B-
CLL), die Haarzellleukämie sowie das Mantelzelllym-
phom [79]. Der zytoplasmatisehe Nachweis der
Leichtkettenrestriktion erlaubt in Kombination mit
Plasmazellen charakterisierenden Antigenen (CD 138,
CD38) den Nachweis klonaler Plasmazellen im Rah-
men einer monoklonalen Gammopathie unklarer Sig-
nifikanz (MGUS) oder eines Plasmozytoms [80, 81].
Chronische Neoplasien der T-Zellreihe stellen häufig
noch ein gesondertes Problem dar, da hier die Diagno-
se zumeist nur bei einem abnormen Phänotyp wie dem
Verlust einzelner T-Zellantigene gestellt werden kann.
Die REAL-Klassifikation („Revised European-Ameri-
can Lymphoma Classification'4) 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.

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

Messung CD34-positiver hämatopoeüscher Stamm-
und Progenitorzellen
Das CD34 Antigen ist auf frühen Zellen der Hämato-
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 Erhöhung der Spezi-
fität eine Multiparameteranalyse in Kombination mit
einer standardisierten Datenanalyse, wie sie z.B. im
ISHAGE-Protokoll anhand einer sequentiellen Ver-
knüpfung von Analyseregionen vorgegeben wird, un-
abdingbar ist [86, 87]. Durch die gleichzeitige Analy-
se des Pan-Leukozytenantigens CD45 kann eine siche-
re Abgrenzung leukozytärer Zellen von Aggregaten
oder Membranfragmenten sowie eine zusätzliche Cha-
rakterisierung unreifer Zellen anhand der verringerten
CD45-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 über
Blutbildautomaten gewonnen wurden, und diese nach-
folgend mit den prozentualen Werten der Leukozyten-
populationen aus der Durchflußzytometrie verrechnet,
so .ist gegenwärtig die präzisere Quantifizierung direkt
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am Durchflußzytometer als „singlc-platform-assay"
durch Zugabe definierter Konzentrationen von Parti-
keln oder die Verwendung von Reagenzgefäßen mit
einer vorgelegten, definierten Partikclkonzcntration
bei gleichzeitig definiertem Probenvolumen als Stan-
dard anzusehen |16. 881.

Zukünftig dürfte die Analyse von Stammzellstibpo-
pulationcn zunehmend an Bedeutung gewinnen. In
Studien konnte gezeigt werden, daß eine Korrelation
des Anteils der jeweils liniendeterminierten Stamm-
/ellpopulationen zur schnellen Regeneration der Neu-
trophilcn oder Thrombozyten besteht [891. Ein dauer-
hafter Transplantationserfolg ist hingegen auf die
Transplantation pluripotentcr unreifer StammzeJlen
angewiesen, deren Charakterisierung über die Analyse
von CD3S, CD90, HLA-DR, AC 133 oder c-Kit ange-
strebt wird [90). In einer neueren Arbeiten wurde wei-
terhin ein spezifischer Marker pluripotenter Stammzei-
len, der VEGF-Rezeptor 2 (KDR), beschrieben [91].
Da ebenfalls der Nachweis pluripotenter, CD34-nega-
tiver hämatopoetischer Stammzellen berichtet wurde
ist zu erwarten, daß zukünftig die routinemäßige Ein-
beziehung weiterer Marker ergänzend zum CD34 An-
tigen zur Charakterisierung der Stammzelleigenschaf-
ten gefordert werden wird.

HLA-B27
Die durchflußzytometrische Analyse der HLA-B27
Expression stellt eine zuverlässige, ökonomische, an-
wendungsfreundliche und zeitsparende Alternative ge-
genüber dem konventionellen Mikrolymphozytentoxi-
zitätstest und neueren serologischen Methoden dar
[92-94]. Beim Einsatz der monoklonalen Antikörper
ist zu bedenken, daß viele Antikörper eine Kreuzreak-
tivität mit HLA-B7 auf weisen. Dieses muß in entspre-
chenden zusätzlichen Kontrollansätzen überprüft wer-
den. Ferner ist ein Antikörper mit einer Kreuzreakti-
vität gegen HLA-B37 und HLA-B39 beschrieben [95].
Damit sind diagnostische Sensitivität und Spezifität
wesentlich durch die individuellen Bedingungen der
Analytik beeinflußt. Hierzu zählen neben der Auswahl
der Antikörper vor allem die Inkubationszeit. Eine
Standardisierung dieses Testes steht aus [92, 93, 95,
96]. Positive Befunde sollten derzeit aber noch im Mi-
krozytotoxizitätstest oder mittels Molekularbiologie
bestätigt werden.

Vß2 T-Zellen
Das Kawasaki-Syndrom ist eine akute Vaskulitis des
Kindesalters mit unklarer Ätiopathogenese. Obwohl
die Erkrankung in den meisten Fällen komplett aus-
heilt, kommt es in 10 bis 15% der Fälle zu einem
Koronararterienaneurysma mit entsprechenden Konse-
quenzen. Im peripheren Blut findet sich eine selektive
(oligoklonale) Expansion bestimmter Vß-tragender T-
Zellpopulationen. Obwohl das T-Zellrezeptor Vß Rer
pertoire bei den einzelnen Patienten unterschiedlich
reagiert, ist in den meisten Fällen der T-Zellrezeptor
des Vß2 Phänotyps beteiligt. Veränderungen in der
Frequenz korrelieren mit Krankheitsaktivität und Re-

missionsphase. Bei der Interpretation der Ergebnisse
ist zu beachten, daß keine allgemeingültigen Referenz-
werte für die Verteilung von T-Zellrezeptor Vß Subpo-
pulationen existieren. Jedoch ergibt im allgemeinen
ein Cut-off von 5% eine relativ sichere Diskriminie-
rung [97-101J.

Paroxysmale nokturne Hämoglobinurie
Ursache der Paroxysmalen Nächtlichen Hämoglobinu-
rie (PNH) ist eine Mutation im PIG- Gen auf der
Ebene einer pluripotenten hämatopoetischen Stamm-
zelle mit der Folge einer partiellen bis totalen Defizi-
enz GlykosyJphosphatidylinositol (GPI)-geankerter
Antigene auf allen dieser Stammzelle entstammenden
Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten [102-
104). Durchflußzytometrisch wird der Defekt anhand
der semi-quantitativen Analyse der Bindung spezifi-
scher Antikörper gegen GPI-verankerte Antigene
nachgewiesen. Neben der Analyse der Expression des
Decay Accelerating Factor (DAF, CD59) sowie des
Protectins (CD55) auf Erythrozyten, Granulozyten und
Monozyten ist die Analyse der FcyRIIIb-Expression
(CD16b) und des CGM6 (CD66b) auf Granulozyten
sowie des Lipopolysaccharid-Rezeptors (CD 14) auf
Monozyten möglich [105-107], Aufgrund kurzfristiger
Veränderungen der Zusammensetzung der Erythro-
zytenpopulation durch Hämolyse oder Transfusionen
als auch aufgrund der deutlich kürzeren Verweilzeit
leukozytärer 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 Gesamthäma-
topoese vorzuziehen. Hier wiederum ist die Analyse
mehrerer granulozytärer Antigene der Analyse der
durch inflammatorische Stimuli beeinflußbaren Ex-
pressionsdichte des LPS-Rezeptors auf Monozyten
vorzuziehen.

Retikulozyten
Die Analyse der Retikulozyten hat sich als eine Stan-
dardmethode der Durchflußzytometrie im klinischen
Labor etabliert und hier wesentlich zur Verbesserung
der Analytik beigetragen. Bei im Vergleich zur mikro-
skopischen Technik deutlich höheren Präzision hat die
Färbung mit einem RNA-Farbstoff, zumeist Thiazol O,
ebenfalls die Möglichkeit eröffnet, eine Klassifizierung
des Reifungsgrades des Retikulozyten anhand der Flu-
oreszenzintensität als,Maß des RNA-Gehaltes vorzu-
nehmen [108-111]. Eine Subtypisierung von Retikulo-
zyten ist auch anhand der Expression des Transferrin-
rezeptors (CD71) möglich [112]. Neben dem Einsatz in
der Anämiediagnostik 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 Transfusion von Blutkomponenten wie febrilen
Transfusionsreaktionen, Alloimmunisierung oder der
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Übertragung des Cytomegalievirus und dem Gehalt
von kernhaltigen Zellen in diesen Blulkomponenten
macht eine zuverlässige Qualitätskontrolle erforder-
lich. Aufgrund ihrer hoher Sensitivität und Spezifität
sowie großen Geschwindigkeit stellt die durchflußzy-
tometrische Absolutzellzählung mittels partikulärer
Volumenstandards oder Volumetrie hierfür die Metho-
de der Wahl dar [115, 116].

LDL-Rezeptor
Ursache der Familiären Hypercholesterinämie ist eine
verringerte zelluläre Aufnahme von Low Density Li-
poproteinen (LDL) aufgrund eines genetisch bedingten
Defektes des LDL-Rezeptors [117]. Durchflußzytome-
trisch ist sowohl die Erfassung einer verringerten oder
fehlenden Expression des Rezeptors durch semi-quan-
titative Analyse der Bindung spezifischer Antikörper
als auch die Analyse der Rezeptorfunktion durch Ana-
lyse der Bindung und Aufnahme fluoreszenzmarkier-
ten LDLs möglich [118]. Hierzu werden Zellen des pe-
ripheren Blutes (Monozyten oder Lymphozyten) nach
zumeist 48-72stündiger Inkubation (37°C) in einem
Lipoproteinmangelserum im Vergleich zu Zellen, die
in einem Serum-haltigen Medium vorinkubiert wur-
den, analysiert, unter der Annahme, daß unter Bedin-
gungen des Lipidmangels eine maximale Induktion der
Rezeptorexpression und Funktion erzielt werden kann.
Ebenso kann durch alleinige oder zusätzlich zum Li-
poproteinmangelserum eingesetzte mitogene Stimula-
tion (z.B. durch Phytohämagglutinin) 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 Kontroll person besteht, ist zur Inter-
pretation der Daten bislang unumgänglich. Durch Ver-
gleich mit den Werten des Kontrollprobandea können
Patienten ohne eine familiäre Hypercholesterinämie
(FH) von heterozygot bzw. homozygot betroffenen
FH-Patienten abgegrenzt werden. Da bis zu 30% der
betroffenen FH-Patienten-primär eine Störung 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 Spezifität und Sensitivität
[120] speziell der einzig auf einer Analyse der Anti-
körperbindung beruhenden Methoden (<80%) sollte
deren Einsatzmöglichkeit als Screening-Methode in
einem unselektionierten Patientenkollektiv mit
Zurückhaltung bewertet werden.

Fetale Eryihrozyten
Zum diagnostischen Nachweis einer fetomaternalen
Hämorrhagie können im mutterlichen Blut fetale
Erythrozyten nachgewiesen werden [121].

Thrombozyten
Ziel der durch ußzytometri sehen Thrombozytenanaly-
tik ist die phänotypische und funktioneile Charakteri-
sierung von Thrombozyten zur Diagnose von throm-

botischen Erkrankungen, Störungen der zellulären Hä-
mostase oder Thrombozytopeniesyndromen f 122,
123]. Darüber hinaus wurde die immunologische De-
tektion von Thrombozyten als Methode zur Verbesse-
rung der Thrombozytenzählung vorgeschlagen. Eine
Evaluierung der Methode im Vergleich zu den derzeit
verfügbaren Hämatoiogieanalysatoren steht jedoch
aus. Gegenwärtig erstreckt sich der analytische Ansatz
auf folgende Methoden.

Thrombozytenaktivierung ex vivo: Thrombozytenre-
aktivität 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 GPÜb/IIla- (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
Veränderungen des Zytoskeletts bislang eher wissen-
schaftlichen Fragestellungen vorbehalten blieben. Ais
Standard für klinische Tests darf inzwischen die Ana-
lyse aus verdünntem Vollblut angesehen werden, die
im Gegensatz zur Präparation von Plättchen-reichem
Plasma auf potentiell aktivierende Zentrifugations-

. schritte verzichtet und zur Charakterisierung der
Thrombozyten eine Markierung mit einem Phyco-
erythrin-markierten Antikörper 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 Durchführung
multizentrischer Studien mit standardisierten Metho-
denprotokollen beurteilt werden können, da bislang
aufgrund unterschiedlicher Sensitivität und Spezifität
der Methoden bei zudem eingeschränkter Stabilität des
Probenmaterials ein direkter Vergleich der publizierten
Daten kaum möglich ist.

Ein weiterer potentieller Einsatzbereich, das Moni-
toring der Rezeptorblockade beim Einsatz von
GPIIb/IIIa Antagonisten, ist vielfach durch die metho-
denbedingten Verdünnungsschritte eingeschränkt, wel-
che zu einer Verschiebung des Gleichgewichts von
freiem zu gebundenem Antagonisten führen, und somit
aufgrund der schnellen Dissoziationsrate etlicher Anta-
gonisten eine Veränderung der effektiven Rezeptor-
blockade bewirken können. *

Glykoproteindefekte bzw. -defizienzen
Die Durchflußzytometrie erlaubt die rasche und siche-
re Diagnose von Glykoproteindeftzienzen 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 überprüfen, um neben dem Rezeptormangel
auch funktioneile Rezeptordefekte aufzudecken.
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Thrombo/.ylenrcifung (Fraktion RNA-haltigcr Throm-
bozyten)
Die Analyse der jüngsten irn peripheren Blut zirkulie-
renden Thrombozyten anhand des RNA-Gehalics („rc-
tikulierte Thrombo/yten") hut sich als hilfreich in der
Diffcrcmialdiagnose thrombozytopcnischcr Erkran-
kungen erwiesen, wobei eine Erhöhung des Anteils re-
nkuHertcr Thrombozyien auf einen peripheren Ver-
brauch mit reaktiv gesteigerter Thrombopoese hindeu-
tet, wohingegen ein nicht adäquater Anstieg des An-
teils regulierter Thrombozyten bzw, eine verringerte
absolute Konzentration retikulierter Thrombozyten bei
Thrombopenie auf eine verminderte Megakaryopoese
hinweist [125-1271. Weitere Einsatzgebiete sind das
Monitoring einer Thrombopoetintherapie sowie der
Knochcnmarksregeneralion nach Chemotherapie
und/oder einer Stammzelltransplantation [128, 129).
Eine Normbereichsangabe für den Anteil bzw. die
Konzentration retikulierter Thrombozyten muß vom
jeweiligen Anwender erarbeitet werden, da eine man-
gelnde Standardisierung der Methodik bislang eine
multizentrische Evaluierung des Normbereiches ver-
hindert hat.

Epitopcharakterisierung von antithrombozytä'ren Anti-
körpern
Thrombozytäre Antikörper stellen einen wesentlichen
Mechanismus bei der Entstehung von Thrombozytope-
nien dar. Antikörper können sowohl gegen thrombo-
zytenspezifische Glykoproteine als auch gegen HLA-
Antigene auf Thrombozyten oder medikamentenab-
hängige Epitope gebildet werden. Daneben ist eine
Bindung von Immunkomplexen an den Fcyll-Rezeptor
(CD32) möglich. Die durchflußzytometrische Quanti-
fizierung des gesamten thrombozytengebundenen Im-

• munglobulins mittels fluoreszenzmarkierter anti-
human-IgG und -IgM Antikörper erlaubt eine sensitive
Erfassung der meisten über eine Antikörperbindung
vermittelten Thrombozytopenien, wobei jedoch eine
Differenzierung der Antikörper basierend auf dem er-
kannten Epitop nicht möglich 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 Antikörpern
gegen spezifische Oberflächenantigene und der Analy-
se der räumlichen Assoziation dieser Antikörper zum
Antikörper des Patienten beruht [132].

DNA-Analyse
In Tumorbioptaten können der DNA-Gehalt und Aneu-
ploidien von Tumorzellen in Kombination mit der
Messung von zellulären Antigenen, z.B. intrazel-
lulären Zytokeratinen, zur Kontrolle der Zellspezifität
bestimmt werden [133, 134]. Insbesondere für Kolon-
karzinome [135] und Mammatumoren [136] gibt es
Protokolle, und es wurde auch bereits ein Konsensus-
protokoll vorgeschlagen [137].

NADPH-Oxidasedefekt
Bei der Chronischen Granulomatose können durch
einen Defekt der NADPH-Oxidase in den neutrophilen
Granulozyten keine Sauerstoffradikale zur Abtötung
der Bakterien (oxidative Burst) bereitgestellt werden
[138|. Die Patienten fallen durch rezid i vierende 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 zuverläs-
sig, aber zusätzlich zeitsparend. Die durchflußzytome-
trische Diagnostik stellt ein geeignetes Screening ver-
fahren dar, das auch die Identifikation von Überträgern
der Erkrankung ermöglicht. Im Vergleich zum Nitrob-
lautetrazolium-Test, der lediglich eine qualitative Aus-
sage zuläßt, eröffnet die durchflußzytometrische Ana-
lyse auch die Möglichkeit der quantitativen Erfassung
von oxidativen Burst Aktivitäten. Transiente Störun-
gen der Sauerstoffradikalbildung werden unter ver-
schiedenen Bedingungen wie Polytrauma, Sepsis. Me-
dikamentenein nähme, Exposition gegenüber Industrie-
noxen etc. beobachtet [143-149].

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

Leukozytenadhäsionsdefekt (LAD)
Patienten mit LAD leiden an rekurrierenden nekroti-
sierenden Infektionen der Haut und der inneren Orga-
ne, verzögerter Wundheilung, schwerer Gingivitis und
Parodontitis. Die molekulare Ursache des LAD l liegt
in einem Synthesedefekt des Proteins CD 18, das die~3
Adhäsionsmoleküle CDlla (Lymphozytenfunktions-
antigen-1), CDl'ib (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-Stoff-
wechsels. Dies führt ,zu einem Mangel an Sialyl-
Lewis-X auf Glykoproteinen in der Zellmembran von
Phagozyten. Die Untersuchung der Adhäsionsmo-
leküle auf den Granulozyten ermöglicht die Diagnose,
sogar schon aus dem Fetalblut [151-153].

Messung in anderen Körperflüssigkeiten / Komparti-
tnenten
Bronchoalveoläre Lavageflüssigkeit
Die Durchflußzytometrie der Zellen in der bronchoal-
veolären Lavageflüssigkeit trägt entscheidend zur Ein-
ordnung primärer und sekundärer Lungenerkrankun-
gen verschiedener Ätiologien bei. Hierzu zählen ins-
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besondere interstitielle Lungenerkrankungen mit Fi-
brosierung, Sarkoidose, Wegner'sche Granulomatose
sowie verschiedene Formen der exogen allergischen
Alveolilis. Ferner zeigen sich charakteristische Verän-
derungen bei Patienten mit Rejektion nach Lungen-
transplantation und anderen pathpgenetischen 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-
flußt wird. Hierzu zählen Raucherstatus, Alter (Kinder
versus Erwachsene) und die Methodik der Lavage. Ein
Konsensusprotokoll für die Diagnostik der bronchoal-
veolären Lavage mittels durchflußzytometrischer Im-
munphänotypisierung ist erarbeitet worden. In mehre-
ren Publikationen sind Referenzbereiche, zumindest
für Erwachsene, veröffentlicht [154-176].

Liquor
Zur Immunüberwachung des Zentralnervensystems
(ZNS) erscheint die Durchflußzytometrie in simultan
gewonnen Liquor- und Blut-Proben geeignet, wobei
die Methodik für Blut an die geringe Leukozytenzahl
angepaßt werden muß (Normalbereich: l - 5 pro
(M/l) Lumbal-Liquor), um präzise und statistisch rele-
vante Ergebnisse zu erhalten [177-179]. Interferieren-
de Verunreinigungen durch Erythrozyten, Thrombo-
zyten oder zellulären Debris werden durch eine Vital-
tarbung der zellulären Nukleinsäuren im Fluoreszenz-
kanal >650 nm eliminiert [177, 180]. Die Beurteilung
erfolgt mit vorläufigen Referenzbereicheri [181, 182].
Zellreaktionen im ZNS müssen von systemischen Zell-
reaktionen abgegrenzt werden. Es besteht eine stark
ausgeprägte Blut/Liquor-Schranke unterschiedlichen
Ausmaßes für Lymphozytensubpopulationen [182],
wobei einige T Zellsubsets, aktiviert [183] oder nicht
aktiviert [182, 184], im Vergleich zu B (CD19+) und
NK Zellen (CD 16+56+3-) bevorzugt die Schranke bei
Kontrollpersonen und verschiedenen ZNS-Entzündun-
gen passieren [182].

Es wurde eine Zunahme des CD4+ T Zell zu CD8+
T Zeil-Verhältnisses im 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 / -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 Adhäsionsmo-
lekülen auf Lymphozyten hat verschiedene Transfer-
Routen dieser Zellen aus dem Blut ins ZNS aufgezeigt
[188, 189J. Lösliche Adhäsionsmoleküle im Liquor,
z.B. ICAM-J (CD54) [190], und die Expression des
Fas antigens [191] geben Hinweise auf die Aktivität

von ZNS-Erkrankungen, z.B. bei Multipler Sklerose.
Multiparametrische Durchflußzytometrie erlaubt die
Detektion von Lymphom-Zellen in Anteilen von weni-
ger als 1% der Gesamtzellen im Liquor [192].

Die Durchflußzytometrie ermöglicht es weiterhin,
nach Adaptation an Liquor cerebrospinalis die Im-
munüberwachting des ZNS zu untersuchen; jedoch
müssen erste diagnostische Verfahren verbessert und
weiter evaluiert werden. Bislang sollten durchflußzy-
tometrische Untersuchungen im Liquor ausschließlich
spezialisierten Zentren vorbehalten bleiben.

Knochenmark
Zu dieser Fragestellung ist bereits im Zusammenhang
mit der Bestimmung von Leukämien/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 Durchflußzytometrie
eingesetzt werden. Lymphknoten stellen für die durch-
flußzytometrische Lymphomdiagnostik das Material
der ersten Wahl dar, sofern die Infiltration mittels
Biopsie erfaßt werden kann. Neben der Lymphom-
und Leukämiediagnostik (siehe dort) und dem Nach-
weis von DNA-Veränderungen (s.u.) finden sich typi-
sche Veränderungen auch bei reaktiver Hyperplasie
[193, 194].

2.2. Verfahren mit potentiell diagnostischen Wert
Adhäsionsmoleküle auf Granulozyten
Die zellulären Expressionsdichten der Adhäsionsmo-
leküle CDllb (MAC-1) sowie CD62L (L-Selektin)
stehen in einer engen Beziehung zum Aktivierungs-
grad der Zellen. Hierbei kommt es im Rahmen ent-
zündlicher Prozesse zu einer schnellen Hochregulation
der Oberflächenantigene, die im Falle des L-Selektins
durch eine Abspaltung von der Membran(Shedding) in
eine Erniedrigung übergeht [195]. Ein für eine verän-
derte Abwehrlage des Patienten sensitiverer Analyse-
parameter scheint dagegen eine reduzierte Induzierbar-
keit von CDllb durch Agonisten wie das bakterielle
Peptid yV-formyl-Met-Leu-Phe [196] oder Tumor-Ne-
krose-Faktor-a [197] darzustellen. Schließlich stellt
eine Konformationsänderung des ß2-Integrins, die mit
einer erhöhten Affinität für dessen Liganden einher-
geht, den spezifischsten Indikator zellulärer Aktivie-
rung dar [197].

HLA-DR und CD16 auf Monozyten
Eine reduzierte Expressionsdichte von HLA-DR auf
Monozyten stellt ein Korrelat einer verringerten Rea-
gilibität gegen bakterielle Lipopolysaccharide in vitro
dar [198] und erlaubt die Identifikation von Patienten
mit einem erhöhten Risiko der Entwicklung einer
Reihe von Störungen. Eine Reduktion der HLA-DR-
Expression kann bei iatrogener Immunsuppression,
z.B. nach Organtransplantation oder im Zuge komple-
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xcr Operationen und schwerer Verbrennungen, sowie
nach Polytrauma oder bei Sepsis eintreten. Das Moni-
toring der relativen Dichte von HLA-DR Molekülen
auf der Oberfläche von Blutmonoxytcn kann wichtige
Hinweise auf die Reaktionsfähigkeit des Abwehrsy-
stems geben. Die Bedeutung dieses Parameters liegt
insbesondere in der frühzeitigen Identifikation von Ri-
sikopntientcn und der konsekutiven Verlaufsbeobach-
tung entsprechender Patienten. Hierbei dient der Para-
meter der Diagnosefindling und unterstützt Therapie-
entscheiclungen. Eine Schwierigkeit der bisherigen
Studien stellt die Übertragung der Ergebnisse in die
klinische Praxis dar. Auf Grund fehlender Standardi-
sierung der Methode (fehlende Absolutkalibrierung
der bestimmten Antigendichten sowie unterschiedliche
Methoden der immunologischen Abgrenzung der Mo-
nozyten) muß jedes Labor seine eigenen Referenzbe-
reiche für einen Cut-off in der HLA-DR Expression
definieren. Die Richtwerte schwanken zwischen 30
und 60% positiver Zellen. [198-212].

Eine weitere charakteristische Veränderung von
Monozyten bei Sepsis [213] aber auch bei viralen In-
fekten einschließlich der HIV-Infektion [214, 215]
stellt die relative Expansion von Monozyten mit Ex-
pression des Fcy-Rezeptors lila (CDloa) dar. Das pro-
in flammatorische Zytokinrepertoire dieser Zellen bei
Normalprobanden [216] läßt 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 Phänotyp des von Monozyten reifungsabhängig
exprimierten Apo E mit einer gesteigerten in vitro Ex-
pression von CD16 bei Zellen des E4/E4-Phänotyps
als Determinante der monozytären Differenzierung
identifiziert werden. Eine selektive Reduktion der Ex-
pressionsdichte des Lipopolysaccharid-Rezeptors
(CD14) unter Therapie mit Hemmstoffen der HMG-
CoA-Reduktase [219] unterstützt schließlich das Kon-
zept einer von Membranlipiden und komplexer Koas-
soziation von Rezeptoren des unspezifischen Immun-
systems abhängigen Expression von CD 14 auf Mono-
zyten [220].

HLA-DR4
HLA-DR4 gilt als ein wesentlicher genetischer Risiko-
parameter für rasch progrediente und besonders de-
struierende Formen der rheumatoiden Arthritis [221-
224]. In der Durchflußzytometrie ist es möglich, diese
Bestimmung schnell und einfach durchzuführen [225,
226]. Allerdings ist bislang kein Reagentiensystem

verfügbar, das eine einfache Bestimmung mit wenigen
Schritten ermöglicht.

Obwohl sich die Diagnostik weiterer HLA-Spezi-
fitäten mit monoklonalen Antikörpern im Durch-
flußzytometer durchführen ließe, wird diese Möglich-
keit auf Grund der hohen Kosten einer simultanen Be-
stimmung einer Vielzahl von Spezifitäten nicht ge-
nutzt.

Antigenspezifische 7-Zellen
Neue Techniken der Quantifizierung von für ein be-
stimmtes Antigen spezifischen T-Zellen stellen einen
neuen Parameter zur Überwachung der Krankheits-
spezifischen Reaktivität 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
Färbung mit Antikörpern vergleichbaren Methodik
[227]. Die Spezifität der Reagentien für jeweils ein
MHC-Allel und ein antigenes Peptid sowie die unkla-
re funktioneile Reaktivität dieser Zellen stellen jedoch
Einschränkungen der Methodik dar. In einem alterna-
tiven Verfahren werden antigen-spezifische Zellen
über die durch ein Antigen induzierte Zytokinantwort
nachgewiesen [228]. Das in einer Modifikation in un-
separiertem Vollblut durchführbare Analyseverfahren
erlaubt den Nachweis von gegen prozessierte Proteine
oder spezifische Peptide gerichteten T-Zellen. Es er-
fordert jedoch eine mehrstündige Inkubation der Zel-
len. Weiterhin kann die Reagibilität durch die ver-
mehrte Expression yon CD69 ermittelt werden [229].

Virus-spezifische T-Zellen
Die Analyse der Färbung mit rekombinanten MHC-Te-
trameren und der Analyse der Antigen-abhängigen zel-
lulären Zytokinantwort können alternativ für die Ana-
lyse des Ablaufs von primären oder reaktivierten Viru-
serkrankungen eingesetzt werden [230, 231]. Eine po-
tentiell klinisch besonders relevante Anwendung stellt
die Überwachung von antiviraler Therapie dar.

Allogen aktivierte T-Zellen
In ähnlicher Weise können '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 durchflußzytometrischen
Auswertung einer gemischten Leukozytenkultur über
den Nachweis von zellulärer Aktivierung oder Zyto-
kinsynthese [232]. Das zweite Verfahren wurde kürz-
lich zum Nachweis der zellulären Antwort gegen
Minor-Antigene im Rahmen der ,Graft-versus-Hosr-
Erkrankung nach allogener Knochenmarkstransplanta-
tion eingesetzt [233],

Tumor-spezifische T-Zellen
Der Nachweis von gegen Tumore spezifischen T-Zel-
len stellt eine besonders für die Überwachung von Im-
muntherapien relevanten Analyseansatz dar. Die un-
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mittelbare Kombination von Tetrameren-Technologie
zur Identifikation von gegen ein Tumorantigen spezifi-
schen Zellen mit der Analyse der Antigen-abhängigen
Aktivierbarkeit dieser Zellen erlaubt hierbei die Ana-
lyse von immunologischer Anergie im Rahmen einer
fumorerkrankung [234].

Mitogen-aktivierte T-Zellen
Neben der antigenspezifischen Untersuchung (s.o.)
bieten durchflußzytometrische Methoden die Möglich-
keit, die Reagibilität von Lymphozyten auf mito-
genspezifische Reize zu messen [235], das heißt den
sogenannten Lymphozytentransformationstest durch-
zuführen und dabei auf radioaktive Meßmethoden zu
verzichten.
• Die DNA-Synthese kann im Durchflußzytometer

über die S-Phase (PI-Messung [236, 237]) und via
BrdU-lnkorporation [238, 239]gemessen werden.

• Als Meßparameter kommen weiterhin Zellober-
flächenmoleküle wie CD69 (sehr schneller Anstieg
in wenigen Stunden, Maximum nach 2-3 Tagen, ins-
besondere auch auf NK-Zellen [229]) und intrazel-
luläre Zytokine. (s.u.) in Frage. Da die Reaktion ein-
zelner Zellen gemessen wird, ist neben der Fre-
quenz reagierender Zellen die "mittlere Fluoreszen-
zintensität (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 können und die verwendeten Aktivierungsmar-
ker nicht zwangsläufig mit einer DNA-Synthese ge-
koppelt sein müssen.

• Schließlich ist die Proliferationsrate auch über die
Messung der absoluten Zellzahlen zu ermitteln
[240].

Phagozytose
Zur Untersuchung der Phagozytose in Monozyten und
Granulozyten bietet die Durchflußzytometrie gut re-
produzierbare Möglichkeiten. Hierbei wird die Phago-
zytoseleistung durch Messung von Frequenz und In-
tensität der Aufnahme FITC gekoppelter E. coli unter-
sucht [241]. Phagozytosestörungen können angeboren
oder erworben sein. Während hereditäre Phagozytose-
störungen sehr selten sind, gibt es eine Vielzahl von
klinischen Situationen, in denen es zu (transienten)
Störungen der Phagozytose kommen kann. Hierzu
zählen Sepsis. Polytrauma, Verbrennungen, Therapie
mit immunmodulatorischen / jmmunsuppressiven Me-
dikamenten und andere [144. 242-246]: Ein Problem
stellt die Standardisierung und damit die interlaborato-
rische Vergleichbarkeit der Untersuchungsergebnisse
dar. Somit muß jedes Labor seine eigenen Referenz-
werte definieren und validieren [147, 148, 247].

Basophilendegranulation
Die Degranulation von basophilen Granulozyten und
gewebsständigen Mastzellen stellt eine entscheidende
Schnittstelle im Ablauf von IgE-abhängigen und IgE-
unabhängigen (sog. pseudoallergischen) Reaktionen

dar. Die Degranulation der basophilen Granulozyten
kann somit als diagnostisches Fenster im Rahmen der
allergologischen in-vitro Diagnostik angesehen wer-
den. Hierzu wurden in jüngster Zeit neue Methoden
entwickelt. Zur Interpretation der Testergebnisse ist
eine adäquate Negativ- und Positivkontrolle unbedingt
mitzuführen. Ferner hat die Allergen/Antigenqualität
einen erheblichen Einfluß auf das Testergebnis. Eine
Standardisierung dieses Testes steht noch aus. jedoch
könnte die durch flußzytometrische Analyse der baso-
philen Degranulation eine erhebliche Verbesserung in
der in-vitro Allergiediagnostik bedeuten [248-250].
Insbesondere die Diagnostik von Unverträglichkeiten
gegenüber Konservierüngsstoffen, Arzneimitteln, Le-
bensmitteln u.a.m. kann serologisch nur sehr einge-
schränkt, gut aber mittels der Basophilendegranulation
erfolgen.

' 2.3. Forschungsverfahren
Naive/M emoiy- T-Zellen
Basierend auf der Analyse verschiedener Zellober-
flächenmarker können T-Helferzellen als naive
(CD45RA, CD62L+, CDllahoch) und Memory-
(CD29, CD62L-, CDllaniedri*) Zellen charakterisiert
werden. Ihre Bestimmung kann bei Arthritiden, nach
Transplantationen [251, 252] oder bei HIV-Infektion
[253, 254]. Relevanz besitzen. Analog eibl es diese
Subtypen auch für CD8-Zellen [253, 255].

Messung dendritischer Zellen
Verschiedene Kombinationen von Antigenen wie
CDllc [256], CD14 und CD33 [257] oder CD123
[258], M-DC8 [259], CD68 [260, 261] mit jeweils
mehreren linienspezifischen Antigenen führten in den
letzten Jahren zur Identifikation von mehreren Popula-
tionen von Vorläufern dendritischer Zellen in periphe-
rern Blut. Die in ihrer in Abgrenzung voneinander zum
Teil unklaren drei oder mehr Populationen von dendri-
tischen Vorläuferzellen [262] unterscheiden sich hier-
bei in ihrem Reifegrad sowie funktionellem Reper-
toire. Aufgrund ihrer großen Bedeutung in der zel-
lulären 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 Prädisposition konnte kürzlich
eine quantitativ und qualitativ gestörte in vitro Ausdif-
ferenzierung von dendritischen Zellen nachgewiesen
werden [263]. Inwieweit Krankheitszustände mit
quantitativen oder qualitativen Veränderungen von
dendritischen Vorläuferzellen des Blutes einhergehen,
ist bisher jedoch noch völlig unklar.

Epitheliale Zellen / Residuale Tumorzellen
Die Bestimmung epithelialer Zellen in der Zirkulation
über den Nachweis von Zytokeratin 8/18 als Hinweis
auf Mikrometastasierung epithelialer Tumoren ist
durchflußzytometrisch möglich, wenngleich auch hin-
sichtlich der prognostischen Relevanz umstritten
[264].
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Sperwienancily.se
Auch in Spcrmien ist eine DNA-Analyse möglich
12651. Die Spermicnanalyse hat insbesondere bei Tie-
ren heute eine unbestrittene Relevanz (266J. Beim
Menschen wird eher der Nachweis antispcrmatischer
Autoanlikörper im Durchflußzytomeier geführt [267-
269).

Immunologisches Differentialhlulbild
Durchflußzyiomctrische Methoden der immunologi-
schen Zelldifferenzierung übertreffen in ihrer statisti-
schen Genauigkeit die mikroskopischen Methoden zur
Zclldiffercnzierung [270], In der spezifischen Erfas-
sung der Linie und Reifung von Zellen insbesondere
im Rahmen pathologischer Prozessen liegen wesentli-
che Vorteile gegenüber hämatologischen Zellanalysa-
toren. Die höheren Kosten rechtfertigen derzeit einen
Einsatz der Technik lediglich bei hämato-onkologi-
schen Fragestellungen oder im Rahmen der Geräteeva-
luation [271J.

In t raze U ul äre Zytokinmessung
Die Messung intrazellulärer Zytokine bietet gegenüber
der Bestimmung von Zytokinen mittels ELISA oder
ähnlichen Methoden den Vorteil, daß in Kombination
mit einer Oberflächenmarker-Analyse die Zytokin-
produzierenden Zellen auch innerhalb einer heteroge-
nen Zellpopulation klar identifiziert werden können.
Die Methodik läßt sich auch auf die Vollblutbestim-
mung (Heparinblut wegen Kalzium-Abhängigkeit der
Stimulation) adaptieren. Nach Aktivierung mit unter-
schiedlichen Simulatoren (s.u.) bei gleichzeitiger oder
nachfolgender Blockade der Sekretion durch Monen-
sin oder Brefeldin A (bewirken eine Blockierung des
Golgi Apparates) kann die intrazelluläre Akkumulation
der Zytokine durchflußzytometrisch gemessen werden.
Hierzu ist eine Permeabiliserung der Zellmembran er-
forderlich [272, 273]. Da generell intrazelluläre Fär-
bungen aufgrund der notwendigen Membranpermeabi-
lisierung mit einem höheren unspezifischen Hinter-
grundsignal bei der durchflußzytometrischen Analyse
verbunden sind, müssen entsprechende Kontrollen
durchgeführt werden. Hier bietet sich neben der Ver-
wendung von Fluoreszenzfarbstoff-markierten Isotyp-
Kontrollen auch die Spezifitätskontrolle mit den ent-
sprechenden nicht-markierten Zytokinen als {Competi-
tor an. Der letzte Ansatz ist insbesondere auch wichtig
um eine unspezifische Detektion von an Zytokinrezep-
toren gebunden Antigenen auszuschließen.

Intrazelluläre Zytokine in Lymphozyten
Die Zytokinproduktion wird in T-Lymphozyten nach
Stimulation des T-Zellrezeptor/CD3 Komplexes z.B.
durch CD3 Antikörper oder nach Antigen/Ällergen-Er-
kennung induziert. Maximale Produktion wird durch
Stimulation mit Phorbolester (PMA) plus lonomyän
erreicht. Das Zytokinmuster nach der unphysiologi-
schen PMA/Ionomycin Stimulation entspricht nicht
unbedingt dem Muster der Antigen-induzierten Zyto-
kininduktion. Die Methodik der intrazellulären Zyto-

kinfärbung wurde u.a. erfolgreich für den Nachweis
der Interleukin-2, -4, -5, -6, -10, -12. Interferon- ,
Transforming Growth Factor-ß, 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 über bispezifische Antikör-
per die an die Oberfläche der Zellen binden und
gleichzeitig eine Affinitätsmatrix für die Zytokine ge-
nerieren [281 J. Diese Methode erlaubt auch die präpa-
rative Anreicherung von Zellen entsprechend dem Mu-
ster ihrer Zytokinsekretion.

Th l /Th2- Verhältnis
Aufgrund des Zytokinspektrums lassen sich T-Helfer-
zellen in Thl und Th2-Zellen einteilen. Th l-Zellen
produzieren als Leit-Zytokin IFN- , daneben auch IL-
2 und proinflammatorische Zytokine. Th2-Zellen pro-
duzieren insbesondere 1L-4 und IL-10 [282-285].
Durch das unterschiedliche Zytokinspektrum von Thl
und TH2 Zellen wird u.a. die Antikörperantwort ge-
steuert; so ist z.B. IL-4 essentiell für die Produktion
von IgE. Die Analyse der Thl/TH2 Verteilung ist des-
halb von Bedeutung für diverse klinische Bereiche wie
Infektiologie, Allergologie, Onkologie, Autoimmunitat
[286], zum Beispiel bei der HIV-Infektion [287, 288].
Außer der „klassischen" T-Helferzellpopulation der
CD4+ Zellen sind auch andere Lymphozytenpopulatio-
nen wie die CD8+ T-Zellen und die / -T-Zellen in der
Lage, stimulationsabhängig unterschiedliche Zytokine
zu produzieren [289].

Intrazelluläre Zytokine in Monozyten
Nach Stimulation mit LPS, Candida oder bakteriellen
Antigenen kann in Monozyten unter anderem die Pro-
duktion von IL- , IL-lß und TNF-a gemessen wer-
den [290]. Die durchflußzytometrische intrazelluläre
Zytokinmessung wird u.a. zur Funktionsbestimmung
von Monozyten/Makrophagen im Rahmen der HIV In-
fektion eingesetzt [291, 292].

Zytokine auf der ZellOberfläche
Hochsensitive Verfahren erlauben den Nachweis sehr
schwach exprimierter Zytokine [280]. Die fehlende
Verfügbarkeit routineerprobter Reagenzien und Me-
thodenprötokolle verhinderte jedoch bisher eine dia-
gnostische Evaluierung dieser Analyseparameter.

Zytotoxizität . '
Die Durchflußzytometrie bietet sinnvolle Alternativen
zu etablierten radioaktiven Methoden (wie dem 51Cr-
Freisetzungstest) für die Messung der zytotoxischen
Aktivität von Killerzellen. Als Basis hierzu kann die
selektive Expression eines Oberflächenmarkers 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-
diurnjodid oder der Messung von Annexin V [294-
296] (siehe auch Apoptose).
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Nachweis allergenspezifischer B-Zellen
Für die Allergiediagnostik kann der Nachweis aller-
genspezifischer B-Zellen neue Möglichkeiten eröffnen
[297].

Apoptose
Der programmierte Zelltod (Apoptose) spielt eine es-
sentielle^Rolle in der zellulären Homöostase [298]. Die
Analyse der Apoptose hat sich daher zu einem wichti-
gen und pathophysiologisch relevantem Parameter bei
vielen Erkrankungen entwickelt [299]. Durchflußzyto-
metrisch lassen sich dabei sowohl frühe Parameter der
Apoptose wie die Phosphatidylserin-Exposition auf der
äußeren Zellmembran, als auch spätere Parameter wie
die Fragmentierung der DNA und letztlich Zelltod ana-
lysieren [300]. Die Expression von Phosphatidylserin
wird durch Bindung von FITC-markiertem Annexin V
erfaßt [301-303]. Im späteren Stadium der Apoptose
zeigt sich charakteristischerweise eine Fragmentierung
der DNA in oligonukleosomale Fragmente von 180 Ba-
senpaaren und Vielfachen davon. Die DNA Fragmen-
tierung läßt sich durch in-situ „nick translation" unter
Verwendung von HTC-markiertem dUTP und DNA
Polymerase I 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 läßt sich
problemlos mit einer Oberflächenfärbung kombinieren.
Sehr einfach läßt sich die DNA Fragmentierung auch
als Akkumulierung hypodiploider DNA nach Färbung
mit Propidiumjodid in hypotonem Puffer nachweisen
[307]. Schließlich können apoptotische Zellen auch
einfach durch Verwendung von diskriminierenden
Farbstoffen wie Propidiumjodid und Hoechst 33342 er-
faßt werden [308-311].

Multi-Drug-Resistenz
Durchflußzytometrische Untersuchungen der Multi-
Drug-Resistenz sind mittlerweile recht zuverlässig
[312]. So kann die Sensitivität von Tumorzellen auf
zytostatische Medikamente vorab untersucht werden
[313-315].

Intrazellulärer pH
Die Aktivierung eines membrangebundenen aktiven
Austauschs von Na+ und H+ ist ein effektiver Mecha-
nismus zur Elimination von Säureäquivalenten, der ak-
tivierten Zellen zu einem alkaüschen pH und gestei-
gerten Zellvolumen verhilft [316]. In der Durchflußzy-
tometrie wurde eine Analyse* des zytosolischen pHs
bereits früh in der Analyse von zellulären Aktivie-
rungsprozessen bei inflammatorischen Erkrankungen
eingesetzt [317]. Ein weiteres Einsatzgebiet der Me-
thodik besteht in der Analyse gestörter Zellfunktion in
der Qualitätskontrolle zelltherapeutischer Produkte.

Calc/umeinsirom
Ein rascher und reversibler Anstieg der intrazellulären
Calciumkonzentration ist eine der frühesten Verände-
rungen von Zellen nach einer Rezeplor-Liganden-In-

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

Infrazelluläre Enzymmessung
Mittels Durchflußzytometrie kann die intrazelluläre.
Aktivität 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-
zifität des intrazellulären Enzymumsatzes in den je-
weils analysierten Zellen. Am Markt verfügbare
Reagentienserien sind häufig durch unspezifischen
Umsatz gekennzeichnet.

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

Schließlich können die Adenosindeaminase [321]
und die ZAP-70-Kinase [322, 323] zur diagnostischen
Abklärung der schweren kombinierten Immundefizi-
enz intrazellulär bestimmt werden .

FRET-Verfahren
Mittels Messung des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfers (FRET) können Kolokalisationsuntersuchun-
gen z.B. in der Charakterisierung der Epitopspezifität
von Thrombozyten-gerichteten Antikörpern durchge-
führt* werden [132]. Die Methodik ist weiterhin dazu
geeignet supradynamische Cluster von Rezeptoren in
ihrer räumlichen Verteilung zu charakterisieren, die
von großer Bedeutung für das funktioneile Repertoire
von Zellen sind [324].

RNA-Messung
Die Analyse des zellulären Gesamtgehaltes an RNA
wurde bei Fehlen von spezifischeren Analysemöglich-
keiten vor allen Dingen in der Frühzeit durchflußzyto-
metrischer Untersuchungen häufig eingesetzt. Eine
neue Perspektive besitzt die sensitive RNA-Analytik
in einer multiparametrischen Kombination mit immu-
nologischen Markern sowie der Analyse des zellulären
DNA-Gehalts in der Charakterisierung von frühen hä-
matopoetisehen Stamm- und Vorläuferzellen [325].
Die Differenzierung des GO und Gl-Kompartiments
über den RNA-Farbstoff Pyronin stellt hier einen
Ansatzpunkt zur Detektion einer unreifsten Fraktion
von Langzeitku l tu r-ini liierenden Vorläuferzellen dar.
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