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Technische und methodische
Grundlagen der Durchflusszytometrie

Gregor Rothe

Laborzentrum Bremen, Deutschland

Einleitung

Durchflusszytometer sind apparative Plattformen, die mit sehr hoher Flexibili-

tit die quantitative Vermessung und molekulare Charakterisierung intakter Zellen
erlauben. Der hydrodynamische Transport von Zellen und deren optische Vermes-
sung nach spezifischen Fiarbungen stellen hierbei die Grundlagen der Analyse von
Zellen nach den folgenden Grundprinzipien dar:

Eine Suspension von Zellen wird durch einen Hiillstrom (Tab. 1) verdiinnt und
anschlieBend fokussiert in einer Sequenz von Einzelzellen (im «Ginse-
marsch») im rechten Winkel an einer Lichtquelle vorbeigefiihrt (Abb. 1).

Am Messpunkt, dem gemeinsamen Fokus des Probenstroms und eines Lasers
als monochromatischer Lichtquelle (alternativ gibt es auch Gerite, die eine
Quecksilber-Dampflampe als Lichtquelle haben), dienen die Streuung des
Anregungslichts und die Anregung von fluoreszenten Markern der simultanen
Analyse von physikalischen und molekularen Eigenschaften der Zellen
(Abb. 2). Die ZellgroBBe und Granularitit konnen hierdurch gleichzeitig mit
Fluoreszenzsignalen detektiert werden. Die Helligkeit der Fluoreszenzsignale
entspricht dabei in Abhingigkeit von der Farbung z.B. der Menge gebundener
Antikorper, dem nukledren DNA-Gehalt oder den biochemischen Eigenschaf-
ten der Zelle.

Die den physikalischen und molekularen Eigenschaften der Zellen entspre-
chenden Lichtsignale werden quantifiziert und in einer multiparametrischen



Technische und methodische Grundlagen

Tab. 1. Fachbezeichnungen in der Durchflusszytometrie und deren Synonyme

Ausdruck

Synonyme

Bedeutung

Contour-Plot

Coulter-Volumen

Dot-Plot

Emission

Exzitation

FL1, FL2 ...

«Gate»

Histogramm

Hiillflissigkeit

Kanile

Kompensation

Hoéhenlinien-
darstellung

Punktwolken-
darstellung

«sheath fluid»

«channel»

Eine zweidimensionale Darstellung von Messwerten,
bei der durch Hohenlinien «Berge» von Zellen
entsprechend ihre Hiufigkeit umfahren werden.

Das durch die Verdnderung des elektrischen
Widerstands einer Messoffnung prézise bestimmte
Volumen einer Zelle.

Eine zweidimensionale Darstellung von Messwerten,
bei der jede Zelle entsprechend ihren x- und
y-Signalintensititen als einzelner Punkt eingezeichnet
wird.

Das durch anregendes Licht erzeugte abstrahlende
langerwellige Fluoreszenzlicht eines Farbstoffs

Der Farbanteil des Lichts, der bei einem
Fluoreszenzfarbstoff aufgenommen (absorbiert) und in
langerwelliges fluoreszentes Licht umgewandelt wird.

Die entsprechend aufsteigender Wellenldnge
durchnummerierten Detektoren fiir fluoreszentes Licht

Eine Region oder eine Kombination von Regionen, die
zur Auswahl von Zellen in einer erneuten Darstellung
dient.

Eine eindimensionale Darstellung von Messwerten, in
der ein Messwert gegen die Hiufigkeit der Zellen
aufgetragen wird.

Fliissigkeit, die den Probenstrom in der Messkiivette
grovolumig umbhiillt und hierbei eine Verdiinnung und
Zentrierung des Probenstroms bewirkt. Es werden
Pufferlosungen oder Kochsalzlgsungen, zum Teil mit
mikrobiziden Zusitzen eingesetzt. Mit Ausnahme bei
funktionellen Untersuchungen ist auch der Einsatz
destillierten Wassers moglich.

Historisch die Quantifizierung von Messwerten iiber die
Durchnummerierung der einzelnen Intensitétsstufen der
Digitalisierung. Heute aufgrund der hoch auflosenden
Digitalisierung durch eine Darstellung der zugrunde
liegenden Intensitdtswerte ersetzt.

Korrektur der spektralen Uberlappung zwischen
Fluoreszenzfarbstoffen.
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Tab. 1. (Fortsetzung)

Ausdruck Synonyme

Bedeutung

«list mode data»
(LMD)

Listenmodus-
datei

Log-Verstirker

MESF

Photomultiplier PMT

Pulshohe z.B. FL1-

Height, FL1-H

Region

«side scatter»
(SSC)

«threshold»,
Schwellenwert

Seitwirtslicht-
streuung

Trigger

«forward scatter»
(FSC)

Vorwirtslicht-
streuung

Datei, die die durchflusszytometrischen Messwerte in
der Form eine Liste von Einzelzellen und deren
Fluoreszenzsignalen enthiilt.

Bei dlteren Geriten vorhandenes analoges Bauteil,
iiber das die iiber einen weiten Messbereich verteilten
Lichtsignale logarithmisch verdichtet werden, bevor sie
digitalisiert werden. Aufgrund von Ungenauigkeit ein
Problem bei quantitativen Messungen.

«Molecules of equivalent soluble fluorchrome»: Maf}
fiir die Anzahl der zu einem zelluldren Messsignal
fithrenden Fluoreszenzmolekiile

Instrumentenbauteil in Durchflusszytometern mittels
dem Lichtsignale in elektrische Signale umgewandelt
werden / Photodiode

Der maximal erreichte Fluoreszenzwert wihrend der
Passage einer Zelle durch den Messpunkt. Bei Zellen
wie Tumorzellen oder kultivierten Zellen, die breiter
als der Laserstrahl sind, falsch niedrige Messung der
Gesamtfluoreszenz. Hier kommt die Messung der
Pulsfliache zum Einsatz.

In einer zweidimensionale Darstellung von Messwerten
eingefiihrte Markierung, die eine Population von Zellen
fiir eine weitergehende Analyse auswihlt.

Das in einem rechten Winkel zum Laserstrahl durch
die Zelle abgelenkte Licht

Der Trigger bezeichnet einen Messparameter, der als
fiihrender Parameter dazu eingesetzt wird, um bei der
Messung «echte» Ereignisse/Zellen, die oberhalb eines
Schwellenwerts liegen, vom Hintergrundrauschen zu
unterscheiden.

Das in einem kleinen Winkel zum Laser-Strahl durch
die Zelle abgelenkte Licht. Es stellt ein unscharfes
MabB der GroBe von Zellen dar.

Messung fiir jede Zelle einzeln in einen Datenspeicher geschrieben. In einem
zweiten Schritt werden die gespeicherten Messdaten ausgewertet. Diese Tren-
nung von Messung und Datenanalyse erlaubt eine korrelierte Untersuchung
der Messparameter fiir verschiedene Populationen oder Gruppen von Zellen
unter verschiedenen Fragestellungen.
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Injektions -
Nadel

Fluoreszenz
Signale

Fokussierter

Laserstrahl

Abb. 1. Prinzip der Durchflusszelle. Zellen werden in Suspension an einem optischen
Messpunkt vorbeigefiihrt. Ein Hiillstrom fokussiert den Probenstrahl und «streckt» ihn, so dass
die Zellen einzeln den Messpunkt passieren (modifiziert von R. Murphy, Carnegie Mellon Uni-
versity, www.isac-net.org).

Laser

(e eNeNe]

Zellen

Abb. 2. Genereller Aufbau eines Durchflusszytometers. Am Kreuzungspunkt eines Laser-
Strahls mit dem Probenstrom wird wihrend der Passage einzelner Zellen Licht gestreut und es
werden Fluoreszenzen angeregt. Das FSC wird als MaB der Zellgrofe detektiert. Farbteilerspiegel
und Filter trennen SSC als Mal3 der Granularitit und Fluoreszenzen (FL1, FL2, FL3). Das von
Photomultiplieren (PMTs) detektierte Licht wird fiir jede Einzelzellen in digitaler Form gespei-
chert.

— Die Analyse einer Vielzahl von Zellen erlaubt statistische Auswertungen
der Messergebnisse. Gleichzeitig erlaubt die Stabilitidt des Messaufbaus eine
Eichung oder Kalibration von Fluoreszenzsignalen und damit eine quantitative
Analyse der molekularen Eigenschaften der Zellen.

Typische Anwendungen der Durchflusszytometrie sind die Analyse des DNA-
Gebhalts z.B. von Tumorzellen (siehe «<DNA- und Proliferationsmessungen in der
Durchflusszytometrie», S. 604) oder die Bestimmung der Konzentration von Zel-
len, die tiber Antikorper identifiziert werden. Beispiele sind CD4+ T-Zellen oder
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CD34+ hidmotopoetische Stamm- und Progenitorzellen. Weiterhin kdnnen Koex-
pressionsmuster von Antigenen untersucht werden, die z.B. die Aktivierung von
Zellen des Immunsystems oder eine gestorte Zellreifung bei Leuk@mien anzeigen.
Uber die Phinotypisierung von Zellen hinaus kann die Messung von Fluoreszenz-
signalen auch fiir die funktionelle Charakterisierung von Zellen eingesetzt werden.
Wichtige Methoden sind hierbei die immunologische Quantifizierung der Expres-
sionsdichte von Rezeptoren (siche «Qualitdtskontrolle und Standardisierung»,
S. 157), die Analyse von biochemischen Signalen wie Ionenkonzentrationen oder
Enzymreaktionen als Reaktion auf eine Stimulation von Zellen (sieche «Bestim-
mung zellphysiologischer Parameter: pH, Kalzium, Glutathion, Membranpoten-
tial», S. 500) oder die Analyse der Interaktion von Rezeptoren und Liganden oder
Rezeptorkomplexen (siehe «Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET)»,
S. 120).

Das Prinzip der Durchflusszytometrie ist, in einer an die Anwendung ange-
passten Form, auch in Himatologieinstrumenten zu finden. Hierzu zzhlen Instru-
mente von Abbott, Beckman Coulter, Bayer Diagnostics und Sysmex. Mit Threr
Hilfe wird das Differenzialblutbild bestimmt.

Ausfiihrliche Darstellungen der Geschichte der Durchflusszytometrie oder
von deren klinischen Anwendungen finden sich im Kapitel 1 dieses Buches («Die
Durchflusszytometrie im Wandel der Forschungskonzepte», S. 1) sowie in einer
Ubersicht von Janossy [1]. Das Ziel dieses Kapitels ist es, die allgemeinen Grund-
lagen wichtiger Methoden der Diagnostik oder klinischen Forschung sowie die
hierfiir genutzten technologischen Plattformen vorzustellen. Fiir einen intensiveren
Einstieg in die Technik der Durchflusszytometrie wird auf das Handbuch von
Shapiro [2] verwiesen.

Technische Grundlagen
Prinzip des Messvorgangs

Die durchflusszytometrische Analyse basiert auf der Messung von Lichtstreu-
ung und Fluoreszenzen in dem Moment, in dem die Zellen einen rechtwinklig zum
Probenfluss angeordneten Laser-Strahl passieren. Zellen in Grélen zwischen 0,2
und 20 um werden hierbei in einem Hiillstrom am Fokus des Laser-Strahls mit
Geschwindigkeiten zwischen 200 und 2000 Ereignissen/s vorbeigefiihrt. Fiir die
Analyse seltener Zellen oder bei hohem Probendurchsatz erlaubt die Aufnahme-
elektronik auf einigen Geritetypen auch deutlich hohere Zihlraten bis hin zu
50 000 Zellen/s. Die Zufiihrung des Probenstroms ist langsam und liegt typischer-
weise zwischen 10 und 60 pl/min, auch wenn einige Gerite Werte von 300 wl/min
und hoher erlauben.
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Optik

Im Moment des Durchtritts durch den Fokus des Lasers werden als physika-
lische MessgroBen die Lichtstreuung der Zellen in einem engen Winkel zum Laser-
Licht als Vorwirtsstreulicht (forward scatter; FSC) und die Lichtstreuung im Win-
kel von 90° als Seitwirtsstreulicht (side scatter; SSC) detektiert (Abb. 3). Das je
nach Gerit ab etwa 0,5—1 um GroBe der Zellen auflosbare FSC ist grob betrachtet
ein Maf} der GroBBe von Zellen, auch wenn es von der Form der Zellen abhiingt und
nicht stetig mit der Grofle zunimmt. SSC héngt vor allen Dingen von der kom-
plexen Mehrfachstreuung durch intrazelluldre Kompartimente und damit grob be-
trachtet von der Granularitit und Binnenstruktur der Zellen ab. Die Signale der
Lichtstreuung hingen sowohl von der Vorbehandlung der Zellen, z.B. der Lyse von
Erythrozyten oder der Fixation, als auch von der Optik der Durchflusszelle ab. Auf
die Optik verschiedener Instrumente abgestimmte Lyselosungen werden daher zur
Optimierung der Trennung von Zellen des Bluts in der Lichtstreuung eingesetzt
(Abb. 4). Als priziserer Weg der ZellgroBenbestimmung kann auch die Anderung
des elektrischen Widerstands bei Durchtritt der Zellen durch einen Messkanal ana-
lysiert werden. Diese von Coulter eingefiihrte Volumenbestimmung ist bei einigen
Instrumenten beispielsweise der Firma Partec verwirklicht.

Da die Lichtstreuung mit zunehmendem Winkel zum Laser-Strahl schwécher
wird, werden die gleichermalien in alle Richtungen ausgesandten Fluoreszenzsig-
nale ebenfalls im Winkel von 90° detektiert. Hierbei werden Farbteilerspiegel und
Bandpassfilter fiir die optische Trennung der Emissionsspektren der verschiedenen

Laser

I FSC-Sensor

SSC - und Fluoreszenz -Sensoren

Abb. 3. Geometrie der Messung von Lichtstreuung und Fluoreszenzen. Das in einem engen
Winkel zum Laserlicht gemessene FSC) ist ein grobes Mafi der Grofe der Zellen. Im rechten
Winkel werden das SSC als Maf} der Granularitdt und das lingerwellige Fluoreszenzlicht auf-
genommen (modifiziert von R. Murphy, Carnegie Mellon University, www.isac-net.org).
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Abb. 4. Abhingigkeit der Lichtstreuung von Optik und Pridanalytik. Analyse der Lichtstreu-
ung von Leukozyten im Vollblut auf einem BD Biosciences FACSCalibur (a, b) und einem Beck-
man Coulter FC500 (c, d) nach Lyse mit einer fiir die Optik von Beckman Coulter (a, ¢) bzw. BD
Biosciences (b, d) optimierten Lyse. Lymphozyten (Lym), Monozyten (Mon) und neutrophile
Granulozyten zeigen ein steigendes SSC. Die Rangfolge des FSC hingt dagegen sowohl vom
unterschiedlichen optischen Winkel der Messung als auch von der eingesetzten Lysetechnik ab.

Farbstoffe eingesetzt (Abb. 5) (siehe «Auswahl und Kombination von Fluoreszenz-
farbstoffen», S. 83). Deren spektral unterschiedene Lichtsignale werden dann {iber
Photomultiplier (PMT) detektiert, die das Licht in elektrische Signale umwandeln.
Einer iiblichen Nomenklatur folgend werden die Detektoren mit zunehmendem
spektralen Abstand vom Anregungslicht aufsteigend nummeriert (FL1, FL2,
FL3...). Bei Anregung mit dem blau-griinen Licht eines 488-nm-Argon-Lasers
erkennt beispielsweise der FL1-Detektor griines Licht, der FL2-Detektor oranges
Licht und der FL3-Detektor rotes Licht. Die elektrischen Signale werden dann als
digitalisierter Datensatz mit jeweils allen Messwerten einer einzelnen Zelle in eine
«List mode»-Datei geschrieben.

Datenaufnahme

Um aus dem kontinuierlichen «Hintergrundrauschen» die den einzelnen Zel-
len zuzuordnenden Signale herausfiltern zu konnen, wird wihrend der Datenauf-
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Abb. 5. Spektrale Trennung von Fluoreszenzsignalen tiber Bandpassfilter. Unter Anregung
durch das blaue Licht eines Argon-Lasers (488 nm) kommt es zu griin-gelber Fluoreszenz von
Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) und oranger Fluoreszenz von Phycoerythrin (PE). Bandpassfil-
ter von 20 nm Breite um 525 nm und 575 nm erlauben die Messung von Licht im Bereich vor-
wiegender Emission von FITC und PE. Eine Uberlappung der Farbstoffe muss nach dem Mess-
vorgang durch Kompensation korrigiert werden (Abbildung freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von M. Schiemann und D. Busch).

nahme auf einem fiihrendem Parameter, dem Triggerparameter, ein Schwellenwert
oder «threshold» definiert. Bei Uberschreiten des Schwellenwerts werden die Auf-
nahme und das Abspeichern jeweils eines Datensatzes ausgelost. Wird z.B. tiber
den Parameter FSC getriggert, werden alle Zellen ab einer gewissen GroBe fiir die
Aufnahme registriert, unabhéngig davon ob diese Zellen ein Firbesignal aufwei-
sen. Bei Proben mit einem hohen Rauschanteil wie z.B. bei unlysierten Vollblut-
proben konnen alle Zellen z.B. iiber einen DNA-Farbstoft oder einen Antikorper,
der alle Zellen identifiziert, markiert werden. Damit werden bei der Aufnahme zu-
verlissig alle Zellen registriert, ohne dass die Aufnahme von Rauschsignalen eine
sehr groBe Datei erzeugt und Messdaten irrelevanter Zellen oder Ereignisse gespei-
chert werden.

Kiritisch fiir die Qualitit der Datenaufnahme ist weiterhin die Wahl der Puls-
verarbeitung. So wird fiir immunologische Messungen hiufig wihrend des Vorbei-
flieBens einer Zelle am Laser das hochste Lichtsignal, die Pulshohe (z.B.
FL1-Height oder FL1-H), abgespeichert. Dieses Signal ist jedoch nur bei Zellen,
die wihrend der Passage vollstandig durch den Laser ausgeleuchtet werden, zur
Fluoreszenz der Zelle proportional. Bei groen Zellen, wie Zellen nach Kultur oder
Tumorzellen, ist daher die Aufnahme des Integrals des Lichtsignals, der Pulsfldache
(z.B. FL1-Area oder FLL1-A), erforderlich. Die auf vielen Geriten mogliche simul-
tane Analyse der Pulsbreite (z.B. FL1-Width oder FL1-W) und der Pulsfliche er-
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moglicht auch die Unterscheidung zwischen Signalen, die durch die gleichzeitige
Passage zweier Zellen (koinzidente Zellen) entstanden sind, von Signalen, die einer
einzelnen aber gro3en Zelle zuzuordnen sind.

Schlielich gibt es unterschiedliche Konzepte fiir die Gewinnung logarith-
mischer Messdaten und die Korrektur der spektralen Uberlappung von Farbstoffen
durch Kompensation, die einen Einfluss auf die Qualitit von Messdaten haben.
Eine logarithmische Darstellung der gemessenen Fluoreszenzsignale ist in der
Regel erforderlich, da z.B. die Farbung mit monoklonalen Antikorpern hiufig zu
100- oder 1000-fachen Unterschieden zwischen den Signalen von stark positiven
und negativen Zellen fiihrt. Ein Erkennen von schwachen Signalen ist vor diesem
Hintergrund nur bei logarithmierter Darstellung der Messdaten moglich. Ty-
pischerweise wird ein Bereich von vier Dekaden hierbei in 1024 oder 4096 Kanal-
klassen dargestellt. Eine einfache Form der Logarithmierung ist die elektronische
Logarithmierung tiber einen analogen Verstirker. Diese fiihrt bei einer Quantifizie-
rung von Messdaten jedoch zu deutlichen Fehlern, die insbesondere im unteren
Messbereich und im obersten Messbereich ausgeprigt sind. Moderne Durchfluss-
zytometer 16sen das Problem tiber eine hoch aufldsende Digitalisierung von Mess-
daten, die eine rechnerisch korrekte Umwandlung der bereits digitalisierten Daten
erlaubt (Tab. 1).

Lediglich im Falle von alleinigen DNA-Messungen besitzt eine Aufnahme
von Fluoreszenzsignalen mit linearer Verstirkung Vorteile. Aus Tradition werden
Lichtstreuungssignale wie FSC und SSC meist mit linearer Verstirkung aufge-
nommen. Diese Vorgehensweise besitzt keinen Vorteil gegeniiber einer logarith-
mischen Aufnahme der Lichtstreuungssignale. Ein Nachteil ist, dass die lineare
Aufnahme in der Regel keine Abgrenzung von groBeren oder stidrker granulierten
Zellen erlaubt. Hierzu gehoren z.B. Plasmazellen oder eosinophile Granulozyten
im peripheren Blut oder Doubletten von Zellen und proliferierende Zellfraktionen
bei adhisiven oder stimulierten Zellmaterialien.

Kompensation

Ein verwandtes Problem ist die Korrektur der Messdaten fiir Fluoreszenzsig-
nale entsprechend der spektralen Uberlappung von Farbstoffen durch Kompensa-
tion. Das Problem besteht darin, dass die eingesetzten Farbstoffe in ihren Emis-
sionsspektren tiberlappen, so dass jeweils Mischungen mit verschiedenen Anteilen
von Farbstoffen detektiert werden (Abb. 5) (sieche «Auswahl und Kombination von
Fluoreszenzfarbstoffen», S. 83). Eine nicht korrigierte Messung zeigt daher auch
fiir Zellen, die jeweils nur mit einem Farbstoff markiert wurden, Mischsignale auf
zwei Detektoren (Abb. 6; siche Abb. 11 zur Erkldrung der Darstellung). Auch hier
gibt es die Moglichkeit der analogen Losung des Problems durch eine prozentuale
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Abb. 6. Prinzip der Kompensation. Die spektrale Uberlappung der Emissionsspektren (siche
Abb. 5) fiihrt in der linken Abbildung dazu, dass jeder PMT jeweils auch Farbanteile spektral be-
nachbarter Farbstoffe detektiert. Eine rechnerische Korrektur um den prozentualen Anteil benach-
barter Farbstoffe fiihrt in der rechten Abbildung zur «kompensierten» Darstellung der Farbsignale.

Korrektur von Messdaten vor Digitalisierung und Speicherung, die fiir viele immu-
nologische Fragestellungen ausreichend ist. Ein Problem ist jedoch, dass eine feh-
lerhafte Kompensation zu nicht mehr korrigierbaren Fehlern der Messdaten fiihrt.
Eine moderne Losung ist auch hier die hoch auflosende Digitalisierung der origi-
nalen Messdaten, die unkompensiert gespeichert werden. Die Kompensation er-
folgt dann «offline» iiber Software wihrend der Re-Analyse und kann jederzeit
korrigiert werden. Die Einfiihrung von automatisierter Softwarekompensation hat
in letzter Zeit vor allen Dingen auch die routineméfBige Durchfithrung von kom-
plexen Fiarbungen mit simultaner Detektion von fiinf und mehr Immunfluoreszen-
zen ermoglicht.

Mehrfachanregung

Das Ziel, vier, fiinf oder mehr Fluoreszenzen gleichzeitig zu detektieren, hat in
letzter Zeit zur Verwendung von Mehrfach-Laser-Anregungen bei Routineappli-
kationen gefiihrt. Wie in Kapitel 4 («Auswahl und Kombination von Fluoreszenz-
farbstoffen», S. 83) ausfiihrlich dargestellt wird, erlauben Gerite mit mehreren
Lasern den Einsatz eines grofleren Spektrums von Farbstoffen, da mehrere Anre-
gungswellenldngen fiir die Exzitation (Anregung) von Farbstoffen eingesetzt wer-
den konnen. Wichtig ist hierbei ein apparativer Unterschied in den verfiigbaren
Messplattformen. In einem einfacheren Aufbau treffen die Zellen mehrere Laser
am gleichen Messpunkt in der Durchflusszelle (kolineare Laser-Einkopplung;
Tab. 1). Dies ist mit der Einschriankung verbunden, dass sich alle eingesetzten Farb-
stoffe in ihrer Emission unterscheiden miissen. In einem flexibler einsetzbaren Auf-
bau passiert die Zelle verschiedene Laser an hintereinander angeordneten Mess-
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punkten (rdumliche getrennte Laser-Einkoppelung). In diesem Falle konnen auch
Farbstoffe gleicher Emission parallel eingesetzt werden, sofern sie jeweils nur von
einem der Laser intensiv angeregt werden. Einige Geréte haben eine Quecksilber-
Kurzbogenlampe als Anregungsquelle. Da diese Lichtquelle in mehreren Farben
leuchtet, wird die Anregungswellenlinge durch nachgeschaltete Farbfilter ein-
gestellt. Mehrfachanregung ist hier prinzipiell kolinear oder in Kombination mit
Lasern moglich.

Datenformate, Flow Cytometry Standard Format (FCS)

Ein geritetibergreifender Standard wurde bereits vor einiger Zeit fiir die Form
der Datenspeicherung in so genannten «List mode»-Dateien gefunden. Der aktu-
elle FCS.3.0-Standard sieht im Header der Datei die genaue Beschreibung der
gewihlten technischen Messeinstellungen sowie der Probe, der Firbung oder des
Experiments vor. Der Header wird beim Offnen der Datei gelesen. Dadurch kénnen
bei der Datenauswertung alle messspezifischen Einstellungen mit ausgedruckt wer-
den bzw. aus der Datei die Einstellungen fritherer Messungen {ibernommen wer-
den. Durch Offnen einer Messdatei mit einem reguliren Textverarbeitungspro-
gramm (z.B. Microsoft Word) konnen alle gespeicherten Einstellungen angesehen
werden. In dem hinter dem Header liegenden Teil des Datensatzes werden die ge-
messenen Lichtstreuungs- oder Fluoreszenzsignale jeder Zelle in einem fiir alle
nach dem FCS-Standard arbeitenden Softwarepakete auswertbaren Format ab-
gespeichert. Die optionale Abspeicherung der Zeit erlaubt auch die kinetische Aus-
wertung von Messungen, z.B. bei Stimulationsexperimenten.

Apparative Aufbauten am Markt etablierter Gerdite

Die derzeit fiir analytische Anwendungen und insbesondere in der Diagnostik
eingesetzten Durchflusszytometer zeichnen sich durch einen geschlossenen Mess-
aufbau aus, bei dem mit einer vom Hersteller vorjustierten Laser-Einkoppelung
und Optik die Analyse von Zellen in einem geschlossenen Probenstrom in einer
Kiivette erfolgt. Weiterhin wird in erster Linie aufgrund der historisch gewachsenen
Verfiigbarkeit von fluoreszenzmarkierten Antikorpern ein bei 488 nm emittierender
Argon-Laser als Hauptlichtquelle eingesetzt, der um weitere Laser erginzt werden
kann. Offene Messaufbauten dienen vorwiegend der Zellsortierung und werden in
Kapitel 8 («Durchflusszytometrische Zellsortierung», S. 178) beschrieben. Eine
genaue Beschreibung der spektralen Eigenschaften von Lasern und der hierzu
passenden Farbstoffe findet sich in Kapitel 4 («Auswahl und Kombination von
Fluoreszenzfarbstoffen», S. 83).
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Ein Beispiel fiir die Aufnahme von bis zu fiinf Fluoreszenzsignalen entweder
bei Anregung mit einem einzelnen Argon-Laser oder ergidnzt um einen kolinear
eingekoppelten roten Laser ist der Cytomics FC500 der Firma Beckman Coulter
(Krefeld, Deutschland). Der optische Aufbau des Gerits ist durch eine rdumlich
dicht gepackte Anordnung von Farbteilerspiegeln und Bandpassfiltern nahe der
Flusszelle gekennzeichnet (Abb. 7). Weiterhin sind wie auch bei dem &lteren Epics
XL von Beckman Coulter digitale Logarithmierung und Kompensation, eine inte-
grierte automatisierte Probenzufiihrung und ein hohes Mall an Automatisierung
des Messablaufs und der Qualititskontrolle sowie Konnektivitit zu Laborinforma-
tionssytemen Kennzeichen des Geriits.

Ein Beispiel fiir ein Gerit mit raumlicher getrennter Doppel-Laser-Anregung
und die Aufnahme von bis zu sechs Fluoreszenzsignalen ist der FACSCanto (BD
Biosciences, Heidelberg, Deutschland). Der komplexere optische Aufbau ist durch
eine faseroptische Ankopplung der Laser sowie der Detektionsoptik gekennzeich-
net (Abb. 8). Das Gerit verfiigt ebenso iiber eine digitale Verarbeitung von priméi-
ren Messdaten, eine automatisierte Probenhandhabung ist optional. Ein ilteres,
aber fiir viele Anwendungen ausreichendes Bauprinzip ist beim FACSCalibur (BD
Biosciences) umgesetzt, der bei ebenfalls rdumlich getrennter Doppel-Laser-Anre-
gung nur iiber eine analoge Logarithmierung und Kompensation verfiigt. Zu er-
wihnen ist als in der Forschung eingesetztes analytisches Gerit noch der LSR 1II

o~ ~
. = =
Sqlde'—\

Scatter

Abb. 7. Optische Bank des Beckman Coulter FC 500.
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Abb. 8. Lichtfaseroptik des BD Biosciences FACSCanto.

Abb. 9. Riumlicher Aufbau des Dako CyAn.

(BD Biosciences), dessen Gehduse mit bis zu vier Lasern betrieben werden kann
und die Detektion von bis zu 18 Fluoreszenzen erlaubt.

Eine sehr kompakte Losung fiir eine komplexe Mehrfachanregung mit bis zu
drei Lasern, rdaumlich getrennter Anregung und maximal 9 Fluoreszenzen stellt
schlieBlich der CyAn (Dako, Hamburg, Deutschland) dar (Abb. 9). Mit digitaler
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Abb. 10. Steuerung und Messung des Probenvolumenflusses bei Geriten der Firma Partec.

Parallelprozessierung der priméren Messdaten wurde das Gerit fiir die Aufnahme
von bis zu 50 000 Messdaten/s bei hohem maximalem Fluss des Probenvolumens
entwickelt.

Die prizise Steuerung und Messung des Probenvolumenflusses ist ein beson-
deres Merkmal von Durchflusszytometern der Firma Partec (Miinster, Deutsch-
land) (Abb. 10). Diese Option erlaubt eine Absolutzédhlung von Zellen, ohne dass
hierfiir wihrend der Priparation der Probe Mikropartikel als Volumenstandards
(siche unten) zugesetzt werden miissen. Die von der Firma Partec angebotenen
Durchflusszytometer sind iiber eine relativ kompakte Bauweise und Flexibilitéit der
optischen Bestiickung charakterisiert.

Die Eigenschaften der beschriebenen Instrumente werden zusammenfassend
in den Tabellen 2—5 dargestellt. Diese Tabellen sollen primér dem Verstindnis der
Charakteristika der einzelnen Gerite dienen. Es gibt kaum eine in diesem Buch
beschriebene analytische Anwendung, die die Auswahl eines bestimmten Geréte-
typs erforderlich macht und nicht auf eine andere als die im Buch beschriebene
Plattform zu adaptieren ist. Weiterhin stellen fiir viele Zwecke die schwerer in ei-
nem iibersichtlichen Vergleich zu fassende Qualitit der Software zur Bedienung
des Geriits sowie die Schnittstellen zu Systemen fiir die Probenpriparation und an-
deren EDV-Systemen wie Laborinformationssystemen wesentlichere Kriterien fiir
eine Geriteauswahl dar.

Prinzip der Datenanalyse

Wie bereits oben beschrieben wurde, ist in der Durchflusszytometrie die kom-
plette Speicherung der verschiedenen Messparameter fiir jede einzelne Zelle in ei-
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Tab. 2. Technische Spezifikationen analytischer Beckmann-Coulter-Durchflusszytome-
ter nach Herstellerangaben

Parameter BC Cytomics FC 500 BC EPIC XL/XL-MCL

Laser 20-mW-Argon-Laser 488 nm und 20-mW-Argon-Laser 488 nm
optional 25-mW-Red-Solid-State-
Diode 635 nm

Anregung entfillt im Falle der Ein-Laser- entfillt, da kein Laser-
Konfiguration; kolineare Laser- Alignment notwendig
Konfiguration im Falle der Zwei-
Laser-Konfiguration

Detektoren FSC (zwei verschiedene Winkel FSC, SSC, 4 Fluoreszenzen
anwihlbar), SSC, 5 Fluoreszenzen

Standardfilter FITC 525BP; PE 575BP, ECD FITC 525BP; PE 575BP,
620BP; PC5 675BP, PE-Cy7 ECD 620BP; PE-Cy5 675BP,
755BP, dichroitische LP: 488, dichroitische LP: 488, 550,
550, 600, 710, dichroitische SP: 600, Blocking Filter: 488
615, 645 LP: 500, SP: 620

Standardfluoro- FITC, PE, PE-TexasRed (ECD), FITC, PE, PE-TexasRed

chrome PE-Cy5 (Ein-Laser-Konfiguration) (ECD), PE-Cy5

oder APC (Zwei-Laser-Konfigu-
ration), PE-Cy7

Sensitivitit PE < 300 MESF, FITC und PE < 1000 MESF

Fluoreszenz FITC < 600 MESF

Auflosung Streulicht
Signalverarbeitung
Kompensation

Maximale
Ereignisrate

Datenauflosung

Datenformat

Computer/
Betriebssystem

Probenzufiihrung

FSC 0,5 um, SSC < 0,5 um
digital, 20 bit
Inverted Matrix, on- und offline

3300 Ereignisse/s voll kompensiert

1 048 576 Kanile

FCS 3.0, abwiirts kompatible
Auswertung moglich

PC/Microsoft Windows 2000

Karussellzufithrung fiir 32 Réhrchen

und Einzelzufiihrungsposition mit
integriertem Vortex (MCL) oder
Multi Plate Loader fiir R6hrchen
und Mikrotiterplatten (MPL)

FSC 0,5 um, SSC < 0,5 um
digital, 10 bit
Inverted Matrix, online

3300 Ereignisse/s voll
kompensiert

1024 Kanile
FCS 2.0

PC/Microsoft Windows 98
und/oder Microsoft DOS 6.22

Einzelzufiihrung optional mit
Karussellzufiihrung fiir 32
Rohrchen mit integriertem
Vortex (MCL)

Technische und methodische Grundlagen der Durchflusszytometrie
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Tab. 2. (Fortsetzung)

Parameter BC Cytomics FC 500 BC EPIC XL/XL-MCL
Medienversorgung integrierte Medienversorgung fiir integrierte Medienversorgung
«Sheath»- und Reinigungsfliissigkeit, fiir «Sheath»- und
externer Abfallbehilter. Reinigungsfliissigkeit,
externer Abfallbehilter
Flussrate 10, 30 oder 60 ul Probe/min 10, 30 oder 60 ul Probe/min
Probenverschleppung  <1,0% <1,0%
Stromanschluss 220/240 V, 16 A 220/240 V, 16 A

APC = Allophycocyanin; FITC = Fluoreszeinisothiocyanat; MESF = «molecule equivalent
soluble fluorochrome»; PE = Phycoerythrin; PE-Cy5 = Phycoerythrin-Cyanin-5; PE-
Cy7 = Phycoerythrin-Cyanin-7.

nem standardisierten Datei-Format (FCS-3.0-Format) moglich. Die Messbedin-
gungen sind im Header der Datei dokumentiert. Die Auswertung ist grundsétzlich
von der Messung unabhéngig. Diese kann auf anderen als den bei der Aufnahme
eingesetzten Rechnern und auch mit anderer Software erfolgen. Hierbei konnen bei
modernen Geriten, die {iber eine digitale Kompensation verfiigen, Fehler der Kom-
pensation wihrend der Aufnahme der Daten nachtréiglich korrigiert werden. Falls
wihrend der Messung Triggerparameter falsch gesetzt wurden oder falls Zellen
aufgrund falscher Verstiarkungen oberhalb oder unterhalb des aufgelosten Mess-
bereichs liegen, sind Fehler der Messung in der Analyse jedoch nicht mehr kor-
rigierbar.

Das Hauptziel der Datenanalyse ist es, in dem aufgenommenen Datensatz
Gruppen von Zellen dhnlicher Eigenschaften, so genannte Populationen, zu identi-
fizieren und diese anschlieBend in Hinblick auf ihren Anteil an den gemessenen
Zellen, ihre absolute Konzentration, das Muster der Expression der verschiedenen
gemessenen Parameter und ihre Heterogenitit zu beschreiben. Hierzu sind eine
Reihe von Darstellungen méglich, die dazu dienen den durch die verschiedenen
Messparameter gegebenen mehrdimensionalen Raum auf unmittelbar verstind-
liche ein- oder zweidimensionale Ansichten zu reduzieren (Abb. 11).

Histogramme

Ein Histogramm stellt mit seiner eindimensionalen Darstellung der Intensitéts-
verteilung fiir einen Parameter die einfachste Form der Darstellung dar. Hierbei
wird auf der x-Achse die Intensitét der gemessenen Signale, z.B. einer bestimmten
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Tab. 4. Technische Spezifikationen analytischer Dako-Durchflusszytometer nach Her-

stellerangaben
Parameter Dako CyAn ADP 7 color Dako CyAn ADP 9 color
Laser 20-mW-Feststoff-Laser 488 nm  25-mW-Dioden-Laser 405 nm,
und 25-mW-Dioden-Laser 20-mW-Feststoff-Laser 488 nm
635 nm, elliptische und 25-mW-Dioden-Laser
«Beamshaping»-Optik 635 nm, elliptische
«Beamshaping»-Optik
Anregung rdumlich durch «pinholes» rdumlich durch «pinholes»
getrennt, fixes «time delay» fiir  getrennt, fixes «time delay» fiir
die elektronische Verarbeitung die elektronische Verarbeitung
Detektoren FSC, SSC, 7 Fluoreszenzen FSC, SSC, 9 Fluoreszenzen
Standardfilter FITC: 530/40BP — (545DLP) — FITC: 530/40BP — (545DLP) —
PE: 575/25BP- (595DLP)- PE-  PE: 575/25BP- (595DLP)- PE-
TxR/PI: 613/20BP — (640DLP) TxR/PI: 613/20BP — (640DLP)
— PerCP/7AAD: 680/30BP- — PerCP/7TAAD: 680/30BP-
(730DLP) — PE-Cy7: 750LP; (730DLP) — PE-Cy7: 750LP;
APC: 665/20BP -(730DLP) — APC: 665/20BP -(730DLP) —
APC-Cy7: 750LP APC-Cy7: 750LP
Standard 12-mm-Filter vom PB: 450/50BP — (485DLP)
Anwender frei wechselbar —CY: 530/40BP
Standard 12-mm-Filter vom
Anwender frei wechselbar
Standardfluoro- FITC, PE, PE-TexasRed/PI, FITC, PE, PE-TexasRed/PI,
chrome PerCP/7AAD, PE-Cy7; APC, PerCP/PerCP-Cy5.5, PE-Cy7,;

Sensitivitit
Fluoreszenz

Auflosung Streulicht

Signalverarbeitung

Kompensation

Maximale
Ereignisrate

Datenauflosung
Datenformat

Computer/
Betriebssystem

APC-Cy7

PE < 50 MESF, FITC < 100
MESF

FSC 1 um, SSC 0,5 um

digital, volle Auflésung in allen
Dekaden durch synthetische
Pulstransformation 16 bit

Inverted Matrix, on- und offline

50 000 Ereignisse/s voll
kompensiert

65 536 Kanile
FCS 2.0, 3.1
PC/Microsoft Windows XP Pro

APC, APC-Cy7; Pacific Blue,
Cascade Yellow

PE <50 MESF, FITC < 100
MESF

FSC 1 um, SSC 0,5 um

digital, volle Auflésung in allen
Dekaden durch synthetische
Pulstransformation 16 bit

Inverted Matrix, on- und offline

50 000 Ereignisse/s voll
kompensiert

65 536 Kanile
FCS 2.0, 3.1
PC/Microsoft Windows XP Pro

Technische und methodische Grundlagen der Durchflusszytometrie
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Tab. 4. (Fortsetzung)

Parameter Dako CyAn ADP 7 color Dako CyAn ADP 9 color
Probenzufiihrung Einzelzufiihrung fiir Rohrchen Einzelzufiihrung fiir Rohrchen
Medienversorgung externe Medienversorgung fiir externe Medienversorgung fiir 20 1
20 1 «Sheath»-Fliissigkeit, 201~ «Sheath»-Fliissigkeit, 20 1 Abfall
Abfall und 51 und 5 1 Reinigungsfliissigkeit
Reinigungsfliissigkeit
Flussrate 0-300 wl Probe/min variabel, 0-300 pl Probe/min variabel,
3 benutzerdefinierte Presets 3 benutzerdefinierte Presets
Probenverschleppung <1% <1%
Stromanschluss 230V, 16 A 230V, 16 A

APC = Allophycocyanin; APC-Cy7 = Allophycocyanin-Cyanin-7; FITC = Fluoreszeinisot-
hiocyanat; MESF = «molecule equivalent soluble fluorochrome»; PE = Phycoerythrin; PE-
Cy7 = Phycoerythrin-Cyanin-7; PerCP = Peridinin-Chlorophyll-Protein-Komplex; PerCP-
Cy5.5 = Peridinin-Chlorophyll-Protein-Komplex-Cyanin-5.5; PI = Propidiumjodid.

Fluoreszenz, aufgetragen. Auf der y-Achse wird die Zahl von Zellen aufgetragen,
die mit einer bestimmten Intensitét analysiert wurden. Bei nur wenigen gemesse-
nen Zellen sieht die Verteilungskurve héufig gezackt aus. Da in der Regel 1024
digitalisierte Intensititsstufen oder «Kanéle» auf der y-Achse mit einzelnen Balken
angezeigt werden, ist die Darstellung von vielen Tausend Zellen erforderlich, damit
jeweils mehrere Zellen in den Kanilen registriert werden und eine gleichméBiges
Bild des Histogramms entsteht. Aus diesen Griinden ist hiufig eine Glittungsfunk-
tion bereits voreingestellt, die durch Zusammenfassen von Kanilen oder statis-
tische Mittelung zu ansprechenden Darstellungen fiihrt.

Neben der Darstellung von Verteilungsmustern dienen Histogramme auch der
Vermessung von Zellparametern. So lassen sich in Histogrammen Regionen defi-
nieren, in denen der Anteil einer markierten Population unter allen dargestellten
Zellen sowie statistische Mittelwerte der Intensitét ermittelt werden.

SchlieBlich sind Uberlagerungsdarstellungen moglich, bei denen in einem
Histogramm die Verteilungsmuster von Zellen aus zwei verschiedenen Messungen
oder Populationen, die durch «Gating» (siche unten) definiert wurden, dargestellt
werden. Die Kurven werden hierbei durch unterschiedliche Farbwahl oder Linien-
muster voneinander abgesetzt. Hiufig werden Uberlagerungen auch eingesetzt, um
im Vergleich zwischen einer gefirbten Probe und einer ungefirbten oder mit einem
Kontrollantikorper gefirbten Probe den Anteil der spezifisch gefirbten Zellen zu
erkennen. In diesem Fall werden Regionen gesetzt, die den Anteil der Zellen ermit-
teln, die sich unmittelbar oberhalb des groften Teils der Zellen im Kontrollansatz
befinden.
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Abb. 11. Korrelierte Darstellung von Messsignalen. Fiir jede einzelne Zelle werden in der
Durchflusszytometrie gleichzeitig mehrere Fluoreszenzsignale aufgenommen. Wihrend His-
togramme darstellen, mit welcher Héufigkeit einzelne Fluoreszenzintensititen erreicht werden,

Fluoreszenz 2

[

erlauben Dot-Plots (Punktwolkendarstellungen) den Zusammenhang von Fluoreszenzsignalen
darzustellen.

Dot-Plots und Contour-Plots

Als zweidimensionale Darstellungen sind so genannte Dot-Plots (Punktwol-
kendarstellungen) oder Contour-Plots (Hohenliniendarstellungen) moglich. In ei-
nem Dot-Plot (Abb. 12) werden auf der x- und y-Achse jeweils die Intensititsver-
teilungen von zwei Messparametern aufgetragen. Jede gemessene Zelle wird dann
als Punkt («dot») an der x- und y-Position entsprechend ihrer Intensititen aufgetra-
gen. Auf diese Weise ist es einfach moglich zu erkennen, ob die aufgetragenen
Messparameter in ihrer Expression miteinander korrelieren oder unabhéngig von-
einander verteilt sind. Im ersten Fall verteilen sich die Zellen in der Form einer
Diagonale, im zweiten Falle gibt es verschiedene Populationen von Zellen, die ent-
weder nur fiir den einen oder nur fiir den anderen Parameter ein Signal zeigen.

Auch bei den Dot-Plots werden hiufig Voreinstellungen zur iibersichtlicheren
Darstellung von Ereignissen oder Zellen gewihlt. So wird hiufig nur eine Stich-
probe von einer festen Zahl von Zellen, wie z.B. 1000, oder ein vorgewihlter An-
teil, z.B. 10 %, in der Form von Punkten dargestellt, damit es bei grolen Populatio-
nen von Zellen nicht zu einer gleichmifligen Schwirzung eines Bereichs kommt
und eine Beurteilung von Heterogenititen moglich bleibt. Ein Nachteil dieser Ein-
stellung ist es, dass kleinere Populationen in der Darstellung unterdriickt sein kon-
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Abb. 12. Zweidimensionale Darstellung von Messwerten. Bei einem Dot-Plot (Punktwol-
kendarstellung) wie im linken Bild wird jede gemessene Zelle als einzelner Punkt aufgetragen. In
Contour-Plots (Hohenliniendarstellungen) wie im rechten Bild werden Gruppen von Zellen ent-
sprechend ihrer Hiufigkeit umfahren.

nen. Um diese zu sehen, ist daher die Auswahl der Darstellung aller gemessenen
Ereignisse als Punkte erforderlich.

Ein fiir das Verstidndnis von Dot-Plot-Darstellungen wichtiges Detail ist die
Wahl eines so genannten «baseline offset». Hierbei handelt es sich um ein elektro-
nisches Rauschen das in der Dot-Plot-Darstellung all den Ereignissen hinzugefiigt
wird, die in einem der dargestellten Parameter mit keinem messbaren Signal ver-
kniipft sind. Auch wenn die kiinstliche Addition von Rauschen eine scheinbare
Verschlechterung der rauscharmen Messdaten darstellt, wird hierdurch verhindert,
dass ein Vielzahl von Zellen in einer jeweils einzigen Linie auf der x- oder y-Achse
dargestellt wird und hierdurch fiir das Auge ein falscher Eindruck iiber die Anteile
von Zellen mit positiven und negativen Fluoreszenzmustern entsteht. In der Phi-
losophie einiger Gerétehersteller wird aus diesem Grunde grundsétzlich mit «base-
line offset» gearbeitet, wihrend andere Anbieter eine Definition des gewiinschten
Verhaltens der Software in Préferenzeinstellungen vorsehen.

Eine einfache Methode der Vermessung von Zellen in Dot-Plots ist es, Regio-
nen in der Form einer Quadrantenanalyse zu definieren. Hierbei werden unter der
Annahme, dass es fiir jeden Parameter positive und negative Zellen gibt, in der
Form eines Kreuzes auf der x- und y-Achse Schwellen oberhalb der negativen Po-
pulation eingefiihrt. AnschlieBend wird der prozentuale Anteil der vier Populatio-
nen, die fiir die analysierten Parameter doppelt negativ, doppelt positiv oder jeweils
nur fiir einen Parameter positiv sind, ermittelt. Eine flexiblere Art, Populationen
von Zellen hinsichtlich der Zellzahl und mittlerer Intensititswerte fiir die gemesse-
nen Parameter auszuwerten, ist das Setzen einer polygonalen Region um die ent-
sprechende Population. Die Regionen werden meistens automatisch in der Reihen-
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folge der Definition aufsteigend mit Nummern wie R1, R2, R3 usw. oder Buch-
staben wie A, B, C usw. bezeichnet. Eine Anderung in einen die Population sinn-
voll beschreibenden Namen, z.B. «CD4-+ T-Zellen», erlaubt eine einfachere Inter-
pretation der Regionenstatistik.

Eine alternative Form der Darstellung zweidimensionaler Daten ist der Con-
tour-Plot. Hierbei werden wiederum auf der x- und y-Achse die Intensitéiten zweier
Messparameter aufgetragen. Die Anzahl der Zellen mit verschiedenen Intensitts-
mustern wird dann dhnlich der Anzeige von Bergen auf einer Landkarte in der
Form von Hohenlinien dargestellt. Contour-Plots sind sehr gut zur Darstellung der
Heterogenitit von groen Populationen geeignet. Kleine Populationen gehen bei
einer linearen Abstufung der Hohenlinien unter. Losungsansétze hierfiir sind eine
logarithmische Abstufung der Hohenlinien sowie eine Darstellung von Ereignissen
unterhalb der niedrigsten Hohenlinie in der Form von Punkten. Der Density-Plot
ist eine Variante des Contour-Plots, bei der Hohenlinien so gewihlt sind, dass die
Flachen zwischen den Linien jeweils eine identische Anzahl von gemessenen Zel-
len umfassen. Schliellich kommen bei Contour-Plots dhnlich wie bei Histogram-
men optional Glittungsalgorithmen zum Einsatz. Dem Vorteil einer ansprechenden
Darstellung von Populationen steht hierbei die Gefahr der Unterdriickung informa-
tiver UnregelmiBigkeiten, z.B. durch Subpopulationen, gegeniiber.

Regionen und «Gates»

Die Darstellung von Datensétzen in Histogrammen oder Dot-Plots erlaubt es,
Informationen iiber die Verteilung von Intensitéten fiir einen Parameter bzw. die
Assoziation von zwei verschiedenen Messparametern zu gewinnen. Um zu erken-
nen, wie sich z.B. die Subpopulation von Zellen, die in FL.1 und FL2 positiv ist
(Abb. 11), in Bezug auf FL3 verhilt, sind dagegen weitere Schritte erforderlich.

In einem ersten Schritt kann fiir Dot-Plots eine Fehlfarbdarstellung von Regio-
nen gewihlt werden. Diese Einstellung fiihrt dazu, dass nach einer editierbaren
Voreinstellung den Punkten einer Region in jedem Dot-Plot eine feste Farbe zuge-
wiesen wird. Das Beispiel von Abbildung 13 zeigt die Definition von drei Regio-
nen mit den typischen Lichtstreuungseigenschaften von Lymphozyten, Monozyten
und neutrophilen Granulozyten in einem Dot-Plot mit Auftragung FSC gegen SSC.
Die diesen Regionen zugehorigen Zellen werden daraufhin in weiteren Dot-Plots
mit Auftragung von Fluoreszenzen entsprechend ihrer Lichtstreuungseigenschaf-
ten in blau, rot oder griin dargestellt.

Weitergehende Analysen von Zellen, die iiber mehr als zwei Parameter defi-
niert werden, sind iiber die Verkniipfung von Regionen in «Gates» moglich. Hier-
bei werden nach den Regeln der Booleanschen Algebra Regionen mit den Funk-
tionen «Und», «Oder» oder «Nicht» miteinander zu «Gates» verkniipft. Derartige
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Abb. 13. Prinzip der Fehlfarbkodierung von Populationen in Dot-Plots. Im linken oberen
Dot-Plot wird bei lysiertem Vollblut Zellen mit einer fiir Lymphozyten charakteristischen Licht-
streuung iiber eine Region eine blaue Fehlfarbe zugeordnet. Monozyten werden rot kodiert und
neutrophile Granulozyten griin. Die iiber die Lichtstreuung kodierten Fehlfarben erlauben eine
einfachere Interpretation der Antikorperfirbungen am Beispiel einer Vier-Farb-Immunphénotypi-
sierung.

«Gates» konnen dann wiederum tber ein Fehlfarbkodierung in Dot-Plots dar-
gestellt werden. Alternativ konnen auch Dot-Plots oder Histogramme generiert
werden, die nur Ereignisse eines «Gates» darstellen. Eine verschachtelte Verkniip-
fung von «Gates» erlaubt schlieilich eine Eingrenzung von Populationen, die tiber
alle gemessenen Parameter definiert werden. Ein gutes Beispiel fiir derartiges hier-
archisches «Gaten» ist die Definition von hidmatopoetischen Stamm- und Progeni-
torzellen [3] (siehe «Hdmatopoetische Stammzellen», S. 361).

Ein fiir die Interpretation von Darstellungen wichtiger Unterschied besteht
zwischen einigen Softwarepakten in der Zuweisung von Farben, wenn Popula-
tionen mit einer unterschiedlichen Farbkodierung in einem Dot-Plot zur Uberlage-
rung kommen. Hier gibt es zum einen die Philosophie, Zellen verschiedener Po-
pulationen gleichberechtigt zur Darstellung zu bringen. Dies kann dazu fiihren,
dass kleine Populationen von groflen Populationen iiberlagert werden. Eine alter-
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native Vorgehensweise ist die Definition einer Rangliste der Farbvergabe. Hierbei
werden im Konfliktfall die Zellen dargestellt, die zum ranghSheren «Gate» geho-
ren.

In dhnlicher Weise lésst sich der Konfliktfall unterschiedlich 16sen, wenn ein
und dieselbe Zelle durch zwei in unterschiedlichen Dot-Plots definierte Regionen
erfasst wird. Hier kann wiederum gemif einer Hierarchie z.B. die zuletzt definierte
Region die Kodierung bestimmen, oder die Darstellung von Zellen, die zwei Re-
gionen angehoren, kann tiber Mischfarben erfolgen. Letzteres schrinkt jedoch die
Zahl der definierbaren Regionen ein.

Automatisierung der Datenanalyse

Mit dem Ziel, mehrere Datensitze, die fiir unterschiedliche Proben gemessen
wurden, in vergleichbarer Weise auszuwerten, stellt die Anwendung vordefinierter
Regionen und «Gates» in abgespeicherten Auswerteformaten nur einen unvoll-
kommenen Zugang dar. Einerseits unterscheidet sich die Lichtstreuung verschiede-
ner Messdatensétze sowohl aufgrund des unterschiedlichen Alters von Proben bei
Aufarbeitung als auch aufgrund der in diesem Bereich geringeren Stabilitit der In-
strumente héufig stark, andererseits konnen unterschiedliche Zusammensetzungen
von Proben, eine unterschiedliche Aktivierung oder abnorme Zellen zu Fehlern bei
der Erkennung von Zellen mit vordefinierten «Gates» fiihren.

Verschiedene Losungsstrategien sind moglich, um dennoch zu einer repro-
duzierbaren Datenanalyse zu kommen (siehe auch «Qualitédtskontrolle und Stan-
dardisierung», S. 157):

«Backgating»

Beim «Backgating» wird eine fiir jeden Datensatz individuelle Setzung von
Auswerteregionen in der Lichtstreuung dadurch objektiviert, dass eine Zellpopula-
tion zuerst anhand der Expression von stabilen Eigenschaften, wie der Antigen-
expression erkannt wird. Auf dieser Grundlage wird dann eine Lichtstreuungsre-
gion definiert, die diese Zellen enthélt. Ein klassisches Beispiel hierfiir ist die
Definition einer Lymphozytenregion, wie sie in Abbildung 13 blau dargestellt ist,
anhand einer hohen Expressionsdichte, d.h. Signalintensitit, fiir das Panleukozy-
tenantigen CD45 und fehlender Expression des monozytdren Antigens CD14.
Wenn diese immunologisch erkannten Zellen in einem zweiten Schritt in der Licht-
streuung durch eine Region erfasst werden, kann iiber die immunologisch definier-
te Region gleichzeitig iiberpriift werden, wie vollstindig Lymphozyten im Licht-
streuungsfenster enthalten sind (% der Zellen mit dem Immunphéinotyp CD14—
CD45++, die gleichzeitig in der Lichtstreuungsregion enthalten sind) und mit
welcher Reinheit das Lichtstreuungsfenster diese Zellen enthélt (% der in dem
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Lichtstreuungsfenster enthaltenen Zellen, die gleichzeitig den Phénotyp CD14—
CD45++ besitzen).

«Autogating» und Cluster-Analyse

Beim «Autogating» wird der oben beschriebene Schritt automatisiert. Wiah-
rend der Typ der Regionen und deren Verkniipfungen zu «Gates» vordefiniert
werden, wird die genaue Lage von Regionen innerhalb von vorgegebenen Gren-
zen durch Algorithmen ermittelt, mit denen Zentren von Populationen gesucht
werden und Feinanpassungen ihrer Lage erfolgen. Die Cluster-Analyse geht einen
Schritt weiter. Hierbei wird, ohne dass das Auswertekonzept im Detail vorgege-
ben wird, durch die Software nach im mehrdimensionalen Raum zusammenhén-
genden Populationen gesucht, die dann fiir eine detaillierte Analyse markiert wer-
den.

Beschreibende Statistik

Unabhingig davon, ob Populationen von Zellen iiber Regionen in His-
togrammen, Regionen in Dot-Plots, Quadranten, oder komplexe «Gates» definiert
werden, stehen in den meisten Softwarepaketen eine Reihe von Methoden zur
statistischen Beschreibung von Populationen zur Verfiigung. Diese Methoden
werden sowohl zur Auswertung von Experimenten als auch zur Qualititskontrolle
(siehe «Qualititskontrolle und Standardisierung», S. 157) eingesetzt. Hierzu ge-
horen:

—  Mittelwert: dieser Wert stellt das arithmetische Mittel eines Parameters iiber
die gesamte Population hin dar. Zu beachten ist hierbei, dass in einigen Soft-
warepaketen Optionen vorhanden sind, den Mittelwert {iber die digitale Inten-
sitdtsstufe (den «Kanal», z.B. von 1 bis 1024), einen Logarithmus der Signal-
intensitit zu ermitteln und erst dann eine Umwandlung dieses Ergebnisses in
die dem mittleren Kanal zugrunde liegende lineare Signalintensitét vorzuneh-
men. Diese Vorgehensweise ist im Falle einer angenommen logarithmischen
Normalverteilung angemessen. Sie wird teilweise allein aufgrund der resul-
tierenden kleineren Variationskoeffizienten (CV) des Mittelwerts bevorzugt.

—  Median: dieser Wert teilt die Population in 50 % der Zellen mit hoheren Wer-
ten und 50 % der Zellen mit niedrigeren Werten des Parameters. Der Wert teilt
ein Histogramm in Hilften mit einer identischen Flidche unter der Kurve.

—  Modalwert: dies ist der Einzelwert, der bei den meisten Zellen der Population
erreicht wurde und der Spitze eines Histogramms entspricht.

SchlieBlich erlauben die Statistikoptionen die Abfrage von Minimal- und
Maximalwerten der Population sowie teilweise auch der 5 %- und 95 %-Ordinal-
werte.
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Generierung abgeleiteter oder korrigierter Messdaten

Eine wichtige weitergehende Methode der Datenanalyse besteht in der unmit-
telbaren Bearbeitung der Messdaten. Hierzu gehort die Zuweisung einer korrigier-
ten Kompensationsmatrix die die Generierung einer um die spektralen Uberlap-
pung bereinigten Datei erlaubt. Weiterhin kénnen auch nach komplexen Formeln
aus einem oder mehreren Parametern neue Parameter berechnet werden. Interes-
sante Anwendungen sind z.B. die Berechnung von Quotienten von Parametern bei
Methoden der Bestimmung der Ca>*-Konzentration, des pHs oder des Membran-
potentials mit spektral sensitiven Farbstoffen (siehe «Bestimmung zellphysiologi-
scher Parameter: pH, Kalzium, Glutathion, Membranpotential», S. 500, und «Oxi-
dativer Burst, Phagozytose und Expression der Adhisionsmolekiile», S. 519).

Fluoreszenzdetektion von Biomarkern

Verschiedene Methoden der Zellfirbung werden im Detail in den verschiede-
nen Anwendungskapiteln beschrieben. Im Folgenden sollen einige allgemeine
Aspekte zu Klassen von einsetzbaren Farbstoffen (siehe auch «Auswahl und Kom-
bination von Fluoreszenzfarbstoffen», S. 83) sowie Antikorpern dargestellt wer-
den.

Typen von Fluoreszenzfarbstoffen

Aufgrund der Fahigkeit von Durchflusszytometern, zellassoziierte Fluores-
zenz unabhingig von ihrer Lokalisation und bei entsprechenden Lichtquellen auch
vom Spektrum zu quantifizieren, konnen verschiedenste Arten von Fluoreszenz-
farbstoffen zur molekularen Beschreibung von Zellen eingesetzt werden:

—  Fluoreszente Sonden: Biomolekiile wie monoklonale oder polyklonale Anti-
korper fiir den immunologischen Nachweis von Proteinantigenen, Oligo-
nukleotide fiir In-situ-Hybridisierungsreaktionen oder Liganden von Rezep-
toren konnen direkt oder indirekt fluoreszent derivatisiert werden, um das
Ausmal ihrer spezifischen zelluldren Bindung iiber die Fluoreszenz auszu-
lesen. Die Kopplung kann direkt, wie bei der FITC-Markierung von Anti-
korpern oder dem Einbau von Cy5-gekoppelten Nukleotiden, erfolgen. Ein
Beispiel fiir indirekte Methoden ist die Biotinylierung von Antikdrpern gefolgt
vom Nachweis der zelluldren Bindung mit fluoreszenzmarkiertem Strepta-
vidin.

—  Stochiometrisch bindende Farbstoffe: Der DNA- oder RNA-Gehalt der Zel-
len sowie die hydrophoben Lipidkompartimente kénnen iiber stdchiome-
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trisch bindende Farbstoffe quantifiziert werden. Farbstoffe wie PI weisen an
DNA gebunden gleichzeitig eine hohere Quantenausbeute auf, die eine
Quantifizierung der DNA mit gutem Signal-zu-Rausch-Verhiltnis erméglicht
(siche «DNA- und Proliferationsmessungen in der Durchflusszytometrie»,
S. 604).

Fluoreszente Substrate: Niedermolekulare fluoreszente Verbindungen, die
ghnlich physiologischen Substraten von Zellen metabolisiert werden, konnen
fiir die Analyse von Stoffwechselwegen eingesetzt werden. Ein Beispiel hier-
fiir ist der Einbau von markiertem desoxy-UTP als Indikator der DNA-Neu-
synthese und Proliferation von Zellen (siche «DNA- und Proliferationsmes-
sungen in der Durchflusszytometrie», S. 604).

Fluorogene Substrate: Niedermolekulare nichtfluoreszente Verbindungen, die
intrazelluldr zu fluoreszenten Produkten metabolisiert werden, konnen sowohl
zur spezifischen quantitativen Derivatisierung von Biomolekiilen als auch zur
Messung von Enzymaktivitit eingesetzt werden. Beispiele sind der Nachweis
von Glutathion iiber die Ausbildung einer Ringstruktur mit Ortho-Phthaldial-
dehyd oder der Nachweis der Bildung reaktiver Sauerstoffverbindung iiber die
intrazelluldre Oxidation von Dihydrorhodamin 123 zur Rhodamin 123 (siehe
«Bestimmung zellphysiologischer Parameter: pH, Kalzium, Glutathion,
Membranpotential», S. 500, und «Oxidativer Burst, Phagozytose und Expres-
sion der Adhésionsmolekiile», S. 519).

Potentialfarbstoffe: Fluoreszente anionische und kationische Farbstoffe kon-
nen fiir den Nachweis des Membranpotentials der Plasmamembran oder der
Membran von Mitochondrien eingesetzt werden. Beispiele hierfiir sind die
spektrale Verdnderung der Fluoreszenz von JC-1 bei Akkumulation in Gegen-
wart von hohem Membranpotenzial oder die selektive und ladungsabhingige
Akkumulation von Rhodamin 123 an mitochondriale Membranen (siehe «Be-
stimmung zellphysiologischer Parameter: pH, Kalzium, Glutathion, Mem-
branpotential», S. 500).

Umgebungssensitive Fluorophore: Farbstoffe, die in Abhdngigkeit der Ionen-
konzentration, der Fluiditit ihrer Umgebung oder der Interaktion mit wei-
teren Farbstoffen ihre Fluoreszenzeigenschaften verdndern, konnen zur
Charakterisierung von Kompartimenten eingesetzt werden. Beispiele fiir der-
artige Mechanismen sind die spektrale Verinderung der Emission des pH-In-
dikators Carboxy-SNARF-1, die Ausbildung von lingerwellig emittierenden
Excimeren fiir den Membranfarbstoff Pyrendekansiure oder die Detektion
von Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer bei der raumlichen Anniherung
von mit entsprechenden Farbstoffen gekoppelten Sonden (siehe «Bestim-
mung zellphysiologischer Parameter: pH, Kalzium, Glutathion, Membran-
potential», S.500 und «Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET)»,
S. 120).
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Eine Reihe von Ubersichten [2, http://probes.invitrogen.com/handbook/] stellt
umfassend die Vielfalt grundlegender Moglichkeiten der fluoreszenten Charakteri-
sierung von Zellen dar. Bei der Priifung der Anwendung von bestimmten Firbe-
methoden auf spezifische Fragestellungen ist zu beachten, dass sich die Spezifitit
von Farbstoffen oder fluoreszenten Sonden durch Interaktion mit Zellen dndern
kann und sich verschiedene Farbemethoden auch bei nicht {iberlappenden Spektren
der Farbstoffe nicht frei kombinieren lassen. Vielmehr ist eine sorgfiltige Anpas-
sung der Methoden an die Zelltypen erforderlich, insbesondere dann, wenn Fér-
bungen mit einer unverénderten Antwort von Zellen auf In-vitro-Stimulation ver-
einbar sein sollen [4].

CD-Antigene

In dhnlicher Weise stehen im Bereich von monoklonalen Antikdrpern gegen
Antigene von Leukozyten eine sehr grole Zahl von Werkzeugen zur Verfiigung,
die grundsitzlich in verschiedenen Kombinationen zur Immunphinotypisierung
eingesetzt werden kdnnen. Antikrper gleicher Reaktivitit werden hierbei in einem
«cluster of differentiation» mit identischer CD-Bezeichnung zusammengefasst. Es
gibt eine Reihe von umfangreichen Verzeichnissen der aktuell klassifizierten CD-
Antigene (z.B. www.hcdm.org, mprnci.nih.gov/prow, www.immundefekt.de/
cd.shtml). Einige in der klinischen Diagnostik relevanten Antigene werden in
Tabelle 6 beschrieben. Detaillierte Angaben sind in den entsprechenden Kapiteln
der Abschnitte «Zellcharakterisierung und Phinotypisierung» und «Indikationen»
des Buches zu finden.

Auswahl und Kombination von Antikorpern

Zur Immunphinotypisierung von Zellen ist vor allen Dingen die eindeutige
Beschreibung der Zellen im entsprechenden Probenmaterial wichtig. Zu beachten
ist, dass viele Antigene auf mehreren Populationen von Zellen des Bluts exprimiert
werden, so dass lediglich eine sinnvolle Kombination von Antikérpern zu einer ein-
deutigen Beschreibung der Zellen fiihrt (Tab. 7). Weiterhin ist eine sinnvolle Aus-
wahl von Fluorochromkonjugaten sinnvoll. Hierbei ist die unterschiedliche Sensiti-
vitdt von Fluorochromkonjugaten zu beachten («Auswahl und Kombination von
Fluoreszenzfarbstoffen», S. 83). Daneben ist eine vorsichtige Belegung von spek-
tral breit emittierenden Fluorochromen zur Vermeidung von Kompensations-
artefakten in benachbarten Kanélen wichtig [5].
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Tab. 6. Auswahl diagnostisch relevanter Antigene

Antikorper Expressionsmuster

Funktion

CDla

CD2

CD3

CDh4

CD5
CD7

CD8
CD10
CDlla

CDl11b

CDllc

CD13
CD14

CD15
CD16a

CD16b

CD18
CD19
CD20
CD22

kortikale Thymozyten, Dendritische
Zellen, Langerhans-Zellen

T-Zellen, NK-Zellen
T-Zellen

T-Zellen, Monozyten, myeloische
Vorlduferzellen

T-Zellen, B-Zell-Subpopulation

hédmatopoetische Stammzellen,
frithe myeloische Zellen,
T-/NK-Zell-Subpopulationen

T-Zell-Subset, NK-Zellen
B-/T-Zell-Vorlaufer

Pan-Leukozyten-Antigen

myeloische Zellen, NK-Zellen,
T-/B-Zell-Subsets

Monozyten, Makrophagen,
Granulozyten, NK-Zellen,
T-/B-Zell-Subsets

myelomonozytire Zellen

Monozyten, Granulozyten schwach

Granulozyten, Monozyten

NK-Zellen, Makrophagen

Granulozyten

Pan-Leukozyten-Antigen
Pan-B-Zellantigen
B-Zellen

B-Zellen, Basophile

MHC-Klasse-I-dhnliches Molekiil,
Funktion in der Prisentation von
nichtpeptidischen bzw. Lipidantigenen

Zellaktivierung

T-Zell-Rezeptor assoziiert,
Signaltransduktion

Korezeptor fiir MHC-Klasse-II-
Molekiile, human immunodeficiency
virus receptor

zelluldre Aktivierung

zelluldre Aktivierung

Korezeptor fiir MHC-Klasse-I-Molekiile
CALLA, Endopeptidase

LFA-1a, ICAM-1/2/3-Rezeptor
zusammen mit CD18

Mac-1, Untereinheit des
Complement-Rezeptors 3 (CR3)

Untereinheit des Complement-Rezeptors
4 (CR4)

Aminopeptidase N

Lipopolysaccharid-Rezeptor,
Glykosylphosphatidylinositol-Anker-
Protein

Lewis-x-Antigen

Fcy-Rezeptor Ila

Fcy-Rezeptor 1lla, Glykosylphosphati-
dylinositol-Anker-Protein

p2-Integrin

B-Zell-Aktivierung und Differenzierung
B-Zell-Aktivierung/-reifung
B-Zell-Aktivierung
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Tab. 6. (Fortsetzung)

Antikorper Expressionsmuster

Funktion

CD23

CD25

CD33
CD34

CD36

CD38

CD41

CD42a—-d

CD45

CD52
CD55

CDs56
CD57

CD61

CD64

aktivierte B-Zellen, Makrophagen,
Eosinophile

aktivierte T-/B-Zellen, aktivierte
Monozyten

myeloische Zellen

hiamatopoetische Stammzellen

Thrombozyten, Monozyten,
Makrophagen

hiamatopoetische Vorlduferzellen,
aktivierte T-Zellen, Plasmazellen

Thrombozyten, Megakaryozyten

Thrombozyten, Megakaryozyten

Pan-Leukozyten-Antigen

Lymphozyten, Monozyten

Leukozyten, Thrombozyten,
Erythrozyten

NK-Zellen, T-Zell-Subset

Nk-Zellen, Subpopulationen von
T-Zellen, Monozyten

Thrombozyten, Megakaryozyten

Monozyten/Makrophagen, aktivierte
Granulozyten

niedrig affiner IgE Rezeptor FceRII

IL-2-Rezeptor-a-Kette

Lektinaktivitit

Zelladhision, Steuerung der
Differenzierung?

Glykoprotein IV, Collagen/
Thrombospondinrezeptor, Scavenger-
Rezeptor fiir oxidierte Lipoproteine

Leukozytenaktivierung, -proliferation

Fibrinogenrezeptor zusammen mit
CD61

Von-Willebrand-Rezeptor-Komplex
CD42a GpIX

CD42b Gplba

CD42¢ GpIbf

CD42d GpV

Tyrosinphosphatase, differentielle
Expression der Splicing-Varianten
CDA45RA und CD45RO auf T-Zell-
Subsets

CAMPATH-1

Decay-Accelerating Factor,
Glykosylphosphatidylinositol-Anker-
Protein

NCAM

HNK-1

Fibrinogenrezeptor zusammen mit
CD41 Vitronectinrezeptor zusammen
mit CD51

Fey-Rezeptor 1

Tabelle 6 Fortsetzung ndchste Seite
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Antikorper Expressionsmuster Funktion
CD66b Granulozyten Glykosylphosphatidylinositol-An-
ker-Protein
CD69 Aktivierte T-/B-Zellen, NK-Zellen, zelluldres Aktivierungsantigen
Granulozyten, Eosinophile,
Thrombozyten
CD71 proliferierende Zellen Transferrinrezeptor
CD79a B-Zellen zytoplasmatische Komponente des
B-Zell-Antigenrezeptors
CD103 intestinale epitheliale Lymphozyten HML-1, gewebespezifische
Lymphozytenretention
CD117 myeloische Blasten, Mastzellen c-kit, Stammzellfaktorrezeptor
CD138 Plasmazellen, Pri-B-Zellen Syndecan-1
CD235a Erythrozyten und erythroide Glycophorin A
Vorlduferzellen
Myelo- myeloische Zellen lysosomales Enzym
peroxidase
TdT Lymphoblasten, Myeloblasten-Subset ~ nukleédr exprimierte terminale
Desoxynucleotidyltransferase
HLA-DR Vorlduferzellen, B-Zellen, Monozyten, HLA-Klasse-II-Rezeptor

aktivierte T-Zellen

Grundlegende Methoden der Zellaufbereitung
Vereinzelung und Isolation von Zellen

Fiir durchflusszytometrische Analysen sind grundsitzlich alle Arten von Zel-
len geeignet, die in einer Einzelzellsuspension vorliegen, z.B. Blut, Knochenmark,
Liquor oder weitere Korperfliissigkeiten. Zellen, die adhérent oder in Gewebever-
binden vorliegen, miissen im Rahmen der Aufarbeitung in eine Einzelzellsuspen-
sion iiberfiihrt werden. Hierbei sind mechanische Formen der Zellvereinzelung
vorteilhaft, da sie im Gegensatz zu enzymatischen wie der Trypsinierung von Ge-
weben die Zerstorung von Epitopen oder Verdnderungen der Funktion von Zellen
reduzieren. Die zytometrische Analyse von adhirenten Zellen in der Zellkultur
oder von Zellen im Gewebeverband ldsst sich ohne Zellvereinzelung mit Hilfe der
Objekttriger-basiertern Zytometrie (siehe «Technische und methodische Grund-
lagen der Objekttriger-basierten Zytometrie», S. 71) durchfiihren. Allerdings ist
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Tab. 7. Antigene Koexpression von Leukozyten des Blutes und Normoblasten

Marker T- B- NK- Mono- Friihe Neutro- Eosino- Baso- Normo-
Zellen Zellen Zellen zyten Neutrophile phile  phile phile  blasten

FS + + + ++ 4+ +++ + + +
SS + + + ++ 4+ 4+ A+ +
CDla - - - - — — — — —
CD2 ++ - + - - - - - -
CD3 ++ - - - - - - - -
CD4 ++H - - + + - + - -
CD5 G - - - - - -
CD7 ++H) - ++) - - - - - -
CD8 ++ - + - - - - - -
CDI10 - - - - + + - - -
CD13 - - - ++ + ++ o+ + -
o - B -+ - + - - -
CD15 - - - + + ++ - - -
cble (v - GG o ++ - - -
CD19 - +=+ - +) - - - — —
CcD20 - ++ - - - - - - -
CD22 - ++ - - - - - + -
ms (H) B - D - - - - -
CD33 - - - ++ o+ + + + -
CD45 +++ -+ + + ++ + -
CD36 - - + - - - - - -
CD57 + - ++ - - - - - -
CDw65  — - - + + ++ - -
CD79a  — + - - - - - - -
CD103  — - - - - - - - -
cDI17 - - - - - - - - -
HLA-DR (+) + +) 4+ - - - - -
TdT - - - - - - - - -
MPO - - - + + + - - -
GpA — — — — — — — — +

+, ++, +++ = Relative Expressionsdichten; (+) oder (4++): Expression nur auf Subpopu-
lationen oder unter pathologischen Bedingungen.

diese Messtechnologie noch relativ neu, und es liegen nur begrenzte Erfahrungen
VOr.

Zum Methodenrepertoire der mechanischen oder physikalischen Trennme-
thoden gehdren insbesondere das Zerschneiden von Zellverbidnden, die Vereinze-
lung durch wiederholte Aspiration durch englumige Kaniilen, die Anwendung von
Kilte zur Dissoziation von adhidrenten Zellen und die Zentrifugation durch Dichte-
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gradienten. Vor einer durchflusszytometrischen Analyse dissoziierter Gewebe ist,
sofern verbleibende Zellaggregate nicht ausgeschlossen werden konnen, eine Fil-
tration, z.B. durch Nylongewebe mit einer Maschenweite von 50 um sinnvoll, um
eine Verstopfung des Durchflusszytometers zu vermeiden.

Anreicherung von Zellen

In vielen Fillen ist auch eine Anreicherung von Zellen vorteilhaft. So kénnen
Leukozyten im Blut bei der Wahl von gut diskriminierenden Triggerparametern
wie dem Panleukozytenantigen CD45 oder einer DNA-Firbung grundsitzlich in
Gegenwart von Erythrozyten analysiert werden. Der hohe Uberschuss an Erythro-
zyten fiihrt jedoch zu langen Messzeiten, bis eine grofere Zahl von Leukozyten
analysiert wurde.

Alternativ konnen im Blut Leukozyten durch die Depletion von Erythrozyten
angereichert werden. Das klassische Verfahren hierfiir war eine Isolation von mo-
nonukledren Zellen, d.h. von Lymphozyten und Monozyten, durch Zentrifugation
in einem Dichtegradienten (d = 1,077). Da diese Technik jedoch zu schwer kon-
trollierbaren Zellverlusten fiihrt und weiterhin einschlieBlich der erforderlichen
Waschvorginge zeitaufwendig ist, wird sie bei rein analytischen Fragestellungen
kaum noch eingesetzt. Ausnahmen sind die Vorbereitung von Zellsuspensionen
fiir die Zellkultur, die Kryokonservierung oder die immunmagnetische Anreiche-
rung.

Die Methode der Wahl zur Depletion von Erythrozyten im Blut ist heute die
Vollblutlyse. Hierbei wird die geringere osmotische Widerstandsfihigkeit von Ery-
throzyten zu deren selektiver Lyse eingesetzt. Unter den verschiedenen Verfahren
sind solche, die mit einer Fixation der Zellen einhergehen, von fixationsfreien wie
der Ammoniumchlorid-Lyse zu unterscheiden. Die fixierenden Lysen haben den
Vorteil einer groferen Stabilitidt der Probe ohne weitere Behandlung bis zur durch-
flusszytometrischen Analyse. Ein entscheidender Nachteil ist aber der selektive
Verlust von Zellen, der beim Waschen der Zellen durch Zentrifugation der in dieser
Weise lysierten Proben auftritt. Losungsansitze fiir eine Absolutzéhlung von Zel-
len sind waschfreie Techniken, bei denen die lysierten Proben unmittelbar zur Mes-
sung kommen, oder der Einsatz von fixationsfreien Lysen. Das enge Zeitfenster fiir
die Stabilitét der Lichtstreuungseigenschaften von Zellen des Bluts von bis zu 2 h
kann durch eine Formaldehyd-Fixation nach Abschluss der Waschvorgiinge auf
mehrere Tage ausgedehnt werden.

Fiir die Analyse seltener Zellen kdnnen immunmagnetische Voranreiche-
rungsschritte eingesetzt werden (sieche « Phénotypisierung von Tumorzellen»,
S. 437).
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Prdanalytik und Probenstabilisierung

Die Wahl von Antikoagulantien im Falle einer Analyse von Blut ist methoden-
spezifisch. So wird EDTA in den Fillen bevorzugt, in denen gleichzeitig eine Ana-
lyse der Probe mit einem Hématologieanalysator erfolgt oder Absolutzellzédhlun-
gen durchgefiihrt werden oder ein Ausstrich der Probe gefiarbt wird. Heparin hat
den Vorteil einer besseren Probenstabilitét. Citrat reduziert Beeintrdchtigungen der
Thrombozytenfunktion.

Die maximale Lagerungszeit der Proben und die optimale Lagerungstempera-
tur sind methodenspezifisch und werden in den einzelnen Kapiteln des Buches ab-
gehandelt. Zu beachten ist, dass eine Kiihlung von Proben nicht allgemein empfoh-
len werden kann, da Temperaturverdnderungen zu zelluldrer Aktivierung fithren
konnen [6] (siehe «Bestimmung zellphysiologischer Parameter: pH, Kalzium, Glu-
tathion, Membranpotential», S. 500).

Aufgrund des fiir einige Materialien sehr engen Zeitfensters bis zu einer Ver-
dnderung der Proben stellen Methoden der Probenstabilisierung einen wesent-
lichen Fortschritt dar. Eine Reihe von kommerziellen Préiparationen, z.B. auf Basis
von Formaldehyd-Donoren, Polyethylenglykol und EDTA, erlauben die Durchfiih-
rung einer Immunphinotypisierung nach bis zu 7 Tagen. Bei der Einfiihrung der-
artiger Methoden sind mdogliche Verdnderungen der Erkennung von Epitopen
durch monoklonale Antikorper sorgfiltig zu analysieren.

Da Zelltod mit selektiven Zellverlusten und auch mit unspezifischer Antikor-
perbindung assoziiert ist, ist insbesondere bei unbekannten praanalytischen Bedin-
gungen eine Kontrolle der Vitalitit der Zellen sinnvoll. Hierfiir konnen in der
Durchflusszytometrie nicht membranpermeable DNA-Farbstoffe wie PI eingesetzt
werden, die selektiv tote Zellen anfirben (sieche «Bestimmung zellphysiologischer
Parameter: pH, Kalzium, Glutathion, Membranpotential», S. 500).

Antikorperfidrbungen

Eine Antikérperfarbung von Zellen in unseparierten Vollblut geht im Ver-
gleich zur Farbung gewaschener Zellen aufgrund der im Plasma vorhandenen auto-
logen Immunglobuline mit einer geringeren unspezifischen Bindung durch Fc-Re-
zeptor-Interaktion einher. Die unmittelbare Anfiarbung des nativen Materials wird
in vielen Fillen auch wegen der Vermeidung von Artefakten durch Vorbehandlung
der Probe bevorzugt. Ein Nachteil ist der hGhere Antikorpereinsatz im Vergleich zu
Techniken mit einer Voranreicherung von Leukozyten durch Lyse oder Gradienten-
zentrifugation. Fiir reproduzierbare Markierungen muss eine sittigende Konzen-
tration des Antikorpers ermittelt werden. Hierbei ist auf eine Titration gegen eine
Probe mit einer hohen Expression des Zielantigens, z.B. mit einem hohen Anteil
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der das Antigen exprimierenden Zellfraktion oder Hochregulation nach Aktivie-
rung, zu achten.

Der Einsatz direkt markierter Antikorper fiihrt im Vergleich zu indirekten
Methoden zu geringeren unspezifischen Signalen. Einfache indirekte Methoden,
bei denen ein Sekundéirantikrper eingesetzt wird, bieten auch unter dem Gesichts-
punkt der Signalverstirkung im Gegensatz z.B. zu Biotin/Streptavidin-Systemen
kaum Vorteile.

Das Waschen der mit Antikorper gefirbten Probe durch Zentrifugation redu-
ziert Hintergrundsignale durch Entfernen der nicht gebundenen Antikorper.
Gleichzeitig fiihrt es aber zu Zellverlusten, die selektiv sein konnen. Im Falle von
Zellzéhlungen mit der Durchflusszytometrie und der Erkennung von Zellen iiber
dicht exprimierte Antigene werden daher meistens manipulationsarme Methoden
eingesetzt, bei denen nach einer Fiarbung im Vollblut die Erythrozytenlyse und
eine Verdiinnung der Probe durch Zugabe von Lysepuffer erfolgt und dann ohne
Zentrifugation gemessen wird («Lyse-no-wash»-Methoden). Der Nachteil ist eine
geringe Konzentration der Zellen in der Probe, so dass die Analysezeiten lang
sind. Im Falle der Analyse von schwach exprimierten Antigenen, z.B. bei der
Analyse aberranter Antigene in der Charakterisierung von Leukémien, ist dage-
gen eine Reduktion des Hintergrundsignals durch Zentrifugation erforderlich (sie-
he «Akute Leukdmien», S. 946, und «Durchflusszytometrie in der Non-Hodgkin-
Lymphom-Diagnostik», S. 1001).

Der Einsatz von Puffern muss an das Probenmaterial und das Firbeformat an-
gepasst werden. Bei Firbungen von im Vorlauf gewaschenen Zellen reduzieren
proteinhaltige Puffer die unspezifische Bindung von Antikérpern. Wihrend der
Zentrifugation reduzieren sie Zellverluste in proteinarmen, d.h. bereits gewasche-
nen Proben und insbesondere bei bereits fixierten Zellen.

Eine stringente, d.h. hochtourige oder lange Zentrifugation reduziert Zellver-
luste beim Waschen. Mit zunehmender Zentrifugationsintensitdt kommt es aber zur
funktionellen Schidigung von Zellen bis hin zum Zelltod, die fiir das spezifische
Probenmaterial validiert werden sollte.

Zwei-Schritt-Methoden, bei denen nach einer quervernetzenden Fixation eine
Inkubation mit Antikérpern in Gegenwart eines Detergens erfolgt, erlauben intra-
zelluldre Antikorperfarbungen. Die verschiedenen Methoden sind unterschiedlich
gut zum Aufschluss verschiedener intrazelluldrer Kompartimente geeignet. Weiter-
hin kann es zur Destruktion von Epitopen fiir einzelne Antikorper kommen, so dass
hier eine sorgfiltige Anpassung von Methoden und Antikorpern erforderlich ist
[7].

Bei allen Antikorperfirbung ist die Analyse der Spezifitit, d.h. des Signal-
anteils, der nicht durch eine Interaktion von Antigen und Antikorper sondern z.B.
durch Bindung an Fc-Rezeptoren oder Interaktion des Fluorochroms erfolgt, er-
forderlich. Der in indirekten Methoden der Antikorperfarbung gewihlte klassische
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Ansatz hierfiir ist der Einsatz von Isotypkontrollen, d.h. eines in seiner Spezifitit
irrelevanten Antikorpers des gleichen Isotyps (z.B. IgG, 1gG2,, 1gGop) und damit
der gleichen Affinitit zu Fc-Rezeptoren, in identischer Konzentration. Im Falle
des Einsatzes von direkt markierten Antikérpern sind neben der Konzentration
und dem Isotyp des Antikorpers auch das Fluorochrom-zu-Protein-Verhiltnis
(F/P-Ratio) und die herstellerspezifische Aufreinigung des Antikorpers Determi-
nanten fiir den unspezifischen Signalanteil. Weiterhin ist der unspezifische Signal-
anteil aufgrund der Aufreinigung der Antikorper niedrig. Der Einsatz von Isotyp-
kontrollen ist unter diesen Umsténden nur begrenzt notwendig oder sinnvoll und
in der Regel wenig praktikabel. Sofern mehrere Farbungen mit der gleichen Probe
durchgefiihrt werden, liefern auch die Firbesignale der fiir den jeweiligen Anti-
korper negativen Fraktion wertvolle Informationen iiber das Hintergrundsignal.
Akkreditierungseinrichtungen, die sich der Problematik bewusst sind, verlangen
aus diesen Griinden den Nachweis objektiver Methoden zur Abgrenzung von po-
sitiven und negativen Fraktionen, ohne dass Isotypkontrollen als Methode der
Wahl definiert werden.

Methodische Entwicklungen in der Zytometrie

Auf dem Weg der Durchflusszytometrie von einer offenen Forschungsmetho-
de hin zu einer diagnostisch eingesetzten Methodik ist es erforderlich, die Préazision
der Analytik zu erhhen und zu methodenunabhéngigen und kontrollierbaren Er-
gebnissen zu kommen. In diesem Zusammenhang sind die Verbesserung der Ab-
solutzellzihlung, die Antigenquantifizierung und der Versuch der Entwicklung von
Standards und Kontrollmaterialien zu nennen. Neben der hierdurch erzielten Ob-
jektivierung ist es notwendig, die durchflusszytometrische Analytik #hnlich an-
deren Laboruntersuchungen in den klinischen Informationsfluss zu integrieren, um
Messergebnisse verfiigbar und interpretatorische Befundanteile transparent zu
machen.

Absolutzdhlung

Auch wenn die Durchflusszytometrie mit Zusatz von Firbelosungen und
Waschprozeduren eine Technik ohne Volumenbezug der Messung ist, sind Metho-
den der volumenbezogenen Zihlung oder Absolutzéhlung — aufgrund der kli-
nischen Notwendigkeit, bei der HIV-Erkrankung die Konzentration von CD4-+
T-Lymphozyten im Blut zu ermitteln — zu den am haufigsten verwendeten durch-
flusszytometrischen Anwendungen geworden. Neben der Zahlung von CD4-+
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T-Lymphozyten ist hier vor allen Dingen die Quantifizierung von CD34 exprimie-
renden hdmatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen bei der Stammzelltrans-
plantation zu nennen.

Die klassische Methode zur Ermittlung der Konzentration von CD4+ T-Zellen
bestand darin, mit kombiniertem Einsatz eines Durchflusszytometers und eines Ha-
matologieanalysators («Dual platform»-Methode) einmal durchflusszytometrisch
den relativen Anteil von CD4+- T-Zellen unter den Lymphozyten zu ermitteln und
zum anderen die Konzentration der Gesamtpopulation von Lymphozyten im Blut
tiber den Hématologienanalysator zu bestimmen [8]. Als alternative Bezugsgrofie
wurde hierbei auch die Population der Gesamt-Leukozyten eingesetzt. Diese Me-
thoden sind mit groben Fehlern behaftet, da es vor allen Dingen bei lymphope-
nischen Proben zu unterschiedlichen Zahlweisen der durchflusszytometrischen
und hidmatologischen Zelldifferenzierung kommt. So fiihren die Anteile von Nor-
moblasten und basophilen Granulozyten methodenabhéngig zu Stérungen beider
Plattformen. Bei Storungen der Zelldifferenzierung kommt es mit dem Hémato-
logieanalysator zu einer breiten Streuung der Ergebnisse. Weiterhin sind die klas-
sischen Methoden der Aufarbeitung von Zellen mit Zentrifugationsschritten mit
unkalkulierbaren und selektiven Zellverlusten verkniipft.

Trotz dieser Nachteile werden «Dual platform»-Methoden in Deutschland
weiterhin hiufig eingesetzt, da die beiden nationalen Anbieter fiir externe Ringver-
suche das Erreichen von methodenspezifischen Mittelwerten der teilnehmenden
Labore zertifizieren. Eine derartige Konsensusfindung begiinstigt hiufig eingesetz-
te Methoden unabhiingig davon, ob sie zu richtigen Ergebnissen fiihren. Ebenso
orientiert sich das Vergiitungssystem an der Anzahl der analysierten Populationen
bzw. der eingesetzten Antikorper, die bei «Dual platform»-Methoden aufgrund der
Notwendigkeit des Bezugs zu allen Lymphozyten hoch ist, da sie CD4+ T-Zellen,
CD8+ T-Zellen, Gesamt-T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen umfasst. Ein hoherer
methodischer Aufwand zur direkten und priziseren Analytik von CD4+ T-Zellen
wird hingegen nicht beriicksichtigt.

Bei Methoden der direkten Absolutzihlung auf dem Durchflusszytometer
(«Single platform»-Methode») wird der Volumenbezug in der Probe dadurch erhal-
ten, dass durch den Einsatz der «Lyse-no-wash»-Techniken auf eine Zentrifugation
und die damit verbundenen schlecht reproduzierbaren Volumenverdnderungen ver-
zichtet werden kann. Der Volumenbezug wird dann entweder iiber Zahlpartikel,
die als Zahlstandard zusammen mit der Blutprobe eingesetzt werden, oder tiber ein
volumenkalibriertes Durchflusszytometer hergestellt. Abbildung 14 zeigt den Ein-
satz von Zihlpartikeln in der Beschreibung der aktuellen Richtlinien der US-Cen-
ters for Disease Control and Prevention fiir die CD4+ T-Zellzidhlung [9]. In analo-
ger Weise wird auch die Absolutzihlung seltener Zellen, wie z.B. von CD34
exprimierenden Zellen oder antigenspezifischen T-Zellen heutzutage mit «Single
platform»-Methoden durchgefiihrt. Zu beachten ist hierbei, dass die Zahlpartikel
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Abb. 14. Prinzip des «Gatings» am Beispiel der «Single platform»-Zéhlung. Entsprechend
einem Beispielsprotokoll der CDC [9] wird lysiertes Vollblut unter Zusatz von Zihlpartikeln ge-
messen. Im Dot-Plot 1 sind die Zahlpartikel mit hoher Fluoreszenz und mittlerem SSC in der
gestrichelten Region erkennbar. Mit Region 1 werden die CD45 dicht exprimierenden Lympho-
zyten identifiziert. In Dot-Plot 2 und 3 werden ausschlielich die Lymphozyten der Region 1
dargestellt. In einer Quadrantenstatistik werden die CD3 und CD 4 exprimierenden T-Helferzel-
len und die CD3 und CDS exprimierenden zytotoxischen T-Zellen identifiziert. Dot-Plot 4 und
das Histogramm 5 zeigen in der nicht auf Region 1 eingegrenzten Darstellung die hochfluores-
zenten Zihlpartikel iiber die als Volumenstandard die absolute Zellkonzentration ermittelt wird.

fiir den Einsatz in Vollblut entwickelt wurden und in proteinarmen Probenmateria-
lien wie z.B. Aphereseprodukten verklumpen und ausfallen kénnen. Damit es nicht
zu falsch-hohen Ergebnissen kommit, ist beim Einsatz von Partikeln in derartigen
Probenmaterialien daher der Zusatz von proteinhaltigen Pufferlosungen erforder-
lich.

Antigenquantifizierung

Die Intensitit der Expression von Antigenen besitzt in vielen Fillen unmittel-
bare diagnostische Bedeutung. Beispiele hierfiir sind CD38 auf CD8+ T-Zellen
bei der HIV-Infektion, die Expression von HLA-DR auf Monozyten bei Sepsis
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oder die Expression von Aktivierungsantigenen auf Thrombozyten bei prothrom-

botischen Erkrankungen. Dariiber hinaus dienen unterschiedliche Expressions-

dichten von Antigenen der Unterscheidung von Zelltypen, insbesondere der Erken-
nung pathologischer Zellen wie z.B. von CD10 iiberexprimierenden B-Zellen bei

Formen der akuten lymphatischen Leukdmie oder CD34 {iberexprimierenden Zel-

len bei akuten myeloischen Leukédmien. SchlieBlich ist auch bereits die Bestim-

mung des Anteils von Zellen, die fiir ein Antigen positiv sind, wie z.B. bei der

Analyse von CD38 oder ZAP-70 bei der chronisch lymphatischer B-Zell-Leuki-

mie ein Problem der Antigenquantifizierung, da die Nachweisgrenze von Antige-

nen von den eingesetzten Fluorochromen und Antikrperpridparationen sowie vom

Gerit und dessen Einstellung abhéngt.

Fiir die Bestimmung von Antigendichten wurden eine Reihe von Ansitzen
untersucht [10] (siehe auch «Qualititskontrolle und Standardisierung», S. 157):

— Ein Ansatz besteht in der Kalibrierung des Durchflusszytometers mit Eichpar-
tikeln, die in mehreren Populationen mit unterschiedlichen Dichten das zur
Firbung eingesetzte Fluorochrom tragen.

— Partikel mit einer definierten Zahl von Bindungsstellen fiir Maus-Immun-
globuline konnen in Kombination mit den auch zur Zellzdhlung eingesetzten
Antikorpern fiir die Kalibrierung eingesetzt werden.

—  Schlieflich konnen Zellen mit einer bekannten stabilen Expression eines Anti-
gens als BezugsgroBe eingesetzt werden. Hierzu konnen stabilisierte Materia-
lien oder auch in der Probe enthaltene Populationen mit einer stabilen Expres-
sion, wie sie z.B. fiir das CD4-Antigen auf T-Helferzellen bekannt ist,
eingesetzt werden.

Methoden der Antigenquantifizierung sind jedoch unveridndert problematisch,
da die Kombination verschiedener Methoden der Antigenquantifizierung mit unter-
schiedlichen Antikorpern trotz gleicher Spezifitit auch bei dicht und homogen ex-
primierten Antigenen zu breit streuenden Ergebnissen fiihrt [11] und auch die
Chargenstabilitit einiger Kalibrierungsreagenzien unzureichend ist. Ein wesent-
liches Problem ist die fehlende Séttigung von Bindungsstellen durch viele kom-
merziell verfiigbare Antikorper, insbesondere im Falle von Konjugaten mit hell
fluoreszierenden Fluorochromen wie PE oder APC. Weiterhin wirken sich das
Fluorochrom-zu-Protein-Verhiltnis, die Zugénglichkeit von Epitopen fiir bestimm-
te Klone oder Unterschiede in deren Immunreaktivitit, bivalente oder monovalente
Bindung von Antikorpern sowie die Linearitdt und Stabilitit des Durchfluss-
zytometers in Abhingigkeit der Methoden unterschiedlich auf das Ergebnis aus.
Speziell die Kompensation von spektraler Uberlappung bei Mehrfarbansitzen ist
ein komplexes Problem.
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Standardprotokolle und Kontrollmaterialien

Ein entscheidendes Hindernis fiir den routinemifBigen Einsatz von durchfluss-
zytometrischen Methoden stellt in vielen Bereichen die mangelnde Standardisie-
rung von applikationsspezifischen Methoden und damit die fehlende multizent-
rische Vergleichbarkeit von Analyseergebnissen dar. Bei Anwendungen mit klar
definierten Messparametern wie der Ziahlung von CD4 exprimierenden T-Zellen,
von CD34 exprimierenden hdmatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen oder
von residualen Zellen in Blutprodukten sind inzwischen eine Reihe von validierten
Testsystemen und zum Teil entsprechende Kontrollmaterialien verfiigbar. Weiter-
hin wurden von einigen Herstellern Qualititskontrollmodule in die Datenaufnah-
mesoftware integriert.

Unverindert problematisch sind hingegen komplexe Methoden wie z.B. die
Immunphinotypisierung von Leukdmien oder Lymphomen oder die Analytik von
Thrombozyten. Derartige Methoden befinden sich aktuell in der Phase der literatur-
und erfahrungsbasierten Konsensusfindung wéhrend eine Kreuzvalidierung alter-
nativer methodischer Ansitze aussteht.

Integration in die klinische Befunderzeugung und -interpretation

Der klinische Einsatz der Durchflusszytometrie ist schlieBlich auch ein Prob-
lem der Informationslogistik. So erfordert eine effiziente Bearbeitung von Proben
eine automatisierte und damit sichere Ubernahme der Probenidentifikation, z.B.
iiber Barcodes, sowie von Auftragsinformation einschlielich Patientenstamm-
daten. Wihrend die Ubernahme und Integration von numerischen Analyseergeb-
nissen in Laborinformationssysteme und Krankenhausinformationssysteme in der
Regel ohne Probleme gelingt, fehlen bisher Standards fiir die Aufarbeitung und
Dokumentation der graphischen Befundinformation, wie z.B. von Dot-Plots, bei
komplexen Analysen wie bei Leukdmien und Lymphomen. Eine Integration auch
derartiger Befundinformationen in Befundberichte ist ein wichtiger Ansatz, um
auch interpretatorische Befundanteile nachvollziehbar zu machen und die klinische
Bewertung derartiger Ergebnisse zu vereinfachen.

Zusammenfassung

Die Durchflusszytometrie ist eine Technik zur gleichzeitigen Messung der
GroBe und Granularitit sowie von mehreren Fluoreszenzeigenschaften jeden
Zelltyps. Uber spezifische Farbungen mit fluoreszenten Antikorpern oder andere
fluoreszente Farbeverfahren konnen hierbei in flexibler Weise immunologische,
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biochemische oder funktionelle Eigenschaften einzelner Zellen in heterogenen
Zellgemischen vermessen werden. Komplexe Methoden der Datenanalyse erlau-
ben die Zuordnung der Messsignale zu Populationen von Zellen ahnlicher Eigen-
schaften. Die Analyse der Fluoreszenz stellt im Grundsatz eine nur relative Ver-
messung von Zellen ohne feste BezugsgroBen dar. Neue methodische Ansitze
erlauben iiber Referenzpartikel jedoch auch eine Quantifizierung von Antigenen
oder eine Bestimmung der Absolutkonzentration von Zellen mit Hilfe der Durch-
flusszytometrie.
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