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Laser erkennen kranke Zellen

Giinter Valet

Der Einsatz von Lasern in der Zytometrie erlaubt grundlegend neue Ein-
blicke in biochemische Funktionsabliufe komplexer Zellsysteme. Selbstlernende
Analyseprogramme erkennen Krankheiten in einem frithen Stadium.

iologische Zellen sind als mi-

kroskopisch kleine Grund-
bausteine lebender Organismen in
Kérperorganen zusammengefafit.
Dort sind sie zu einer Vielzahl
biochemischer  Stoffwechselvor-
ginge befihigt, deren systemati-
sche Abweichung zu Krankheiten
fithren kann.

Korperorgane bestehen aus einem
von Organ zu Organ unterschied-
lichen Gewebe zahlreicher Zellar-
ten. Thre Vielfalt 1t sich durch
Fixierung und Anfirbung der
kontrastarmen Biomolekiilstrulk-
turen mit geeigneten Chemikalien
mikroskopisch darstellen. Fiir die
Erhebung biochemischer Daten
miissen die Gewebe allerdings
meist homogenisiert, das heiflt
zellzerstorend aufgearbeitet wer-
den. Dies kann zu einer Vermi-
schung der Inhalte unterschiedli-
cher Zellarten sowie zur Verinde-
rung der Mikroumgebung von
Biomolekiilen fithren.

Die Mikroskopie bietet den Vorteil, morpho-
logische Zellstrukturen detailliert zu erfassen.
Nachteile ergeben sich bei der vergleichsweise
schwierigen Quantifizierung biochemischer
Eigenschaften und beim hohen Zeitaufwand.
Biochemische Untersuchungen sind dagegen
meist schneller und mit hoher Genauigkeit
durchfithrbar. Allerdings kénnen Schwierig-
keiten bei der Interpretation der Resultate
auftreten, da bei Verinderungen biochemi-
scher Eigenschaften beispielsweise nicht ohne
weiteres entscheidbar ist, ob sich alle Zellen
geringfiigig oder ein bestimmter Zelltyp sehr
deutlich verindert hat.

Krankheiten entstehen durch die Verinde-

rung biochemischer Vorginge in Zellsyste-
men und Organen. Die genaue FErfassung
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Abb. 1. Schematische Darstellung eines Durchflulzytometers.

biochemischer Prozesse in komplexen Zell-
systemen ist deshalb von erheblicher prakti-
scher Bedeutung. Wiirde man die jeweils rele-
vanten Verinderungen kennen, so sollte sich
sowohl die Diagnose als auch die Prognose,
das heifit die zukiinftige Entwicklung von
Krankheitsvorgingen beim FEinzelpatienten,
viel besser erheben lassen, als dies mit den
heute {iblichen biochemischen Messungen in
Blutplasma, Blutserum oder Urin méglich ist.
Deren Resultate stellen nur ein indirektes Ab-
bild der Vorginge dar. Einmal manifestieren
sich nicht alle zelluliren Verinderungen in
diesen Korperkompartimenten, zum anderen
werden die Zellinhaltsstoffe im Verlauf von
Krankheiten in etwa 6 Liter Blutvolumen
bzw. in iiber 10 Liter Extrazellulirfliissigkeit
freigesetzt. Sie liegen also hoch verdiinnt und
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moglicherweise unterhalb der
Nachweisgrenze biochemischer
Methoden vor. Weiterhin kén-
nen sie schnell {iber Niere oder
Galle ausgeschieden oder sekun-
dir metabolisch verindert wer-
den.

Prinzip der Laserdurch-
fluB-Zytometrie

Die Laserdurchflufl-Zytometrie
als moderne Untersuchungs-
technik vereint in hohem Mafle
die Vorteile mikroskopischer
und biochemischer Methoden.
Sie wird deshalb zunehmend
zum unentbehrlichen Werkzeug
fur die Vermessung biochemi-
scher Vorginge in Einzelzellen
im Rahmen der Erkennung und
Behandlungstiberwachung  von
Krankheiten. Sie ist dariiber hin-
aus aber auch fir die biochemi-
sche Charakterisierung von Zell-
systemen im Forschungsbereich
von erheblichem Interesse [1].

Das Mefigut fiir die Laserdurchflufl-Zytome-
trie sind Einzelzellsuspensionen, wie sie im
Blut bereits vorliegen oder sich durch mecha-
nische bzw. enzymatische Vereinzelung aus
Geweben gewinnen lassen. Die Zellen werden
mit einem oder mehreren Fluoreszenzfarb-
stoffen zur Erfassung bestimmter Biomo-
lekiile oder Zellfunktionszustinde spezifisch
angefdrbt und zur Messung in ein Durchfluf-
Zytometer eingesaugt. Nach hydrodynami-
scher Fokussierung des Probenstrahls auf 3
bis 6 um Durchmesser passieren sie einzeln
die Mef8zone der Durchfluf-Zytometerkam-
mer (Abbildung 1). Hier betrigt die Flufige-
schwindigkeit der Zellen je nach Instrument
zwischen 1 und 10 m/s.

In der Mefizone kann zum einen das Zellvo-
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lumen aus der Widerstandsinderung beim
Durchtritt der nichtleitenden Zellen durch
eine enge zylindrische Mef6ffnung auf elek-
trischem Wege bestimmt werden. Zum ande-
ren entstehen zellbedingte Lichtsignale beim
Passieren der 20 um langen Beleuchtungs-
strecke eines quer zur Fluflrichtung auf den
Probenstrahl fokussierten Laserstrahls. Die-
ser ca. 20 x 100 pm grofle elliptische Fokus-
bereich wird durch Verkleinerung des ur-
spriinglich etwa 1,5 mm im Durchmesser
betragenden Laserstrahl mit gekreuzten Zy-
linderlinsen erzeugt.

Die Kurzachsenbeleuchtung (lange Achse des
Fokus senkrecht zur Flufirichtung) wird hiu-
fig gewihlt, um bei geringen Bahnschwan-
kungen des Probenstrahls méglichst gleich-
bleibende Lichtintensitit zu gewihrleisten.
Allerdings wird hierbei nicht die héchstmég-
liche Empfindlichkeit erreicht, da die Ver-
weildauer der Zellen im Licht im Vergleich
zur Langachsenbeleuchtung nur ein Fiinftel
der maximal méglichen Zeit betrige. Bei guter
Bahnstabilisierung in der Meflkammer und
Einstellung eines diinnen Mefstrahls ist des-
halb die Langachsenbestrahlung vorzuziehen.

Die Verweildauer der fluoreszenzgefirbten
Zellen im Laserstrahl ist fiir die je Farbstoff-
molekiil ausgesandte Photenenzah! sehr we-
sentlich. Bei einer Zellflufigeschwindigkeit
von 1 m/s und einer mittleren Fluoreszenzan-
regungs- und Emissionsdauer von etwa 6 ns
pro Molekiil befinden sich die gefirbten Zel-
len bei 20 um Beleuchtungsweg fiir etwa 20
us im Laserlicht. Das heifit, es kénnen je Mo-
lekiil maximal etwa 3300 Fluoreszenzphoto-
nen ausgesandt werden, bei 100 um Beleuch-
tungsweg dagegen bereits 16500 Photonen.

Obwohl die Fokussierung des Laserlichtes
(5 bis 50 mW) von einem runden Strahl mit
ca. 1500 um Durchmesser zu einem ellipti-
schen Fleck von 100 x 20 pm?® mit einer er-
heblichen Zunahme der Photonendichte des
Anregungslichtes im Meflbereich verbunden
ist, kommt es noch nicht zur Fluoreszenzsit-
tigung, also zur simultanen Anregung aller
Farbstoffmolekiile in einer Zelle. Die Zer-
stérungsgrenze typischer Farbstoffmolekiile,
die in der Gréflenordnung von ca. 150 000
Anregungsvorgingen liegt, wird wegen der
kurzen Beleuchtungszeit nicht erreicht. Auch
die Zellen werden beim Mefivorgang nicht
nachweislich geschidigt.

Typische Fluoreszenzanregungs-Wellenlin-
gen fir die Durchfluflzytometrie sind 488 nm
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sowie 351 nm und 364 nm aus Argon-Ionen-
lasern, 633 nm aus HeNe-Lasern und 325 nm
bzw. 442 nm aus HeCd-Lasern. Die beim
Zelldurchtritt durch den Laserstrahl ausge-
sandten Lichtsignale betreffen die Kleinwin-
kel (1 bis 5°) und 90° Lichtstreuung. Sie sind
ein Mafl fiir Grofle, Form und Oberflichen-
beschaffenheit einer Zelle sowie fiir deren in-
nere Strukturiertheit.

Zusdtzlich wird das gesamte emittierte
Fluoreszenzlicht jeder Zelle tiber metallbe-
dampfte, farbdiskriminierende (dichroitische)
Interferenzspiegel sowie optische Bandpafifil-
ter simultan in einzelne Fluoreszenzfarbbe-
reiche zerlegt und deren jeweilige Lichtinten-
sitit von Fotordhren ausgemesssen. Das
Licht jeden Farbbereiches entspricht hierbei
einer eigenen biochemischen Figenschaft.

Die Signale des elektrischen Volumens sowie
von Lichtstreuung und Fluoreszenz werden
sodann verstirkt. Der maximale Impuls-
hohenwert oder der integrierte Impuls-
flichenwert wird mittels schneller Analog-
Digital-Wandler mit einer Auflésung von
4096 Mefistufen (12 bit) in eine digitale Mafi-
zahl verwandelt. Die mit einer Mefifrequenz
von etwa 1000 bis 2000 Zellen/s anfallenden
MafSzahlen der Zelleigenschaften (Parameter)
kénnen entweder sofort interaktiv auf einem
Bildschirm als Ein-, Zwei- und Dreiparame-
terverteilungen dargestellt oder in Form einer
Listendatei in einen Auswertecomputer iiber-
tragen bzw. auf einem Datentriger abgespei-
chert werden.

Auswertung durchfluBzytometri-
scher Messungen

Fiir die Auswertung werden die gemessenen
Zelleigenschaften aus der Listendatei meist als
Zweiparameterverteilungen in beliebiger Fi-
genschaftskombination dargestellt und ausge-
zeichnet. Interessierende Bereiche umgibt
man mit Auswertefenstern, deren Ordinaten-
und Abszissenmittelwerte, Standardabwei-
chungen, Variationskoeffizienten (= Stan-
dardabweichung x 100/Mittelwert (%)) und
prozentualen Anteile an der gemessenen Ge-
samtzellzahl sich zur Beurteilung ausdrucken
oder besser in einer Datenbank abspeichern
lassen.

Bei jeder Messung werden heute bis zu acht
Eigenschaften pro Zelle ermittelt. Diese In-
formation tibersteigt bei der tiblichen Auftei-
lung der Zellproben in mehrere Unterproben,
die zudem mit verschiedenen Farbstoffkom-
binationen angefirbt werden, sehr schnell

die Fassungs- und Interpretationskraft des
menschlichen Gehirns. Dies gilt vor allem bei
heterogenen Zellsuspensionen wie im Im-
mun- oder blutbildenden System bzw. bei
Untersuchungen zur Krebszellenentstehung
oder fiir den Krebszellennachweis.

Der Versuch einer deduktiven Mefidateninter-
pretation mit etablierten selbstlernenden Ver-
fahren, wie Clusteranalyse [2, 3], neuronale
Netzwerke [4], Expertensysteme und Haupt-
komponentenanalyse, fithrte bisher nicht zu
einer fur Routinezwecke brauchbaren Lé&-
sung.

Selbstlernende Datenklassifizie-
rung

Das nachstehend beschriebene, selbstlernende
Klassifizierungsverfahren wurde induktiv aus
der Mefipraxis heraus entwickelt [5]. In einer
Lernphase werden die Mef8daten (Tabelle 1)
von normalen und bekanntermaflen abnor-
men Proben kolonnenweise in einer oder
mehreren Datenbanken abgespeichert. Zu
diesen Parametern zdhlen zum Beispiel Zell-
volumen, intrazelluliver pH-Wert, Trans-
membranpotential, die Expression einer be-
stummten Antigeneigenschaft oder die Zahl
der gemessenen Zellen. Aus allen Mefwerten
der Normalproben jeder Datenkolonne wer-
den sodann zum Beispiel die 10 % und 90 %
Perzentilwerte der Normalproben bestimmt.
Die beiden Perzentile stellen diejenigen
Meflwerte dar, bei denen von der unteren
Seite der Verteilung her kommend 10 %
bzw. 90 % der Anzahl aller Mefiwerte der
Normalproben eingeschlossen sind (Abbil-
dung 2).

Abb. 2. Lage der Perzentilwerte und der
Zuordnung der Tripelmatrixparameter -, 0
und + zu den drei durch die Perzentilwerte
erzeugten Bereichen einer Werteverteilung,
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Die Bestimmung der optimal trennscharfen
Perzentilwert-Kombinationen, wie 5 bis 95 %,
10 bis 90 %, 15 bis 85 % oder 20 bis 80 %,
kann durch programmgesteuerte Iteration
erfolgen. Das Optimum bei allen bisher
untersuchten Klassifizierungsproblemen war
bei Perzentilkombinationen zwischen 10 bis
90 % oder 15 bis 85 % erreicht. Hohere oder
niedrigere Kombinationen fiihrten zu einem
Abfall der Klassifizierungseffizienz. Nach-
dem der optimale untere und obere Perzentil-
wert bestimmt ist, wird die gesamte Datenko-
lonne in eine Tripelmatrix umgewandelt. Da-
bei bezeichnet man alle Zahlenwerte jeder
Datenkolonne innerhalb der beiden optima-
len Perzentilwerte mit 0, solche unterhalb des
unteren Perzentilwertes mit — und solche
oberhalb des oberen Perzentilwertes mit +.
Nach dieser Wertetransformation optimiert
das Computerprogramm, unter Verwendung
der bekannten klinischen Klassifizierung je-
der Lernsatzprobe, die Konfusionsmatrix fiir
die angestrebten Klassifizierungszustinde ge-
rade so, dafl es in deren Diagonalfeldern
moglichst hohe Erkennungswerte erzielt.
Wenn bel allen Diagonalfeldwerten 100 % er-
reicht wird, hat das selbstlernende Klassifizie-
rungsprogramm alle normalen und abnor-
men Proben richtig klassifiziert.

Um das optimale Klassifizierungsergebnis zu
erreichen, werden bei der iterativen Optimie-
rung auf genau festgelegte Weise jeweils ein-
zelne oder Kombinationen mehrerer Daten-
bankkolonnen voriibergehend weggelassen.
Verbessert sich das Klassifizierungsergebnis
mit den verbliebenen Datenkolonnen, be-
trachtet das Programm die weggelassenen Da-
tenkolonnen endgiiltig nicht mehr weiter. Im

Verlauf der Optimierung lassen sich auf diese
Weise alle Datenkolonnen eliminieren, die
nicht zur Verbesserung des Klassifizierungs-
ergebnisses beitragen.

Nach erfolgter Optimierung wird fiir jeden
Klassifizierungszustand des Lerndatensatzes
eine Referenzklassifizierungsmaske (Refe-
renzmaske) bestimmt. Sie enthilt fiir jede
verbliebene Datenkolonne den bei den Lern-
proben am hiufigsten angetroffenen Tripel-
matrixwert. Die Referenzmasken weisen fiir
jeden Klassifizierungszustand eine unter-
schiedliche Folge von Null-, Plus- und Mi-
nuszeichen auf. Jetzt 1ift sich also genau
ermitteln, welche Meflparameter fiir jede
Klassifizierung in welcher Richtung vom
Normalzustand abweichen.

Dies ist fiir die Erklirung abnormer Zellzu-
stinde von groflem Interesse. In der Refe-
renzmaske steckt ndmlich im {ibertragenen
Sinn die verpackte Information iiber die Na-
del im Heuhaufen, das heif}t iiber das krank-
heitsrelevante Muster der biochemischen Ver-
inderungen, dessen Entstehung letztendlich
durch einen hypothetischen Mechanismus er-
klart werden mufi.

Neue, unbekannte Proben klassifiziert man
nach der Lernphase auf eine Weise, daf8 fiir
jede in den Referenzmasken enthaltene Da-
tenkolonne der Probentripelmatrix (Proben-
maske) die positionelle Ubereinstimmung mit
allen Referenzmasken des Lernsatzes gepriift
wird. Die unbekannte Probe wird als der Zu-
stand klassifiziert, mit dessen Referenzmaske
sich die héchste positionelle Koinzidenz der
Probenmaske erzielen lif3t.

Tabelle 1. Zellbiochemie mit Hilfe der Durchfluflzytometrie.

Zellstruktur Zellfunktion Meflwert

DNS/RNS Stoffwechsel intrazellulirer pH-Wert

Proteine Anregung Calcium

Kohlenhydrate Energie Transmembran- und Mitochondrien-Potential
Lipide

Antigene Oxidation 0,7, H,0,, freie Radikale
Hormonrezeptoren Reduktion  Glutathione, freie Protein-SH-Gruppen
Fluoreszente In-situ-

Hybridisierung Enzyme Esterasen, Peroxidasen,

Proteasen, Glucosidasen, Phosphatasen etc.
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Die Praxis zeigt, dafl das beschriebene Verfah-
ren fehlertolerant ist und auch bei vergleichs-
weise geringer Ubereinstimmung der Pro-
benmaske mit der Referenzmaske meist im-
mer noch eindeutige Klassifizierungsresultate
liefert. Besteht eine gleich hohe Ubereinstim-
mung der Probenmaske mit mehreren Refe-
renzmasken, so werden mehrere Klassifizie-
rungen ausgegeben. Mehrfachklassifizierun-
gen konnen Anzeichen fiir Ubergangs-
zustinde, fiir zu kleine Lerndatensitze oder
fiir nur gering diskriminante Datensitze dar-
stellen.

Praktische Anwendungen

DNS-Zytometrie

Die Desoxyribonukleinsiure (DNS) im Zell-
kern ist Trager der Erbinformation. Die DNS
menschlicher Zellen ist in 46 einzelnen Chro-
mosomen verpackt. Beim Eintritt der Zelle
aus der GO/G1-Phase des Zellzyklus in die S-
Phase beginnt die Verdoppelung der zel-
luldren DNS und der Chromosomen. Nach
Passieren der G2-Phase verteilen sich die ver-
doppelten Chromosomen wihrend der Mito-
sephase durch Auseinanderziehen der Mito-
sespindel auf zwei Zellen.

Die Anteile der Zellzyklusphasen einer Zell-
population kann nach Anfirbung der zel-
luliren DNS mit einem spezifischen Farb-
stoff auf schnelle Weise mit einer durch-
flufzytometrischen Messung (Abbildung 3a)
abgeschitzt werden. Bei krankhafter, maligner
Entartung weisen die Tumoren hiufig gene-
tische Instabilititen auf. Diese wirken sich
in Chromosomenbriichen, Versetzung von
Chromosomenstiicken auf andere Chromo-
somen sowie in einer falschen Verteilung der
Chromosomen bei der Zellteilung auf die
Tochterzellen aus. Bei Zellen mit falscher
Chromosomenzahl entspricht die gesamte
DNS-Menge nicht dem erwarteten Normal-
wert. Die Zellen sind DNS-aneuploid, was
sich mit Hilfe durchfluffzytometrischer Mes-
sung am Auftreten von Kurvengipfeln an
unerwarteten Stellen der DNS-Verteilung auf
einfache Weise feststellen 148t [6] (Abbildung
3b).

Die zunehmende Sensitivitit von Instrumen-
tation und Farbung erlaubt iiber die Vermes-
sung der Gesamt-DNS hinaus auch die Erfas-
sung einzelner Chromosomen. Die Chro-
mosomen werden nach Blockierung der
Zelleilung, zum Beispiel durch das Mitose-
spindelgift Colchizin der Herbstzeitlosen,
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zundchst angereichert. Nach osmotischer
Zerstérung der Zellmembran mitotischer
Zellen durch Einbringung in eine hypotone
Pufferldsung 1t sich die entstehende Chro-
mosomensuspension mit einem DNS-Farb-
stoff anfirben und durchflufzytometrisch
vermessen (Abbildung 4).

Funktionszytometrie

Patienten kommen nach Operationen hiufig
zur sorgfiltigen Uberwachung der Kérper-
funktionen auf die Intensivstation. Vor allem
nach schweren Verletzungen oder langdau-
ernden Operationen ist der Organismus ge-
schwicht und in besonderem Mafie infek-
tions- und schockgefihrdet. Lokale Infektio-
nen breiten sich dann teilweise sehr schnell
aus. Sie fiberschwemmen den gesamten Orga-
nismus. Hierbei kann es zu einer Uberforde-
rung der Granulozyten, einer Untergruppe
der weillen Blutkérperchen, kommen. Gra-
nulozyten tragen normalerweise durch Pha-
gozytose, das heifft Auffressen und Verdauen
von Mikroorganismen, in erheblichem Mafle
zur Infektabwehr bei. In solchen Fillen
nimmt die Phagozytose- und Verdauungsrate
der Granulozyten fiir Mikroorganismen
plotzlich ab, auflerdem schiitten die Granulo-
zyten grofle Mengen proteolytischer und oxi-
dativ wirkender Enzyme sowie freie Radikal-
molekiile aus, die zu erheblichen Gewebs-
schidigungen in der Lunge oder anderen
Organen fiihren konnen. Wird in diesem Zu-
stand nichts unternommen, stirbt der Patient
an den Schiden durch die Bakterienvermeh-
rung (Sepsis). Totet man die Bakterien durch
wirksame Antibiotika schnellstméglich ab, so
setzen sie beim Absterben im Kérper grofle
Mengen toxischer Substanzen frei. Diese
kénnen entweder den Herzmuskel oder die
glatten Muskelzellen zur Regulation des Stré-
mungsquerschnittes der Blutkapillaren in der
Peripherie irreversibel lihmen. Zwischen 10
bis 30 % der erkrankten Patienten versterben
an der Folge solcher Komplikationen.

Mit der neuen Méglichkeit, verschiedene
Funktionseigenschaften lebender Zellen kurz
nach der Zellentnahme aus dem Organismus
noch nahe am In-vivo-Zustand zu bestim-
men, wurden die Fref8- und Verdauungsfihig-
keit der Granulozyten fiir lebende Bakterien
untersucht (Abbildung 5a, b). Zusitzlich
wurde die Regulation des Zellvolumens und
des intrazelluliren pH-Wertes menschlicher
Granulozyten von Risikopatienten der Inten-
sivstation wihrend der Frefivorginge erfafit
(Abbildung 5c, d). Mit dem beschriebenen
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Abb. 3. DNS-Verteilung toter Zellen aus a)
gesundem (no) Lungengewebe und b) ei-
nem Lungenkarzinom (ka) desselben Pa-
tienten nach Anfirbung der DNS. In der
DNS-Verteilung der Karzinomprobe lassen
sich deutlich Zellen mit zuviel DNS in der
Rubephase (G0/G1,,) der DNS-Synthese-
phase (S;,) und in der Vorbereitungs- und
Teilungsphase (G2/M,,) der Zellen feststel-
len.

Abb. 4. DNS-Verteilung von Chromoso-
men aus Eierstockzellen des chinesischen
Hamsters.

selbstlernenden Verfahren zeigte sich, daf} es
aus der Kenntnis der Reaktionslage der Gra-
nulozyten mdglich ist, die Gefahr von Kom-
plikationen bereits zwei bis drei Tage vor
ihrem Auftreten zu erkennen (Tabelle 2). Dies
ist von hohem praktischem Interesse, da bis-
her klinische oder biochemische Méglichkei-
ten zur Fritherkennung solcher Gefahrenzu-
stande fehlten [7].

Immunphinotypisierung

Die gegenwirtig am hiufigsten durchgefiihr-
ten fluffzytometrischen Messungen in Klini-
ken betreffen die Immunphinotypisierung
von Blutlymphozyten. Diese gehoren, wie die
Granulozyten, zur Gruppe der weiflen Blut-
kérperchen und sind fiir die humorale Immu-
nitdt vermittels Antikérperbildung und die
Ausprigung zelluldrer Immunitit u. a. durch
Bildung zytotoxischer Zellen verantwortlich.
Verschiedene Lymphozyten-Subpopulationen
unterscheiden sich in der Ausbildung spezifi-
scher Zellmembraneigenschaften, den soge-
nannten CD-Antigenen, von denen bis heute
etwa 100 verschiedene bekannt sind. Antigene
sind Biomolekiile, wie manche Proteine oder
hochmolekulare Zuckerstrukturen, sowie
vielfach auch Medikamente, Tierhaare, Pollen
u. a., die in einem fremden Organismus zur
Antikérperbildung oder zur Ausbildung ei-
ner zelluldren Immunabwehr fithren. Antige-
ne auf der Zellmembran lassen sich mittels
Bindung von fluoreszenzmarkierten Anti-
korpern an die Zellen quantitativ erfassen,

So erschien es beispielsweise interessant,
Lymphozytenmembran-Antigene bei  trai-
nierten Radrennfahrern zu messen [8, 9]. Es

Tabelle 2. Dreitageprognosis des Krankheitszustandes von Intensivpatienten aus Granu-
lozyten-Funktionseigenschaften mittels selbstlernender Datenauswertung,.

Voraussage der automatischen Auswertung

Klinische Diagnose Posttraumati- | Sepsis Ubergangs- | Stabiler
3 Tage spiter scher Schock zustand Zustand
(Patientenzahl in Klammern)

Posttraum. Schock (8) 100 0 0 0%
Sepsts (12) 0 92 8 0%
Ubergansgzustand (94) 4 7 87 1%
Stabiler Befund (23) 0 4 0 96 %
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Abb. 5. Bakterienfreversuch (Phagozytose) a) und Kontrollver-
such b) menschlicher Granulozyten nach Anfirbung mit einem
DNS-Farbstoff, der die DNS der lebenden menschlichen aber auch
der aufgefressenen Bakterien erfafit. ¢) Esteraseaktivitit und d) in-
trazellulirer Siuregrad (pH-Wert) in menschlichen Lympho- und
Granulozyten des peripheren Blutes nach Anfirbung mit einem
Enzymaktivitits- und pH-Indikatorfarbstoff. Die Konturlinien
verbinden Stellen gleicher Zellhidufigkeit.

Abb. 6. Nachweis verschiedener Zelloberflichen-Antigene bei
Lymphozyten des Menschen (Immunphinotypisierung) mit vier
Antikérpern unterschiedlicher Antigenerkennung und Fluores-
zenzemission. Trotz zahlreicher kleiner Anderungen in der Ex-
pression zellulirer Antigene bei verschiedenen Menschen erkennt
das Programm die erhéhte Ausprigung (iib) der CD45RO-Figen-
schaft bei der iiberwiegenden Mehrzahl der Radrennfahrer im
Vergleich zur Normalausprigung (no) als wesentlichste Figen-

schaft.
60 Abb. 7. Vorwirts- ben die in Abbildung 6 beispiethaft gezeigten
a gegen Seitwirts- Phinotypisierungs-Verteilungen (mit Hilfe
50 E T . R . o
lichtstreuung sowie  der iiblicherweise durchgefithrten Auswer-
40 Vorwirtslichtstreu-  tung der Prozentsitze von Zellen in den je-
301 ung aufgetragen weils vier Auswertefenstern) praktisch keine
20 | gegen die Auspri- Korrelation mit dem Auftreten des Ubertrai-
22 . g gung des CD62- ningszustandes.
s 10 : K Aktivierungs-Anti-
§ [ S YLV :é.. gens auf mensch- Die Neuauswertung derselben Daten mit
= g lichen Blutplitt- dem selbstlernenden Programm, bei dem zu-
= 6o 2P chen einer Normal- s%itzhch die Intensititen der’Antigenexpre&
:§ c 3 person a, b) und sion ausgewertet wurden, zeigte dagegen er-
5 50 o cines Herzinfarkt-  staunlicherweise nach der Lernphase eine fast
2 40 8 risikopatienten ¢, d). 100 %ige Identifizierungsrate (Tabelle 3). Sie
g 30 Bei Risikopatien- beruht, wie in der Lernliste des Programms
' ten kénnen sich festzustellen ist, auf einer einzigen, konsistent
20 zwischen 2 und bei allen tibertrainierten Rennfahrern erhdh-
10 10 % aller Blut- ten Antigenexpression (CD45R0O). Neben
1 , ' plittchen im Ak- diesem eindeutigen Resultat im Einzelfall be-
1T T T o 100 o T 1o qoe tivierungszustand  deutet dies in Zukunft auch, dafl vier der fiinf
Kleinwinkel-Vorwirtslichtstreuung befinden. bisherigen Messungen fiir diese Problemstel-

hatte sich nimlich gezeigt, dafl diese Sportler
bei zu hohen Trainingslasten in einen Uber-
trainingszustand kommen konnen, der mit
physischem Leistungsabbruch und erhdhter
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Infektionsneigung infolge mangelnder Im-
munabwehr einhergeht. Nach ausgedehnten
Messungen der Antigenexpression bei einer
grofleren Gruppe von Radrennfahrern erga-

lung nicht mehr duchgefiihrt werden miissen
bzw. sich durch informativere Messungen er-
setzen lassen.

Die vielparametrige Auswertung ist auch fiir
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die Erkennung von Herzinfarktrisikopatien-
ten auf Grund von Antigenmessungen bei
Blutpldttchen von erheblichem Interesse.
Blutplittchen sind 2 bis 3 um grofle Zellfrag-
mente der Megakaryozyten des Knochen-
marks. Sie verschliefen bei Gefafiverletzung,
zusammen mit Proteinfaktoren des Blutplas-
mas vermittels Blutgerinnung, das Blutgefal3-
system.

Die eigentliche Ursache fiir einen Herzin-
farke liegt zunichst bei der Verengung der
den Herzmuskel mit Sauerstoff und Nah-
rungsstoffen  versorgenden Herzkranzar-
terien. Die allgemeinen Risikofaktoren, wie
Ubergewicht, Rauchen, hohe Cholesterin-
werte und hoher Blutdruck, weisen bei be-
troffenen Personen auf ein statistisch gesehen
hoheres Risiko hin. Sie erlauben aber keine
individuelle Risikoabschitzung, weil die Risi-
koparameter zu weit vom eigentlichen In-
farktmechanismus entfernt sind.

Die Ausléser des Herzinfarktes sind namlich
in den meisten Fillen die Blutplattchen, wel-
che durch die lokale Beschleunigung des
Blutflusses in verengten Herzkranzarterien
zunichst in einen biochemischen Alarm-
zustand geraten. Bei anhaltendem Alarm
kommt es eines Tages zum Ausldsungszu-

stand und damit zur Ausbildung eines das
Gefifl verschliefenden Blutplittchenthrom-
bus, welcher den eigentlichen Herzinfarkt be-
wirkt.

Der Beginn des Alarmzustandes kann am Er-
scheinen bestimmter Membranantigene (z. B.
CD62, CD63) und Thrombospondin abgele-
sen werden. Systematische Messungen der
Antigenexpression von Blutplattchen mit
fluoreszenzmarkierten Antikorpern ergaben
bei konventioneller Datenauswertung stati-
stisch signifikante Unterschiede der mittleren
Antigenexpression zwischen Normalperso-
nen sowie nachgewiesenen Herzinfarke-
ristko- und Diabetespatienten. Diese reichten
aber bei separater Auswertung jedes Antigens
nicht zur individuellen Erkennung der ab-
normen Patienten aus [10, 11].

Laflt man das oben beschriebene Programm
gleichzeitig aus allen Antigendaten lernen, so
wird eine hohe Einzelfall-Identifizierungsrate
erreicht (Tabelle 4). In die Referenzmasken
gehen dabei zellulire Antigenexpressionen
aus allen durchgefiihrten Messungen in etwa
gleicher Weise ein. Die Reklassifizierungsliste
eines Teils des Lernsatzes zeigt dabei die
bereits erwdhnte Fehlertoleranz des Pro-
gramms. Trotz der nur wilweisen Uberein-

Tabelle 3. Erkennung des Ubertrainingszu-
standes von Radrennfahrern durch Daten-
auswertung mit dem beschriebenen Pro-
gramm. N = normal, O = Ubertraining,
10 bis 90 % Perzentile der Normalproben.

Tabelle 4. Automatische Erkennung abnor-
mer Blutplittchen bei Herzinfarktrisiko-
und Diabetespatienten durch selbstlernen-
de Datenauswertung. N = normale Throm-
bozyten, R = Infarktrisiko-Thrombozyten,
D = Diabetiker-Thrombozyten, 10 bis 90 %
Perzentile der Normalproben.

Konfusionsmatrix Konfusionsmatrix
Klinische Diagnose Durchfluflzytom.  Klinische Durchfluflzytometrische
(Patientenzahl in Klassifizierung Diagnose Klassifizierung
Klammern) (Patientenzahl in

N O Klammern) N R D
N (51) 94,1 59  N(17) 100,0 o | o
Oy 0 100,0 R (97) 1,0 95,9 3,1

D (14) 50,0 71 | 571
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stummung der Probenmasken mit den Refe-
renzmasken ergibt sich eine einheitliche Klas-
sifizierung der Zellproben (Tabelle 5). Die
Erkennung von Herzinfarkt-Risikopatienten
ohne invasive Maflnahmen, wie eine Herzka-
theteruntersuchung und vor allem im hiufig
symptomlosen Vorzustand, sind von erhebli-
chem allgemeinem Interesse.

Sehr wichtig ist, dafl die durchfluflzytome-
trischen Klassifizierungsmasken unter be-
stimmten Voraussetzungen auch apparate-
und laborunabhingig, das heifit konsensus-
tahig sind.

Ausblick

Die Entwicklung moderner Laserdurchflufl-
Zytometer hat durch den raschen Fortschritt
im optischen, elektronischen und informati-
schen Bereich, sowie unter Einsatz der hoch-
intensiven Lichtfelder der modernen Laser-
technik, ganz neue Voraussetzungen fir die
Untersuchung biochemischer Prozesse in
komplexen Zellsystemen geschaffen.

Die durchfluffzytometrische Apparateent-
wicklung und Forschung hat dariiber hinaus
in ihrer vergleichsweise kurzen Entstehungs-
geschichte weltweit zur Herausbildung be-
merkenswert multidisziplindr zusammenge-
setzter Forschungsgruppen gefithre. Das ge-
meinsame Interesse an der Aufklirung
zelluldrer Wirkmechanismen hat dabei zu ei-
ner Teilsynchronisierung der Anstrengungen
in der zell- und molekularbiologisch,
immunologisch, biochemisch, pathologisch,
apparativ und klinisch orientierten For-
schung auf diesem Gebiet gefithrt. Die dabei
erzielten Fortschritte sind fir die Gewinnung
des biochemischen Verstandnisses grundle-
gender zelluldrer Prozesse, wie Zellteilung,
Zellwachstum, Ausdifferenzierung zu funk-
tionell spezialisierten Zellen sowie Zelltod fiir
verschiedenste Forschungsbereiche, von we-
sentlicher Bedeutung.

Der zelluliren Untersuchung menschlicher
Proben witd in Zukunft angesichts der Kom-
plexitit biochemischer Vorginge eine immer
groflere Bedeutung zukommen. Die Griinde
hierfiir liegen darin, daff der Aufbau na-
turadiquater molekularer Modellsysteme in
Zellkulturen oder in zellfreien biochemischen
Versuchssystemen in vielen Fillen nicht mog-
lich ist, beziehungsweise daff dhnlich wie bei
Tierversuchen hiufig das Problem der Uber-
tragbarkeit der Resultate auf die Situation
beim Menschen besteht.
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Serie

Demgegeniiber konnen biochemische Verdn-
derungen mit den modernen Methoden der
Durchfluflzytometrie direkt an den Zellen er-
krankter Menschen nahe am In-vivo-Zustand
in reprisentativer Weise beobachtet werden.
Fiir die Patienten entstehen daraus in Anbe-
tracht der duflerst geringen erforderlichen
Zellmengen keine Mehrbelastungen.

Die Chromosomen-DNS-Verteilung der Ab-
bildung 4 verdanke ich Herrn Dr. E Otto,
Fachklinik Hornheide, Miinster. Der Lym-
phozytendatensatz wurde freundlicherweise
von Herrn PD Dr. H. Gabriel, Sportmedizi-
nisches Institut der Universitit Saarbriicken

und der Thrombozytendatensatz von Herrn
PD Dr. D. Tschope, Diabetesforschungsinsti-
tut der Heinrich-Heine-Universitit, Diissel-
dorf zur Auswertung zur Verfiigung gestellt.
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