Grundlagen der DurchfluBzytometrie
A. Raffael, C. Th. Nebe, G. Valet

1 Einleitung

Was ist ein DurchfluBzytometer? Einfach ausgedriickt ein optisches MeBsystem,
das Streulicht- und Fluoreszenzsignale einzelner in einem Fliissigkeitsstrom fokus-
sierter Partikel analysiert. Im Gegensatz zu einem statischen Fluorimeter beruhen die
Ergebnisse auf einer gleichzeitigen Messung mehrerer physikalischer und
biochemischer Parameter von jeweils einer einzelnen Zelle.

Die DurchfluBzytometrie ist eine relativ junge Technologie. In den 60er und 70er
Jahren dieses Jahrhunderts entwickelten mehrere Arbeitsgruppen unabhingig
voneinander Gerite zur Messung von Tumorzellen, Lymphozyten und Bakterien mit
Hilfe von Protein-, Nukleinsiurefarbstoffen und fluoreszenzmarkierten Antikorpern.
Sie unterscheidet sich von den Hamatologiezahlgeriten der 50er Jahre, die
Einzellzellen nach dem Prinzip der elektrischen Widerstandsmessung analysierten
und zéhlten. Die gegenwirtig angebotenen Himatologicautomaten messen eine
Vielzahl zusitzlicher physikalischer und biochemischer Zellparameter, hdufig auch
mit mehreren MeBstellen. Seeger und Poppy haben diese Systeme ausfiithrlich
beschrieben (1).

DurchfluBzytometer arbeiten iiberwiegend mit optischen MeBprinzipien und besit-
zen meist nur eine MeBstelle zur multiparametrischen Analyse. Mit diesen Gerten
wird versucht, Zellen iiber Mehrfarbenfluoreszenzmessungen zu differenzieren, wo-
bei die Moglichkeiten eines Fluoreszenzmikroskopes iibertroffen werden. Der
Schwerpunkt dieser Messung liegt nicht bei der Zahlung von Zellen, sondern bei der
analytischen und in Zellsortiergeriiten auch praparativen Charakterisierung heteroge-
ner Zellsysteme unterschiedlicher Herkunft. Auf Zellsortiergerite (Fluorescence
Activated Cell Sorter (2)), mit denen sich analysierte Zellen priparativ abtrennen
lassen, wird in diesem Buch nicht weiter eingegangen, da sie in die klinische Routine
bisher keinen Eingang gefunden haben.

Zur durchfluzytometrischen Untersuchung sind Zellen jeder Herkunft geeignet,
sofern sie als Suspension von Einzelzellen vorliegen. Dazu ist es unter Umstinden
notwendig, Gewebsverbande mechanisch oder enzymatisch zu vereinzeln (Tab. 1).
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Tab. 1: Welche Zellen kénnen Sie messen?

Blutzellen Lymphozyten
Monozyten
Granulozyten (neutrophile und
eosinophile)
Thrombozyten
Erythrozyten
Retikulozyten
Zellen in folgenden Korperflissigkeiten  Knochenmark
Bronchial-Lavage

Gelenksflussigkeit
Liquor
Sperma
Tumorzellen
Viren in infizierten Zellen
Bakterien
Hefen
Protoplasten

Grundbedingung: monodisperse Partikelsuspension

Mehr noch als Analyseautomaten in der klinischen Chemie (z.B. Photometer) isf
das DurchfluBzytometer von seinem Aufbau her fiir eine Vielzahl von Fragestellun-
gen flexibel einsetzbar. AuBerdem ist im allgemeinen eine manuelle Probenvorberei-
tung und eine Befundinterpretation erforderlich. Das Anwendungsspektrum reich
von der Lymphozytentypisierung iiber Zellzyklusanalysen bis zu funktionellen Unter-
suchungen wic beispielsweise intrazelluliren Stoffwechselvorgéingen. Diese Entwick-
lungen stammen im wesentlichen aus den Laboratorien von Herzenberg (Stanford
USA, Charakterisierung und Isolierung von T- und B-Lymphozyten), von G6hde unc
Dittrich (Miinster, Zellproliferation), Kamentsky (Boston, Identifikation von Tumor
zellen) und von Valet und Kachel (Miinchen, Erarbeitung multiparametrischer zellu:
lirer Funktionsanalysen). Tab. 2 soll einen Eindruck dariber vermitteln, welche
Fragestellungen durchfluBzytometrisch bearbeitet werden, wobei sich zahlreiche
Anwendungen noch im Stadium der klinischen Erprobung befinden.

Tab. 2: Welche Zelleigenschaften kénnen Sie untersuchen?

Syntheseparameter:
Oberflachenantigene / Immunphénotypi- Immundefektdiagnostik
intrazellulare Antigene sierung HIV-Monitoring
Transplantationsmonitoring
HLA-B27 Autoimmunerkrankungen

Blutgruppenantigene  Blutgruppenserologie
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Fortsetzung Tab. 2:

Syntheseparameter:
Rezeptoren LDL/HDL Familidre
Hypercholesterinamie
DNA/RNA-Gehalt Zellzyklus/
Aneuploidie
Zellproliferation
Retikulozyten
Chromosomen
Proteingehalt
Lipidgehalt
Funktionsparameter:
Aufnahme von z.B. Anthracycline Multi Drug Resistance
Medikamenten
Phagozytose Bakterien, Hefen, Sepsis, Immundefekte
Fremdpartikel
Enzymaktivititen Esterasen, Phos- Tumordiagnostik, Immun-
phatasen, Proteasen,  defekte, Zellvitalitiit
Oxidasen
Transmembranpotential ] Zellaktivierung
intrazellulires Calcium riiber Anderung
intrazellulares pH ) von Ionenfliissen

Voraussetzung: spezifische Fluoreszenzfarbstoffe, deren Fluoreszenz mit der Licht-
quelle angeregt und deren Emission mit dem Gerit gemessen werden kann.

Die in den letzten Jahren beobachtete rasche Verbreitung von DurchfluBzytometern
1aBt sich durch zahlreiche Anwendungen (Immundefektdiagnostik, HIV), durch ver-
besserte Technologie (Computer- und Lasertechnik) und durch die Verfiigbarkeit
preisgiinstiger und zuverlassiger Geréte mit einfacher Bedienung erkliren.

2 Physikalische Grundlagen

Was mifit ein DurchfluBzytometer? Im wesentlichen optische Signale unterschiedli-
cher Qualitit, wie Fluoreszenz und Lichtstreuung. Diese Signale entstehen beim
Kontakt eines Partikels mit einem Lichtstrahl. Dazu werden die Zellen, die sich in
einer Suspension befinden, im Génsemarsch zu einem Analysepunkt geleitet, an dem
sic vom fokussierten Lichtstrahl einer Lichtquelle beleuchtet werden. Das optische
Detektionssystem und die Elektronik quantifizieren die Fluoreszenz- und Streulicht-
emissionen jeder einzelnen Zelle. Eine Analyse besteht demnach aus der Summe
vieler schnell aufeinanderfolgender Einzelzellmessungen.
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2.1 Lichtquelle

Lichtquellen, die in der Durchfluzytometrie eingesetzt werden sollen, miissen ver-
schiedene Voraussetzungen erfiillen:

e  Hohe Intensitdt, um ausreichende Fluoreszenz- und Streulichtsignale zu erzeu-
gen.

e  Emissionsspektrum im Absorptionsbereich der verwendeten Fluoreszenzfarb-
stoffe.

»  Konstante Strahlungsleistung.

Geeignete Lichtquellen sind daher Bogenlampen und Laser. Zu den Bogenlampen
gehoren die Quecksilberhochstdruck- und Xenonlampen. Sie sind gekennzeichnet
durch ein breites Emissionsspektrum mit einem hohen Intensititsbereich m UV,
weisen jedoch eine relativ kurze Lebensdauer und eine geringe Strahlungsintensitit
im wichtigen Blaubereich (um 490 nm) auf. Bogenlampen werden daher bevorzugt
fiir DNA-Messungen mit UV-anregbaren Fluorochromen (DAPI, Hoechst) meist 1m
Forschungsbereich eingesetzt.

Der Laser hat als Lichtquelle die weiteste Verbreitung gefunden. Das Wort
"LASER" steht fur "Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation".
Diese Lichtquelle ist dadurch charakterisiert, daB sie Licht emittiert, das
¢  monochromatisch,

e  von hoher Energiedichte,
e  gerichtet ist (einfache Justierung) und
o  kohirent (Lichtwellen sind gleichphasig und von einheitlicher Amplitude).

In Abhangigkeit von der Gasfiillung emittiert der Laser nur einzelne Wellenlingen
des Lichtspektrums. Neben dem Vorteil der gezielten Anregung geeigneter Farbstoffe
ist damit gleichzeitig der Nachteil verbunden, dal die Auswahl von Fluorochromen
auf die Emissionslinien des eingesetzten Lasers beschrankt ist. Je nach Typ und Aus-
gangsleistung gibt es wasser- oder luftgekiihlte Systeme. Im Gebrauch sind Argon,
Helium-Neon-, Krypton- und Helium-Cadmium-Laser und neuerdings auch Misch-
gaslaser "mixed gas Laser" (Tab. 3). Bei speziellen Fragestellungen in der Grundla-
genforschung ist der Anwender daher auf Systeme mit mehreren Lasern oder einem
Mischgaslaser angewiesen. Dies ist jedoch fur Anwender in der klinischen Routine
von untergeordneter Bedeutung.
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Abb. 1. Leistungsspektren einer Quecksilberhochstdrucklampe [a], eines Argon-
lasers [b], und eines Kryptonlasers [c].

In Abb. 1 sind die Leistungsspektren eines Argonlasers und einer Quecksilber-
hochstdrucklampe gemeinsam dargestellt.

Fir die meisten Routincanwendungen reicht ein Argonlaser mit der 488-nm-Linie
vollkommen aus, da die Industrie zunchmend mehr Fluorochrome fiir diesen
Anregungsbereich zur Verfiigung gestellt hat. Die optischen Detektionssysteme der
meisten  kommerziell erhaltlichen DurchfluBzytometer sind  mittlerweile  so
empfindlich, da auch dic preisgiinstigen luftgekiihlten Argonlaser mit nur 15 mW
Ausgangsleistung (bei 488 nm) problemlos einsetzbar sind.
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Tab. 3: Emissionslinien von Lasersystemen

Laser Emissionslinien (nm)

Argon 351 457 488 514 528
363

Helium-Neon 633

Krypton 350 406 520 530 568 647
356 415

Helium-Cadmium 325 448

Mischgas (Argon-Krypton) 351 357 488 514 520 530 568 647
363

Anmerkung: Bei Lasern mit geringer Leistungsaufnahme ist jedoch nur ein Teil der
genannten Emissionswellenldngen nutzbar. So hat die kleine luftgekiihlte Argonlaser-
version, die in den meisten analytischen DurchfluBzytometern eingebaut ist, nur die
488-nm-Bande mit einer Leistung von 15 mW zur Verfiigung.

2.2 Fluoreszenz

Unter Fluoreszenz wird die rasch abklingende Lichtemission von Molekiilen nach
Absorption energiereicher Strahlung verstanden.
Fluoreszierende Verbindungen (Fluorochrome) absorbieren Lichtenergie iiber einen
vergleichsweise weiten, fiir sie jeweils charakteristischen Wellenlidngenbereich. Diese
Energie hebt die Elektronen auf ein héheres Energieniveau. Beim Riicksprung zum
Grundniveau emittiert das Elektron ein Photon. "Fluoreszenz" ist die Bezeichnung
dieses Strahlungsiiberganges. Der Frequenzbereich, der eine fluoreszierende
Verbindung anregen kann, ist das fiir den Farbstoff charakteristische Anregungs-
bzw. Exzitationsspektrum. Dieses stimmt weitgehend mit dem Absorptionsspektrum
tberein. Bei der Riickkehr zum Grundniveau geht ein Teil der Energie in Form von
Wirme verloren. Aus diesem Grund ist das gebildete Licht (Emissionsspektrum)
energiedrmer und damit langwelliger als das Anregungsiicht (Abb. 2).
Fluorochrome dienen zum Nachweis unterschiedlichster Zelleigenschaften. Sie las-
sen sich einteilen in Farbstoffe
e zur Sichtbarmachung von "Sonden", z.B. von konjugierten monoklonalen
Antikérpern,

e zum direkten Nachweis von Zellbestandteilen (zB. von DNA mittels
interkalierender Farbstoffe) und

e zur Untersuchung funktioneller Zelleigenschaften (z.B. intrazellulirem Calcium,
"oxidative burst”" und Enzymaktivititen).

Wie im vorangegangenen Abschnitt erwihnt wurde, findet in der DurchfluBzytome-
tric iiberwiegend die 488 nm Emissionslinie des luftgekithlten Argonionenlaser
Verwendung. Das bedeutet also, daB nur Fluorochrome mit einem Exzitationsbereich
um 488 nm geeignet sind. Die Absorptionsmaxima der Farbstoffe sollten, miissen
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aber nicht exakt bei diesem Wert liegen. Wird ein Fluorochrom auBerhalb seines
Absorptionsmaximums - aber noch innerhalb seines Absorptionsspektrums - ange-
regt, duBert sich das in einer Intensitdtverminderung, nicht aber in der Farbinderung

der Fluoreszenz.

A 488 FITC PE PerCP

/|
{ /\\\‘\ e // \ z >

400 450 500 550 600 650 700 750
Wellenlange in nm

Abb. 2: Fluoreszenzsspektren von Fluorescein (FITC), R-Phycoerythrin (PE) und
Peridin-Chlorophyll-a-Protein (PerCP). Alle drei Farbstoffe lassen sich bei 488 nm
anregen. Die MeBbereiche der ecinzelnen Fluoreszenzkanile sowic die Anre-

gungswellenldnge bei 488 nm sind schraffiert.

In Tab. 4 ist eine Auswahl von Farbstoffen, die in der DurchfluBzytometrie eine
hiufige Verwendung gefunden haben, aufgelistet (16).
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Tab. 4: Gebriuchliche Farbstoffe in der Durchflubzytometrie.

Anwendung Exzitation  Fluoreszenz Lichtquelle mit

Fluorochrom (nm) (nm) Exzitationsbereich
(nm)

Immunfluoreszenz

AMCA 350 450 Argonlaser (UV)
Hg-Lampe

Fluorescein (FITC) 495 525 Argonlaser (488)

C-Phycocyanin 620 650

B-Phycocrythrin 545 575 Kryptonlaser (530)

R-Phycoerythrin (PE) 488, 565 578 Argonlaser (488)

PerCP 470 680 Argonlaser (488)

PE/Texas Red (Tandem) 488 613 Argonlaser (488)

PE/Cy5 (Tandem) 488 674 Argonlaser (488)

Allophycocyanin (APC) 650 660 HeNe-Laser (633)

Rhodamin (TRITC) 550 590 Kryptonlaser (530)

Cy3 553 575 Kryptonlaser

Cy5s 651 674 HeNe-Laser

Texas Red 595 620 Dye-Laser

DNA/RNA-Gehalt

Hoechst 33342 350 470 Argonlaser (UV)
Hg-Lampe

DAPI 350 480 Argonlaser (UV)
Hg-Lampe

Mithramycin 420 560 Hg-Lampe

Propidiumjodid 350, 536 611 Argonlaser (488)
Hg-Lampe

Ethidiumbromid 510 595

Acridinorange 490 560, 620 Argonlaser (488)

Thiazolorange 510 530 Argonlaser (488)

Calcium

Indo-1 349 482 Argonlaser (UV)

(ohne Ca?™) HeCd-Laser

Indo 1 (mit CaZ") 331 398

Fluo-3 (ohne Ca?™) 503 526 Argonlaser (488)

Fluo-3 (mit CaZ™) 506 526 Argonlaser (488)
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Tab. 4: Gebrauchliche Farbstoffe in der Durchfluzytometrie (Fortsetzung).

Anwendung Exzitation  Fluoreszenz Lichtquelle mit
Fluorochrom (nm) (nm) Exzitationsbereich
(nm)

intrazelluldrer pH

BCECEF (im sauren) 460 -

BCECF 508 531 Argonlaser (488)
(im alkalischen)

Carboxy Snarf-1 (sauer) 518, 548 587 Argonlaser (488)
Carboxy Snarf-1 (alk.) 587 640

Membranpotential

DiOCn(3) 488 520 Argonlaser (488)
Mitochondrien

Rhodamin 123 500 520 Argonlaser (488)

Wichtige Anwendungsméglichkeiten eréffnen sich mit der Mehrfarbenfluoreszen-
zanalyse. MeBtechnisch kann auf eine Anregung mit zwei oder mehr verschiedenen
Wellenldngen (was unter Umstinden die Verwendung vom mehreren Lasern als
Lichtquelle bedingt) verzichtet werden, wenn man Fluoreszenzfarbstoffe wihlt, die
sich zwar in der Fluoreszenzfarbe unterscheiden, deren Fluoreszenz mit derselben
Wellenldnge anregbar ist. Das heifit, diese Farbstoffe weisen einen unterschiedlichen
Abstand zwischen Anregungs- und Emissionswellenlinge (Stokes'schen shift) auf,
Eine Reihe biologischer Pigmente, die mit dem Photosynthesesystem vom Pflanzen
und Mikroorganismen assoziiert sind, sind darauf optimiert, Lichtenergie effizient zu
absorbieren und zu transferieren. Sie zerfallen in zwei Gruppen, dic Phyco-
biliproteine und die Peridin-Chlorophyll-a  Proteinkomplexe (PerCP). Die
Phycobiliproteine sind Bestandteile des Photosyntheseapparates der Rot- und Blau-
algen und umfassen die Phycoerythrine (PE), Phycocyanine und das
Allophycocyanin (APC). Von den genannten Farbstoffen sind fiir die Mehrfarben-
fluoreszenzmessung mit einer Wellenlingenanregung bei 488 nm R-PE und PerCP
gemeinsam mit Fluorescein einsetzbar.

Eine weitere Gruppe von Farbstoffen mit einem hohen Stokes'schen shift sind die
sogenannten Tandemkonjugate. Sie sind dadurch charakterisiert, daB Sie aus zwei
verschiedenen Farbstoffen ("A" und "B") zusammengesetzt sind, von denen "B" sein
Absorptionsmaximum im Emissions (Fluoreszenz) bereich von "A" dem "Energie-
Donor" hat. Bei der Anregung von "A" emittiert "A" praktisch kein Fluoreszenzlicht
sondern iibertragt dic Energie fast strahlungsfrei auf den Farbstoff "B", der nun sei-
nerseits das fir ihn charakteristische (langwellige) Fluoreszenzlicht emittiert. Bei-
spiele dafiir sind Tandemkonjugate aus Phycoerythrin mit Texas Red, c-Phycocya-
nin, Allophycocyain oder Cy5. Zahlreiche Anwendungsméglichkeiten fiir die Mehr-
farbenfluoreszenzanalyse finden wir bei immunologischen Fragestellungen. Alle diese
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Farbstoffe bzw. ihre Kombinationen sind mit der 488 nm-Bande des Argonlasers
anzuregen.

Bei der Wahl der Farbstoffkombinationen ist die relative Sensitivitat der Fluores-
zenzen zu beriicksichtigen. In Tab. 5 sind die entsprechenden Werte fir FITC, PE,
ein Tandemkonjugat und PerCP zusammengefaBt. Aus dieser Tabelle 146t sich
ableiten, daBl fur schwach exprimierte Antigene PE-konjugierte Antikérper zu
empfehlen sind. Tandemkonjugate sind auch relativ empfindlich, bei einigen von
ihnen ist jedoch cine starke Korrektur der Fluoreszenziiberlappung (Kompensation)
notwendig. Bei der Untersuchung vom Aktivierungsantigenen (HLA-DR oder CD25-
Expression auf T-Lymphozyten), die ja bekanntermallen iiber einen weiten Bereich
auf der Zelle streuen, sind grundsitzlich PE-konjungierte Antikérper fiir das Aktivie-
rungsantigen (z.B. anti-HLA-DR-PE) und ein anderer Farbstoff fiir die Charakteri-
sierung der Zellgruppe (z.B. anti-CD3-FITC) einzusetzen.

Tab. 5: Relative Empfindlichkeiten und spektrale Uberlappungen von vier Fluorochromen,
die fiir Mehrfarbenfluoreszenzanalysen eingesetzt werden.

Farbstoff Empfindlichkeit relative spektrale Uberlappung

FITC PE PE-Texas Red PerCP

(Tandem)

FITC 1 1,0 0,20 0,02 0,003
PE 10 0,015 1,0 0,80 0,08
PE-Texas 5 0,01 0,80 1,0 0,10
Red
(Tandem)
PerCP 1 0,0 0,0 <0,5 1,0

> 5 >

Ein Beispiel fur eine Anwendung der Zweifarbenimmunfluoreszenz ist die Charak-
terisierung der heterogenen Population der Natiirlichen Killer-Zellen (NK-Zelle). Die
NK-Zellen werden u. a. definiert durch die Expression des CD16 und CD56-
Antigens bei gleichzeitigem Fehlen des CD3-Antigens (15). Hier bietet sich eine
Reagenzienmischung aus anti-CD16(FITC)- und anti-CD56(FITC)-Antikorper
sowie anti-CD3(PE) Antikorper an. Die NK-Zelle ist CD16TCD567CD3" (Abb. 3a).

Ein Beispiel fur die Anwendung der Dreifarbenimmunfluoreszenz ist die Messung
der CD4 und CD8-T-Lymphozyten in einem Ansatz. Als Farbstoffkombination bietet
sich an eine Mischung vom CD4-FITC, CD8-PE und CD3-PerCP. Die "echten" T-
Helferzellen sind CD47CD3" (Unterscheidung evtl. kontaminierender Monozyten,
die CD4 schwach exprimicren), die T-Suppressorzellen sind CD8TCD3™
(Unterscheidung vom einer NK-Subpopulation, die CD8 positiv, aber CD3-negativ
ist). Gleichzeitig lassen sich die bisweilen im peripheren Blut aufiretenden CD4 und
CD8 koexprimierenden T-Lymphozyten nachweisen.
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2.3 Streulicht

Trifft ein Lichtstrahl auf eine Zelle, streut sie aufgrund ihrer physikalischen
Eigenschaften Licht mit unterschiedlicher Quantitit und Qualitit. Die der Lichtstreu-
ung zugrundeliegenden physikalischen Theorien sind komplex und beschreiben die
beobachteten Phdnomene (ZellgroBe, Zellform, Zelloberfliche, Granularitit) nicht
vollstindig (2). Dennoch ist die Messung der Lichtstreuung fiir die physikalische und
funktionelle Charakterisierung von Zellen fiir viele Anwendungen von hohem Wert.

Folgende Zelleigenschaften beeinflussen die Lichtstreuung:

e  Querschnittsfliche

¢ Refraktionsindex

e  Struktur der Membran (Faltung)

e Intrazelluldre Bestandteile (Granula, Vakuolen)

Das Licht wird nicht in alle Richtungen gleichmiBig gestreut. Die Lichtstreuung ist
am grobten im Kleinwinkelbereich (0-10°) des einfallenden Lichtstrahls
(Vorwartsstreulicht, Forward Angle Light Scatter, [FSC]), ein geringerer Teil des
Lichts streut scitwirts (90°) dazu (Seitwirtsstreulicht, Side Scatter, [SSC]) (Abb.3).

Tab. 6
Streulicht Sensitiv fiir Information
Vorwirtsstreulicht Querschnittsfliche Zellgrofe
Seitwirtsstreulicht Refraktionsindex Granularitit
Membranfaltung
dubere Form

Die Bildung der Vorwirts- und Seitwirtslichtstreuung beruht auf unterschiedlichen
physikalischen Gegebenheiten der Zellen und liefert dadurch auch unterschiedliche
Informationen:

Mittels beider Lichtstreuparameter lassen sich die wichtigsten Leukozytengruppen,
wie Lymphozyten, Monozyten und neutrophile Granulozyten unterscheiden (Abb. 9).
Die Basophilen sind groBtenteils im Streulichtbereich der Lymphozyten enthalten.
Eosinophile ~ Granulozyten lassen sich am besten im depolarisierten
Seitwartsstreulicht abtrennen.

Weitere Anwendungen sind die Bestimmung der Degranulation von Granulozyten
(geringeres Seitwirtsstreulicht) und die Unterscheidung "toter" Zellen (geringeres
Vorwirtsstreulicht).

Es ist zu beachten, dal FSC und SSC nicht véllig unabhingig voneinander zu se-
hen sind. So beeinfluBt zu einem gewissen Grad der Refraktionsindex auch das FSC-
Signal: Tote Zellen erscheinen trotz gleichen Volumens kleiner als lebende, auch
korreliert das FSC-Signal nur iiber relativ kleine Bereiche mit der ZellgroBe linear.

Die wichtigste Bedeutung der Streulichtparameter liegt in der physikalischen Ein-
grenzung von Lymphozyten unter den verschiedenen Leukozytenuntergruppen bei der
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Immunfluoreszenzanalyse. Dieses Eingrenzen in einem Fenster (Gating) wird im
Abschnitt 3.5 niher erklirt.

Aufbau eines analytischen DurchfluBzytometers

M2 |
2
H . LA g
. B :
‘ ,‘//7/' i /
1 ‘/%/ //

Abb. 3: Schematischer Aufbau cines DurchfluBzytometers [a], Detailansicht der
Mebkammer (angeschnitten) [b].

Erkldrung fur [a]: 1=Laser, 2=Strahlerweiterung, 3=Fokussicrlinse, 4=MeBkammer,
5=Sammellinse, 6=Teilerspiegel, 7=Lichtfilter, 8=Photomultiplier, 9=Photodiode,
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10=Vorverstirker, 11=Impulsanalysatoren, 12=Analog-Digital-Konverter, 13=Da-
tenverarbeitung

Erklarung  fir [b]:  1=Laserstrahl, 2=MeBkiivette, 3=Trigerfliissigkeit,
4=Zellsuspension, 5=hydrodynamische Fokussierung

Fiir die Funktion eines DurchfluBzytometers sind im wesentlichen folgende Punkte
zu beriicksichtigen:
e  Vollstindige Erfassung der Zelle durch die Lichtquelle und die Detektoren.
e  Sicherstellung der Analyse einzelner Zellen, d.h. Vermeidung der gleichzeitigen
Messung mehrerer Zellen oder von Zellaggregaten.
e  Zuordnung der von verschiedenen Detektoren gemessenen Signale zu einer ge-
gebenen Zelle.

Das Gerit ist in folgende Bauteile gegliedert:
e  Flussigkeitssystem
e  Optisches System
e  Signalverarbeitung
Die folgenden Abschnitte beschreiben den Aufbau eines analytischen Durchflufi-
zytometers mit einem luftgekithlten Argonlaser als Lichtquelle.

3.1 Flussigkeitssystem

Es besteht, vereinfacht ausgedriickt, aus zwei Leitungen. Uber eine Zuleitung
driickt eine Pumpe kontinuierlich "Tragerfliissigkeit" (bzw. "Hiillstromflissigkeit)
durch die Mefkammer und weiter in den Abfallbehélter. Eine zweite Leitung dient
zum Transport der Zellen vom Probenréhrchen zur MeBkammer, in der sich beide
Leitungen vereinen. Die Zellsuspension wird entweder iiber ein Ansaugsystem oder
ohne zwischengeschaltete Ventile mittels Uberdruck in die MeBkammer, iiblicher-
weise eine Quarzkiivette, transportiert (Abb. 3). Hier liegt die kritischste Stelle des
ganzen Durchfluizytometers. Das Ende der Stahlkapillare (zweite Leitung) ist auf
das Zentrum des Lumens der Kiivette gerichtet. Unmittelbar nach dem Verlassen der
Kapillare erfafit die laminar durch die Kiivette stromende Tragerfliissigkeit die Zell-
suspension. Hierbei verengt sich der Probenstrom auf das Zentrum der Kiivette und
erfihrt eine Beschleunigung von wenigen Zentimetern in der Sekunde auf etwa sieben
Meter/Sekunde. Dieser Vorgang, auch als "hydrodynamische Fokussierung" bezeich-
net, gewihrleistet, dal die Zellen als Einzelzellen wie Perlen an einer Perlenkette den
Mefpunkt an einer definierten Stelle passieren. Der MeBpunkt ist der Ort, an dem
der fokussierte Lichtstrahl auf die Zelle trifft.
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3.2 Optisches System

Das optische System gliedert sich in einen Anregungs- und einen Detektionsteil.
Der Anregungsteil dient der Strahlformung. Bei Geréten mit einem Laser als Licht-
quelle verformen prismatische Strahlexpander bzw. Linsen den Laserstrahl so, daf er
im MeBpunkt einen horizontal-elliptischen Durchmesser von etwa 20 x 60um besitzt.
Dieser Strahlquerschnitt stellt einen Kompromifl zwischen einer hohen rdumlichen
Auflssung (Unterscheidung nah aufeinanderfolgender Zellen) und einer noch
ausreichenden Signalintensitit dar.

Fluoreszenz

¢ . -
L

Abb. 4: Anordnung der optischen Elemente zur Messung von Fluoreszenz und
Streulicht. (1=Laserstrahl, 2=Quarzglaskiivette, 3=Blockerstreifen, 4=Sammellinse,
5=Teilerspiegel, 6=Photodiode, 7=Lichtfilter, 8=Photomultiplier.)

Der Detektionsteil besteht aus zwei Baugruppen und zwar aus einem Bereich zur
Messung des Vorwirtsstreulichts (axial zum anregenden Laserstrahl) und einem
zweiten Bereich (orthogonal dazu) fiir die Messung von Seitwartsstreulicht und Fluo-
reszenz (Abb. 4).

Lichtsammeloptik, Blenden, Strahlteiler, dichroitische Filter, BandpaB- und Kan-
tenfilter trennen Seitwirtsstreulicht vom Fluoreszenzlicht und zerlegen die Fluores-
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zenz in verschiedene Farbbereiche (Abb. 3). Zur Erziclung einer hohen MeBempfind-
lichkeit (hohe numerische Apertur) fiir schwache Fluoreszenzsignale sollte dic MeB-
kiivette orthogonal zum Laserstrahlengang iiber ein optisches Gel mit dem Sammel-
objektiv verbunden sein. In der reellen Bildebene des Sammelobjektivs trifft die
Strahlung auf Fotoréhren (Fluoreszenz-, Rechtwinkelstreulicht) oder lichtaktive Fo-
todioden (Vorwartsstreulicht), die das Lichtsignal in ein elektrisches Signal umwan-
deln. In dieser Ebene befinden sich auch Blenden, welche die Hintergrundfluoreszenz
und die gleichzeitige Erfassung mehrerer Zellen (Koinzidenz) reduzieren. Gerinfiigig
auberhalb der Zentralachse des Laserstrahls wird die Intensitit des Vorwirtsstreu-
lichts gemessen.

3.3 Signalverarbeitung

Signalumwandlung

Photodetektoren konvertieren die optischen Signale in elektrische Pulse, deren
Hohe mit der Hohe des Lichtsignals korrelieren. Es finden hierbei zwei verschiedene
Systeme von Photodetektoren Verwendung: Photorshren (photomultiplier tube,
PMT) und Photodioden.

Eine Photodiode erzeugt einc clektrische Spannung, sobald Photonen auf die
lichtsensitive ~ Photokathode triffen. Sie funktioniert ohne eine externe
Spannungsquelle.  Photodioden finden zur Messung vergleichsweise intensiver
Lichtsignale, wie bei Vorwirtslichtstreuung Verwendung.

Photoréhren werden zur Verstirkung der wesentlich schwiicheren Fluoreszenz-
und Seitwdrtsstreulichtsignale ecingesetzt. Die Wirkungsweise einer Photordhre
(PMT) IaBt sich so zusammenfassen: Eine Photokathode unter Vakuum emittiert
nach dem Auftreffen von Photonen Elektronen (sogenannte Photoelektronen). In
unmittelbarer Nihe der Photokathode sind Gruppen von Elektroden (Dynoden)
angebracht, die durch unterschiedliche elektrische Potentiale ein starkes elektrisches
Feld bilden, in dem die Photoelektronen stark beschleunigt werden. Beim Auftreffen
auf die Dynode induziert ein Photoelektron die Freisetzung zahlreicher Sekundir-
clektronen, die ihrerseits beschleunigt werden und auf die nichste Dynode treffen,
usw. Dies bedingt eine Vervielfachung des urspriinglich schwachen Signals. Uber die
Verinderung der angelegten Hochspannung wird die Verstirkung des urspriinglichen
Signals beeinfluBt.

Signalverstdrkung

Die Wahl der Verstirkung héingt von dem Umfang (Dynamik) des MeBberciches
ab. Bei Immunfluoreszenzmessungen bewegt sich der Dynamikbereich z.B. von
cinigen hundert (Autofluoreszenz) bis zu mehreren hunderttausend Fluoreszenz-
dquivalenten. Bei DNA-Untersuchungen ist der MeBbereich dagegen erheblich
kleiner. Dies erfordert zwei Arten der Signalverstirkung, eine lineare und eine
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logarithmische. Die logarithmischen Verstarker der Fluoreszenzsignale sollen fur
Lymphozytentypisicrungen einen Bereich von 4 Dekaden abdecken.

Schwellenwert

Die Aufgabe der Elektronik besteht zunichst darin, alle von einer Zelle generierten
MeBsignale zu messen und zu korrelieren. Die Detektoren registrieren ununter-
brochen Signale, ohne zundchst Zellsignale von Rausch- oder Storsignalen unter-
scheiden zu konnen. Die Feststellung, daB in cinem Verstirker ein echtes Signal
vorliegt, wird mit Hilfe einer elektronischen Schwelle (Threshold) vorgenommen, die
sich auf emen bestimmten Ausloseparameter (Trigger) bezieht (z.B. Vorwirts-
streulicht). Beim Betricb mchrerer Detektoren erfolgen die emzelnen  Schwell-
wertitberschrertungen  (Triggerung) nicht genau zum sclben Zeitpunkt, d.h. die
Elektronik mull durch Impulskoordination feststellen, ob ¢in Schwellwert-tiber-
schreitender Puls iiberhaupt zur gerade gemessenen Zelle gehort oder bereits zur
nachsten. Dies wird dadurch bewerkstelligt, dalb cin Detektor fiir eme bestimmte
Zelleigenschaft mit dem hochsten Signal-Rausch-Abstand priorisiert wird, und Pulse
anderer Detektoren nur innerhalb ciner meist fest cingestellten Koinzidenzzeit als zu
emer Zelle gehorig gewertet und weiterverarbeitet werden.

Digitalisierung

Ein Analog-/Digitalwandler (ADC) konvertiert die in Volt registrierte Signal-
intensitdt fir jede gemessene Eigenschaft in cine Klassenzahl (Kanalzahl), die in
Abhingigkeit von der Auflosung des eingebauten ADC’s Werte von iblicherweise 0
bis 255 (256-Klassenauflosung) oder von 0 bis 1023 (1024-Klassenauflosung)
annchmen kann. Dic mittels ADC von ewner clektrischen Impulshshe, Fliche oder
Lange 1n eine Klassenzahl umgewandelte Lichtintensitat wird vom angeschlossenen
Computer fiir eme quantitative Auswertung in den Speicher und spéter in eine auf
cinem Speichermedium befindliche Datet zur weiteren Analyse abgelegt.

Datenaufnahme im Listendateiformat

Em wichtiges Merkmal durchfluBzytometrischer Messungen ist, wie bercits er-
withnt, die quasi gleichzeitige Erfassung mehrerer, voneinander unabhingiger Zellei-
genschaften. Die Bewahrung der urspriinglichen Korrelation fiir die Datenauswer-
tung ist von groBer Wichtigkeit. So sollte ber einer Immunfluoreszenzmessung nach-
vollzichbar sein, von welcher Zellart (z B. Monozyten oder Lymphozyten) die Fluo-
reszenzsignale stammen, d.h. nut welchen physikalischen Eigenschaften der Zell-
grofBe und Granularitat sie korrelicren. Das dazu geeignete Speicherungsformat der
Rohdaten wird als Listendatei (List-Modc) bezeichnet. Hierbei speichert der Com-
puter dic MeBwerte der Zellen in der gleichen Rethenfolge, in der die Zellen den
Analysepunkt passieren, als Werteliste. Das kann man sich fiir vier Zellen und fiinf
MeBparameter z.B. folgendermalen vorstellen:
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1.Zelle 2. Zelle 3. Zelle 4. Zelle
FSC SSC FL1 FL2 FL3|FSC SSCFL1 FL2 FL3 [FSC SSC FL1 FL2 FL3 |[FSC SSC FL1 FL2 FL3

80 43 5 320 8| 75 42 10 480 7|12 40 12 8 10 |91 8 10 30 2

In dieser Werteliste ist der gesamte MeBvorgang Zelle fiir Zelle dokumentiert, was
eine wiederholte Datenauswertung nach unterschiedlichsten Kriterien auch noch nach
Jahren erlaubt.

Diese Art der Datenaufzeichnung bedingt natiirlich, daB der Speicherbedarf mit der
Anzahl gemessener Zellen korreliert. Zum Beispiel benétigt eine Vierparameter-
Listendater mit 10.000 gemessenen Zellen und einer Auflésung von 256 Klassen
etwa 40 KByte. Bei einer Auflosung von 1024 Klassen ist der Wert aufgrund der
hoheren MeBwertauflosung mit dem Faktor 4 zu multiplizieren. In Anbetracht der
heutzutage preisgiinstigen Speichermedien und des hohen Informationsgehaltes der
Listendateimessungen sollte grundsitzlich diese Art der Datenspeicherung bei Mehr-
parameteruntersuchungen gewihlt werden.

3.4 Darstellung der MeBergebnisse

Einparameterdarstellung

Die einfachste Art der MeBdatendarstellung ist die Histogramm- oder Hiufig-
keitsverteilung. Die digitalisicrten Werte einer Messung kénnen bei einer Auflésung
von 1024 Klassen Klassenwerte von 0 bis 1023 einnehmen. Die einzelnen MeBwerte
fallen gleichsam wie Kugeln in das jeweils ihnen entsprechende Register. Im Histo-
gramm sind also die Anzahl der Zellen (Ordinate) gegen die Klassen (Abszisse)
aufgetragen (Abb. 5). Die Auflosung ist System- und Softwareabhingig und betrigt
tiblicherweise 256 oder 1024 Klassen. Mit einem Histogramm wird die Verteilung
eines Parameters (Zelleigenschaft) in einer groBen Zell- oder Partikelpopulation
beschrieben. Analysiert man das oben abgebildete Histogramm Klasse fiir Klasse, so
findet man eine definierte Anzahl von Zellen in jeder einzelnen Klasse. Der Unter-
schied zwischen zwei benachbarten Klassen entspricht einem definierten Unterschied
der jeweiligen Eigenschaftsexpression einer Zelle. Die emparametrische Histo-
grammanalyse findet Anwendung in der DNA-Analyse und der Einfarbenimmunfluo-
reszenzmessung.
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Klassifizierung der Signalintensitaten
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Abb. 5: Prinzip der Histogrammdarstellung

Lineare und logarithmische Verstdrkung

Dic Grobe des Signalunterschiedes zwischen zwet benachbarten Klassen héngt von
der Wahl des Verstirkers - linear oder logarithmisch - ab. Dies soll an einem Beispiel
verdeutlicht werden, bei dem wir einen MeBsignalumfang von 0,001 bis 10,0 Volt
und eine Auflosung von 1024 Klassen voraussetzen: Bei einer linearen Verstirkung
mit dem Faktor 1 liegen dic Mefiwerte 0, 5 und 10 Volt in den Klassen 0, 512 und
1023. Wihlt man dagegen eine logarithmische Verstarkung (4 Dekaden), so liegen
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die MeBwerte 0,001, 0,01, 0,1, 1 und 10 Volt in den Klassen 0, 256, 512, 768 und

1023 (Abb. 6).

Lineare Skala

Logarithmische Skala
0 2,5 50 7.5 10,0 0,001 0,01 0,1 1,0 10,0 Volt
i I I i I i | H I I
i i i i 1 i { | i i
0 512 1023 0 512 1023 K[assenzah[
1. 2. 3. 4. Dekade

Abb. 6: Teilung der Klassenskala bei linearer und logarithmischer Verstirkung.
Darstellung der Beziehung zwischen den in Volt gemessenen Signalintensititen und

der Klassenzahl.

Die Hauptanwendungsgebiete der Histogrammanalyse sind die DNA-Analyse und
die Einfarbenimmunfluoreszenzmessung.
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Abb. 7: Empfindlichkeitsbereich und Signalauflésung der Fluoreszenzmessung bei
linearer (a) und logarithmischer (b) Signalverstarkung. Es wurde eine Mischung von
sechs verschiedenen Mikrokiigelchen gemessen, deren Fluoreszenzintensitit der
Fluoreszenz ciner definierten Anzahl von Farbstoffmolekiilen in Losung entsprach.
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Anhand der Ziffern lassen sich die verschiedenen Intensititen zuordnen. Die
Photor6hrenspannung war in beiden Messungen dieselbe.

Fiir welche Fragestellung ist nun welche Verstirkung zu wihlen? Als Faustregel
gilt: Stehen die maximalen und minimalen Signalintensititen einer Probe in einem
Verhiltnis unter 8 zueinander, ist die lineare Verstiarkung, dariiber die logarithmische
Verstiarkung zu wihlen, d.h. fur Streulichtsignale von Leukozyten und DNA-
Messungen  linear, fiir Immunfluoreszenzmessungen logarithmisch.  Die
MeBergebnisse einer Mischung von sechs verschiedenen Intensititen fluoreszierender
Mikrokiigelchen bei logarithmischer (4 Dekaden) und linearer Signalverstirkung
zeigt Abb. 7. Diese Abb. verdeutlicht neben der Auflosungsfahigkeit heterogener
Partikelgemische die Wirkungsweise eines logarithmischen Verstirkers: Schwache
Intensititen werden gespreizt, starke Intensititen gestaucht. Die Genauigkeit, kleine
Unterschiede aufzulésen, ist daher in den unteren Dekaden am hochsten.

Korrelierte Zweiparameterdarstellung

Die korrelierte Zweiparameterdarstellung zeigt die Relation zwei verschiedener
Eigeneschaften einer Zelle zueinander an. Als Beispiele seien angefithrt die
Korrelation von FSC mit SSC, oder die Korrelation der Grin- mit der
Rotfluoreszenz.

Die gegenseitige Auftragung der Klassenwerte von zwei Parametern laBit eine Ma-
trix entstehen. Thre Struktur bzw. Auflésung entspricht der Klassifizierungsbreite der
Parameter. In dieser Matrix ist der Schnittpunkt beider MeBwerte einer Zelle das
Ergebnis der Korrelation (Abb. 8a). Die graphische Darstellung kann als Zweipara-
meter-Punktehistogramm (dot plot) erfolgen. Jeder Punkt steht also fiir eine bestimm-
te Zelle mit ihren beiden Eigenschaften. Alle Parameter kénnen miteinander korreliert
werden. Abb. 8b zeigt die Darstellung von FSC (GroBe) gegen SSC (Granularitét)
einer Leukozytenprobe aus lysiertem Vollblut. Auf diese Weise lassen sich die Leu-
kozytensubpopulationen Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten identifizieren,
wobei jede Subpopulation ihr eigenes, charakteristisches Muster aufweist.
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Abb. 8:  Zweiparameter-Punkthistogrammdarstelllung.  Theoretisches (a) und
praktisches Lichtstreuungsdiagramm (b) von Leukozyten des peripheren Blutes eines
gesunden Erwachsenen. Die Erythrozyten wurden lysiert und die Leukozyten mit
Formaldehyd fixiert. Lymphozyten (L), Monozyten (M) und neutrophile (N)
Granulozyten lassen sich unterscheiden. Jeder dargestellte Punkt entspricht dem
MeBwert von mindestens einer Zelle.

Aus Griinden der beschrinkten Auflésung und GréBe von Bildschirmen oder Druk-
kern werden hiufig mehrere Klassen der urspriinglichen Listendateiauflésung zu
einer einzigen Klasse zusammengefaBt, sodaB beispiclsweise eine 64-mal-64- oder
256-mal-256 -Klassenmatrix entsteht. Fiir die Chromosomenanalyse erlauben einige
Programme die zumindest bereichsweise "VergroBerung" des Punktehistogramms auf
die volle Auflésung.
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Abb. 9: Verschiedene Darstellungsweisen von Zweiparameterauswertungen der sel-
ben Messung wie Abb. 8. Punktehistogramm [a], Konturlinien- [b,c] und Gebirgs-
darstellung [d]. Lineare Amplitude [b], logarithmische Amplitude [c].

Ein Nachteil von Punktehistogrammen ist die schwierige visuelle Abschitzung der
Quantitit der Populationen in den einzelnen Punktwolken bei einer hohen Zahl ge-
messener Zellen. Ein Punkt charakterisiert zwar eine Zelle, kann aber auch fiir meh-
rere Zellen mit i1dentischen Eigenschaften stehen. Zur Vermittlung einer visuellen
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Dreidimensionalitit stehen daher die Konturlinien und die 3-D-Graphiken zur Verfii-
ung.
® Die Konturliniengraphik entsteht durch das Verbinden von Klassen mit gleichem
Partikelgehalt. Durch eine Reihe von Isoamplituden ("Hohenlinien"), die fiir defi-
nierte Niveaus stchen, entstcht eine “topographische Landkarte" (Abb. 9b-c). Die
duberste Linie verbindet Klassen mit einem niedrigen Partikelgehalt, weiter innen
liegende Linien verbinden Klassen mit einem groBeren Partikelgehalt. Kleinere Zell-
populationen lassen sich iiber eine Anderung der Niveauebenen stirker betonen
(Abb. 9c).
Eine letzte Art der Datenprisentation ist die 3-D- oder Gebirgsdarstellung mit der
Anzahl der Ereignisse auf der Z-Achse (Abb. 9d), welche gleichsam eine riumliche
Aneinanderreihung von x Histogrammen zu einem Jeweiligen y-Wert darstellt.

3.5 Definieren von Auswertefenstern (Gating)

Bei der Datenauswertung sind zundchst die interessierenden Zellen von Aggrega-
ten, Zelltrimmern und anderen Zellarten abzugrenzen. Bei Immunfluoreszenzmes-
sungen werden beispiclsweise in der Parameterkombination "GréBe gegen Granulari-
tat" die vermutete Population der Lymphozyten eingegrenzt. Bei der weiteren Analy-
se finden nur solche Ereignisse Beriicksichtigung, die innerhalb dieses eingegrenzten
Bereiches liegen. In dem Beispiel in Abb. 6 werden bei einer Begrenzung der Vor-
wartslichtsstreuung (FSC) auf Werte zwischen 70 und 90 und der Begrenzung der
Seitwirtslichtstreuung (SSC) auf Werte zwischen 30 und 60 nur die Zellen 1 und 2
beriicksichtigt. Der geliufige englischsprachige Fachausdruck fiir dieses Fenster
lautet "Gate" oder "Bitmap" (Bitmuster) und der Vorgang des Eingrenzens
"Gating". Fiir komplexere Untersuchungen ist ein Setzen von Fenstern iiber mehrere
Parameter im "mehrdimensionalen Raum" erforderlich. Auf das Setzen von Streu-
lichtfensern fiir Lymphozyten und der Uberpriifung der Richtigkeit dieser Fenster
anhand einer immunologischen Kontrolle (8) eingegangen.

Im Ansatz zur Gate-Kontrolle werden ein monoklonaler Antikorper gegen das
Panleukozytenantigen (CD45) und gegen Monozyten (CD14) zugegeben. Die fiinf
Hauptgruppen der Leukozyten zeigen jeweils ein charakteristisches Farbemuster, so
dal anhand der Immunfluoreszenz auf ein optimales Lymphozytenfenster im
Streulicht zuriickgeschlossen (sog. Backgating) und dessen Verunreinigung berechnet
werden kann.

Die Vorteile der Listendateiaufnahme mit anschlieBendem Setzen von Auswerte-
fenstern in Ein- oder Zweiparameterhistogrammen lassen sich wie folgt
zusammenfassen:

*  Die Korrelation aller gemessenen Parameter bleibt erhalten.
* Eine Messung geniigt zur Auswertung verschiedener Zellarten wodurch sich
eine Proben- und Zeitersparnis ergibt.
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e  Die Zelldaten werden in der gleichen Reihenfolge, in der sie den Analysepunkt
passieren, gespeichert. Dies ist eine Voraussetzung fur kinetische Studien.

¢«  Noch nach Jahren lassen sich sich Messungen nach neudefinierten Kriterien
auswerten. Gerade im Rahmen von Langzeitstudien kann eine Befundung "alter
Patienten" nach neuen Gesichtspunkten von erheblicher Bedeutung sein. Aufler-
dem kann die Listendateiaufbewahrung bei Beschriankung auf die Messung von
10.000 Zellen weniger speicherintensiv sein, als die Aufbewahrung mehrerer
Ein- oder Zweiparameterhistogramme.

Zur Vermeidung iiberlanger Listendateien bei der Analyse seltener Zellpopulatio-
nen kann eine vorsichtige Vorauswahl ("Anreicherung") einer Zellart empfehlenswert
sein. Durch ein Akquisitionsfenster (Live-Gate) kann das Gerat schon wahrend der
Datenaufnahme angewiesen werden, nur solche Zellen aufzunehmen, die innerhalb
des Interessensbereiches liegen.

3.6 Statistik

Die statistische Auswertung basiert auf Histogramm- oder korrelierten Zweipara-
meterdarstellungen, wobei die zugrundeliegenden Listendateien durch Auswertefen-
ster entsprechend der Fragestellung reduziert sein kénnen. Die Darstellungen werden
in mehrere Bereiche aufgeteilt zur Bestimmung von
e  Anzahl der Ereignisse
e relative Prozentanteile
e  Mittelwert der Signalintensitit
e  Median der Signalintensitit
¢«  Modus der Signalintensitéit
mit Standardabweichung und Variationskoeffizient (graphische Darstellung der
Begriffe s. Abb. 6).

Lineare Messung

Unproblematisch ist die quantitative Auswertung, also die Bestimmung der Anzahl
von Ereignissen in verschiedenen Auswertefenstern und deren prozentuale Auftei-
lung. Die Ergebnisse kénnen auf die Gesamtdaten oder auf die Daten innerhalb eines
Auswertefensters bezogen werden. Bei linearer Signalverstarkung wird als Signal-
intensitit iiblicherweise der Klassenmittelwert verwendet. Beim Vergleich mit In-
tensititsergebnissen anderer Laboratorien ist deshalb die Klassierungsbreite des
verwendeten MeBsystems zu beriicksichtigen.

Bestimmung des Mittelwertes
Der Mittelwert X laBt sich nach der Formel 1 ermitteln, wobet Xy, Xo... fur die
Intensitit und n fiir die Anzahl der gemessenen Partikel steht.
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Bestimmung des Medians

Der Median entspricht der Verteilungsklasse, bei der 50% der Werteverteilung
dariiber und 50% darunter liegen. Er wird von "AusreiBern” (Debris und Zellaggre-
gaten) am wenigsten beeinfluft und gibt daher eine recht gute Abschitzung des
Signalwertes. Er ist beziiglich Veranderungen allerdings etwas "unempfindlicher" als
der Mittelwert.

Bestimmung des Modus

Der Modalwert gibt die Verteilungsklasse an, welche die meisten Ereignisse ent-
halt. Aufgrund der inhirenten Streuung der MeBwerte kann der Modalwert durch die
Entstehung von "Zufallshéchstwerten" wesentlich beeinfluBt werden und sollte daher
als Parameter ohne vorherige Glittung des Histogramms moglichst nicht verwendet
werden.

Variationskoeffizient

Die Grofie des Variationskoeffizienten (VK, engl. coefficient of variation, CV) gibt
eine standardisierte Auskunft iber die Breite einer Werteverteilung, bezogen auf
deren Mittelwert. Er wird aus Standardabweichung (SD) und Mittelwert (X) nach
folgenden Formeln berechnet:

Standardabweichung (SD) = \/~(-~1—-1—)—2(xi - x)’
n—1)%53
. ) SD
Variationskoeffizient ( VK)=—*100%
X

Der VK wird gerne benutzt um das Auflésungsvermégen eines Durchfluf-
zytometers zu untersuchen.

Héufig wird bei der Berechnung des Variationskoeffizienten in Abwandlung der
obigen Definition statt der Standardabweichung einer Verteilung deren Halbwerts-
breite eingesetzt, weil diese auf einfache Weise graphisch bestimmt werden kann. Die
so berechneten Variationskoeffizienten (CVpp)sind Kleiner als bei Verwendung der
Standardabweichung.  Deshalb  sollte man bei der Mitteilung  von
Variationskoeffizienten z.B. bei DNS-Messungen stets die Berechnungsmethode
angeben bzw. erfragen.

Zu beachten ist auch, daB der Wert des VK signifikant von der Lage einer Vertei-
lung innerhalb eines Histogramms und auch von der Klassifizierungsbreite des Hi-
stogramms abhédngen kann. Befindet sich der Gipfel einer Verteilung z. B. in
Histogrammklasse 10, 10 entspricht die kleinste meBbare Halbwertsbreite 1 Klasse,
d. h. einem VK von 10%.
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Dementsprechend kann die Auflésung einer Verteilung auf zwei Arten verbessel
werden:

1. Die Zellprobe wird bei konstanter Klassifizierung erneut z.B. bei einer 10fac
hoheren Signalverstiarkung vermessen, was zu einer Verschiebung des Verteilungs
gipfels in die Klasse 100 fiihrt. Die minimale Halbwertsbreite von ciner Klass
entspricht dann einem minimal bestimmbaren VK von 1%.

2. Der Vorteil von Listendateien besteht darin, daB die Histogrammauflésung ohn
Neuvermessung durch einfache Reklassierung der Listendaten in einer héher auflé
senden Histogrammdarstellung z.B. mit 1024 Klassen verbessert werden kann. In de
dann achtfach enger klassifizierten Verteilung erscheint der Verteilungsgipfel i
Klasse 80 d.h. die minimale Halbwertsbreite von einer Histogrammklasse entsprick
einem minimal auflésbaren VK von 1,25%.

Das bedeutet, daB fiir natiirlicherweise enge Verteilungen mit VK's zwischen 0,
bis 3%, wie sie fir Go/G; Gipfel von DNA-Messungen mit geeigneten Methode,
erreichbar sind, iiblicherweise 1024klassige Histogramme erzeugt werden miissen
wihrend im Prinzip fiir breit streuende immun- oder funktionsgefirbte Zellen be
linearer Messung 128klassige Histogramme ausreichend sind.

Ein verniinftiger Anhaltspunkt fiir die Praxis ist, daB der Bereich einer klassifizier
ten Verteilung, in dem 90% der zugehérigen Zellen liegen, mindestens 10 Histo
grammbklassen breit sein sollte.

Logarithmische Messung

Fir die Ermittlung mittlerer Signalintensititen oder Variationskoeffizienten be
logarithmisch gemessenen Verteilungen miissen die klassifiziert vorliegenden Listen
oder Histogrammdaten vor der Weiterverrechnung rechnerisch relinearisiert d.h
delogarithmiert werden.

Dies sollte, wenn vom Rechenprogramm her méglich, auf der Ebene der Listenda
ten erfolgen, weil die Listendaten mit der jeweils héchstméglichen Auflosung z.B
von 1024 oder 4096 Klassen aufgezeichnet werden.

Von grofler Wichtigkeit ist die Verwendung der hochaufgeldsten Listendaten, went
bei Funktionsmessungen wie z.B. bei der Bestimmung von intrazelluliren Calcium
spiegeln oder pH-Werten das Verhiltnis zweier Fluoreszenzen ausgerechnet werder
muf.

Falls im Rechenprogramm keine Listendatenverrechnung vorgesehen ist, erfolger
die weiteren Berechnungen auf der Ebene der klassifizerten Histogramme, die mit 64
128 oder 256 Klassen meist geringer aufgeldst sind als die Listendaten.

Bei Einparameterverteilungen wird fiir die Auswertung zunichst jeder Klassenwer
eines Auswertefensters mittels Formel (2) und (3) oder einer intern im Rechen-
programm vorhandenen Umsetztabelle. in einen linearen Wert umgewandelt.

linearer Wert =10- exp( Anzahl der Klassen) (2)

Skalierungsfaktor
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Skalierungsfaktor = Anzahl der Klassen (3)
Anzahl der logarithmischen Dekaden

Dieser Wert wird mit der zugehorigen Zellzahl zum Werteprodukt multipliziert.
Die Werteprodukte aller Klassen des Auswertefensters werden addiert und die
resultierende Gesamtsumme zur Ermittlung des Mittelwertes durch die Gesamtzahl
der Zellen im Auswertefenster dividiert.

Die Standardabweichung einer logarithmisch gemessenen Verteilung kann bei
Verwendung der relinearisierten Klassenwerte und Klasseninhalte unter sinngeméfer
Anwendung der Formel 1 berechnet werden.

Die Halbwertsbreite einer logarithmisch gemessenen Zellparameterverteilung wird
aus der relinearisierten Differenz zwischen den Histogrammklassen bei 50% und
100% der maximalen Verteilungsamplitude bestimmit.

Bei zweiparametrigen Fenstern wird wie bei Einparameterverteilungen vorgegan-
gen. Allerdings werden zur Ermittlung der Abszissenmittelwerte (X) die Wertepro-
dukte aller zu einer Abszissenklasse gehérenden Ordinatenklassen aufsummiert. Bei
der Ermittlung der Ordinatenmittelwerte (Y) miissen dementsprechend die Wertepro-
dukte aller zu einer Ordinatenklasse gehérenden Abszissenklassen aufsummiert wer-
den. Beide Gesamtsummenwerte sind zur Ermittlung des jeweiligen Mittelwertes
abschlieBend durch die Gesamtzahl der Zellen im Auswertefenster zu dividieren.

Die Verwendung einer bei manchen Programmpaketen mdglichen linearen Ver-
rechnung logarithmisch gemessener Daten zu Mittelwerten und Variationskoeffizien-
ten darf nur mit Vorsicht geschehen. Sie fithrt zu numerisch falschen Resultaten, weil
die bei der MeBsignallogarithmierung entstandene Datenstauchung bei linearer Ver-
rechnung in keiner Weise beriicksichtigt wird. In Anbetracht moglicher
Konsequenzen fiir Patienten sollte deshalb die Anwendung solcher Rechnungen
(geometric means) fiir klinische Befundermittlungen unterbleiben.

3.7 Fluoreszenzkompensation

Bei Mehrfarbenfluoreszenzanalysen tritt haufig das Problem auf, daB sich die
Fluoreszenzspektren der eingesetzten Fluorochrome so stark itberlappen, daB sie sich
durch Lichtfilter nicht vollstindig voneinander abtrennen lassen. Das klassische
Beispiel ist die in der Immunfluoreszenz verwendete Kombination von Fluoreszein
und Phycoerythrin. In Abb. 10a sind die Fluoreszenzspektren beider Farbstoffe mit
den Detektionsbereichen der Kandle fiir Griin- und Rotfluoreszenz gezeichnet. Unter
nichtkorrigierten Bedingungen erscheinen Fluoreszein-gefarbte Zellen auch im roten
MefSkanal, wihrend Phycoerythrin-gefirbte Zellen nur zu einem geringeren Mall im
grinen Kanal erscheinen (Abb. 10b). Fluoreszein-gefirbte Zellen haben somit einen
scheinbaren Phycoerythrinanteil. Dementsprechend erhalten wir in den unkorrigierten
Histogrammprojektionen dreigipflige Verteilungen (ungefarbte, griine und rote Zel-
len).
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Abb. 10: Zweifarbenkompensation: Fluoreszenzspektren von FITC und Phykoeryth-
rin mit den Detektionsbereichen fiir die Griin- und Rotfluoreszenz [a]. Dot plots unc
Histogrammprojektionen einer Mischung aus ungefirbten, FITC- und PE-konjugier-
ten Mikrokiigelchen ohne Kompensation [b], korrekter Kompensation [c] und Uber-
kompensation [d].

Zur Korrektur der spektralen Uberlappung wurde eine Kompensationselektronik
entwickelt, die von jedem Signalpuls den durch die spektrale Uberlappung verursach-
ten Fluoreszenzanteil subtrahiert. Das Ergebnis einer korrekten Kompensationsein-
stellung ist in Abb. 10c, einer Uberkompensation in Abb. 10d dargestellt. Eine FITC-
gefirbte Zelle "strahlt" bei einer optimalen Kompensation in den Rotkanal gleicher-
mafien wie eine ungefirbte Zelle. Die Histogrammprojektionen sind dann bimodal.

Die Kompensation sollte vor der eigentlichen Messung eingestellt werden. Gleich-
zeitig ist zu beachten, daB mit jeder Anderungen der Photorshrenspannung die Kom-
pensationeinstellung unbedingt korrigiert werden muB.
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3.8 Analyse von DNA-Messungen

Im Rahmen von Wachstumsuntersuchungen interessieren die prozentualen Anteile
der einzelnen Zellzyklusphasen (Gy/G,, S, G,M), der Variationskoeffizient der
Gy/G,-Zellen und der DNA-Index (Abb.11). Der DNA-Index ist das Verhiltnis der
Intensitit ~ der  Gy/G,-Phase  ciner =~ DNS-aneuploiden  (abweichender
Chromosomensatz) Zellpopulation zur Intensitit der Gy/G,-Phase DNA-cuploider
(normaler  Chromosomensatz) Zellpopulationen.  Zur Analyse  komplexer
Zellzyklusverteilungen (z.B. Uberlagerung diploider und aneuploider Kerne) und zur
Berechnung der S-Phasenanteile werden spezielle Softwareprogramme verwendet.
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Abb. 11: Zuordnung der Zellzyklusphasen zu einem DNA-Histogramm

Fir eine korrekte Auswertung ist eine weitestgehend lineare MeBwerterfassung
Voraussetzung. Speziell bei Laser-betriebenen Geriten ist aufgrund der stark fokus-
sierten Lichtquelle die Pulsfliche und nicht die Pulshéhe des Fluoreszenzsignales zu
bestimmen, da die Zellen grofer als die Lichtstrahlbreite sein kénnen.
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Abb. 12: Auswertung der DNA-Verteilung einer Zellinie ohne [a] und mit [b] Aus
grenzung von Doubletten und Aggregaten. Aggregate lassen sich in dem Punkte
histogramm Pulsfliche (A=engl. area) gegen Pulshohe (H=engl. height) [c] und nocl
deutlicher in der Korrelation Pulsfliche gegen Pulslinge (W=engl. width) [d
unterscheiden. Die Zellkerne wurden mit Propidiumjodid nach der Vindelov-Methodk
(17) gefirbt. Lymphozyten wurden als interner Standard zugemischt.

Weiterhin ist eine Uberbewertung der Anteile von GoM-Zellen durch Uberlagerung
mit Kerndoubletten von Gy/G-Zellen auszuschlieBen. Dazu sollte neben der Puls:
flache gleichzeitig die Pulslidnge des Fluoreszenzsignales als zusitzlicher Parametei
erfalit werden. In der Korrelation DNA-Fluoreszenz (Fliche) gegen DNA-Fluores:
zenz (Lidnge) sind dann Aggregate durch ein Auswertefenster ausschlieBba
(Abb.12b) (18).
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Abb. 13: Auswertung von Fluoreszenzmessungen gefirbter Humanlymphozyten an-
hand einer Einparameter-Histogrammdarstellung (Einfarbenfluoreszenz [a,b]) und
einem Punktwolkenhistogramm (Zweifarbenfluoreszenz [c.d]). Anhand der Negativ-
kontrollen [a,c] wurden die Marken zur Abgrenzung antigenpositiver Zellen gesetzt.
Die Zellen wurden mit Anti-CD3-FITC bzw. mit Anti-CD3-FITC (Leud4) und Anti-
CDI19-PE [d] (Leul2) gefirbt.

3.9 Analyse von Immunfluoreszenzmessungen

Die Bestimmung antigenpositiver Zellen orientiert sich generell an der Verteilung
einer geeigneten Negativkontrolle. Nach Setzen eines Auswertefensters im Vorwirts-
und Seitwirtsstreulichthistogramm auf eine Leukozytenpopulation (Lymphozyten,
Monozyten oder Granulozyten) wird die Fluoreszenzintensititsverteilung  dieser
Zellen als Histogramm (Einfachfluoreszenz) oder als Punktwolkendarstellung
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(Mehrfarbenfluoreszenz) aufgetragen (Abb.13). Die negativen Zellen umfassen de
Bereich bis zu jener Klasse (Marke), in dem die "Fluoreszenz" (Autofluoreszenz ur
unspezifische Bindung) einer negativen Zelle noch fallen kann. Dieser Klassenwe
wird fiir die folgenden Messungen beibehalten. Jede Zelle mit einem hoheren Kla
senwert gilt dann als "positiv".

Das korrekte Setzen der Marke ist vor allem fiir die Auswertung von in niedrig
Antigendichte exprimierten Antigenen von Bedeutung. Da der Ubergang der Zi
nahme der Antigenexpression von einer ruhenden zu einer aktivierten Zelle mel
flieBend ist (z.B. CD25, HLA-DR) (Abb. 14), ist das Setzen von Markern unbefri
digend. Ebenfalls Schwierigkeiten bereitet die prozentuale Auswertung von Zellpopt
lationen, die ein Antigen in einer niedrigen Dichte, jedoch einheitlich exprimiere;
Auch hier wiirde die Marke die homogene Verteilung zerschneiden und fragwiirdig
Ergebnisse liefern. In einem solchen Fall sollte anstelle einer Prozentwertangabe d
mittlere Fluoreszenzintensitit der Probe mit derjenigen der Kontrolle vergliche
werden.

[R5 ] Lif
[ i[o
§ % /'/:‘\ §
= f’;{ 0 =
> o ,@ P
A
s il A
0
CD3-FITC CD3-FITC

Abb. 14: Auswertung der Expression von Aktivierungsantigenen auf Humanlymphe
zyten. Mit anti-CD3 allein [a] und Anti-CD3 FITC mit anti-HLA-DR PE gemeinsas
gefarbte Probe [b].

4 Hinweise zur Gerateeinstellung

In diesem Abschnitt konnen nur grobe Faustregeln vermittelt werden. Zu
weitergehenden Hilfestellung sei auf die Handbiicher der Geritehersteller und di
Beitrdge in diesem Buch verwiesen.
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4.1 DNA-Messungen

Fir die Interpretation von DNA-Messungen sind eine standardisierte Fiarbe- und
MeBbedingung von erheblicher Bedeutung, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse
zwischen verschiedenen Laboratorien als auch innerhalb einer MeBreihe zu
gewahrleisten. Dies betrifft sowohl die Geriteeinstellung als auch die
Probenvorbereitung.

Gerdteeinstellung

e  Hochstmogliche Auflésung der Klassierung wahlen (mindestens 1024 Klassen).

e Lineare Signalverstiarkung.

e  Schwellenparameter ist roter MeBkanal (bei Propidiumjodid).

e  Mit gefirbten Hithner- oder Forellenerythrozytenkernen MeBbereich einstellen,
hierber moglichst neben Signalhdhe auch Signalfliche und -linge als zusitzliche
MeBparameter aktivieren ("Pulsprozessor").

o Linearitit des Signalverstirkers anhand aggregierter gefarbter Hithnererythro-
zytenkerne Giberpriifen. Das Verhiltnis der Mittelwerte der einzelnen Aggregat-
verteilungen zu den monomeren Kernen sollte ganzzahlig sein.

Probenvorbereitung

Zellen mit normalem DNA-Gehalt (2¢) wihrend der Vorbereitung zugeben. Im
Idealfall normale gewebsspezifische Zellen, andernfalls Fibroblasten oder frisch
praparierte Lymphozyten oder Hithnererythrozytenkerne.

Datenauswertung

Ausschliefen von Kernaggregaten durch Setzen eines Fensters im Punktehisto-
gramm Kernfluoreszenz (Pulsfliche) gegen Kernfluoreszenz (Pulslinge).
Zur statistischen Berechnung (DNA-Index, GoM/G(-Verhiltnis) das Fluoreszenz-
histogramm mit der Pulsfliche verwenden.

4.2 Immunfluoreszenzmessungen

Die Geriteeinstellung hiangt ab von der GroBe, Behandlung (fixiert oder nicht
fixiert) und der Autofluoreszenz der Zellen. Folgende Vorgehensweise ist zu empfeh-
len (Tab. 7):

Einstellung der FSC und SSC-Detektoren:

Das Ziel ist die Darstellung aller interessierenden Zellarten in der
Streulichtpunktwolkendarstellung. Durch eine vorsichtige Einstellung der elektroni-
schen Verstarkung sollten die Zellgruppen moglichst deutlich voneinander abgegrenzt
sein, um das Setzen eines Auswertefensters mit geringen Uberschneidungen‘zu er-
leichtern. Der Schwellenwert (iiblicherweise FSC) ist so einzustellen, daB noch der
Beginn der Rauschsignale bzw. des Debris sichtbar ist.

Tab. 7: Geriiteeinstellungen fiir die Immunfluoreszenz!)



36 A. Raffael, C. Th. Nebe, G. Valet

Zellart FSC SSC Fluoreszenzen
Lystertes Vollblut lin lin log
Mononukleire Zellen lin lin log
(Ficoll-separiert)

Zellinien lin/log lin/log log
Thrombozyten log log log

D lin = lineare Signalverstirkung
log = logarithmische Signalverstirkung
FSC= Vorwirtsstreulicht
SSC= Seitwértsstreulicht

Allgemein ist das FSC-Signal fixierter Zellen um etwa die Hilfte niedriger als das
vitaler Zellen. Kultivierte Zellen sind erheblich groBer und erfordern eine Verminde-
rung der FSC-Signalverstiarkung um den Faktor 10.

Einstellung der Fluoreszenzintensildt

Zunichst im FSC-Signal die zu untersuchende Zellart durch ein Fenster selektie-
ren. Mit einer ungefirbten Probe die Spannung der Photoréhren so einstellen, dab die
Zellen der Negativkontrolle in der Nihe des Koordinaten- oder Histogramm-
ursprungs noch eine Gauss-dhnliche Fluoreszenzverteilung der Autofluoreszenz er-
geben (Abb.13a).

Farbkompensation (nur bei Mehrfarbenanalysen)

Auch hier bleibt das FSC/SSC-Fenster eingeschaltet. Mit unveriinderter Pho-
torShrenspannung jeweils Zellen messen, die nur mit Fluorochrom konjugierten Anti-
korpern jeweils einer Farbe gefirbt wurden. Die Kompensationsschaltung des Geri-
tes so wahlen, daB die Histogrammverteilungen der gefirbten und ungefiirbten Zellen
in dem jeweils anderen Kanal iiberdecken (Abb.10). Alternativ kénnen zweltfarbige
Markerkombinationen eingesetzt werden, die sich gegenseitig ausschlieben (z.B.
CD4-FITC/CDS-PE).

Es ist unbedingt zu beachten, daB bei ciner aktiven Kompensationsschaltung eine
nachtrigliche Anderung der Photoréhrenspannung die Kompensation erheblich be-
einflufit. Weiterhin ist die Kompensation aufgrund linearer (z.B. FLI- %FL2)
Subtraktion bei logarithmischer ~Verstirkung nur fiir eine bestimmte
Fluoreszenzintensitit optimal, d.h. entweder fiir ein schwach fluoreszentes (CD3-
FITC/CD19-PE) oder fiir ein stark fluoreszentes (CD3-FITC/CD8-PE) Antigen.

4.3 Retikulozyten

Retikulozyten sind junge Erythrozyten, die aus den kernkaltigen Normoblasten
entstanden sind und vor kurzem das Knochenmark verlassen haben. Im Rahmen der
abklingenden Proteinsynthese v.a. des Hiamoglobins enthalten sic noch meBbare



Grundlagen der Durchflubzytometrie 37

Mengen an Ribonukleinsdure (RNA). Diese 148t sich mit RNA-spezifischen Farb-
stoffen anfirben, z.B. mit Brilliantkresylblau oder Methylenblau fiir die Lichtmikro-
skopie oder mit Acridinorange, Auramin O oder Thiazolorange (TO) fiir die Fluores-
zenzdurchfluBzytometrie. Der letztgenannte Farbstoff hat sich wegen seiner relativ
hohen Spezifitdt und Affinitit zur RNA durchgesetzt. Es kommt unmodifiziertes,
verdiinntes und geférbtes Vollblut zur Messung.

Gerdteeinstellung (mit TO als Farbstoff):

e  Streulicht- und Fluoreszenzsignale logarithmisch verstirken

e  Fotorohrenspannung der Fluoreszenzkanals entspricht der Einstellung fiir Im-
munfluoreszenzmessungen.

e  Schwellenwertparameter ist das Vorwirtsstreulicht. Die Schwelle muf8 so hoch
eingestellt werden, daB sie unterhalb der Thrombozyten, aber oberhalb der
Rauschsignale liegt.

o  Fenster im Punktchistogramm der gegencinander aufgetragenen Streulichtpara-
meter um die Erythrozytenwolke legen und deren Griinfluoreszenz als Histo-
gramm darstellen (Abb.15).
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Abb. 15: Bestimmung von Retikulozyten mit TO. Punkthistogramm zur Eingrenzung
der Erythrozyten (a), Fluoreszenzhistogramm der TO-Fluoreszenz (b).

Alle gegeniiber der ungefarbten Kontrolle positiven Zellen (Marker bei ca. 0,2%
"positiven" Zellen in der Negativkontrolle setzen) werden als Retikulozyten betrach-
tet. Stark fluoreszierende Zellen, bei denen es sich um Leukozyten oder Normobla-
sten handeln kann, sind deutlich abgetrennt und sollten von der Analyse ausgeschlos-
sen werden. Liegen die Leukozytenwerte im Normalbereich, wird das Ergebnis auf-
grund ihres niedrigen Anteils kaum signifikant beeinfluBt. Bei hohen Leukozytenzah-
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len und interferierenden Thrombozyten ist eine Doppelfluoreszenzmessung mit TO
und einem DNA-Farbstoff wie z.B. dem rotfluoreszenten LDS751 sinnvoll, mit dem
im Rotfluoreszenz-gegen-Seitwartsstreulicht-Punktehistogramm schon zu Beginn
Thrombozyten und Leukozyten problemlos ausgegrenzt werden kénnen. Die Auswer-
tung der relativen Fluoreszenzintensitit (RNA-Gehalt) als MaB fiir das Alter der
Retikulozyten ist nur bei einer geeigneten Kalibration des Gerites, dem Ausschluf
unerwiinschter Zellen und einer Kontrolle der Farbung méglich (s. Kap. 5.1). Auf-
grund der héheren MeBempfindlichkeit der durchfluBzytometrischen Methode gegen-
iiber der manuellen lichtmikroskopischen sind eigene Normalwerte zu erstellen.

5 Qualitdtssicherung

Schlechte Prazision, Gute Prazision, Gute Prazision,
schlechte Richtigkeit schiechte Richtigkeit gute Richtigkeit

Abb. 16: Grundlagen der Qualititskontrolle

Bevor eine Qualitéitssicherung begonnen werden kann, muf} eine Validierung der
Methodik iiber alle Phasen der Analytik hinweg vorliegen (inklusive Software). Diese
umfalit den Vergleich mit bisher iiblichen Verfahren (Fluoreszenzmikroskopie), die
Bestimmung von Nachweisgrenze, Linearitit, Prizision, Richtigkeit (s. Abb. 16),
Reproduzierbarkeit und Storfaktoren (Interferenzen, s. auch Grundsitze der "Good
Analytical Practice"). Daraus erwachsen dann die sog. "Standardarbeitsprotokolle"
(engl. SOP fur Standard Operation Procedures), die Methoden, Reagenzien, Auswer-
tung, Bewertung (Interpretation) und Dokumentation genau beschreiben. In der Regel
schlieBt sich in der Klinik die Erstellung eines Normalwertbereiches an, fiir den je
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nach Streuung der Normalwerte ca. 20 - 100 gesunde Probanden untersucht werden.
Eine Publikation solcher Daten liegt fiir die Durchfluzytometrie noch nicht vor.

Die Qualitétssicherung 1aBt sich in eine interne und externe unterteilen. Die interne
ist eine Voraussetzung fir ein regelmiBiges Bestehen der Ringversuche, welche
neben Zulassungspriifungen, Fortbildung und Inspektion durch Behérden die externe
QA (engl. Quality Assurance, QA) darstellt.

Die DurchfluBzytometric hat aufgrund ihrer Hauptanwendungsgebiete Leuko-
zytentypisierung, Retikulozytenmessung und Zellzyklusanalytik enge Anlehnung an
die Fachgebiete der Hamatologie und Pathologie, wo z.T. bereits Vorgehensweisen
etabliert sind.

In den USA werden regelmiBige Ringversuche fiir die Lymphozytentypisicrung bei
Immundefekten und die Zellzyklusanalyse von soliden Tumoren abgehalten, welche
in modifizierter Form auch fiir Deutschland vorbereitet werden.

5.1 Interne Qualitiatskontrolie

Thr kommt die weitaus groBte Bedeutung zu. In unterschiedlicher Haufigkeit wer-
den folgende Kontrollen durchgefiihrt:

Téglich sind die Streulicht- und Fluoreszenzkanile mit fluoreszenten Latexparti-
keln zu kalibrieren (z.B. CaliBRITE, Fa. Becton Dickinson, F/PE Compensation Kit,
Flow Cytometry Standards Corp.). Dabei ist zu beachten, daB die spektralen
Eigenschaften der Kiigelchen und der Zellen nicht vollstandig ubereinstimmen, so
daB die Kompensationseinstellung am besten mit z.B. CD4-FITC und CDS-PE ge-
farbten Lymphozyten durchgefiihrt wird. Weiterhin ist eine solche Einstellung nur
fur bestimmte Fluoreszenzintensititen optimal, da die Logarithmierung nicht iiber
den gesamten Verstirkungsbereich genau gleichartig erfolgt. Zellhaufen mit
niedrigerer  Fluoreszenzintensitit sind iiber-, solche mit héherer Intensitit
unterkompensiert.

Es folgt die Aufzeichnung von DurchfluBrate, Laserleistung und -stromaufnahme,
Verstirkereinstellungen inklusive der Kompensationsfaktoren fiir die spektrale
Uberlappung der Fluoreszenzfarbstoffe, Lage der Peaks in Klassenzahlen und Pro-
zent FITC, PE und ungefirbter Partikel. Damit werden Laserleistung, optische Wege
und Fliissigkeitssystem, d.h. Geritefaktoren, gepriift. Die Geréteeinstellungen werden
so verdndert, daB} die Partikel immer in die gleiche Position gelangen und die Einstel-
lungen notiert sowie graphisch iiber die Zeit dargestellt (Erkennung einer Drift).
Solche Aufgaben werden kiinftig moglicherweise durch die Geritesoftware iiber-
nommen. Insbesondere bei einem Mehrbenutzergerit ist ein Geritelogbuch erforder-
lich.

Als Minimalprogramm werden morgens (bet groBen Serien hiufiger) natiirliches
oder Surrogatmaterial zur Kontrolle der Kalibration und zur Prizisions- bzw. Rich-
tigkeitskontrolle eingesetzt. Fiir die Immunphénotypisierung stehen wegen der be-
grenzten Haltbarkeit von Vollblut nur Ersatzmaterialien wie lyophilisierte Lympho-
zyten (Cyto-Trol, Fa. Coulter) oder fixierte Leukozyten (CD-Chex, Fa. Streck) zur



40 A. Raffael, C. Th. Nebe, G. Valet

Verfiigung. Diese lassen sich den iiblichen Firbe- und Waschprozeduren, jedoch z.
Z. noch nicht der Lyse und Fixierung unterzichen. Fir die Retikulozytenmessung
stehen analog stabilisierte Erythrozytenpréiparationen mit unterschiedlichem Retiku-
lozytenanteil zur Verfiigung (Reti-Chex, Fa. Streck). In der DNA-Zellzyklusanalyse
werden iiblicherweise kernhaltige Forellenerythrozyten, Hiihnererythrozyten (DNA
Quality Control Particles, Fa. Becton Dickinson) oder alternativ Kalbsthymozyten
verwendet, die sich mit DNA Fluorochromen anfirben lassen und eine schmale
Verteilung aufweisen. Sie haben einen etwas niedrigeren DNA-Gehalt als das
menschliche Genom und kénnen daher der Patientenprobe zugemischt werden.

Ublicherweise werden in der Qualititskontrolle niedrig-, normal- und hochkonzen-
trierte Analyte bereit gehalten, welche mit Referenzmethoden bestimmt wurden. Dies
ist in der Zytometrie leider bisher nur z.T. gegeben (Retikulozyten) und Referenzme-
thoden zur Sollwertermittlung sind noch nicht etabliert (s. Beitrag von T. Nebe).
Wichtig ist die graphische Darstellung der MeBergebnisse in Form der sog. Levey-
Jennings-Graphiken, bei denen die Mefwerte der Kontrollmaterialien iiber die Zeit
aufgetragen werden. Der Sollwert und der 2s-Bereich werden als horizontale Balken
gezeichnet. Weiterhin hilfreich ist eine fortlaufende Mittelwert- und Driftberechnung
der gemessenen Normalproben.

Immunfluoreszenz:

1. Diff-Kontrolle: Vergleich des Differentialblutbildes der CD14/45 Farbung im
DurchfluBzytometer mit dem manuellen bzw. maschinellen Blutbild. Es ist je
nach Lyse-Methode mit einer konstanten Abweichung zu rechnen.

2. Kontrolle der Lymphozytensumme: %T (CD3) + %B (CD19) + %NK
(CD16+56+3-) = 100 £5%.

3. T-Zell-Kontrolle: Gleicher Anteil von T-Zellen in verschiedenen Testansédtzen
mit CD3-Antik6rper beim gleichen Patienten.

4. CD4/CD8-Kontrolle: %CD3+CD4+ + %CD3+CD8+ = %CD3 * 5%.

5. Scatter-Kontrolle: Die Lage der Streulichtkluster sollte in verschiedenen
Testansitzen des gleichen Patienten konstant bleiben.

6. Gate-Kontrolle: Die Anzahl der Ereignisse im Gate (Lymphozyten) sollte in
verschiedenen Testansitzen des gleichen Patienten konstant bleiben.

7. Backgating: Eingrenzen zB. der jeweiligen CD45/14 Zellkluster und
Darstellung nur dieser Zellen im Streulichtdotplot, Ermittlung des
Lymphozytenanteils im Streulichtgate.
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Tab. 8: Uberwachung der Kontrollparameter (Logbuch)

Komponente Messung Parameter Aufgezeichneter
Wert
Laser Leistungsaufnahme Strom bei konst. Stromstérke in
Spannung Ampére
Flussigkeitssystem Mikrokiigelchen FluBgeschwindig-  Ereignisse/
keit (Volumen/Zeit) Sekunde
Flissigkeit Kontamination Streulichtsignale % gefarbte und
ungefirbte
Mikrokiigelchen
Justage Mikrokiigelchen Vorwirtsstreulicht PMTV, gain,
Mean, CVhm
Seitwartsstreulicht PMTV, gain,
Mean, CVhm
Griinfluoreszenz ©  PMTV, gain,
(FL1) Mean, CVhm
Orangefluoreszenz PMTV, gain,
(FL2) Mean, CVhm
Rotfluoreszenz PMTV, gain,
(FL3, optional) Mean, CVhm
Log-Verstirker versch. Definierte Fluores- PMTYV, gain,
Mikrokiigelchen zenzintensitit Mean, Steigung
Kompensation Mikrokiigelchen Subtraktion FL1 - %FL2
z.B. CD4/CDS8 gef. FL2 - %FL1
Normalzellen FL2 - %FL3
FL3 - %FL2
Farbung Normalzellen Dotplotdiagramme  abnorme Lage der
Cluster
Handhabung besondere
Vorkommnisse
Kontrollzellen Reagenzien % pos. Zellen,
Meanfluoreszenz
Abkiirzungen:

PMTV = Photoréhrenspannung

gain
Mean

= Einstellung der Vorverstirker
= mittlere Fluoreszenzintensitit

CVhm = Variationskoeffizient (Halbwertsbreite)

Weitgehend vernachlissigt wurden bisher die Plausibilititskontrollen:

Retikulozyten:

1. Leuko-Kontrolle: In jeder Probe werden auch die (im Verhiltnis zahlenmiBig
geringen) Leukozyten mit angefirbt und imponieren als Zellen mit hoher
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Fluoreszenz. Sie sind ab 50.000 gemessenen Ereignissen im Histogramm
deutlich zu erkennen. LaBt die Qualitit des Farbstoffes (z.B. Thiazolorange)
nach, so geht ihr Intensititswert (Mittelwert) zuriick.

2. DNA-Kontrolle: Nach Gegenfirbung der DNA mit dem rotfluoreszenten
Laserfarbstoff LDS751 (Fa. Exiton) lassen sich grofe Thrombozyten und
Leukozyten ausgrenzen. Die Retikulozyten bleiben griinfluoreszent mit einem
geringen Rot-Anteil.

DNA-Messungen:

1. Lympho-Kontrolle: Durch den konstanten DNA-Gehalt des Genoms ist die
Lage der in den meisten Gewebeproben enthaltenen Leukozyten ein genauer
Marker fiir den 2c-Wert (doppelter Chromosomensatz).

2. 4c-Kontrolle: Der 4c-Gipfel (Mitose) mufl die doppelte Klassenzahl des 2c-
Peaks aufweisen (z.B. Kanal 400 und 200 setzt Impulsintegration voraus).

3. CV-Kontrolle: Der Variationskoeffizient des Gg/G-Peaks bei halbem Maxi-
mum der Lymphozyten bzw. Kontrollerythrozyten sollte von Préparation zu
Priparation gleich sein. Bei den Tumorzellen kann der CV ein Mab fiir einem
schwankenden Chromosomensatz von Zelle zu Zelle sein (Malignitétskriterium,
s. Beitrag F. Otto).

Je nach Stabilitit des Analysengerites sollte vor Inbetriebnahme und spéter etwa
monatlich eine Uberpriifung von Empfindlichkeit und Linearitit der MeBkandle er-
folgen. Dazu sind Mischungen von Fluoreszenzkiigelchen mit verschieden starker,
definierter Fluoreszenzintensitit erhiltlich (Quick-Cal, Fa. Flow Cytometry Stan-
dards Corp., Fa. Coulter). Trigt man die angegebenen Fluoreszenzintensitéiten der
Kiigelchen auf logarithmischer Skala gegen den bei verschiedener Verstirkung
gemessenen Klassenzahlen auf linearer Skala auf, so sollte man eine parallele Schar
von Geraden erhalten (konstante Steigung je Inkrement der Verstarkereinstellung).
Ablagerungen in der MeBkiivette, Dejustage und die Instabilitat der logarithmischen
Verstirker sind die Hauptstorfaktoren.

Die Notwendigkeit der Qualititskontrolle in der DurchfluBzytometrie wird
besonders deutlich, wenn man sich den vollstindigen Ablauf der komplexen Analytik
vor Augen fiihrt:

Tab. 9: Priifparameter fiir die Qualititskontrolle.

Phase Parameter Storgrobe Kontrollmaterial
Prdanalytik
Patientenvor- Fastenzustand Normalprobe
bereitung
physischer Zustand korperliche
Belastung
Blutentnahme Zettpunkt Tageszeit und

Jahreszeit




Grundlagen der DurchfluBzytometrie 43

Tab. 9: Priifparameter fiir die Qualititskontrolle (Fortsetzung).

Phase Parameter StorgroBe Kontrollmaterial
Antikoagulanz Ky-, K3-, Na-
EDTA, Heparin,
ACD, Citrat
Stauung
Korperlage stehend, liegend
Transport Dauer
Temperatur PKW, 50°C!
Druck Rohrpost, Flugzeug
Analytik
Inspektion Identititsprifung  Verwechslung Normalprobe
Gerinnung
Hamolyse
Sterilitat
Temperatur Refrigerator-AIDS
Probenvolumen Verhiltnis
Antikoagulanz/
Zelle
Materialgewinnung Mischen 5 - 15 min auf Normalproben
Schaukel
Aliquotierung Rohrchenhals frei
Adsorption Separationskiigel-
chen zur
Serumgewinnung
Dichtegradient Selektiver Verlust
von CD8-Zellen
u.a.
Enzymbehandlung  Desintegration,
intrazelluldre
Farbung
Farbung Reagenzienidentitit Verwechslung, z.B. Surrogatmaterial
CD3 mit Leu3
Reagenzienmenge  Leukozytenzahl bei
Leukdmie
Qualitit des Epitopspezifitat,
Reagenz F/P-Ratio, freies

PE,
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Tab. 9: Priifparameter fiir die Qualititskontrolle (Fortsetzung).

Phase Parameter Storgrofle Kontrollmaterial
Ausbleichen,
Kontamination mit
Fremd-AK,
Bakterien,
Acridinorange,
oder...
Inkubation Dauer, Mischung,
Temperatur
Zentrifugation Abkippen des
Uberstandes
Waschlosung Osmolaritit,
Sterilitit, falsch
angesetzt
Lyse Vollstandigkeit, Normalproben
Schidigung der
Granulozyten
Fixierung Vollstandigkeit,
Hintergrund-
fluoreszenz
Messung Justage Signalintensitit Mikrokiigelchen
und -streuung
Lasermode,
-leistung
Fluoreszenz- Verstérker-
kompensation subtraktion
Hillstromfliissig-  Partikel- und
keit Fluoreszenzfreiheit
Sedimentation
Adsorption Schlauche etc.
Datenmenge Statistik
Postanalytik
Auswertung Streulichtfenster Ringversuche
(Gate)
Abgrenzung
positiv/negativ
Histogrammbe- Mittelwert, Modus,

schreibung

Median
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Tab. 9: Priifparameter fiir die Qualititskontrolle.

Phase Parameter Storgrofe Kontrollmaterial
Berechnung Subtraktion
unerwiinschter
Zellen
im Fenster wie
Debris, Erys,
Monos etc.
S-Phasen- Rechenmodelle
dekonvolution
Interpretation Quadrantenzuord-  Addition d. Ringversuche
nung Doppelpositiven
Plausibilitits-
kontrolle
normal/abnormal
Verdachtsdiagnose
Vergleich mit
Vorbefund
Dokumentation Informations-/ Inspektion
Datenumfang
Archivierung

Jeder erfahrene Untersucher wird aus eigener Arbeit um die Anfilligkeit der
Verfahrensschritte und die mehr oder weniger hiufig auftretende Storfaktoren wissen
und daher eine verschieden umfangreiche interne Qualititskontrolle aufgebaut haben.
Angesichts der zahlreichen zu iiberwachenden Zahlen und Berechnungen ist der
Einsatz einer Datenbank auf PC-Ebene sinnvoll.

Entsprechend den amerikanischen Richtlinien (NCCLS-Dokument HP42-T) und dem
Konsens mit Fachkollegen auf nationaler Ebene wird folgendes Vorgehen fiir die
Immunphénotypisierung bei Inmundefekten vorgeschlagen:

Tab. 10: Standardisierte Inmunphénotypisierung

Patienten Niichtern, Ruhebedingungen
Antikoagulanz: K,-EDTA-Blut, max. 6 Stunden alt,
Heparinblut, max. 36 Stunden alt (ersatzweise bei
Einsendelabors)
Resuspendierung: Blutschaukel (kein Vibrationsmixier)
Antikérperpanel: Isotypkontrollen

CD14/CD45 Kontrolle des Streulichtgates fiir

Lymphozyten
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Tab. 10: Standardisierte Immunphénotypisierung

Patienten Niichtern, Ruhebedingungen
CD3/CD19  T- und B-Lymphozyten
CD3/CD4  T-Helfer/Inducer-Lymphozyten
CD3/CD8  T-Suppressor/Zytotoxische

Lymphozyten
Markierung; ber Raumtemperatur, austitrierte Antikérpermenge,
intensives Mischen, 5-15 min. farben
Zellpraparation: lysiertes Vollblut, anschlieBend fixiert (1,5%
Paraformaldehyd)
Auswertung; bezogen auf Lymphozyten gemil Streulichtdefinition
Berechnung: Abzug kontaminierender Zellen im Gate (Monozyten,

Basophile, Erythrozyten, Debris) aus der negativen
Population und Umrechnung auf 100%.
Ermittlung des dreiteiligen Blutbildes mit kalibriertem
hdamatologischen Differenzierautomaten und
Ubernahme der absoluten Lymphozytenzahl zur
Berechnung der absoluten Lymphozytensubset-
Konzentrationen

Dokumentation: Befundausdrucke (Histogramme), bei Studien
Rohdaten als Listendatei

Dieses Empfehlungen werden fortgeschriecben gemill dem aktuellen Stand der
Technik. Eine Dreifarbfluoreszenz und ein sog. "T-cell gating" kann wegen fehlender
Routinesoftware derzeit noch nicht empfohlen werden, ebenso nicht die Verwendung
des immunologischen Differentialblutbildes wegen Lyse- und Waschschritten, die
nachgewiesenermalen zu systematischen Abweichungen fithren.

Fiir die Leukdmietypisierung ist ebenfalls eine Standardisierung in Vorbereitung (s.
Beitrag von W.D. Ludwig und B. Wérmann).

Zwet Dinge, die iiblicherweise als nicht kontrollbediirftig angesehen werden, sind
dennoch zu tberpriifen: Infolge unterschiedlicher Rechenweisen kénnen verschiedene
Softwarepakete unterschiedliche Zahlenwerte liefern, weshalb jedem Benutzer
angeraten set, die Berechnungen soweit méglich einmal von Hand durchzufithren und
z.B. die Summen der Prozentwerte in den Quadranten aus eingegrenzten Zellen v.a.
bet niedrigen Zellzahlen zu tiberprifen. Ein sinnvolles Experiment ist die Mischung
von zwet verschieden fluorochromierten Kiigelchen in gleichen Mengen (50:50) und
eine anschlieende log2-Verdiinnung einer Sorte bei konstanter Menge der anderen.
Vergleichen Sie die theoretische Kurve (Erwartungswerte) mit der tatsichlich
gemessenen (sorgfaltiges Mischen und Pipettieren vorausgesetzt).

Das zweite Problem betrifft die CD klassifizierten Antikérper: Vergleicht man zwei
unterschiedlich fluorochromierte Antikérper eines CD-Clusters unterschiedlicher
Hersteller durch Doppelfiarbung (z.B. CD8-FITC und CD8-PE), so ergeben sich
unterschiedliche Werte, erkennbar an den unerwarteten einzelpositiven Zellen. Ob
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dies an einem limitierten Polymorphismus und der Epitopspezifitit der monoklonalen
Antikorper liegt (z.B. CD8-o,8-Subunits) ist nicht bekannt.

Die tiblicherweise verwendeten FITC- und PE- markierten Mikrokiigelchen decken
also nur emen geringen Teil der Verfahrenskette ab. Surrogatmaterialien schliefien
bereits Farbung und Auswertung mit ein und Blut von gesunden Normalpersonen
(normalerweise automatisch im Probenaufkommen enthalten) erfaBt den grofiten Teil
der EinfluBfaktoren. Da keines der genannten Kontrollmaterialien alle Faktoren
priift, ist eine Kombination von Kontrollen das Verfahren der Wahl. Ringversuche
und regelmédBige Fortbildungsveranstaltungen sind daher fiir eine umfassende
Qualitétssicherung unumgénglich.

5.2 Externe Qualitiatskontrolle

Angesichts der neuen AIDS-Falldefinition von <200 CD4-positiven T-Zellen pro
Mikroliter Vollblut wurde die externe Qualititskontrolle dringend notwendig und in
den USA etabliert. Problematisch bleibt jedoch die Ermittlung absoluter
Zellkonzentrationen im relativ messenden FluoreszenzdurchfluBzytometer, weil hier
extern ermittelte manuelle oder maschinelle Differentialblutbilder in die Berechnung
eingehen, die ebenfalls stéranfillig und kontrollbediirftig sind. Das ausgesandte
Testmaterial besteht aus frischem gewaschenem und antikoaguliertem Vollblut (max.
4 Tage haltbar). In der Himatologie wird Surrogatmaterial (ca. 60 Tage haltbar)
verwendet, welches aber durch die vorangegangene F ixierung seine Antigene und
damit seine Anfarbbarkeit weitgehend verliert. Mehrere Firmen bemiihen sich z 7t
die Stabilisierungstechniken dahingehend zu verbessern.

Die Aufarbeitung solider Tumoren ist z.Z. nicht standardisiert, weshalb sich die
DNA-Ringversuche bisher auf die Versendung fixierter Zellkernpriparationen von
Biopsaten oder Zellinien beschrinken. Hier werden DNA-Index, Aneuploidie, S-
Phasen-Anteil und die Giite der Verteilungen (CV) kontrolliert.

Die Vorgehensweisen der verschiedenen Linder beziiglich der EQA (external
quality assessment) sind im Beitrag von Strauss beschricben. Fiir die Durch-
fluBzytometrie gibt es hierzulande noch keine gesetzlichen Vorschriften, wihrend in
den USA bereits Richtlinien existieren. Nach mehreren Pilotversuchen werden in
Kiirze auch in Deutschland Ringversuche fiir die Immunphénotypisierung und die
DNA-Zellzyklusanalyse angeboten.

Die Sollwertermittlung ist noch Gegenstand der Diskussion. Neben der
Konsensusmethode stehen die Expertenergebnisse. Ebenso wichtig ist es, eine
Referenzmethode zu etablieren, ein Vorschlag dazu wird von Th. Nebe beschrieben.
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