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Die Durchflusszytometrie im VVandel
der Forschungskonzepte

Günter Valet

Max-Planck-Institut für Biochemie, Martinsried, Deutschland

Einleitung

Die Zytometrie beeinflusst die Entwicklung der modemen Biowissenschaften
in wesentlichen Bereichen. Ein wichtiger Grund hierfür besteht darin, dass das teil
weise hohe Detailwissen über die vom Genom kodierten Biomoleküle für sich al

lein nicht erklärt, wie die Moleküle zur Architektur und Funktion lebender Zellen
zusammenfinden.

Die Vielzahl der theoretischen Möglichkeiten beim Strukturaufbau und der

hoch geordneten, kompartimentierten Funktionalität komplexer metabolischer
Stoffwechselwege verhindert gegenwärtig das genaue Verständnis der molekularen
Netzwerke lebender Zellen durch deduktive Hypothesenbildung, d.h., es ist nicht

möglich, aus dem bekannten regelhaften Zusammenhangssystem der Geninforma
tionund deren Realisierung in Form von Biomolekülen auf den fertigen Zellphäno

typ zu scWießen. In diesem Spannungsfeld eröffnet die Zytometrie die Möglich
keit, eine hohe Anzahl molekularer Parameter in heterogenen, d.h. aus einer

VielzaWverschiedener Populationen zusammengesetzten Zellgemischen Zelle für
Zelle unter vergleichsweise körpernahen Verhältnissen differentiell gegen Refe
renzzellen zu vermessen. Dies kann etwa durch die Messung von Zellen kranker

gegen die gesunder Individuen, von solchen mit progredienter gegen solche mit
stationärer Krankheit oder von denen überlebender gegen solche von nicht überle

benden Patienten geschehen. Auf diese Weise konzentriert man sich unmittelbar
auf die krankheitsassoziiert veränderte Molekülexpression und deren veränderte
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Funktionalität, d.h. auf den differentiellen molekularen Zellphänotyp als Resultat
von Genotyp und Exposition. Die auf induktivem Wege gefundenen Unterschiede
ermöglichen induktive Hypothesenbildungen sowie eine retrograde Analyse ver
änderter molekularer Stoffwechsel wege zur Ergründung molekularer Krankheits
ursachen.

Um bei der Vielzahl der bis heute publizierten Arbeiten den Überblick zu be
halten, sind in dieser Zusammenstellung vorwiegend solche Arbeiten zusammen
gefasst, die Ausgangspunkt für wesentliche weitere Entwicklungen wurden.

Zytophotometrie

Die Triebfeder für die Entwicklung zytophotometrischer Instrumente zur
Durchführung zytometrischer Messungen lag im Interesse begründet, die moleku
laren Eigenschaften einzelner Zellen von kranken und gesunden Organismen [1] zu
untersuchen. Zellen wurden für solche Studien typischerweise auf Objektträgern
fixiert. Die integrierte optische Dichte für interessierende Zellbereiche, z.B. den
Zellkern, wurde dann bei einer vorbestimmten Wellenlänge dadurch ermittelt, dass
der Bereich im Verlauf der schrittweisen Verschiebung des Mikroskoptisches vor
einer kleinen in der Fokusebene des Objektivs abgebildeten Blende bei über
lappungsfreier Lichtabsorptionsmessung nach und nach vollständig erfasst wurde.
Dabei registrierte man etwa die Lichtabsorption der DNA-Basen zwischen
250-260 nm als Maß für den zellulären DNA-Gehalt. Die Verwendung der stö
chiometrischen Feulgen-Färbung [2] mit einer maximalen Lichtabsorption zwi
schen 550-570 nm [3] ermöglichte Messungen ohne die anderweitig erforderliche
UV-Optik. Weiterhin konnte der Zellproteingehalt durch Messung der Lichtabsorp
tion aromatischer Aminosäuren wie Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin bei

280 nm bestimmt werden. Für solche Untersuchungen wurde häufig das Zeiss
Universalmikrospektralphotometer (UMSP-l; Zeiss, Oberkochem, Deutschland)
eingesetzt. Die vergleichsweise langsame Messgeschwindigkeit von 5-10 min pro
Zellkern oder Zytoplasmabereich schloss allerdings die Messung größerer Zellzah
len von vornherein aus.

Durchflussverfahren

Viel schneller, d.h. mit einer Messgeschwindigkeit im Bereich von 500-5000
Zellen/s und höher, arbeiteten dagegen Blutzellzählgeräte, bei denen optisches
Streulicht [4, 5] oder elektrische Spannungspulse beim Durchtritt von in physiolo
gischer Lösung suspendierten, elektrisch nicht leitenden Blutzellen durch eine typi
scherweise 70-100 !-Imweite zylindrische Kapillaröffnung bei konstant gehalte-
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nen elektrischem Gleichstromdurchfluss gemessen wurden [6, 7]. Neben der Zell
konzentration kann bei Kenntnis der Kapillargeometrie, des elektrischen Stroms,

der Leitfahigkeit des Suspensionsmediums und der Zellform beim Kapillardurch
tritt, das Absolutvolumen der Zellen ermittelt werden. Im ersten Zellsorter wurden

beispielsweise Erythrozyten in Abhängigkeit von ihrem elektrischen Zellvolumen
messwert präparativ sortiert [8].

Impulszytophotometrie

Ein deutliche Verbesserung der Objektträger-orientierten Zytophotometrie

ergab sich, wenn spezifisch mit Fluoreszenzfarbstoffen angefarbte Zellen unter
Sog eine Messkammer innerhalb eines hydrodynamisch fokussierten [9], dünnen
Flüssigkeitsstrahls mit einer Geschwindigkeit von zirka I m/s durchströmten. Bei
senkrechtem Durchtritt durch die mittels UV-Licht aus einer Quecksilber-Hoch

drucklampe (HBO-lOO; Osram, München, Deutschland) in Köhlerscher Epi-Illu
mination beleuchtete Fokusebene des Mikroskopobjektivs [10] konnten die entste

henden kurzen Fluoreszenzlichtpulse der angefarbten Zellen mittels einer in der

Objektivebene abgebildeten konfokalen Blende vergleichsweise rauscharm erfasst,
mittels Photoröhren elektronisch verstärkt und entsprechend dem Impulsmaximum

oder der Impulsfläche in elektronischen Vielkanalanalysatoren aus der Nuklear
technik klassifiziert werden.

Auf diese Weise waren im weltweit ersten fluoreszenzorientierten Impulszyto

photometer ICP-II (Phywe, Göttingen, Deutschland) [10] typischerweise mehrere
tausend Zellen pro Sekunde vermessbar. Zwei Photoröhren erlaubten die gleichzei
tige Fluoreszenzlichtmessung von zwei Arten von Farbmolekülen mit ähnlichem
Anregungs-, aber unterschiedlichem Emissionsspektrum. Die Separation des
Emissionslichts erfolgte mittels wellenlängenselektiven Strahlteilern sowie Lang-,
Kurz- oder Bandpassfiltern zur genauen Farbbegrenzung des emittierten Fluores
zenzlichts. Zelldoubletten oder Mehrfachzellaggregate wurden mittels eines Quo
tienten aus Pulshöhe zu Pulsfläche unterschieden [11, 12] - ein Verfahren, das bis

heute in den meisten Durchflusszytometem oder Zellsortiergeräten routinemäßig

angewendet wird.
Das ICP-ll [10, 13] war bereits zu einer Zeit verfügbar, als anderweitig noch

Zweifel bestanden, ob die Fluoreszenztechnologie an die Empfindlichkeit der Ab

sorptionszytometrie nach zytochemischer Zellanfarbung [14-16] herankommen
würde. Die Absorptionszytometrie-Ausrichtung führte zur Entwicklung der Hema
log-D-Blutzellanalysatoren [17, 18] (Technicon, Tarrytown, NY, USA), die in
Nachfolgemodellen bis heute im klinischen Labor im Einsatz sind. Die Mehrzahl
der zytometrisch interessierten Wissenschaftler wandte sich jedoch in der Folge der
Fluoreszenzmessung als der potentiell zukunftsträchtigeren Technologie zu.

Die Durchflusszytometrie im Wandel der Forschungskonzepte 3
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Als Folge kam um 1970 das von Absorptions- (Cytograph, 633-nm-Helium
Neon-Laser oder Xenon-Kurzbogenlampe) auf Fluoreszenzmessung umgerüstete
CytoFluorographgerät (BiolPhysics Systems Inc, Mahopac, NY, USA) mit einem
488-nm-Argon-Ionen-Laser auf den Markt. Im Jahre 1976 wurde diese Entwick

lung, ebenso wie die Phywe-ICP-Instrumententwicklung von Ortho Diagnostics
(Johnson und Johnson Unternehmensbereich, Westwood, MA, USA) aufgekauft.

Die CytoFluorograph-Produktlinie wurde weitergeführt, während die Phywe
Entwicklung nicht fortgesetzt wurde. Von Coulter (Miami, FL, USA) standen ab
1977 die EPICS-Zellsortiergeräte und von Becton Dickinson (Mountain View,CA,
USA) ab etwa 1978 die FACS-IV-Zellsortiergeräte [19] zur Verfügung, Die Firma
Partec (Münster, Deutschland) führte unabhängig davon die ursprüngliche Impuls
zytophotometerentwicklung mit einem geschlossenen Piezokristallzellsorter
[20-22] weiter, der etwa 1986 verfügbar wurde. Damit konnten unter anderem
auch große Partikel wie etwa Pankreas inseln [23] schonend sortiert werden. Wei

terhin wurden mehrere Typen von analytischen Durchflusszytometem mit unter
schiedlicher Beleuchtung, unterschiedlichem Messkammerdesign und unter
schiedlicher Anzahl von Analyseparametern entwickelt.

Nomenklatur

T

Die anHinglicheNomenklatur für die neue Technologie variierte zwischen den
Begriffen «Impulsfluorimetrie» [13,24], «Impulsfluorometrie» [25], «Impulscyto
photometrie» [26], «Impulszytophotometrie» [27], «Impulsmicrophotometrie»
[28], «impulse cytophotometry» [29], «pulse cytophotometry» [30], «micro-flow
fluorometry» [31], «microflow fluorometry» [32] in Europa sowie «flow cytome
try» [33], «flow microfluorimetry» [34] oder «flow microfluorometry» [35] in den
USA. Der Begriff «flow cytofluorometry« [36] wurde sowohl in Europa als auch in
den USA verwendet, als weitere Bezeichnung wurde «flow DNA analysis» [37]
geprägt. Im deutschsprachigen Raum haben sich im Laufe der Zeit die Begriffe
«Durchflusszytometrie» sowie «Zellsorter» und «Zellsortierung» im präparativen
Bereich eingebürgert.

International einigte man sich 1976 auf der 5th American Engineering Foun
dation Conference on Automated Cytology in Pensacola, FL, USA auf den Begriff
«flow cytometry». Wegen der Nomenklaturänderung und den verstreuten Publika

tionsgewohnheiten der deutschsprachigen Wegbereiter der neuen Technologie
bleibt ein erheblicher Teil der grundlegenden Arbeiten im technischen, vor allem
aber auch im klinischen Bereich in der englischsprachigen Literatur im Allgemei
nen unberücksichtigt. Eine Literatursuche für die Zeitperiode 1969-1978 im ISI
Web of Knowledge erbringt 60 Artikel für die verschiedenen europäischen Such
begriffe und 44 Artikel für die Begriffe flow cytometry, flow microfluorimetry,
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Von der Impulszytophotometrie zur klinischen Zytometrie

5

flow cytofluorimetry und flow cytofluorometry in Mehrheit von US-Autoren. Dies
zeigt die wegbereitenden friihen Aktivitäten der europäischen Forschung, die ganz
überwiegend von DeutscWand ausgingen. Dabei ist nicht beriicksichtigt, dass spe
ziell hierzulande zaWreiche Artikel in Büchern oder in nicht vom Institute for

Scientific Information (IS!) gelisteten Periodika publiziert wurden, die in diesem
Vergleichnicht enthalten sind.

Die Durchflusszytometrie im Wandel der Forschungskonzepte

Ein erstes Treffen für die wachsende Gruppe von Wissenschaftlern mit Interes
se an der Impulszytophotometrie wurde von Michael Andreeff 1972 in Heidelberg
organisiert. Nachfolgekongresse fanden in Nijmegen 1973, Münster 1975, Wien
1977, Voss 1979 und Rom 1980 statt. Sie wurden von CA.M. Haanen, W. Göhde,
D. Lutz, O. Laerum und F. Mauro organisiert. Die zusammengefassten Arbeiten
wurde jeweils von CA.M. Haanen, H.F.P. Hillen, J.M.C Wesseis als Pulse Cyto
photometry I, von W. Göhde, 1. Schumann, T. Büchner als Pulse Cytophotometry
II und von D. Lutz als Pulse Cytophotometry Irr herausgegeben. Sie sind bei Euro
pean Press, Ghent, 1975, 1976 und 1978 erschienen. Flow Cytometry IV wurde
von O.D. Laerum, T. Lindrno, E. Thorud herausgegeben und vom Universitetsfor
laget, Bergen, 1980 gedruckt. Ein seitengleiches Duplikat des Buchs erschien 1981
in Acta Pathologica Microbiologica et Immunologica Scandinavica. Section A,

Pathology (Supplement 274, pp 1-535). Die Zusammenfassungen des Kongresses
in Rom wurden von F. Mauro und G. Mazzini zusammengestellt (Basic Applied
Histochem 1980;24: 229-398), ein Kongressband mit den Arbeiten zu den Vorträ
gen wurde dagegen bei diesem Kongress nicht erstellt.

Die Bedeutung der friihen europäischen Durchflusszytometrie-Kongresse er
gibt sich unter anderem daraus, dass 20 der in diesem Überblick zitierten Anfangs
arbeiten zu den jeweiligen Sachgebieten in diesen zwischen 1973 und 1980 er
schienen Kongressbänden enthalten sind. Zusätzliche sieben Artikel im Journal of

Histochemistry and Cytochemistry riihren von Beiträgen europäischer Autoren bei
den Kongressen der American Engineering Foundation her, die ungefähr im selben
Zeitraum abwechselnd in den USA und in Europa organisiert wurden (www. isac

net.orglhistory/isachistory. htm).

ScWießlichwurde 1978 die Society for Analytical Cytology (SAC) anlässlich
der 6th American Engineering Foundation Conference on Automated Cytology in
Schloss Elmau bei Mittenwald gegriindet. Hierdurch entstand die ursprünglich
nicht unumstrittene Tendenz, die europäischen Treffen nicht fortzuführen und fort
an innerhalb der SAC tätig zu werden. SAC-Kongresse wurde ab dieser Zeit in
gegenseitiger Abstimmung in den USA oder in Europa abgehalten. Außerdem
wurde 1980die Zeitschrift Cytometry gegründet.
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Zwischen 1985 und 2000 wurden zusätzlich nationale Zytometriegesellschaf
ten in Italien (GIC, SICICS), Frankreich (APC), Portugal/Spanien (SIC), Deutsch
land (DGfZ), Dänemark, Großbritannien (Untergruppierung der Royal Microsco
pic Society, RMS), Belgien (BVC/ABC), Schweiz (SCS), Schweden, Polen (PCS)
und Österreich (OEGfZ) gegründet mit heute insgesamt über 2000 Mitgliedern.
Die Gründung der European Society for Analytical Cellular Pathology (ESACP)
im Jahr 1986 mit ihrer Zeitschrift Analytieal Cellular Pathology im Jahr 1989 so
wie der European Working Group for Clinical Cell Analysis (EWGCCA) 1996
und deren Zusammenarbeit mit dem Journal of Biologieal Regulators and Homeo

statie Agents seit 2002 zeigt die Bedeutung nationaler und regionaler Organisatio
nen zusätzlich zur SAC, die im Hinblick auf ihren internationalen Charakter 1990

in International Society for Analytical Cytology (ISAC) umbenannt wurde.

ESACP und die International Society for Diagnostic Quantitative Pathology
(ISDQP) schlossen sich 2003 zur International Society for Cellular Oncology
(ISCO) mit der in Journal of Cellular Oneology umbenannten Zeitschrift Analyti
eal Cellular Pathology zusammen.

Die verschiedenen Organisations strukturen erlauben es, die schnelle Entwick

lung der Zytometrie wirksam zu begleiten. Aufgaben der Qualitätssicherung und
Kontrolle im Bereich der klinischen Zytometrie werden auf europäischer Ebene
von der EWGCCA in Zusammenarbeit mit Eurostandards (Sheffield, UK) und

UK-NEQAS (Sheffield, UK) für die klinische Immunphänotypisierung von Patien
tenzellen angegangen.

Weitere Instrumententwicklungen

Im Verlauf der anfänglichen Verbreitungsphase der ICP-I1-Impulszytophoto
meter entwickelte eine Reihe von Forschungsgruppen eigene Instrumente, da die
auftretenden Messaufgaben vom ICP-ll und dem Nachfolgeinstrument ICP-22
(Phywe) nur teilweise erfüllt werden konnten. Die HBO-lOO-Quecksilber-Hoch

druckdampflampe war für die Fluoreszenzanregung im UV-Bereich geeignet. Mit
den ICP-Geräten konnten jedoch initial keine Lichtstreuungs- oder elektrische Zell
volumenmessungen durchgeführt werden. Wegen der vergleichsweise niedrigen
Anregungsintensität im Bereich von 470 bis 500 nm war es zudem schwierig, ge
ringe Immunfluoreszenzen von Fluoreszeinisothiocyanat(FITC)-markierten Anti

körpern auf Zellen sensitiv zu erfassen. Das CytoFluorographgerät (Bio/Physics
Systems, 1970; Ortho Diagnostics, 1976), ebenso wie die Coulter-Epics- und
Becton Dickinson-FACS-IV-Geräte enthielten typischerweise einen Argon-Ionen
Laser zur Fluoreszenzanregung bei 488 nm sowie zur Messung der Kleinwinkel
(1-3 Grad) und 90-Grad-Seitwärtslichtstreuung, allerdings ohne Möglichkeit zur
UV-Fluoreszenzanregung oder elektrischen Zellvolumenmessung.

6 Valet
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Die Notwendigkeit zur Erfassung von mehr als zwei simultanen Fluoreszenz
parametern führte am Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) in Heidelberg
zur Entwicklung des ersten Doppel-Laser-Instruments [38]. Ein Instrument mit be
sonders fein gebündeltem Laser-Strahl [39,40] zur schnellen und präzisen Längen
messung von Zellen und Zellaggregaten wurde bei der Gesellschaft für Strahlen
forschung (GSF), Hannover, entwickelt und später von Kratel Instrumente
(Stuttgart-Leonberg, Deutschland) produziert.

Die Erfordernis zur Bestimmung relativer Analytkonzentrationen und mitt
lerer Oberflächendichten von Molekülen für zellbiochemische Untersuchungen
führte zur Entwicklung der Metricell- [41] und Fluvo-Metricell-Instrumente [42].
Eine Messkammer mit Coulter-Kapillare und hydrodynamischer Partikelstrahlfo
kussierung zur schnellen Messung des absoluten Zellvolumens auf elektrischem
Wege wurde zu diesem Zweck am Max-Planck-Institut für Biochemie zunächst
mit dem optischen Teil eines ICP-II gekoppelt. Ein Vielkanalanalysator und ein
Computer dienten zur Histogrammdarstellung sowie zur Online-Listendaten-Auf
nahme und zur weiteren Analyse der Listendaten (list mode) [43]. Die Fluvo-Me
tricell-Instrumente wurden in der Folge mit neuem optischen Aufbau und einem
Z-80-Mikroprozessorcomputer zwischen 1985 und 1990 von HEKA Elektronik
(ForstlWeinstraße, Deutschland) hergestellt.

Die bereits seit längerer Zeit vermutete artifizielle Rechtsschiefe von Zellvolu
menkurven, die mit Coulter-Kapillaren gemessen wurden, war während einer ge
wissen Zeit ein signifikantes Hindernis für die genaue Charakterisierung normaler
Erythrozytenpopulationen des Menschen. Insbesondere bedeutete dies ein Problem
bei der Analyse von Mischpopulationen aus verschieden großen, diskreten
Erythrozytenpopulationen, wie sie etwa bei forcierter Erythropoese in der Nach
geburtsphase sowie nach Blutung oder Röntgenbestrahlung bei Ratten, Schafen
und Meerschweinchen zeitweise auftreten [44].

Die erheblichen Bemühungen zum Nachweis, dass es sich bei der mit dieser
Methodik allgemein gemessenen Rechtsschiefe von Erythrozytenvolumen-Veltei
lungskurven gesunder menschlicher Personen tatsächlich um Artefakte handelte,
und um die Aufklärung von deren Entstehung führte zunächst zur Entwicklung des
Piezokristall-getriebenen [45] Tröpfchensorters [8]. Die genaue Ursache des Arte
fakts konnte allerdings erst durch Hochgeschwindigkeitsphotographie mittels La
ser-Pulsen [46] oder Mikrosekunden-Argon-Lichtbogenb1itzen [47] während der
Zellpassage durch die Messöffnung aufgeklärt werden. Die Rechtsschiefe wird
durch M-förmige Impulse von Zellen verursacht, die nahe an den Ecken der Ein
gangsöffnung der Messkapillare durch Zonen erhöhter elektrischer Feldstärke flie
ßen [9,46,48]. Die elektronische Zurückweisung M-förmiger Pulse [49] oder die
konische Aufweitung der ausflussseitigen Kapillaröffnung [50] vermindern diesen
Artefakt, während er durch hydrodynamische Fokussierung des Zellstrahls [9,
51-53] von vornherein zuverlässig vermieden wird. AEG Telefunken (Ulm,

Die Durchflusszytometrie im Wandel der Forschungskonzepte 7
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DeutscWand) setzte die hydrodynamisch fokussierte elektrische Zellvolumenmes
sung [51] im AEG-Telefunken-Partikelanalysegerät (1972) ein. Die AEG-Entwick
lung wurde allerdings in der Folgezeit von Coulter aufgekauft und anschließend
vom Markt genommen.

Die von AEG-Ingenieuren gemachte Beobachtung eines transzellulären 10

nenflusses bei erhöhter Feldstärke in der Messöffnung infolge eines dielektrischen

Zellmembrandurchbruchs [54-56] bildet die Basis für den Transmembrantransport
extrazellulärer Substanzen in die Zelle mittels Elektroporation [57] - eine Technik,
die in der Molekularbiologie häufig zur Transfektion benutzt wird.

Die Hochgeschwindigkeitsphotographie ermöglichte die schnelle Zellbild

erfassung in der Durchflusszytometrie [59], eine Idee, die neuerdings als Hoch
durchsatzmethodik mit dem ImageStreamlOO-lnstrument (Amnis, Seattle, WA,
USA) [58] unter Einsatz von heute wesentlich lichtsensitiveren Bauelementen

wieder aufgenommen wird. Wird der anregende Laserstrahl sehr eng fokussiert
z.B. auf etwa 0,5 ~m, so können im «Slit-scan»-Verfahren Fluoreszenzintensitäts

profile einzelner Zellen [60] oder Chromosomen [61] im Durchfluss gemessen
werden.

Die Erfordernis zur schnellen Signalprozessierung und Histogrammanzeige
sowie zur Online-Berechnung von Signalverhältnissen konnte durch den Einsatz
Software-gesteuerter Mikroprozessortechnik [62-64] anstelle von Hardware-Lö
sungen oder dem Einsatz von Großcomputern erreicht werden. Die modularen In
strumente wurden teilweise durch Dr. O. Ahrens Messtechnik (Bargteheide,
Deutschland) entwickelt, eine Firma, die heute DNA-Bildanalysesysteme herstellt.

Die Notwendigkeit von zeit- und temperaturkontrollierten durchflusszyto
metrischen Experimenten bei vergleichsweise niedrigen Fluoreszenzen führte zu
einem speziell abgestimmten Laser-Durchflusszytometer mit Zellsorter in Cam

bridge (UK) [65]. Neben der Ausrüstung mit mehreren Lasern wurde spezielle
Messkammem mit hoher Raumwinkelausbeute für das abgestrahlte Fluoreszenz
licht entwickelt [66, 67].

Die Messung von Mikroorganismen wie Bakterien oder Hefezellen [68] wa

ren der Auslöser für die Entwicklung eines besonders empfindlichen Epi-lllumina
tionssystems mit einer HBO-100-Quecksilber-Hochdrucklampe zur Fluoreszenz
anregung [69] in Oslo. Das Instrument wurde etwa ab 1982 nacheinander unter den

Namen MPV Durchflusszytometer von Leitz (Wetzlar, Deutschland), unter dem

Namen ArguslOO von Skatron (Tranby, Norwegen) und unter dem Namen Bryte
HS von den BioRad-Laboratories (Hercules, CA, USA) gebaut.

Bruker-Odam (Wissembourg, Frankreich) produzierte das ATC3000 Durch
flusszytometer mit eingebautem Zellsorter zwischen 1990 und 1993. Das Gerät
wurde mit einer hydrodynamisch fokussierten Coulter-Kapillare zur elektrischen
Volumenmessung in Kombination mit einer Multilinien-Laser-Anregung im Um
feld des französischen Commissariat a 1'Energie Atomique (CEA) gebaut. Schnelle
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Grafik mit der Möglichkeit, eine große Anzahl gleichzeitig aktiver elektronischer
Auswertungsfenster mit polygonaler oder elliptischer Gestalt zu definieren, stellten
eine besondere Eigenschaft dieses Instruments dar.

Experimentelle und klinische DNA-Zytometrie

Ethidiumbromid (2,7-Diamino-l 0-Ethyl-9-Phenylphenantridiniumbromid)
[13, 24], Acriflavin-Auramin [70], Propidiumjodid (PI) [71], Mithramycin [72],
Ethidiumbromid + Mithramycin [73], Chromomycin A3 [74], Acridinorange
[75,76], DAPI (4' ,6-Diamidino-2-Phenyindol) [77] sowie Hoechst 33342 und
Hoechst 33258 (2,6-Bisbenzimidazol-Derivate) [78] für die DNA-Messung oder
DANS (l-Dimethyl-Amino-Napthalin-5-Sulfochlorid) [24] und FITC [79] zum
Proteinnachweis wurden zunächst in der Ein- und Zwei-Parameter-Durchfluss

zytometrie eingesetzt. Als erste Zwei-Parameter-Fluoreszenzmessung ist eine
DNA- gegen Proteindarstellung [24] beschrieben. Die entstehenden Histogramme
wurden mathematisch [80, 81] analysiert.

Biologisches Gewebe wurde zur Präparation von Zellkernen typischerweise
mit 0,5% saurer Pepsinlösung bei pH 1,8 [29, 82] oder mit Pronase [83] behandelt.
Alternativ wurde Gewebe mit 0,1-1 % RNase [13,29,30,84] zur Entfernung der
zellulären RNA inkubiert. Hohe und niedrige Salzkonzentrationen bei pH 10 und
pH 5,8 in Gegenwart von RNase und Detergenzien [85] oder von Trypsin zusam
men mit Detergens [86] erwiesen sich für die Ermittlung von DNA-Verteilungskur
ven von Zellkernen ebenfalls als nützlich. Die erfolgreiche enzymatische Zellkern
präparation aus Paraffinblockmaterial erreichte ihre zeitweise hohe Popularität [83]
allerdings erst deutlich später [87].

Die niedrigen Variationskoeffizienten (= 100 x Standardabweichung/Mittel
wert) von DNA-Verteilungen mit den Phywe- und Partec-Geräten unter Einsatz der
Ethidiumbromid/Mithramycin-Farbverstärkung [73, 88] öffnete den Weg zur
analytischen und präparativen Trennung von x- und y-Spermien und Spermatiden
[89,90], ebenso wie zur zytometrischen Chromosomenanalyse [91,92] in Geräten
mit Quecksilber -Hochdrucklampen.

Das klinische Interesse an der zellulären DNA-Messung betraf den Nachweis
von DNA-Aneuploidie als Malignitätszeichen. Die DNA-Aneuploidie in Form des
DNA-Index ebenso wie die Fraktion von Zellen in der S-Phase des Zellzyklus [29,
30,82,93-95] wurde zur Charakterisierung maligner Zellen verwendet. Der Nach
weis von präkanzerösen Läsionen [96], Magenkrebs [27, 97], Leukämien und
Lymphomen [93, 98-100] oder einer abnormen Granulo- und Erythropoese [101]
ebenso wie die Messung synovialer Zellen [102] sowie von Haut- [32] oder Blasen
tumorzellen [103, 104] zeigen das unmittelbare und weit gestreute klinische Inte
resse an der neuen Technologie.
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Die Nutzung der DNA-Aneuploidie oder S-Phasen-Zellanteilsbestimmung in

der täglichen klinischen Praxis blieb jedoch begrenzt [105-109] trotz der nachhal

tigen Anstrengung vieler Wissenschaftler, die sich in mehr als 1000 klinisch orien
tierten Zeitschriftenartikeln zwischen 1969 und 2003 manifestiert.

Chromosomenanalyse, FISH

Der Einsatz der lichtstarken und eng fokussierten Laser-Lichtquellen erlaubte

die analytische und präparative Auftrennung von Chromosomen [35, 110-113]

zur Anlage von spezifischen DNA-Chromosomenbibliotheken als eine der Vor

bedingungen für den Beginn des späteren Humangenomprojekts. Der molekular

biologisch spezifische Nachweis bestimmter DNA-Abschnitte in Chromosomen

führte zu verschiedenen fluoreszenten In-situ-Hybridisierungstechniken (FISH)

[114-117].

Zellzyklusanalyse, Mikronuklei, hämatopoetische Stammzellen

Ein wesentlicher Teil der anfänglichen experimentellen Arbeit war auf die

DNA-Zellzyklusanalyse bei verschiedenen Wachstums bedingungen von Zellen

ausgerichtet, insbesondere während und nach der Interaktion mit Zytostatika, wie

etwa VELBE [24], Daunomycin [26], Bleomycin [118] oder Kombinationen von

Adriamycin und Bleomycin [79] sowie nach ionisierender Bestrahlung [79,

119-121]. Zellzyklusphasendauer [122], Synchronisation im Zellzyklus durch

Röntgenbestrahlung und Daunomycin [123], Mechanismen der Kontaktinhibition

[124, 125] sowie Lektin(Concanavalin A; Con-A)-induzierte Zellagglutination

[126] betrafen andere Bereiche des anfänglichen Interesses.

Die durchflusszytometrische Bromodesoxyuridin(B UD R)- Hoechst -33258

Fluoreszenzquenchungstechnik [127] bot eine schnelle und exzellente nicht

radioaktive Alternative für das Studium der Zellzyklusregulation, ähnlich wie die

Verwendung von fluoreszenzmarkierten Anti-BUDR-Antikörpern [128-130].

Weiterhin wurde zur Analyse der Zell proliferation in gesunden oder kranken

Geweben oder Zellen der monoklonale KI-67-Antikörper vielfach verwendet
[131].

Die durchflusszytometrische Bestimmung von Mikronuklei eröffnete neue

Möglichkeiten zur Abschätzung des mutagenen Potentials von Substanzen, zyto

statischen Medikamenten oder ionisierender Strahlung [134].

Die Charakterisierung und Anreicherung hämatopoetischer Stammzellen er

folgte vennittels ihrer Lichtstreuungs- [132] und FITC-Antikörperbindungseigen

schaften [133] nach zentrifugaler Elutriation oder Zellsortierung.
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Prädiktive Zytologie und Zytopathologie mittels DNA-Bildzytometrie

Während die durchflusszytometrische DNA-Analyse der bildanalytischen

DNA-Analyse mittels absorptiver Feulgen-Färbung üblicherweise in Schnelligkeit

und Messpräzision überlegen ist, können mittels Bildanalyse selektiv die Zellkerne

dysplastischer Zellen im Hinblick auf DNA-Aneuploidie und in Langzeitstudien

auch das Risiko auf spätere maligne Entartung geprüft werden. Verschiedene

Untersuchungen zeigten, dass DNA-Aneuploidie in dysplastischen Läsionen, z.B.

in Lunge [135], Larynx [136] und Cervix uteri [137], nach melujährigen Interval

len in einem hohen Prozentsatz der Fälle mit dem Auftreten maligner Tumoren ver

knüpft ist. Mittels DNA-Bildanalyse und morphologischer Selektion verdächtiger

Zellen können bereits wenige DNA-aneuploide Zellen als frühes Zeichen von

TumoITÜckf,illen [138] zuverlässig aufgespürt werden.

Die DNA-Bildzytometrie dient deshalb zunehmend als Referenzmethode für

maligne Zellen in zytologischen Präparaten [139, 140], wobei die DNA-Messung

richtigere Aussagen liefert als die Charakterisierung maligner Zellen allein durch

morphologische Kriterien. Das DNA-Bildanalysekonzept liefert neuerdings Vor

hersagen, im Einzelfall mit mehr als 95% Richtigkeit, für die spätere Krebsent

wicklung bei oralen Leukoplakien [141-144].

Die quantitative DNA-Bildzytometrie eröffnet auf diese Weise den Weg für

eine prädiktive Zytologie und Zytopathologie im Bereich maligner Erkrankungen,

mit der Einschränkung, dass DNA-euploide maligne Tumoren auf diese Weise
nicht erfassbar sind.

Insgesamt zeigt dies, dass das Aufspüren DNA-aneuploider Zellen als frühes

Anzeichen für eine spätere Malignisierung, verglichen mit der Charakterisierung

der DNA- Verteilung maligner Tumoren, die lange im Vordergrund stand, letztlich

einen deutlich höheren klinischen Aussagewert für den Einzelpatienten aufweist.

Immunphänotypisierung

Die Unterscheidung von Lympho-, Mono- und Granulozyten aufgrund unter

schiedlicher Werte für Vorwärts- (forward scatter; FSC) und Seitwärtsstreulicht

(side scatter; SSC) [145, 146] zusammen mit dem Nachweis der Bindung fluores

zenzmarkierter Antikörper [147], der Kompensation der Fluoreszenzüberlappung

(Fluoreszenzkompensation) in den Messkanälen bei Mehrfarbenfluoreszenz [149]

sowie der Möglichkeit zur fluoreszenzaktivierten Zellsortierung [147, 148] stellten

die wesentlichen Voraussetzungen für die heute allgemeine Verbreitung der Im

munphänotypisierung von Zellen in Forschung und Klinik dar.
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Fluoreszenzanisotropie, Fluoreszenzresonanz-Energietransfer,

polarisierte Lichtstreuung und Raman-Streuung

Fluoreszenzanisotropie [150] und Fluoreszenzresonanz-Energietransfer
(FRET) [38, 88, 151-154] ennöglichen die durchflusszytometrische Unter
suchung der Membranfluidität sowie der räumlichen Nähe interagierender Bio
moleküle. Der Polarisationsgrad des Streulichts [155] erlaubt die rasche Unter
scheidung von Lympho-, Mono- und Granulozyten sowie von baso- und
eosinophilen Granulozyten. [156] in verdünntem Blut ohne Anfarbung. Mittels
konfokaler Raman-Mikroskopie kann die Funktionalität einer signifikanten Anzahl
von Molekülarten ebenfalls in ungefarbten lebenden Zellen visualisiert werden
[157].

Zellfunktionsmessung

Das Interesse an Zellfunktionen als schnell reagiblen Parametern für zellbio
chemische, zellphysiologische und klinische Zellveränderungen führte zur Ent
wicklung von Fluoreszenzindikatorsubstanzen für verschiedenen spezifische Zell
funktionen. Die Nachweisfarbstoffe durchdringen die Zellmembran häufig
diffusionskontrolliert als ungeladene und nicht fluoreszente Vorstufenmoleküle.
Nach intrazellulärer enzymatischer Spaltung oder anderweitiger Aktivierung wer
den fluoreszente, elektrisch negativ oder positiv geladene Funktionsindikatonnole
küle freigesetzt. Positiv geladene Moleküle neigen angesichts der von außen nach
innen gesehen elektrisch negativen Transmembran- und Mitochondrienmembran
potentiale auf elektrostatischem Wege zur Selbstakkumulation während negativ ge
ladene Moleküle, wenn sie ein bestimmtes Konzentrationsniveau überschreiten,
von den Zellen teilweise aktiv exkretiert werden. Die zelluläre Selbstakkumulation

zahlreicher fluoreszenter Funktionsindikatonnoleküle erhöht deren Nachweisemp
findlichkeit deutlich.

Die durchflusszytometrische Bestimmung der Enzymaktivitäten von Estera
sen mittels Fluoreszeindiacetat (FDA), [158-161], von Phosphatasen und Beta
d-Glucuronidase [162] sowie simultan von Esterasen und Phosphatasen zusammen
mit deren Aktivitätskinetiken (Umbelliferon-Phosphat, [161, 163]), ebenso wie der
Nachweis von Peptidasen und Transpeptidasen [164, 165] stellten die anfänglichen
Herausforderungen der Enzymaktivitätsmessung in lebenden Zellen dar. Die si
multane DNA-Anfarbung in lebenden Zellen mit Hoechst 33662 und in toten Zel
len mit PI unterschied lebende von toten Zellen [166], während die Phagozytose
fixierter und FITC-markierter Bakterien [167] sowie von monodispersen Fluores
zenzpartikeln [168] ebenso wie von lebenden Bakterien [169] eine Einsicht in zel
luläre Funktionsänderungen bei der Phagozytose ennöglichte.
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Das Interesse am intrazellulären pH-Wert als Äquivalent für die Stoffwechsel
lage lebender Zellen in experimentellen und klinischen Situationen führte zunächst
zur Nutzung von Substanzen mit pH-abhängigen Anregungsspektren bei konstan
ter Emissionswellenlänge des abgestrahlten Fluoreszenzlichts. Die sequentielle
Anregung einer farbstoffgefüllten Zelle bei zwei Lichtwellenlängen und die Mes
sung der abgestrahlten Fluoreszenz im konstanten Emissionsmaximum erlaubt die
Berechnung eines Fluoreszenzverhältnisses als Maß für den intrazellulären pH
Wertoder dessen Änderungen. Die Zellen wurden ursprünglich mit einem einzigen
Laser im Verlaufe von zwei Durchläufen mit unterschiedlichen Wellenlängen ange
regt (Fluoreszein [170]). In diesem Falle ergibt das Fluoreszenzverhältnis den mitt
1erenpH-Wert aller vermessenen Zellen, nicht aber den individuellen intrazellulä
ren pH-Wert jeder einzelnen Zelle. Einzelzell-pH-Werte wurden durch eine
instrumentell aufwendigere Doppel-Laser-Anregung von Zellen erreicht (4-Methyl
umbelliferon [171]). Eine wesentlich einfachere und für alle Zytometer geeignete
intrazelluläre pH-Messung konnte durch die Verwendung von Farbstoffen mit einer
pH-abhängigen Emissionswellenlänge erreicht werden (l,4-Dicyano-Hydrochinon
(DCH) [172]). DCH wird in Form des ungeladenen Diacetatesters ADB vorgege
ben, der die Zellmembran diffusionskontrolliert durchquert und von zytoplasmati
schen oder anderen Esterasen in das pH-Indikatormolekül DCH und Acetat gespal
ten wird. Farbstoffe mit pH-abhängigem Emissionsspektrum werden in einem
einzigen Wellenlängenbereich z.B. mittels Quecksilber-Hochdrucklampe oder La
ser angeregt, während das Emissionslicht jeder Zelle simultan in zwei typischer
weise in jedem Durchflusszytometer vorhandenen Lichtkanälen gesammelt wird.
Das Zelle für Zelle berechnete Verhältnis der beiden Fluoreszenzen ist ein Maß für

den intrazellulären pH-Wert. Die Nutzung von Fluoreszenzemissionsverhältnissen
aus verschiedenen Lichtkanälen [173] ist gängige Praxis in zahlreichen bild- und
durchflusszytometrischen Anwendungen geworden.

Weitere Herausforderungen betrafen die Messung der Zell stimulation über die
Veränderung intrazellulärer Ca2+-Konzentrationen (INDOl [174]) und «stopped
flow» Kalzium-Kinetiken [175, 176], die Bestimmung der Aktivität des oxidativen
Bursts mit Dihydrorhodamin-123 (DHR-123) [177] oder Hydroethidin (HE) [178],
die Bestimmung von intrazellulärem freien Glutathion mittels Ortho-Phthaldialde
hyd (OPT) [179] oder Monobromobiman mit N-Ethylmaleimid-Proteinthiolgrup
pen-Blockierung [180] als Indikator des reduktiven Zellpotentials sowie die Be
stimmung der negativen Oberflächenladungsdichte mittels FITC-fluoreszinierten
Polykationen wie Polylysin oder Polyomithin als Maß für die elektrophoretische
Beweglichkeit von Zellen [181].

Die empfindliche Bestimmung von Proteaseaktivitäten in lebenden Zellen war
für Granulozytenfunktionsstudien bei Intensivpatienten als Frühindikatoren von
Sepsis oder posttraumatischem Schock von Interesse [182]. Die Bemühungen zur
Erhöhung von Sensitivität und Spezifität des ursprünglich benutzten fluorogenen
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Endopeptidasesubstrats (Z-Arg2-4-Trifluoromethyl-Coumarinyl-7 -Amid (AFC
Substrat)) [183] führte zur Entwicklung der für Zellstudien wesentlich empfind
licheren und spezifischeren Rhodamin-110-Proteinasesubstrate für Serin- und
Cystein- [184-186] sowie für Aminopeptidasen [187].

Zellfunktionsansätze waren weiterhin für die Zytostatikawirkungsprüfung an

Zellen von Einzelpatienten [188], aber auch zur simultanen Konzentrationsbestim
mung von Lympho-, Mono-, Granulo-, Erythro- und Thrombozyten sowie von
Retikulozyten und retikulierten Thrombozyten [189, 190] im peripheren Blut von
Interesse. Der langfristige Mangel an absoluten Zellzählvorrichtungen in Standard
durchflusszytometern führte zur Zugabe bestimmter Mengen monodisperser und
gleichzeitig fluoreszenter Mikropartikel als internem Zähl- und Fluoreszenzstan
dard für durchflusszytometrische Messungen [190]. Diese Methodik ist heute als
«single platform absolute cell counting» weit verbreitet. Bei den neuerdings erhält
lichen Durchflusszytometern zur Absolutzählung von Zellen [191] dienen solche
Partikel der Kontrolle der instrumentellen Langzeitkonstanz von Fluoreszenz- und

Streulichtsignalen.

Apoptose

Die «in situ nick translation» mit DNA Polymerase I in Gegenwart von Fluo
reszein-12-dUTP (Uridintriphosphat) oder Digoxigenin-markiertem II-dUTP

(desoxyUTP) eröffnete den Weg für den durchflusszytometrischen Nachweis der
DNA-Fragmentierung während des programmierten Zelltods [192].

Mikrobiologie und Biotechnologie

Das Interesse an der durchflusszytometrischen Messung von Mikroorganis
men führte zur Bestimmung von DNA, RNA und Protein in Hefezellen [193, 194]
sowie Bakterien [68] als frühe Bemühungen in Richtung Biotechnologie sowie
Nahrungsmittelqualitäts- und Antibiotikawirkungstests.

Datenanalyse

Die Datenanalyse war von Anbeginn der Durchflusszytometrie an von außer
ordentlicher Bedeutung für die Auswertung der gemessenen Histogramme oder
der mehrparametrigen Listendateien (list mode). Das anfängliche Interesse betraf
genaue Bestimmungen des Zellanteils in verschiedenen Zellzyklusphasen [80, 195]
aus Ein-Parameter-DNA-Histogrammen, aber auch die mathematische Analyse
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von Zwei-Parameter-DNA/Proteinmessungen [81]. Weiterhin wurden ein- [196,
197], zwei- [181] oder dreiparametrige [198] lineare oder logarithmische Gauß
Verteilungen an ein- oder mehrparametrige durchflusszytometrische Messungen
zur Resultatvereinfachung und im Hinblick auf die Entwicklung wissenschaftlicher
Hypothesen angepasst.

Prädiktivmedizin mittels Zytomik

Die Entwicklung von Computerprogrammen zur automatischen Listen

datenauswertung durchflusszytometrischer Messungen mit selbständiger Dimen
sionierung von Auswertefenstem, Resultatexport in Datenbanken und unbeauf
sichtigter selbst lernender Multiparameter-Datenk1assifizierung (DIAGNOS 1,
[199], CLASSIF 1, [200]) ist für die Erhebung standardisierter durchflusszyto
metrischer Diagnosen, aber auch für die therapieabhängige Vorhersage des wei
teren Krankheitsverlaufs beim Einzelpatienten von wesentlicher Bedeutung.
Diese Entwicklungen folgten der früheren Beobachtung, dass die Messung von
Zellfunktionsparametern eine zu mehr als 80% richtige Extrapolation für das
spätere Auftreten von posttraumatischem Schock, einem Zwischenzustand oder
von normaler Genesung im Verlauf der nächsten 3 Tage erlaubte [182]. Die
multimolekulare zytometrische Analyse von Zellen und Zellsystemen (Zytomen)
im Kombination mit einer erschöpfenden bioinformatischen Wissensextraktion
aus zytometrischen Analyseresultaten (Zytomik) sowie die Analyse von Daten
von Multiplex-Partikel-Arrays oder anderen multiparametrisch zellorientierten
DNA- oder Proteomik-Chip-Arrays stellte das Fundament für die Entwicklung
des Konzepts der therapiebezogenen Prädiktivmedizin mittels Zytomik
[201- 205] dar. Es eröffnet einen allgemeinen Zugang zur therapieabhängigen
Vorhersage des Krankheitsverlaufs beim Einzelpatienten im Hinblick auf die
für den Einze1patienten vorteilhafteste Therapie bei einer vorgegebenen Richtig
keit von gegenwärtig >95%. Die durch diese Vorgehensweise entstehende
therapeutische Vorlaufzeit lässt es möglich erscheinen, irreversible Gewebever
luste oder Schädigungen teilweise präventivmedizinisch abzufangen bzw. im
Fall einer voraussehbaren Besserung durch eine Reduzierung der therapeuti
schen Intensität unerwünschte therapeutische Nebenwirkungen herabzusetzen
oder zu vermeiden. Die retrograde Analyse (reverse engineering) der prädikti
ven Datenmuster mittels Zellsystemanalyse birgt die Möglichkeit in sich, zu
den molekularen Krankheitsursachen komplexer Krankheiten vorzudringen und
dabei auf neue Zielmoleküle für die Medikamententwicklung in der pharma
zeutischen Industrie zu stoßen. Solche Zielrichtungen könnten im Rahmen ei
nes kürzlich vorgeschlagenen Humanzytomprojekts [206] fokussiert angegan
gen werden.
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Ausblick

Der schnelle technologische Fortschritt führt gegenwärtig zu einer Verschmel
zung von Durchflusszytometrie, Bildzytometrie und zugehöriger Bioinformatik
zur Zytomikdisziplin. Beispiele dieser Entwicklung sind die auf Fluoreszenzerfas
sung und schnelle Datenerfassung gerichteten Entwicklungen bei der Erfassung
zellulärer Fluoreszenzbilder im Durchflusszytometer [58], im Laser-Scanning-Zy
tometer (LSC) [207] oder im 4Pi-Mikroskop [208]. Weiterhin gewinnen Chip- und
Partikel-Arrays [209], Geräteminiaturisierung mittels Nanotechnologien sowie
schnelle Fortschritte in der Bioinformatik zunehmende Bedeutung für die Analyse
von Einzelzellen und deren molekularer Umgebung.

In der Zusammenarbeit mit der Systembiologie [210, 211] eröffnen sich für
die klinisch orientierte biomedizinische Zellsystembiologie [212, 213] neue Er
kenntnismöglichkeiten mit einem potentiell weiten Anwendungsbereich in der
individualisierten Prädiktiv- und Präventivmedizin.

Die Faszination der molekularen Analyse der Biokomplexität intakter Zellen
als den Elementarbausteinen des Organismus sowie deren Organisation in Zellsys
temen und Organen wird auch in Zukunft einen wesentlichen Teil der disziplin
übergreifenden Antriebskraft für die diesbezügliche Forschung bilden. Das Bestre
ben im klinischen Bereich wird dabei sein, die gewonnenen Erkenntnisse
möglichst nutzbringend für die Patienten einzusetzen.

Zusammenfassung

Die Durchflusszytometrie entwickelte sich über die Jahre zu einer wesent

lichen Antriebskraft für die molekular orientierte Zellforschung im biomedizi

nischen und klinischen Bereich. Frühere und gegenwärtige Forschungskonzepte in

den Bereichen Instrumentation sowie immunologische, DNA-, Zellfunktions- und

Datenanalyse ebenso wie mikrobiologische und biotechnologische Anwendungen

haben die Entwicklung dieses Forschungsfelds wesentlich geprägt und stellen

wichtige Voraussetzungen für die Lösung zukünftiger AufgabensteIlungen dar.

Die Durchflusszytometrie ermöglicht den Zugang zur hohen Komplexität

der molekularen Architektur von Einzelzellen und Zellsystemen (Zytome) vermit

tels Analyse des molekularen Zellphänotyps, der sich im Laufe des Lebens von

Organismen als Resultat von Genotyp und Exposition herausgebildet hat. Die ge

genwärtige Verschmelzung von Durchfluss- und Bildzytometrie mit der zeIlorien

tierten multiparametrischen Bioinformatik zur Zytomikdisziplin, eröffnet unter

anderem den Weg zur Prädiktivmedizin mit therapieabhängigen Vorhersagen zum
weiteren Krankheitsverlauf beim Einzelpatienten sowie zu verbesserten Aufklä

rungsmöglichkeiten für molekulare Krankheitswege und zur Auffindung neuer
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Zielmoleküle für die pharmazeutische Forschung bei deren Suche nach neuen

Wirkstoffen. Die gegenwärtige Entwicklung wird von schnellen Fortschritten in
der molekularen Fluoreszenztechnologie und der Instrumenten entwicklung ge

prägt. Hierdurch entstehen neue Erkenntnismöglichkeiten zur zellulär realisierten
Genominformation, die zukünftig in Form größerer internationaler Forschungs

projekte weiterverfolgt werden können.
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