Gereift und trotzdem jung

von Georg Hoffmann

1985 grundete eine Handvoll 12- bis
15-jahriger Jungen aus Boston die Boy-
group New Kids on the Block. Obwohl die
Teenies inzwischen in die Jahre gekom-
men sind, gehort die Band noch immer
zu den erfolgreichsten der Welt und fand
zahlreiche Nachahmer.

1995, genau zehn Jahre spéter, riefen
vier junge Assistenz- und Oberdrzte unter
demKirzel IGLD*eineArt,,Boygroup der
Labordiagnostik* ins Leben. Ihr Interesse
galtder damals ziemlich aufwendigen und
storanfélligen Durchflusszytometrie. So
war die IGLD in den Anfangszeiten vor
allemeine Selbsthilfegruppe. Ihre Mitglie-
der steckten tagstber tief in der Routine-
diagnostik und fanden erst abends und an
Wochenenden Zeit fir ihr anspruchsvolles
Hobby. Einmal im Jahr traf man sich zu
einer Tagung, um voneinander zu lernen
und Mitstreiter zu gewinnen.

Obwohl die IGLD-Griinder inzwischen
langst keine ,,Kids“ mehr sind und auch
die Durchflusszytometrie, wie neben-
stehend beschrieben, deutlich gereift ist,
kannvon Langeweile keine Rede sein: Die
Technik befindetsich gerade im Aufbruch
ineine neue Systemgeneration, spannende
wissenschaftliche Fragestellungen, etwa
aus der Stammzellforschung, haben ihr
neue Impulse gegeben, und — das viel-
leicht Schonste von allem — der Verband
zieht viele junge Menschen an, die auf
den nach wie vor kostenfreien Tagungen
voneinander lernen wollen. Wer einmal
teilgenommen hat, der weil3, dass man
dort eine Menge ,,junge Wilde* trifft, die
fur eine einzigartige Atmosphare moder-
ner Wissenschaftlichkeit sorgen. Anfang
Marz kann sich jeder in Salzburg selbst
davon uberzeugen (siehe S. 185).

L Interdisziplinare Gruppe fiir Labor und
Durchflusszytometrie
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Reagenzkombinationen in der Durchflusszytometrle

New  Kits* on the Block

Die Durchflusszytometrie wird immer anwenderfreundlicher.
Einen wesentlichen Beitrag zu ihrer Verbreitung in der Labor-
routine leisten gebrauchsfertige Reagenz-Kits mit optimierten
Antikorper-Farbstoff-Kombinationen.

Die Anféange der Durchflusszytometrie
liegen nichteinmal 50 Jahre zuriick, und so
muss es nicht verwundern, dass die Tech-
nik noch vor ein bis zwei Jahrzehnten als
»experimentell“ angesehen wurde. Inzwi-
schen hat sie sich zwar einen festen Platz
in der Routine forschender und diagnos-
tischer Labore gesichert, doch deshalb ist
in denkommenden Jahren noch langst kein
Stillstand zu erwarten. Wachsendes Wissen
tber molekulardiagnostische und immu-
nologische Zusammenhange, Entwicklung
immer neuer Antikorper und Farbstoffe,
Optimierung der Laser- und Informations-
technik — das alles tragt dazu bei, dass die
Durchflusszytometrie standig im Fluss ist
und ihre erfolgreiche Nutzung an eine hohe
Expertise ihrer Nutzer gebunden bleibt.

Die Technik selbst wurde allerdings ste-
tig vereinfacht, so dass sich der Anwender-
kreis nun zunehmend auf Nichtspezialisten
ausweitet. Zwei Entwicklungen haben zu
dieser ,,Demokratisierung der Zytometrie*
beigetragen: Kompakte, einfach bedien-
bare Benchtop Analyzer und gebrauchs-
fertige Reagenz-Kits. Inzwischen stehen
vorkonfektionierte Kombinationen von
Antikdrpern und Fluorochromen fiir alle
gangigen Applikationen zur Verfligung.
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Zu nennen sind die Zahlung und
Vitalitdtsmessung von Blutzellen, das
HIV-Monitoring (CD4/CD8), die Immun-
phanotypisierung von Stamm- und Proge-
nitorzellen (CD34) oder der sogenannte
Immunstatus (Erfassung von B-, T- und
NK-Lymphozyten mit CD3, CD4, CD8,
CD16, CD19, CD56 und anderen). Dazu
kommen spezielle wissenschaftliche
Fragestellungen, etwa zur Entziindung
(Cyto- und Chemokine, oxidativer Burst),
Apoptose (Annexin V, Caspase-3) oder aus
der Hamatoonkologie (Signalwege des
Zellwachstums, Companion Diagnostics).

Cocktails vom Profi

Bis zu zehn unterschiedliche Zielstruk-
turen lassen sich mitmodernen Zytometern
in einem Analysengang erfassen, aber je
groRer das Panel, desto komplexer wird
die Farbstoffmischung und desto gréRer
ist die Gefahr Uberlappender Anregungs-
und Emissionsspektren. Multiple Be-
stimmungen erfordern ein hohes Mal3 an
theoretischem Wissen und praktischem
Koénnen, und deshalb lasst man — um im
Bild zu bleiben — die ,,bunten Cocktails*
lieber vom Profi mixen, als sie selbst her-
zustellen.
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Zur Auswahl stehen u. a. Fluorescein
Isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE),
Allophycocyanin (APC), Rhodamin und
Brilliant Violett sowie signalverstarkende
Alexa- und Tandem-Farbstoffe (Texas-
Rot, Cyanin7) und nanomolekulare Halb-
leiter (Quantum Dots) mit steuerbarem
Emissionsspektrum.

Zytometrische Pauschalreise

Die Kunst der Profis besteht nun darin,
Antigene, die hdufig gemeinsam expri-
miert werden, so zu markieren, dass die
Farbinterferenz minimiert wird. Zudem
gewadhrleisten die Hersteller von Kits die
Stabilitat der Farbstoffe und haben auch
Standards und Kontrollen sowie Reagen-
zien fiir die Probenvorbereitung im Ange-
bot. SchlieRlich bieten sie auch Support bei
der Datenauswertung und -interpretation
durch Software mit speziell angepassten
Algorithmen.

Diese,,zytometrische Pauschalreise* ist
zweifellos von Vorteil, denn dank gepriifter
Reagenzkombinationen und Kontrollmate-
rialien, CE-markierter Kits und validierter
Software kann auch der eher unerfahrene
Anwender heute qualitatsgesicherte Er-
gebnisse liefern. Allerdings hat jeder Ser-
vice seinen Preis: Die Kosten fur vorkon-
fektionierte Produkte, die vor allem aus

Fluorochrom-konjugierten Antikorpern,
einem Lysereagenz, Pufferlésungen und
Kontrollen bestehen, liegen meist hoher
alsdiejenigen fiir die entsprechenden Ein-
zelreagenzien.

Dabei darf bei der Kostendiskussion
nicht auBer Acht gelassen werden, dass
qualitativ fragwirdige Ergebnisse und
Fehlinterpretationen 6konomische Be-
lastungen durch Wiederholungsuntersu-
chungen und nicht indizierte Therapien
nach sich ziehen. Aber fur relativ ein-
fache Messungen, etwa die Bestimmung
der CD4/CD8-Ratio bei HIV-Patienten,
sollte man als Alternative zu Fertigkits
auch weiterhin erwégen, die bendtigten
Testbestandteile selbst zusammenzustel-
len. Ein gewisses Grundwissen Uber die
Technik, ihre Schwachpunkte und die
Dateninterpretation muss schlief3lich bei
jedem vorhanden sein, der durchflusszy-
tometrische Analysen anbietet.

Ausblick

Letztlichistder Trend zum ,,Zytometer
to go* nicht aufzuhalten. Im Vergleich
zu traditionellen GroRgeréten sind die
bereits verfligharen kompakten Tischge-
réte einfacher zu bedienen, arbeiten mit
geringeren Probenvolumina, erzeugen
weniger Abfall und verursachen niedrigere
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Betriebskosten. Die noch junge Technik
der Durchflusszytometrie erlebt somit
eine Entwicklung im Zeitraffer, die in der
Klinischen Chemie Jahrzehnte gedauert
hat: Bei ihr bestand die erste Systemgene-
ration ebenfalls aus Geraten und Reagenz-
Kits unterschiedlicher Hersteller. In den
1980er-Jahrenwuchsen beide zu Pauschal-
angeboten aus einer Hand zusammen; hier
befindet sich die Immunzytometrie heute.

Auf diese zweite Generation folgte ab
etwa 2000 die dritte, in der alle Kompo-
nenten von der Pré- bis zur Postanalytik in
Strallen und Workceells integriert wurden.
In der Durchflusszytometrie wird dieses
Konzept bislang nur von wenigen Herstel-
lern propagiert, doch ist es wohl nur eine
Frage der Zeit, wann die Grenzen zwischen
Routine- und Spezialanalytik zerflieRen.
Die neuen Kits sind dafur eine der Grund-
voraussetzungen. %
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Hersteller- und Produktiibersicht

Der groBBe Wunschzettel unterschiedlichs-
ter Anwendergruppen hat zu einer breiten
Palette an vordefinierten ,Bausatzen* flr
die Durchflusszytometrie gefuhrt. Auf
den nachsten Seiten prasentieren sich
beispielhaft zwei Weltkonzerne der Labor-
diagnostik, ein renommierter deutscher
Pionier der Zytometrie sowie ein Unter-
nehmen, das vielfaltige Forschungs-und
Routinereagenzien internationaler Partner-
firmen vertreibt.

BD Biosciences und Beckman Coulter
stellen neben Analysengeraten fur andere
Bereiche der Labordiagnostik auch Durch-
flusszytometer her. Dazu bieten sie eine
groBe Auswahl an Testkits und Zusatzrea-
genzien fUr praktisch alle oben genannten
Anwendungsbereiche der Zytometrie.
Biozol hat sich auf Human- und Veterinar-
diagnostik spezialisiert. Die Reagenzien
fur die Durchflusszytometrie stammen von
Dako, BioLegend und EXBIO.
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Partec produzierte kurz nach der Erfin-
dung der Technik durch W. Géhde (Uni-
versitdt Mlnster, 1968) das weltweit erste
Durchflusszytometer und entwickelt auch
weiterhin innovative Analysensysteme mit
den zugehdorigen Testkits.

Weitere Kit-Hersteller sind Biocat, Biomol,
Dianova, eBioscience, Enzo Life Sciences,
Millipore, Miltenyi und Werse Life Techno-
logies (kein Anspruch auf Vollstandigkeit).
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