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Durchflusszytometrie (DFZ) — Flow cytometry (FCM)

(FACS: fluorescence activated cell sorting)

Aufbau eines Durchflusszytometers
Messprinzip — hydrodynamische Fokusierung, Lichtstreuung, Fluoreszenzsignale, Darstellung der Daten
CD-Antigene
Klinische und mikrobiologische Anwendungen — Diagnostik, Therapieverfolgung
Hamatologische Tumoren
Multiplex Myelom (Minimale Resterkrankung — zur Verfolgung)
HIV-Diagnostik
Paroxismale nachtliche Hamoglobinurie
Funktionstest von Granulozyten und Lymphozyten
Identifizierung von Pathogenen
Bestimmung der Antibiotikumresistenz
Zellsortierung
Zusammenfassung



Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers

BD FACSCanto I
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Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers
Hydrodynamische Fokussierung

- Probe: Zellsuspension im Puffer
o - HullflGssigkeit koordiniert und schiitzt,
Fluidik vermischt sich nicht mit der Probe!

- laminare Stromung
- Zellen einzeln in einer Reihe geordnet

Probe

HullflGssigkeit
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Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers

Probenbeleuchtung
Anregung zur Fluoreszenz

Wellenldnge
[nm] 325/355 375 405/407 445/457 488 514-532 561 ~592 633/640
Lichtqualitat
(Farbe) A% near-UV violett tiefblau blau gelbgriin| orange -

Molecular Probes Tutorial



Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers

Optik
P * Linsen, Spiegel und Filter
- v
”~ - bliindeln und fokussieren das Licht
” . - sammeln und trennen das gestreute Licht
’ FL
K
SSC
FSC

FSC, SSC und FL sind die gemessen Parameter
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Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers

Computer

Computer
- Steuerung des Durchflusszytometers
- Datenspeicherung

b - Analyse und graphische Darstellung

Detektoren

b Detektoren
- Photodioden und Photoelektronvervielfachern

b - optische Signale in digitalische Signale konvertieren
- elektronische Verstarkung
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Lichtweg in der Messzelle

Messung

www.bdbiosciences.com

Probe: 10° — 10° Zellen/ml

Flussrate: 30-60 pl/Min

Zellen passieren einzeln den Laserstrahl

Beleuchtung und Detektion aller Parameter der Zelle
~103 — 10* Zellen/Sekundum

20000 Zellen/Probe gemessen
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Parameter von Interesse

\S’ -

Vorwartsstreulicht (FSC)

Seitwartsstreulicht (SSC)

Fluoreszenz

in 1-18 Kanalen
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Parameter von Interesse

Vorwartsstreulicht (forward scatter — FSC):

\Lj Lichtbeugung

proportional zur Grosse der Zelle

gemessen entlang der Achse des einfallenden Lichtes

Vorwartsstreulicht (FSC)

Seitwartsstreulicht (side scatter — SSC):
Lichtbrechung und Reflexion
proportional zur inneren Komplexitat der Zelle, Granularitat
gemessen in einem 90° Winkel zum einfallenden Licht

Seitwartsstreulicht (SSC)
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Parameter von Interesse

Fluoreszenz

Singulettzustande

Anregung Emission

Absorbiertes Licht v Emittiertes Licht

Grundzustand



Quelle der Fluoreszenz

1. Autofluoreszenz
Aromatische Aminosauren der Proteine in den Zellen, NADH...

2. Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen, z. B. mit fluorochromgekoppelten Antikdrpern

Fluorochrom Fluoreszierende Proben zum Nachweis von

* pH
I Fluoreszierender * intrazelluldrer lonen
Antikérper L Interkalator * reaktiven Sauerstoffspezies

 Membranpotential
e Organellen
* Enzymatktivitat

Antigen



CD Antigene

* Cluster of Differentiation

* Oberflaichenmolekiile (manche auch intrazellular)
 Mehr als 300 CD Antigene

* Linienmarker, Differenzeirungsmarker, Aktivationsmarker

* Immunphenotypisierung mit Antikdrperkombinationen

www.hcdm.org
https://www.immundefekt.de/immunologische-tabellen/cd-nomenklatur

Antibody (CD) Reactivity

Chila Thymocytes and immature T cells

cD2 T cells, Large granu_lar lymphocytes (LGL), NK cells,
some APL, neoplastic mast cells

cD3 T cells, primary effusion lymphoma

cDa T cells (helper/inducer), monocytes, myeloblasts, NK cell
lymphoma

CDa T cells, B-CLL/SLL, MCL

cD7 T cells, some myeloblasts

cDs T cells (suppressor/cytotoxic), large granular lymphocytes
(LGL)

cD10 Follicle center cells, FL, some DLBCL, pre-B-AlL, pre-T-AlLL
thymocytes, BL

CD11b Granulocytes, monocytes

CDhllc Monocytes, HCL, LGL, activated T cells, MZL

cD13 Myeloid cells, rare pre-B-AlLL

CD1i4 Monocytes

CD15 Granulocytes, Hodgkin's lymphoma

CDi16 Granulocytes, NK cells, LGL

CD19 B cells, pre B-ALL, subset of AML (AMLI/ETO with £(8;21))

CDz20 B cells, rare plasma cell myelomas

cDh22 B cells

cD23 B-CLL/SLL, plasma cells, follicular dendridic cells

CD25 HCL, subset of B and T cell ymphomas

cD30 Hodgkin's lymphoma, anaplastic large cell lymphoma,
subset of DLBCL, subset of B cell lymphoma

CD33 Myeloid cells, rare_pre B-AlLL, rare blastic NK lymphoma

CD34 myeloblasts, lymphoblasts, endothelial cells

cD3s PI_asm;l cells, activated T and B cells, subset B-CLL/SLL,
epithelal cells

CD41 Megakaryocytes

cDa3 Myeloid cells, T-cell lymphoma, pre B ALL, pre TALL, B cell
lymphoma (subset), plasma cells

CD56 NK cells, LGL

Cchs7 MK cells, LGL

CcDa1l Megakaryocytes

CD79a B cells, plasma cells, megakaryocytes

CD103 HCL, rare T cell ymphomas

CD117 AML, mast cells, stromal tumors (GIST), plasma cells

bcl-2 Mature B cells, (except benign GCC), T cells, and FL

Heavy Chains (IgG, Iga, IgM, IgD)

B cells, plasma cells, DLECL with ALK expression

HLA Dr

AML (except APL), B cells monocytes

Light chains (kappa or lambda)

B cells (surface), plasma cells (cytoplasmic)

TdT

pre-B-ALL, pre-T-ALL, some AML and hematogones

http://wiki.clinicalflow.com/cluster-differentiation-cd-markers




Darstellung der Daten

Histogramm: Haufigkeitsverteilung eines Parameters
x-Achse: Intensitat der gemessenen Signale
y-Achse: Zahl der Zellen, die eine bestimmte Intensitat zeigen

j '1 Verteilung der Zellgrosse

v
Cell count

j " \'Mvm

Vorwartsstreulicht (FSC ;
Forward scatter

| o Verteilung der Granularitat

v
Cell count

Seitwartsstreulicht (SSC o

Molecular Probes Tutorial



Darstellung der Daten

Punktwolkendiagramm (,,Dot-Plot”): Zweiparameterdarstellung
x- und y-Achse zeigen jeweils die Intensitatsverteiliung von zwei Messparametern

Beispiel: Blut nach Lyse der Erythrozyten

-

~\ Granulozyten

Monozyten
o O Lymphozyten

Seitwartsstreulicht (SSC)

Vorwartsstreulicht (FSC)

Molecular Probes Tutorial



Darstellung der Daten — Fluoreszenz

Zellzahl

o &K

- W g

T

d

unmarkierte Zellen
(Autofluoreszenz)

Relative Fluoreszenzintensitat

- —— markierte Zellen

Das emittierte Licht ist proportional zur Zahl der gebundenen Fluorochrommolekdile.

www.bdbiosciences.com



Darstellung der Daten — Fluoreszenz
X X

(2= "o Markeirung mit mehreren Antikorpern / Farbstoffen
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Darstellung der Daten — Fluoreszenz

Markeirung mit mehreren Antikorpern / Farbstoffen

CD19+ CD5- Zellen 107 ] o CD19+ CD5+ Zellen

CD19

CD19- CD5- Zellen CD19- CD5+ Zellen




Darstellung der Daten — Analyse von Subpopulationen

,Gating”: erlaubt eine Eingrenzung von Populationen

,Gate” — Eine Region, die zur Auswahl von Zellen in einer erneuten Darstellung dient

CD45-positive Lymphozyten

Granulozyten

Monozyten CD3+

SSC
@)
O
T

Q . .
A Fluoreszenzintensitat (CD3)
\ - CD3+
N
N ., CD3- .
9!00 0 102 109 104

o Fluoreszenzintensitat (CD3)
www.bdbiosciences.com

CD3-
B-Zellen, NK-Zellen

CD3+
T-Zellen



Fur die Messung geignete Proben

Partikel / Zellen in Suspension (~300 nm — 100 um)

» antikoaguliertes Blut (Heparin, EDTA)
PunktatflUssigkeiten, z.B.:
Knochenmark
Liquor
Bronchoalveolare Lavage
Gelenkflussigkeit
* Nabelschnurblut
* Blutpraparat
* Gewebe nach Vereinzelung der Zellen
* Gameten (Ejakulat)
* Beads (Latexpartikel) zur Quantifizierung
* Mikroorganismen (Bakterien, Pilzsporen, Protozoa)
 Exosomen, Mikrovesikel
 Chromosomen



Beispiel: Phanotypisierung immunologischer Tumoren

Die Immunphanotypisierung ist im Rahmen der hamatologischen Diagnostik neben der Zytologie und

Histologie heute die am haufigsten angewandte Methode.

Immunphéanotyp Klinisches Beispiel

pathologische Zunahme von  verschobenes Verhaltnis der k| A-Leichtketten-
Subpopulationen expression bei reifen B-Zell-Lymphomen

fehlende Markerexpression Verlust des T-Zellmarkers CD3 bei vielen
T-Zell-Neoplasien

aberrante Markerexpression Expression des B-Zellmarkers CD19 auf
myeloischen Zellen

asynchrone Markerexpression  gleichzeitige Expression des Progenitor-
markers CD34 und des Reifemarkers CD20 bei
manchen ALL-Formen

quantitativ veranderte tiberhohte Expression von CD33 bei manchen
Markerexpression AML-Formen

ALL =Akute Lymphatische Leukdamie, AML=Akute Myeloische Leukamie,
CD= ,cluster of differentiation*

Ostendorf B et al. Durchflusszytometrische Immunphanotypisierung

... Dtsch Med Wochenschr 2016; 141: 1569-1574.



Beispiel: Phanotypisierung immunologischer Tumoren

Die Immunphanotypisierung ist im Rahmen der hamatologischen Diagnostik neben der Zytologie und
Histologie heute die am haufigsten angewandte Methode.

Basis Antikorperpanel fiir inizielle
Charakterisierung hamatologischer Neoplasien

Linie Primare Zielmolekiile

CD5, CD10, CD19, CD20, CD45,
Kappa, Lambda

CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CDS,
CDA45, CD56

CD7, CD11b, CD13, CD14, CD15,
Myelomonozytische Zellen CD16, CD33, CD34, CD45, CD56,
CD117, HLA-DR

B-Zellen

T-Zellen und NK-Zellen

Myelomonozytische Zellen

. CD13, CD33, CD34, CD45
(limitiert)

CD13, CD33, CD34, CDA45, CD19,

Plasmazellen CD38, CD45, CD56

Bethesda Conference 2006 Cytometry Part B (Clinical Cytometry) 72B:S14-S22 (2007)



Indikationen zur Immunphanotypisierung mittels Durchflusszytometrie (DFZ)

— klare Fragestellung
— keine Screeninguntersuchung
pathologisches Blutbild unabhangig vom Differenzialblutbild
. Lymphadenopathie oder opportunistische hdmatologische Neoplasie
A T 2T Splenomegalie Infektionen in der Vorgeschichte
DFZ des PB oder KM: DFZ des PB: DFZ des PB oder KM:
Lymphom? Lymphozytentypisierung Verlaufsbeobachtung
Lymphozytose, Monozytose,
Plasmozytose, Mastozytose oder isolierte isolierte isolierte
Machweis atypischer oder Granulozytose Polyzythdmie || Thrombozytose
blastérer Zellen
DFZ des PB oder KM: i ili
. . . <— Eosinophilie e NEUtmp!-I.IIIE —=| keine primére Indikation zur DFZ
Hématologische Neoplasie? oder Basophilie
. . N . isolierte isolierte
Bi- oder Panzytopenie isolierte Anamie Lot e T,
' ! ' Abb. 2 Indikationsstellung
DFZ des PB ader KM: : :
- : . keine primére Indikation zur DFZ zur diagnostischen
Hamatologische Neoplasie? Immunphﬁnntypiaie-rung
J I ) 1 (DFZ =Durchflusszytometrie,
mit Nachweis = T 0 e mit Nachweis ohne weitere KM=Knochenmark, :
R ... mit Nachweis von Osteolysen, ; o MDS = Myelodysplastisches
signifikanter Soharozvien Paraprotein oder Coombs-negativer charakteristische .
Dysplasien P yt Hyppe ealzimie Himolyse* Befunde Syndrom, PB = peripheres
Blut, PNH=Paroxysmale
. ! ! | ! nachtliche Himoglobinurie).
DFZ des KM: DFZ des PB: DFZ des KM: DFZ des PB: keine primare *H3 ufig Iiegt hier auch eine
MDS? Sphérozytose? Multiples Myelom? PNH? Indikation zur DFZ Bi- oder Panzytopenie vor.

Ostendorf B et al. Durchflusszytometrische Immunphanotypisierung ... Dtsch Med Wochenschr 2016; 141: 1569-1574



Indikationen zur Immunphanotypisierung mittels Durchflusszytometrie (DFZ)

- klare Fragestellung
- keine Screeninguntersuchung

' v

pathologisches Blutbild unabhéngig vom Differenzialblutbild

: | ! | !

Lymphadenopathie oder

e ey opportunistische hématologische Neoplasie

Splenomegalie

Infektionen

in der Vorgeschichte

l

!

DFZ des PB oder KM:
Lymphom?

<', DFZ des PB: \‘

Lyrnphuzytentypisiemng,l’

DFZ

des PB oder KM:

Verlaufsbeobachtung

i

Lymphozytose, Monozytose,
Plasmozytose, Mastozytose oder
Machweis atypischer oder
blastérer Zellen

——— e ——

!

isolierte
Granulozytose

—

!

v

isolierte

Polyzythdmie

isolierte
Thrombozytose

DFZ des PB oder KM:
dmatologische Neoplasie

]

Eosinophilie

Reife Neutrophilie
oder Basophilie

—=| keine primére Indikation zur DFZ

!

DFZ des PB oder KM:
Hématologische Neoplasie?

. . - . isolierte isolierte
Bi- oder Panzytopenie isolierte Anamie IE— e

!

!

keine primare Indikation zur DFZ

Abb. 2 Indikationsstellung
zur diagnostischen
Immunphanotypisierung

J I ) 1 (DFZ =Durchflusszytometrie,
mit Nachweis = T 0 e mit Nachweis ohne weitere KM=Knochenmark, :
B ... mit Nachweis von Osteolysen, : o MDS = Myelodysplastisches
signifikanter e Paraprotein oder Coombs-negativer charakteristische .
Dysplasien P Hyppe ealz3mie Himolyse* Befunde Syndrom, PB = peripheres
Blut, PNH=Paroxysmale
. ! ! ! ! nachtliche Himoglobinurie).
DFZ des KM: DFZ des PB: DFZ des KM: DFZ des PB: keine primére *H3 ufig Iiegt hier auch eine
MDS? Spharozytose? <\Multiples Myelom? PNH? Indikation zur DFZ Bi- oder Panzytopenie vor.
S —

Ostendorf B et al. Durchflusszytometrische Immunphanotypisierung ... Dtsch Med Wochenschr 2016; 141: 1569-1574



Beispiel: chronische lymphatische Leukamie (CLL)

haufigste leukamische Erkrankung in den westlichen Industrielandern

niedrig-malignes B-Zell-Lymphom mit leukozyterer Leukozytose

hoheres Lebensalter

Mudigkeit, Lymphknotenschwellung, Schwache, Infektanfalligkeit

Anamie, Thrombozytopenie, Granulozytopenie

CD20'°"CD19*CD5*CD23*slglow

| 10131890.LMD Lﬂmﬂ
10 b 08% 66.26%

CD19-PE
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Beispiel: multiples Myelom

* malignes B-Zell-Lymphom
* monoklonale Vermehrung von Plasmazellen im Knochenmark
» vermehrte Produktion kompletter oder inkompletter monoklonaler Immunglobuline (Paraprotein / M-Protein)

Diagnostik: '
e Labor — Urin- und Blutuntersuchungen

* bildgebende Verfahren

MRT

* Knochenmarkuntersuchungen Takeda Oncology

Abgrenzung verwandter Erkrankungen:
M klonale G thi ki Signifik
Endorganschdden (CRAB-Kriterien) onoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz

Schwelendes Myel
>10% Klonale Plasmazellen im Knochenmark ——> chwelenaes Iviyeiom

.. . Multiples Myelom
Monoklonales Protein im Serum oder Urin . P y
Solitares Plasmozytom

Plasmazell-Leukamie



Beispiel: multiples Myelom — Verlaufsbeobachtung

Plasmazellen im Knochenmark
a 0.0004% MRD (10€)

Molekularbiologische Methoden - allelspezifische PCR und NGS
- sensitiver

- teurer

- diagnostische Probe vom Patienten muss vorhanden sein

- nicht etabliert in Rutinlaboratorien

:yur;lsbi
abnormale Plasmazellen—— CD45-/CD389%™m/CD19-/CD56*/CD27-/CD81-/CD117*/cyKappa*

normale Plasmazellen
andere Knochenmarkzellen

Jelinek et al., Blood Cancer J. 2017 Oct; 7(10):e617.



Beispiel: Verfolgung den Immunstatus von HIV-Patienten

4 Akute Latenzphase AIDS
Infektion
Serokonversion
ﬂ 107
= 1000 N CD8+ Zellen =
=1 5 =
c Antikorper 10 E
£ 750 3
) )
< 10° X
£ 500 <
= =
N =
+ 250 104 4
< =
8 =
’ /II/ /l/}
0 3 6 6 12 4 6 8 10 12
\ Wochen Monaten Jahre /

Kent, Stephen J (June 2017) HIV Vaccine Approaches. In: elS. John Wiley & Sons, Ltd: Chichester.



Beispiel: Verfolgung den Immunstatus von HIV-Patienten

-

Akute Latenzphase
Infektion
Serokonversion
ﬂ 107
Opportunistische Infektionen
< 1000 CD8+ Zellen o =
=+ L 108 € o
c Antikorper - = 300 —
= 750 3] 3
N o ~ Lymphoma
= 105 2 3 |
E 500 Z g Kaposi's sarcoma
= = N "
E o _8 Tuberculosis
250 4 w
é‘_ 10 g g' 150 — Thrush
8 > _|> Candida oesophagitis
0 [/ /] > + Herpes simplex virus oesophagitis
Il /] S 75— Idiopathic oesophageal ulcer
0 36 6 12 4 8 Microsporidiosis
Ertosporidiods
\ Wochen Monaten / - Mycobacterium avium complex
@ Cytomegalovirus disease
T
N 0

Zeit (Jahre)

nach Kent, Stephen J (June 2017) HIV Vaccine Approaches. In: elS. John Wiley & Sons, Ltd: Chichester. Wilcox CM & Saag MS, Gut2008;57:861-870.



Beispiel: Verfolgung den Immunstatus von HIV-Patienten X

Diagnose: anhand serologischer Ergebnisse (z.B. Nachweis von Antikorpern und Viruspartikeln im Plasma)
hamatologischer Untersuchungen

CD4+ > CD8+ CD4+ < CD8+

e Normalbefund }_!#

1
1

Patient

CD8-PE
CD8-PE

- - E
A i
L ey ! i R |
‘A,‘ . & g
| 7 3 | -
=< —— — S— R - N —— |
~10° 1! ERAter | o = b i . p-

CD4 FITC ' CD4 FITC

www.med4you.at



Beispiel: Verfolgung den Immunstatus von HIV-Patienten

CD3/CD4/CD8/CD45
¥1000 All Events
250
200

< 150
U
v
“2 100
50
5 b
- 10' 102 103 [10¢ 105
CDA45 PerCP-A
x1000 Lymphs
250
200
< 150
U
v
50 IiIF-:p
O .'. .
1020 102 10°  10% 108
CD3 FITC-A

x1000 Beas,cht_EXr.TWBhS
250 ¢ S

200

150

e %;
50 B g IO
0 fﬁ‘u’ll."’. : -
-10° 0 103 0% 10°
CD4 APC-A

SSC-A

M CD3+
.CD4+CDg CD4+CD8+

rw'\f
A
AN

10°

CD4 APC-A

10
1 CD4-CD8
-10°

CD4-CD8+

0 100 10 105
CD8 PE-A

www.bdbiosciences.com

P

" Bestimmung der absoluten CD4+ Zellzahl durch
’ < Mitfiihren von Kalibrationsbeads moglich

Normalbereiche:
CD4+: 31-63 %, 314-1270 Zellen/pl*
CD8+: 12-37 %, 147-836 Zellen/ul*

Absolute CD4+ Zellzahl wird bendtigt:

- zur Einstufung — Prophylaxe gegen opportunistische Pathogene

- vor Anfang antiretroviraler Behandlung

* Bisset RL et al., 2004 Eur J Haematol. 72(3):203-12.



Beispiel: Paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie

seltene erworbene Erkrankung der hamatopoetischen Stammzellen
haufige Symptome: intravaskuldare Hamolyse, Thrombosen

Blutbild: Anamie, erhohte LDH-Aktivitat, negativer Coombs-Test
Ursache: Mutation im PIG-A Gen

Glycosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) fir Oberflachenmolekile

GPIl-verankerte Molekdle z.B.:

07:00  09:00  12:00 15:00  19:00

https://step2.medbullets.com

Myeloische Vorlauferzelle

CD14 (Monozyten)

CD16 (Neutrophil)

CD24 (Neutrophilen, B Zellen) :
CD55 (Alle) Megjkjriozyt
CD59  (Alle) Thrombozyten
CD87 (T Zellen, NK Zellen, Monozyten, Neutrophilen)

o Erythrozyt

Multipotente hamatopoetische ggﬁ;ﬁ;ﬂin die
Stammzelle
v 3
Lymphatische Vorlauferzelle

'
Mastzelle 0

Basophiler

Myeloblast
I
! ] }
QO e
Neutrophiler Eosinophiler Monozyt
|
. " .‘
Makrophage

Naturliche Killerzelle
(LGL-Lymphozyt)

Unreifer Lymphozyt

T-Lymphozyt B-Lymphozyt

Plasmazelle

www.wikipedia.de



Beispiel: Paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie

07:00  09:00 12:00 15:00 19:00
https://step2.medbullets.com

109

T
[l

Die DFZ ist bei PNH der diagnostische Goldstandard,
da sie eine PNH-Population eindeutig identifizieren und quantifizieren kann.

G235 Cuvthrome
10%
maual

10
al

10?
=" i

I n
FSC-Height - : _

~
~

Zellzahl

~
~

U ”WM Ul —tr |

0 1 3
10 10 10? L 10° 10" 102 10° 10° 10"

CD59 CD59 CD59
Normale rote Blutzellen Partielle Defizienz Komplette Defizienz mit Transfusion

102

10°

Charles Parker et al. Blood 2005;106:3699-3709
Molecular Genetic Pathology (Springer, 2013)



Beispiel: Paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie

Identifizierung von PNH Leukozyten mit dem FLAER Assay

1,000

SS Lin

10 102 10°

CD33-PE

104

R1 +R3

Neutrophils

102 10°  10° 10°

. CD45-ECD
10, 10%¢
iMonocytes 26.6% E
. rR1 +R2 . :
10° 10°
q L T
(&) 9 (6] 1
o y o )
® ¢ v ?
o) . o 5
(&) 1 (8] 1
@ 10'; o 10';
1 M, - T — 100-

10° 10" 10> 10°  10°

FLAER

10' 102 10°
FLAER

10

1,000- 21
8004
£ 600
-l p
(2} :
o 4004
200-
10" 102 10°  10°
FLAER
10%+
3 Lymphocytes
! R4

1 03'!
n 4
o -
O i
< 102
a
Q r

10

10°
10°

10'

102 10°  10°
FLAER

FLAER: fluorescent aerolysin — bindet spezifisch an den GPI-Anker

Sutherland DR et al., American Journal of Clinical Pathology, 2009, 132 (4):564-572
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Cell death

Negosis Apoptosis
) .

Beispiel: Zelltod messen — NK-Zell Funktionstest @
¥

Inflammation

Controlled
Inflammation

Natiirliche Killerzellen:

e Zellen der angeboren Immunitat

. ) MHC-* ) MHCR
° - o . : - 4 .
5-20% der Lymphozyten im Blut tarael ,_ targetl
e Abtotung virusinfizierter Zellen und Tumorzellen ) ‘
MHCI
Grund: verminderte / fehlende MHC-I Expression : : N
) _ _ KAR _— KIR KAR | —_KIR
* wadhrend der Schwangerschaft zwei Populationen ' B N ,
periphare NK-Zellen ® © | @
\ Gy NK \ G NK
uterine NK-Zellen - W

KIR: killer inhibitory receptor
KAR: killer activating receptor

Erdei A. et al. Immunbiologie (Medicina, 2012)



Cell death

Neg‘osis Apoptosis
)

] L] L ] @ o
Beispiel: Zelltod messen — NK-Zell Funktionstest @
v v
Inflammation Controllgd
Verminderte Aktivitat der NK-Zellen Inflammation

- Tumorpatienten
- seltene angeborene oder erworbene Immundefizienzen
z. B. Himophagozytische Lymphohistiozytose

Erhohte Aktivitat der NK-Zellen
- Organtransplantation
- wiederholte Fehlgeburten mit immunologischem Hintergrund (habitueller Abort)

* Gynakologische Veranderungen
* Infektionen
* Genetische Ursachen
e Gerinnungsanomalien
* Hormonstorungen
* Immunologische Ursachen
- Autoantikorper
- Differenzialblutbild
- NK-Zell Funktionstest
- Zytokinprofil




Cell death

Negosis Apoptosis

Beispiel: Zelltod messen — NK-Zell Funktionstest @
¥

Inflammation

Controlled

ZytOtOXiZitatSteSt Inflammation

* Mononukleare Zellen aus dem Blut +

K-562 Tumorzellen als Targetzellen (keine MHC-I-Expression)
* Detektion von Apoptosemarkern (Phosphatidylserin, DNA)
* NK-Zell-Aktivitat korreliert mit der Apoptoserate

e Kontrollzellen von gesunden Probanden werden auch gemessen Spatapoptotisch
e Befund: im Vergleich zur Kontrolle hoch oder niedrig /
<x 104 /
5 e § |
° O . (5) E 10‘1
® o. e o a0
Spatapoptotlsch / B
. Nekrotlsch = ‘0"1
L
4
< 4 : 288 » y
\ SR
[l Phosphatidylserin @ " % Annexin V /lb S 10 10* ",‘0.\
&

Intakt Frihapoptotisch

https://www.lifesci.dundee.ac.uk



Beispiel: Zellaktivitat messen — Granulozytenfunktionstest

% Neutrophile Granulozyten:
Sy, Phagozytose/S S e Zellen der angeborenen Immunsystem

@f__,;:, Oxidativer % * 65-70% der Leukozyten im Blut
Q m h" Burst | * Elimination von Bakterien un Pilzen

* Chemotaxis, Phagozytose, Produktion von
Sauerstoffmetaboliten

Funktionsstérung der Neutrophilen:

* angeborene Immunfunktionsstorungen
 Tumore, chronische Infektionen, AIDS, Tuberkulose
* latrogen bedingt

www.imd-berlin.de



Beispiel: Zellaktivitat messen — Granulozytenfunktionstest

Phagozytose-Test

Granulozyten

SSC

Abnormale Phagozytose:
Leukozyten-Integrin-Defizienz
Komplementkomponentdefekt
Aktindysfunktion

www.thermofisher.com

A 4

Zellzahl

700
600 4
500
400
300
200

100

g |
10¢

10°

10% 10°

Fluoreszenz (E. coli — pHrodo)

Heparinisiertes Blut

+ opsonisierte markierte E.coli

Inkubation bei 37°C

\

Der Farbstoff fluoresziert
wenn der pH niedrig ist —
im Phagolysosom sind.

y

nur dann,
die Bakterien



Beispiel: Zellaktivitat messen — Granulozytenfunktionstest

Bursttest — diagnostischer Test bei chronischer Granulomatose

Granulozyten

N8
100

e Kontrolle
Nach Stimulation mit E. coli

v

SSC
Zellzahl

M2

b = B TR TN RN T
FSC Fluoreszenz (DHR)

www.bdbiosciences.com

%

Celiartoons et

Heparinisiertes Blut

+ opsonisierte unmarkierte E.coli
Inkubation bei 37°C
+ fluorogenes Substrat

(dyhydrorhodamine 123, DHR)

v

Das Substrat wird fluoreszieren,
wenn Sauerstoffmetaboliten
produziert werden.



Beispiel: Identifizierung von Mikroorganismen

Fluoreszente Gram-Farbung

o

Al -9 B 16%
©
Q.

‘ i 1o
S

! =

A ! T
c
H
| -
Farward angle light scatter - w SYTO 13 fluorescense intensity -
FSC Orange (SYTO 13)

Grin: E. coli (Gram-negativ)
Orange: S. aureus (Gram-positiv)

Mason DJ et al., Appl Environ Microbiol, 1998, 64(7): 2681-2685.



Beispiel: Identifizierung von Mikroorganismen

Identifizeirung von Pilzsporen

2047

Cladosporium
rium

Propidiumjodid Fluoreszenz

0 ; = 2047
Calcofluor Fluoreszenz

Alvarez-Barrientos A et al., Clinical Microbiology Reviews, 2000, p.167-195

Fixierte Sporen (70% Ethanol)
DNA-Farbung (Propidiumjodid)
Chitinfarbung (Calcofluor)



Beispiel: Test fur Antibiotikumresistenz

Zentrifugation und
Resuspension

Inokulation

=3

‘ . ==: =2

J | N

| 33 i

J pasenen! |i—
Y e

Schaedler Broth K

| ontrolle und 6 Proben l R

Inkubation mit :
Antibiotikum und DiBAC,(3) FACS-Analyse
120 Min

Bakteriumwachstum
40-60 Min

Nuding and Zabel. J Bacteriol Parasitol 2013, S:5

DiBAC,(3):
Fluoreszenzfarbstoff fir
Detektion der
Membranpotentialanderung

CH4(CH, )3 (CH
o= 1§70H =CH CH:; >=o
CH4(CH, )3 (CH



Beispiel: Test fur Antibiotikumresistenz

A

Antibiotikumresistenz einer E. coli Isolat

- Mezlocillin
w
M1
0.85%
a
g
wi
“io° 10’ T iy
Fluorescence 1
3 Cefuroxime
M1
60.70 %
§ _
2 ™
10° 10" 10° 10° iy

Fluorescence 1

Events

Evens

-
L+

Piperacillin +. Cefazolin
w
M1 M1
1.26 % 65.07 %
B
g
(I}
10° T R Ly RET TS 10° 1t
Fluorescence 1 Fluorescence 1
Ciprofloxacin 3., Gentamicin
M1, M1,
54.96 % 7246 %
5
E=1
10° Al 10' i 10° iy

Nuding and Zabel. J Bacteriol Parasitol 2013, S:5

Flugrescence 1

antibiotics zone of inhibition interpretation
mezlocillin - R
piperacillin - R
cefazolin 20 mm S
cefuroxime 21 mm S
ciprofloxacin 28 mm S
gentamicin 19 mm S




Beispiel: Identifizierung von Mikroorganismen

Charakterisierung von S. aureus in Abstrichen

Rachenabstrich . Nasenabstrich . Nasenabstrich
Ad B - 8 :
" MRSA sub-
3 MRSA E] MSSA 5 i7" population
. . < . |
< 3 | << ;. c
2 2 Bz O g
O = O = O =
o _ = -1 a .
(o = a =] =]
- '.1.I.ZI=‘ 10 102 100 10+ = 0 10 ok s I
Fluorescence 1 Fluorescence 1 Fluorescence |
DIBAC,(3) DIBAC,(3) DIBAC,(3)

Protein A ist ein Oberflachenmolekul von S. aureus.
Nach Oxacillin-Behandlung DiBAC,(3)-Farbung ist positiv, wenn das Bakterium sensitiv ist.

Nuding and Zabel. J Bacteriol Parasitol 2013, S:5



Ausblick: Zellsortierung

FACS: fluorescence-activated cell sorting

Probe

Piezoelektrischer
Kristall I

o Hullflussigkeit

Datensammlung
und Analyse

= &

|I_#i
)
et
8 Sortierungs- e 0
0O+ entscheidung
®f % \O L.
O+
O+

Detektoren

Zellen

Laser 1

'
Abrisspunkt der Trpofen ~—\

Ablenkplatte -® Ablenkplatte

O

®

0
©
O
O @*
)

Sortierte Zellen Sortierte Zellen

‘ :
v U ¥
Abfall

https://lombardi.georgetown.edu



Zusammenfassung

Probe (Zellsuspension)

Lichtstreuung und
Fluoreszenz

fos%

66.26%

Diagnostik

Therapieverfolgung / Monitoring

Detektion und Viabilitatstest von Mirkoorganismen
Zellfunktion / Vitalitat



Danke flir lhre Aufmerksambkeit!



