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IGLD-Jahrestagung 2012 in Essen

Zellanalyse am Scheideweg

Automationssystemefiir die Durchflusszytometrie werdenimmer gréoBer, schneller und komplexer.
Parallel dazu zeichnet sich ein neuer Trend zu kleinen, einfach bedienbaren Geréten ab. Bei der
IGLD-Jahrestagung 2012 in Essen wurden interessante Neuentwicklungen vorgestelit.

Mit tiber 600 Teilnehmern verzeichnete
die Tagung einen Rekordbesuch. Wesent-
lichen Anteil am Erfolg hatten die Partner-
verbinde GFID und INSTAND - und na-
tiirlich die fiir die IGLD typische Mischung
aus Wissenschaftund Party (s. S. 60). Diese
translationale Tagung vermittelt seit 16 Jah-
ren zwischen Forschung, Labor und Klinik
und legt dabei den Schwerpunkt auf zellu-
lare Diagnostik und Therapie.

Die Durchflusszytometrie war schonim-
mer eines der Leitthemen, denn wie kaum

eine andere Technik ist sie ein Indikator der

rasanten Weiterentwicklung im Grenzbe-
reich zwischen Life Sciences und ange-
wandter medizinischer Diagnostik. 2012
war klar zu erkennen: Die Entwicklung geht
ab jetzt in zwei verschiedene Richtungen.
Die groBBen Analysensysteme der Markt-
fiihrer bieten immer mehr Marker und
Farben, hohere Auflosung, verbunden mit
teuren Reagenzien und hochsten Ansprii-
chen an die Datenauswertung. Und da wird
die Zeiteinsparung bei der Messung schnell
wieder durch den erhohten Aufwand fiir die

Analyse und Interpretation der Informa-

sichere durchflusszytometrische Analyse.

Verfugung.
Die wichtigsten Tools auf einen Blick:

durch und stellt die Cluster grafisch dar.

e APS: Der Automatische Populations-Separator flhrt eine automatische
n-dimensionale Trennung von Zellen auf der Basis aller Messparameter

Das Biotech-Unternehmen Cytognos verbindet Reagenzien (neue Fluoro-
chrome und Kits) mit Software-Lésungen (Infinicyt™) fur eine schnelle und

Von der Analyse der Listmode-Daten zum Ausdruck des Reports

Das Infinicyt™ Softwarepaket unterstttzt Anwender bei der multiparametri-
schen Analyse von durchflusszytometrischen Daten. FUr die intuitive Auswertung
komplexer Datensétze steht eine Vielzahl innovativer und exklusiver Tools zur

Orange

¢ Reference Image: Ein nutzliches Tool, um bereits gespeicherte Referenz-
proben mit der aktuellen Messung zu vergleichen.

e Compass: Ein leistungsfahiges Tool zur Interpretation der Daten, das es
dem Benutzer erlaubt, Datenbanken unterschiedlicher, bereits analysierter
Referenzfélle bzw. Erkrankungen zu generieren. Der Compass vergleicht sie
mit der aktuell bearbeiteten Patientenprobe und gibt Diagnosehinweise aus.

Weitere Informationen sowie Demoversion und Workshop-Termine: www.cytognos.com und www.infinicyt.com

@ cytognos

Cytognos: Komplette und innovative Losungen fir die Flowzytometrie
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@ cytognos

APC-C750

New tandem dz;e for the red diode laser

New fluorochrome for the violet laser

Kappa & Lambda

Conjugation with different fluorochromes
Single, double and triple colour combination

tionsvielfalt aufgefressen. Zudem halten
manuelle Erfassung der Auftragsdaten,
manuelle Probenvorbereitungsschritte —
vor allem durch Waschvorginge bedingt
— die Zytometrie immer noch in der Ecke
des Speziallabors, wo die besten Fachkriifte

des Labors gebunden werden.

Intelligente Software

Die Geldeinsparung durch effizientere
Datenauswertung ist inzwischen wich-
tiger geworden als potenzielle Reagen-

zienrabatte. Daher stehen intelligente

Especially bright and photostable

515™

Minimal compensation requirements
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Kontaktinformation

Vertrieb in D: Michael Steinbrecher ¢ Bioleague GmbH & Co. KG e Tel. 04543/8088-422 « info @ bioleague.de ¢ support @ cytognos.com e www.bioleague.de
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Softwarelosungen fiir die Analyse und
Visualisierung zehn- und hherdimensio-
naler Daten im Vordergrund des Interesses;
Infinicyt, GemStone und Kaluza erschlie-
Ben hier informationstechnisches Neuland
(siehe Kisten auf S. 26 und 30-31).
Sebastian Bottcher (Universitit Kiel)
berichtete aus dem EuroFlow-Projekt am
Beispiel von Non-Hodgkin-Lymphomen,
wie die Messergebnisse durch automati-
sierte Hauptkomponentenanalyse (Princi-
pal Component Analysis) und Datenbank-
abgleich mit einer groen Population von
Lymphom-Patienten so verdichtet werden
konnen, dass der befundende Arzt auch
ohne Informatikkenntnisse eine sehr
viel hohere Diagnosesicherheit erreicht.
Dartiiber hinaus sind die Automatisierung
der Probenvorbereitung und die bidirek-
tionale Anbindung an die Labor-EDV die
wichtigsten Herausforderungen fiir die

Durchflusszytometrie der nidchsten Jahre.

Kompromisslose Vereinfachung
Der andere Weg geht zur kompromiss-
losen Miniaturisierung und Vereinfachung.
Das Gerit von Merck Millipore ist inklu-
sive Computer nicht mehr groBer als eine
Biirokaffeemaschine. Dies gelingt durch
Wegfall des Hiillstroms, Beschrinkung
auf die wirklich notwendigen Parameter
fiir eine bestimmte Fragestellung — zum
Beispiel Apoptose — und eine dedizierte
Auswertesoftware. Auch die Einlernzeit
reduziert sich auf diese Weise drastisch.
Noch getoppt wird dieser Miniaturisie-
rungsgrad durch eine vom selben Unterneh-
men vertriebene Technologie, die die Zell-
analyse in einer Transferpipette ermoglicht.
Nach dem Ansaugen werden die Zellen di-

rektin der Einmalspitze tiber Elektroden mit

dem Coulterverfahren
(Impedanzmessung)
nach Zahl und Gro-
Be beurteilt. Das Er-

gebnis erscheint auf

einem im Pipetten-

griffintegrierten Dis-
play. So lassen sich
- | Zellkulturansétze im
!

Handumdrehen ver-
gleichend auswerten
(Wachstumskurven,

Substanzvergleich).

aJodi||IA Moo Bllenbpjig

Das miihsame, mit

analytischen Schwan-
kungen behaftete Zihlen in der Neubau-
erkammer unter dem Mikroskop entfillt.
Auchin der Bildanalyse tut sich was: Die
komplexen zelluldren Fluoreszenzmuster in
der Autoimmundiagnostik werden zukiinf-
tig digitalisiert und vom Computer objektiv
analysiert. Auf der IGLD-Tagung waren
Systeme zur Musteranalyse von Aesku und
Euroimmun zu sehen. Sie minimieren das
Risiko subjektiver, interindividuell schlecht
reproduzierbarer Bewertungen.
Es geht also auch auf dem etablierten

Gebiet der Zellanalyse immer weiter. Die

néchste Tagung findet iibrigens vom 14. bis
17. Miirz 2013 in Dresden statt. 3¢

Dr. med. Carl Thomas Nebe
Onkologikum Kaiserslautern
thomas.nebe @ onkologikum-labor.de
Mitglied des Vorstands der IGLD e. V.

www.igld.de
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Sehen Sie optimal?

Sehen oder nicht Sehen:

Oft bedeutet das den Unterschied zwischen Sein
oder nicht Sein. Ventana OptiView sorgt dafiir,
dass Sie sehen, was mit anderen Detektions-
systemen nicht zu sehen ist.

Die Vorteile von OptiView auf einen Blick:

s Hochste analytische Qualitat:
Beispiellose Klarheit, Tiefe und Intensitét
Optimierte Diagnose:

Macht selbst gering exprimierte Antigene
sichtbar

Ausgepragte Flexibilitat:

Jeder gewiinschte Antikdrper lasst sich
einstellen

Gesteigerte Schnelligkeit:
Beschleunigte Diagnose

Mit OptiView lasst sich beispielsweise die Abwesenheit
von PMS2 Protein auf den Tumorzellen eindeutig
nachweisen.

Roche Diagnostics Deutschland GmbH
Sandhofer StraBe 116
68305 Mannheim

www.ventanamed.com

VENTANA und OPTIVIEW sind Marken von Roche.
© 2012 Roche Diagnostics. Alle Rechte vorbehalten.




Fortschritte der Durchflusszytometrie

Komplexe Farbmuster

Seit kurzem kénnen bei der Leukamie-und Lymphomdiagnostik bis zu zehn Oberflachenmarker
im Durchflusszytometer parallel analysiert werden. Damit verbessert sich der Nachweis seltener
Zellpopulationen; gleichzeitig nimmt die Komplexitat der Analytik und Auswertung erheblich zu.

Bei der Durchflusszytometrie werden
Zellen, die mit farbstoffmarkierten Anti-
korpern besetzt sind, als feiner Strahl an
einer Laserlichtquelle vorbeigefiihrt. Da-
bei lassen sich unterschiedliche Signale
auffangen: Das Streulicht gibt Auskunft
iiber GroBe und Struktur der Zellen, die
Farbsignale der Antikorper reprisentieren
vor allem die Expression von Antigenen
(Glykoproteinen) auf der Oberflache der
Zellen. Im Computer werden dann Aber-

tausende von Informationen verrechnet

und als ,,Plots* grafisch dargestellt, so
dass sich unterschiedliche Zelltypen als
Punktewolken (Cluster) voneinander ab-
grenzen lassen. Je mehr Signale pro Zelle
zur Verfiigung stehen, desto feinere Un-

terscheidungen sind moglich.

Verbesserte Charakterisierung
Vor rund zehn Jahren etablierten sich

in der hamatologischen Diagnostik Drei-

bis Fiinffachfirbungen, seit kurzem hat die

gleichzeitige Verwendung von bis zu zehn

Farben Routinetauglichkeit erreicht. Der
Einsatz dieser Vielfarben-Durchflusszyto-
metrie erlaubt die genaue Charakterisie-
rung auch kleiner Zellpopulationen auf-
grund ihres Oberflachenantigenmusters.
Beispielsweise sind damit geringgradige
Knochenmarksinfiltrationen durch Lym-
phome oder minimale Reste von Leukédmie-
zellen nach einer Therapie (MRD =minimal
residual disease) nachweisbar.
Typischerweise grenzt man mit drei

Antigenen (,,Farben‘) eine Zellpopulation

Navios™ — 10-Farb-Durchflusszytometrie in der Routinediagnostik

Effektives Zeitmanagement und die Einhaltung aller regulatorischen
Bestimmungen sind die wesentlichen Herausforderungen im durch-
flusszytometrischen Routinelabor. Beckman Coulter hat mit dem Durch-
flusszytometer Navios™ das leistungsstarkste System seiner Klasse

im Portfolio, das allen Anforderungen mo-
derner Labordiagnostik Rechnung tragt.
Dieflexible Ausstattung mit bis zu drei La-
sern und zehn Fluoreszenzdetektoren
setzt neue MaBstébe in der Analyse
komplexer Fragestellungen. Die mog-
liche Reduktion der Réhrchenanzahl pro
Panel und die damit verbundene Einspa-
rung redundanter Gatingmarker steigert
nicht nur die Sensitivitat der Diagnostik,
sondern erlaubt auch ein effizientes und
wirtschaftliches Arbeiten. Besonders zum

Kontaktinformation

Dr. Andreas Béhmler e Beckman Coulter GmbH ¢ Tel. 02151/333-712 ¢ aboehmler @ beckmancoulter.com e www.beckmancoulter.de

Tragen kommtdies in der Leukdmie- und Lymphomdiagnostik sowie
bei der Analyse kleiner Zellpopulationen.

Das Navios™ Durchflusszytometer ist auch in der 3-Laser-Konfigu-
ration komplett CE-zertifiziert und wird unter GMP-Bedingungen her-

& oo

COULTER.

gestellt. Das serienmaBige Probenkarussell,
ein eingebauter Probenmischer und Ana-
lysegeschwindigkeiten von bis zu 25.000
Ereignissen pro Sekunde bieten ein Hochst-
maf an Automation. Die Nachverfolgbarkeit
der Proben gelingt tber Barcodes und auf
Wunsch erfolgt eine Anbindung an alle gan-
gigen Laborinformationssysteme.

Mitdem Navios™ Durchflusszytometer setzt
Beckman Coulter konsequent seine Philo-
sophie fort, innovative Technik mit einem
HochstmaB an Bedienkomfort zu vereinen.
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gegeniiber anderen Zellen ab und charak-
terisiert sie dann durch den Expressions-
status von beispielsweise fiinf weiteren

Antigenen.

Analytische Herausforderung

So wird bei der varianten Form der
Haarzellleukdmie die Kombination der
Antigene CD45, CD19 und CD22 zur
Identifizierung der B-lymphatischen Zel-
len eingesetzt. Mithilfe der exprimierten
Antigene CD103 und CD1 1cund einer feh-
lenden Expression von CD25 nimmt man
dann die Differenzierung gegeniiber der
klassischen Haarzellleukdmie vor, iiber die
Negativitit fiir CD10und CD5 gelingt die
Differenzierung gegeniiber anderen reifen
B-Zellneoplasien. Schlielich kann iiber
die Expression von Kappa oder Lambda die
Leichtkettenrestriktion dieser Erkrankung
nachgewiesen werden.

Im Vergleich zur Dreifachfirbung
kommt es bei der Zehnfachfarbung durch
die iiberlappenden Emissionsspektren zu
umfangreicheren Wechselwirkungen zwi-
schen den Fluoreszenzfarbstoffen. Des-
halb muss man beim Design des Antikor-
perpanels Antigene, deren Koexpression
héufig erwartet wird, mit Fluorochromen
konjugieren, fiir die moglichst wenig In-
terferenz besteht. Ideal ist die Verwen-
dung fertiger Antikorpergemische. Deren
Hersteller gewihrleisten die Stabilitédt der
Farbstoffe — und hier insbesondere der
Tandemkonjugate. Nach sorgfiltiger
Kompensationseinstellung wird mithilfe
der FMO-Methode (fluorescence minus
one) fiir jedes untersuchte Antigen der

Bereich der Positivitit festgelegt.

Datenauswertung

Grofle Bedeutung fiir die Erkennung
seltener Zellen kommt der Gating-Strate-
gie zu. Dabei ist eine leistungsstarke und
benutzerfreundliche Analyse-Software

unerldsslich, die eine geradlinige und

standardisierte Auswertung der Analy-
sedaten und deren Transfer in ein Labor-
informationssystem ermoglicht.

Die Auswertung von Zehnfachfir-
bungen fillt naturgemifl umfangreicher
aus als die der Dreifachfiarbung. Fiir
den Computer ist die Verarbeitung von
,,mehrdimensionalen Datenrdumen* kein
Problem, doch zur Darstellung fiir das
menschliche Auge stehen auf dem Bild-
schirm oder Befundausdruck nur zwei
Dimensionen zur Verfiigung. Deshalb
werden die verschiedenen Streulicht- und
Fluoreszenzsignale bislang paarweise in
Plots aufgetragen. Je groBer die Anzahl
der Antigene und damit Farben, desto
mehr Zweifachkombinationen ergeben
sich. Hieristdie Bioinformatik gefordert,
neue anschauliche Darstellungsformen
zu finden, die es dem befundenden Arzt
erlauben, das Wesentliche der jeweiligen

Krankheit zu erkennen.

Ausblick

Die heute verfiigbaren Zehnfachfir-
bungen stellen einen groflen Fortschritt
zur Steigerung der diagnostischen Qua-
litdt bei gleichzeitig rationellerem Res-
sourceneinsatz dar (weniger Ansitze
bei hoherer Anzahl von Antigenen). Es
ist absehbar, dass sich die Zahl simultan
detektierbarer Fluoreszenzfarbstoffe in
der ndchsten Zytometergeneration weiter
erhdhen wird. So bleibt die Komplexi-
tdat sowohl der Messtechnik als auch der
Datenauswertung die entscheidende He-

rausforderung in diesem Jahrzehnt. %

Priv.-Doz. Dr. Wolfgang Kern
MLL Miinchner Leukémielabor GmbH

wolfgang.kern@mlil.com
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Ventana
Gesamtkonzept
far lhr Labor

Workflow
VANTAGE

H&E
SYMPHONY

Spezialfarbung -
NexES Spezialfarber Link”

IHC/ISH
BenchMark Serie

Digitale Pathologie
iScan Coreo Au
Virtuoso

Roche Diagnostics Deutschland GmbH
Sandhofer StraRe 116
68305 Mannheim

mannheim.gewebediagnostik@roche.com

VENTANA, VANTAGE, SYMPHONY, NEXES, BENCHMARK,
ISCAN COREO AU und VIRTUOSO sind Marken von Roche.
© 2011 Roche Diagnostics. Alle Rechte vorbehalten.

www.ventanamed.com



