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DurchfluBzytometrische Analytik von Liquor cerebrospinalis

Flow Cytometry of Cerebrospinal Fluid (CSF)
H. A. G. Miiller, K.-M. Toellner?, G. Hiendimayer®

' |nstitut fir Laboratoriumsmedizin, Klinik am Eichert, Géppingen
2 |nstitut fiir Genetik u. Virologie, Universitdt Hohenheim, Stuttgart

3 Klinisch Chemische Abteilung, Biirgerhospital, Stuttgart

Zusammenfassung:

Es werden zwei Modifikationen einer durchfluRzytometrischen
Methode zur Analyse von Lymphozyten des Liquor cerebrospi-
nalis beschrieben, Beide Modifikationen benitzen einen DNS-
Farbstoff zur selektiven Markierung kernhaltiger Zellen, um da-
durch eine Uberlagerung durch Erythrozyten zu eliminieren. Bei
Verwendung eines DurchfluBzytometers mit zwei Anregungswel-
lenlangen (488 nm und 351-364 nm) wird der Farbstoff DAPI,
bei nur einer Anregungswellenlange (488 nm) der Farbstoff
LDS751 verwendet. Die Verwendung von DAPI ermdglicht dar-
tber hinaus, die Analyse auf lebende Zellen zu beschranken. Die
Lagerzeit der isolierten Lymphozyten des Liquors darf 12 Stun-
den nicht Gberschreiten. Die wechselnde Zahl der Liquorzellen
arfordert je nach Antikérper unterschiedliche Mengen von Anti-
kérpern und Waschzyklen. Die Richtigkeit der Analytik unter Ver-
wendung der DNS-Farbstoffe wird durch Vergleich mit Markie-
rungen an isolierten Blutlymphozyten dargestelit.

Schllisselwdérter:

Liquor cerebrospinalis — Lymphozyten — DurchfluBzytometrie —
DNS-Farbstoffe

Summary:

Two modifications of a low-cytometric method for the analysis
of CSF lymphocytes are described. Both modifications use a
DNA staining procedure to mark nucleated cells and thus elimi-
nating an overlapping of lymphocytes by erythrocytes. DAPI is
used for a flow-cytometer with two excitation wave-lengths (488
nm and 351-364 nm) and LDS751 for a flow-cytometer with a
single excitation wave-length (488 nm). Using DAPI as a DNA
stain it is possible to restrict the analysis to living cells. The
short survival period of lymphocytes in the cerebrospinal fluid
makes an immediate analysis of the isolated cells essential. Al-
terations of cell number in CSF samples are the reason for using
special amounts of antibodies and wash cycles. The results are
compared with stainings of isolated blood lymphocytes.

Keywords:

Cerebrospinal fluid — lymphocytes — flow-cytometer — DNA-
stains

Einleitung:

Der Liquor cerebrospinalis ist eine protein- und zellarme Flissig-
keit, die nur in sehr beschrankter Menge fiir die Analytik zur Ver-
figung steht. Die meisten durchfluBzytometrischen Methoden
beschaftigen sich mit der multiparametrischen Analyse zellrei-
cher Flussigkeiten. Vorziige der DurchfluBzytometrie sind: Analy-
tik groBer Zellzahlen, multiparametrische Analytik, quantitative
Messung der Fluoreszenzintensitdten, hohe Analysengeschwin-
digkeit und ein hoher Grad an Automatisierbarkeit. Die bisherige
Analytik der Zellen des Liquors benUtzt die klassischen Metho-
den der Zellzdhlung und der histologischen und immunologi-
schen Aufbereitung von Zytozentrifugenpréparationen (1). Die
dargestelite Methode soll einerseits die Vorziige der DurchfluB3-
zytometrie nutzen und andererseits die unabanderlichen Be-
schrankungen des Materials Liquor beriicksichtigen. Dazu gehd-

FACStar +

Anregung 488 nm ;
Anregung 351-364 nm
Emission FL-1 530 nm

ren die kurze Uberlebenszeit der Liquorzellen, ihre Empfindlich-
keit gegeniiber Lysereagenzien, die starke Variation der Zellzahl
und das Problem des Rauschsignals durch andere Zellen (2).

LIQUOR  1-5 ml

feststellen bzw. analysieren

Zentrifugieren
4°C, 160 g, 5 Min

Klinische Chemie

Zellen resuspendieren
500 pl RPMI-1640 oder
Eigenserum

Zellzahl (|.|1'I) * Volumen (ml)
4 1 000 Zellen

Einstellen des Volumens auf
1 000 Zellen/75 pl

Anregung 488 nm

FL-2 575 nm
FL-3 424 nm

DNS-Firbung mit DAPI
10% (v/v) ImM in 0,9% NaCl
i7ec, 10 rin

2 x Waschen
2 ml Hasc?Wsung

Zentrifugieren
160 g 4°C, 5 Min
=

Antiktrpermarkierung
z.B. 3 pl Antikirper
30 Min 0-4°C

2-3 x Waschen
2 ml Waschldsung

Zentrifugieren
160'g 4°C, 5 Min

Firben mit LDS751 20 mg/100 ml
Methanol”

1499 mit Waschldsung verdiinnen
10 pl pro Markierung, 4°C, 10 Min

——— Messen

:

Tabelle 1: Zusammenfassung beider Modifikationen des Analy-
senprotokolls. Links die FACStar + Modifikation, rechts die FACS-
can-Modifikation. Beide unterscheiden sich durch die Wahl des
Farbstoffes, die Farbetemperatur und den Zeitpunkt der Far-
bung. Der Farbstoff DAPI trennt die Zellen in DAPI-negative (Ery-
throzyten), schwach-DAPI-positive (lebende kernhaltige) Zellen
und DAPI-positive (tote kernhaltige) Zellen auf. Mit LDS751 wer-
den lediglich kernhaltige von kernlosen Zellen abgetrennt.

Verwendete Abkiirzungen:

FITC = Fluoreszeinisothiocyanat, PE = Phycoerytrhin, CD = Cluster of Differentiation, PBS = Phosphatgepufferte Kochsalz-
Iosung, RPMI-1640 = Rosewell-Park Memorial Institut 1640.
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FACScan/FACStar (+)

Emission FL-1 530 nm
FL-2 575 nm
FL-3 630 nm
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Material und Methoden:

Es wurden zwei DurchfluRzytometer, ein Zellsorter ,FACStar
plus (R)” und ein rein analytisch arbeitendes Gerét, ,FACScan
(R)”, benutzt {beide Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg).

1. FACStar plus:

Laser: 5 Watt wassergekiihiter Argonlaser mit UV-Anteil (Fa. Co-
herent, Ober-Roden).

Fluoreszenzanregung: 488 nm und 351-364 nm

Dichroitische Spiegel: DM 560 und DM 505

Software: FACStar plus Research Software

Disendffnung: 60 um

2. FACScan:

Laser: 15 mWatt luftgekihlter Argonlaser
Fluoreszenzanregung: 488 nm

Software: FACScan Research Software

Tabelle 1 zeigt das Analysenprotokoll beider Modifikationen. Die
Modifikation mit dem DNS-Farbstoff LDS751 kann auch am Ge-
rat FACStar plus ohne zusatzliche UV-Wellenlange benutzt wer-
den.

Mit der entsprechenden Software (FACStar plus Research Soft-
ware oder FACScan Research Software) wurden die Zellen in ei-
nem ,Life-Gate”, das alle LDS751-positiven bzw. alle schwach-
DAPI-positiven Zellen enthalt, gemessen. AnschlieBend wurden
die Lymphozyten durch ein zweites ,Gate” elektronisch ausge-
blendet und die Fluoreszenz der beiden Antikérper bestimmt.
Die Prozentsitze der markierten Zellen wurden berechnet.

Untersucht wurden die Antikérperkambinationen:

Probenleerwert ohne Antikérper bzw. mit isotypischen Kontrol-
len markiert.

CD4 (Leu-3) FITC-markiert und CD8 (Leu-2) PE-markiert.

CD3 (Leu-4) FITC-markiert und CD38 (Leu-17) PE-markiert.

CD45 (HiLeu-1) FITC-markiert und CD14 (Leu-M3) PE-markiert.
CD2 (Leu-5) FITC-markiert und CD19 (Leu-12) PE-markiert.
TLiSA1 FITC-markiert und CD3 (Leu-4) PE-markiert.

CD45r (Leu-18) FITC-markiert und CD8 (Leu-3) PE-markiert.

CD 57 (Leu-7) FITC-markiert und CD16 (Leu-11) PE-markiert.
VLA1 FITC-markiert und CD3 (Leu-4) PE-markiert.

(Leu-Serie von Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg; TLiSA1 und
VLA1 von Fa. T-Cell Science, Cambridge, MA, USA; TA1 von Fa.
Coulter, Krefeld).

Spezifitaten der eingesetzten Antikérper:

CD2 (Leu-5) T-Zellen; Sheep Red Blood Cell-Rezeptor
CD3 (Leu-4) T-Zellen; T-Cell-Rezeptor-Komplex

CD4 (Leu-3) T-Helfer-Inducer-Zellen

CD8 (Leu-2) T-Suppressor-cytotoxische-Zellen

CD14 (Leu-M3) reife Monozyten und Makrophagen
CD16 (Leu-11) Fc-lgG Rezeptor von NK-Zellen
CD18 (Leu-12) pan-B-Zellen

CD38 (Leu-17) mitogen aktivierte T-Zellen

CD45 (HLe-1) pan-Leukozyten

CD45r (Leu-18) T-Subset; naive T-Zellen
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Abb. 1: Titrationskurven von 4 Antikérpern unterschiedlicher Hersteller. Der Pfeil gibt das verwendete Antikérpervolumen an in pl An-.
tikérper pro 100 ul Zellsuspension. Die Antikérper liegen in gel6ster Form vor bzw. werden mit dem vom Hersteller angegebenen Volu-

men geldst. Bei geringerem Volumen an eingesetzten Zellen werden entsprechend geringere Antikérpervolumina verwendet.

Die Analyse wurde entsprechend dem Analysenprotokoll durchgefiihrt.
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CD57 (Leu-7) NK-Zellen und T-Zellen Subpopulation
TA1 aktivierte T-Zellen
VLA1 .Very Late Activation Antigen” T-Zellen
TLiISA1 _T-Lineage-Specific Activation Antigen”

Verwendete DNS-Farbstoffe:
DAPI = 4,6-Diamidino-2-phenylindol (Fa. Sigma, Deisenhofen).
LDS751 = (Fa. Optilas, Puchheim).

FACS MeRIdsung:
PBS: 0,8 g NaCl, 0,2 g KCI, 115 g Na2HPO4, 0,2 g KH2PO4 einge-
stellt auf pH 7,2 oder eine entsprechende kommerzielle Losung.

FACS-Waschlosung:
PBS mit 5% (v/v) fetalem Kélberserum versetzt oder eine ent-
sprechende kommerzielle Lésung.

Medium fiir resuspendierte Liquorzellen:

RPMI-1640 (Fa. Biochrom, Berlin). Alle Lésungen, sofern nicht
kommerziell erworben, wurden mit einem 0,2 um Membranfilter
sterilfiltriert und mit 0,1 % Natriumazid versetzt.

Ergebnisse:

Uberlebenszeit der Liquorzellen: Durch Lagerungsexperimente
von Liquorlymphozyten in RPMI-1640 oder Eigenserum fand
sich ein unterschiedliches Absterbeverhalten der einzelnen T-
Zellpopulationen. Binnen 24 Stunden kam es im Vergleich zu
den CD4-positiven T-Zellen zu einem schnelleren Absterben der
CD8-positiven T-Zellen, was sich in einer Zunahme der CD4/CD8-
Ratio widerspiegelte. Die Lagerung im Eigenserum war der La-
gerung im RPMI-1640 uberlegen. Wéahrend nach 24 Stunden im
RPMI-1640 im Durchschnitt 55% lebende Lymphozyten nachge-
wiesen wurden, fanden sich bei Lagerung im Eigenserum 76 %
lebende Zellen. Die Modifikation unter Verwendung des Farbstof-
fes DAPI ermdbglicht, die Analyse auf lebende Zellen zu be-
schranken und ist damit der Messung mit anderen DNS-Fabstof-
fen lberlegen.

Abhéngigkeit der Analysenqgualitat von der Durchflul3rate: Eine
Zunahme des DurchfluBdruckes fiihrte zu einer Verschlechte-
rung der Analysenergebnisse. Es zeigte sich eine Verminderung
der Empfindlichkeiten der Fluoreszenzen FL1 und FL2 (FITC und
PE). Eine Veranderung des DurchfluBdruckes wahrend der Analy-
tik ist daher strikt zu vermeiden.

Ermittlung der optimalen Antikérperkonzentration: Die meisten
kommerziellen Antikdrper sind auf eine bestimmte Zellzahl, in
der Regel 1000000 Zellen, austitriert. Bei der Liquoranalyse
wechselt die Zellzahl von Analyse zu Analyse, liegt aber immer
deutlich unter der Zahl von 1000000 Zellen. Es ist daher erfor-
derlich, flir jeden einzelnen Antikérper durch Titrationsexperi-
mente die optimale Konzentration zu bestimmen (Abb. 1). Da
die bendtigte Antikérpermenge nicht nur von der Zellzahl, son-
dern auch vom Probenvolumen und damit der Arbeitskonzentra-
tion des Antikorpers abhéngig ist (3, 4), ergeben sich fur die
meisten Antikorper eines Herstellers gleiche Volumina.
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CD4/CD8 ohne LDS751
Abb. 2: Regressionsanalyse der CD4/CD8-Ratio. X-Achse = Mar-
kierung mit Antikérpern nach Gradientenisolation der mononu-
kledren Zellen ohne Anfdrbung der Lymphozyten mit LDS751.
Y-Achse = zuséatzliche Férbung mit LDS751 der mit CD4- und
CD8-markierten Zellen. Die Gleichung der Regressionsgeraden
isty = 0,97x + 0,01; r = 0,96.

Richtigkeit der Analysenwerte: Um die Richtigkeit der Resultate
der beiden Modifikationen zu Uberprifen, wurden periphere
Lymphozyten mit der Gradientenmethode nach Boyum (5) iso-
liert und analysiert und die Ergebnisse mit auf Liquorkonzentra-
tion verdiinnten Lymphozytensuspensionen verglichen. Abbil-
dung 2 zeigt als Beispiel die Regressionsanalyse fir die CD4/
CD8-Ratio unter Verwendung der LDS751-Modifikation.

Einflu3 des Waschens auf die Markierung: Da Waschen und an-
schlieRendes Dekantieren des Uberstandes mit gewissen Zell-
verlusten einhergeht, wire es wiinschenswert, auf das Waschen
zu verzichten. Es zeigte sich, dal} viele Antikérper zu unspezifi-
scher Bindung neigen. Serienexperimente mit unterschiedlicher
Anzahl von Waschzyklen zeigten deutlich, da auf wenigstens 2
Waschschritte nicht verzichtet werden konnte. Bei einem Antikor-
per (TA1) waren weitere Waschschritte notwendig, um ein repro-
duzierbares Resultat zu erhalten (Abb. 3).

Aufnahme der DNS-Farbstoffe in die kernhaltigen Zellen: Abbil-
dung 4 zeigt das Aufnahmeverhalten des Farbstoffes DAPI in Ab-
héngigkeit von der Inkubationszeit bei einer Temperatur von
37 °C. Wahrend sich kein Farbstoff in den Erythrozyten anrei-
cherte, kam es in den lebenden Lymphozyten zu einer kontinu-
ierlichen Akkumulation von DAPI, Dieses zeitabhangige Verhal-
ten wird dazu benutzt, lebende von toten Zellen zu trennen. In
letzteren kommt es durch das Fehlen der Membranbarriere zu ei-
ner raschen Aufnahme des Farbstoffes. Der Farbstoff LDS751
zeigte dieses Verhalten nicht. Er wird, auch bei +4 °C, schnell bis
zur Sattigung in die Zellen aufgenommen. Die unterschiedliche
Bindung an DNS und RNS ist in diesem Zusammenhang uner-
heblich, da lediglich die kernhaltigen Zellen von den Erythrozy-
ten abzutrennen sind.

TN_TAT

0% - TLiSA1

1 Leu 17

Positive T-Zellen (%)

10%

o T T T

Anzahl der Waschschritte

Abb. 3: Auswaschkurven der unspezifisch gebundenen Antikor-
per. Fiir den Antikérper TA1 sind 3 Waschschritte bis zum Errei-
chen eines Plateaus erforderlich. Alle anderen Antikérper wer-
den nur zweimal gewaschen.
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Abb. 4: DAPI-Aufnahme in kernhaltige Zellen (Lymphozyten +)
und kernlose Zellen (Erythrozyten [J) in Abhéngigkeit von der In-
kubationszeit (X-Achse). Die Y-Achse stellt die Fluoreszenzkanal-
nummer dar. Als Negativkontrolle wurden nicht mit DAPI inku-
bierte Lymphozyten verwendet.
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Liquorlymphozyten Blutlymphozyten

Cluster X 95%-Bereich X 95%-Bereich  Referenz

relativ % relativ %

Gesamt- Gesamt-

Lymphozyten Lymphozyten

n=24
CcD4 61,0 41,0-70,5 44,0 29,0-59,0 (6)
cDs 25,7 15,7—-42,9 33,0 19,0-48,0 (6)
Ratio 2.3 1,0-4,2 1,4 0,6—-2,8 (6)
CD3 91,2 87,3-954 73,0 60,0—85,0 (6)
n<15 X 90%-Bereich b4 95%-Bereich
CD2 94,5 90,6-98,7 83,0 73,0-93,0
CcD19 1.7 0,3-27 14,0 7,0-23,0 (6)
CD16 2,6 1,9-3.6 14,0 6,0-29,0 (6)
CD57 1.7 59-21,5 20,0 6,0-34,0
CD45R 4,4 0,7-27,2 ca. 50 % der CD4+ T-Zellen
TA1 47,7 23,4-62,8 unter 20 % der T-Zellen
TLiISA1 17,4 (17,3-25,5) chronisch aktivierte T-Zellen
VLA 55 (2,4-6,4) chronisch aktivierte T-Zellen

Lysemethode: Fir die Elimination von Erythrozyten hat sich bei
der Analyse von Vollblut die Lyse der Erythrozyten eingefiihrt.
Eine Anwendung dieses Verfahrens war in einer langeren Ver-
suchsserie nicht erfolgreich, da es parallel zur Lyse der Erythro-
zyten zu einer Lyse eines Teils der Lymphozyten kam und damit
zu einer Verfalschung des Melergebnisses.

Referenzwerte: Die ersten Untersuchungen zeigten, daf® die
Werte normaler Liquoren deutlich von den Werten fur periphere
mononukledre Zellen abwichen. Eine Zusammenfassung der Re-
sultate ergab nachstehende vorlaufige Referenzwerte. Aufgrund
der geringen Fallzahlen (unter 15 Proben) konnten bei einigen
Markern nur 90%-Bereiche angegeben werden.

Sofern nicht anders angegeben, sind alle Referenzwerte fur Lym-
phozyten des peripheren Blutes den Datenblattern der jeweili-
gen Antikorperhersteller entnommen.

Charakteristisch fir normalen Liquor war, dal der relative Anteil
der T-Zellen gegenuber Bilut deutlich héher lag. Ebenso zeigte
die CD4/CD8-Ratio eine groRere Bandbreite als im peripheren
Blut. Hierbei mul3 jedoch der EinfluR der Zahistatistik beriick-
sichtigt werden. Der relative Anteil der aktivierten T-Zellen war
ebenfalls héher als im Blut. Hingegen lag die Zahl der B-Zellen
deutlich niedriger als im peripheren Blut. Die NK-Zellen zeigten
dhnliche Werte wie im Blut.

Bei der Untersuchung von Patienten mit gesicherter Multipler
Sklerose fanden sich signifikante Unterschiede (U-Test nach Wil-
coxon, Mann und Whitney) fir CD4, CD8, CD4/CD8-Ratio, NK-
und aktivierten T-Zellen. Die Zahl der CD4-positiven Zellen war
leicht erhéht, wahrend die Zahl der CD8-positiven T-Suppressor-

zellen vermindert war, daraus resultierte eine erhdhte CD4/CD8-

Ratio. VLA1-positive Zellen waren vermindert.
Diskussion:

Die vorgestellte Methode erlaubt unter Verwendung entspre-
chender Antikérper eine einfache Analyse jedes im Liquor vor-
kommenden Zelltyps, sofern entsprechende Marker existieren.
Im Gegensatz zur rein morphologischen Analyse sind neben der

reinen Typisierung auch zellkinetische oder funktionelle Analy-

sen moglich, also die ganze Palette durchfluRzytometrischer Me-
thoden. Beide Modifikationen ergeben identische Resultate un-
ter der Voraussetzung, daR frisches Zellmaterial mit einem ho-
hen Prozentsatz an lebenden Zellen benutzt wird. Der entschei-
dende Vorzug aber liegt in der Méglichkeit, alle Zellen eines be-
stimmten Volumens auf das Vorliegen eines Merkmals hin zu un-
tersuchen und damit gegeniber der mikroskopischen Methode
eine Steigerung der Nachweisgrenze zu erzielen. Mit geeigneten
Geraten ist auch eine Sortierung der Zellen fir weitere Experi-
mente maoglich.

Wie beim Differentialblutbild unterliegen auch die Resultate den
Gesetzen der Binominalverteilung. Die Vertrauensgrenzen der
Analyse sind eine Funktion der Zahl der untersuchten Ereig-
nisse. Bei der Liquoranalyse mul® daher zwangslaufig auch mit

72 Lab.med. 15: 72 (1991)

groBeren Streuungen der Resultate gerechnet werden, wenn nur
geringe Zellzahlen zur Verfligung stehen.

Die bisher zugédnglichen Daten von Liquor-Lymphozytenuntersu-
chungen bei Multipler Skierose ergeben widerspriichliche Aus-
sagen zu der Frage der T- und B-Zellzahl. In unserem Kollektiv
fanden wir keine signifikanten Unterschiede im relativen Anteil
der T- und B-Zellen im Vergleich zu normalen Liquorproben. Die
ermittelten vorldufigen Referenzwerte stimmen mit den Werten
in der Literatur tberein (7, 8). Eine erhéhte CD4/CD8-Ratio fand
sich ebenfalls. Signifikant war die Verminderung der CD8-positi-
ven Zellen, wahrend die CD4-positiven Zellen nicht signifikant er-
hoht waren. Andere Autoren berichten von einer Vermehrung
der CD4-positiven Zellen und einer ebenso groBen Verminde-
rung der CD8-positiven Zellen (9). Die erhéhte Ratio war in Uber-
einstimmung mit Zaffaroni (10) in den ersten beiden Schiben
ausgepragt. Auch fiir das Verhalten der NK-Zellen liegen in der
Literatur widersprichliche Angaben vor (8). In unserem Kollektiv
fand sich im Gegensatz zu Matsui (9) eine signifikante Verminde-
rung der mit CD57- und CD16-markierten NK-Zellen. Die fiir peri-
pheres Blut beschriebene Abnahme der CD3/CD45R-positiven
Lymphozyten hatte im Liquor kein Pendant (11). Allerdings sind
alle beschriebenen Verdnderungen nicht typisch flr die Multiple
Sklerose, andere neurologische Erkrankungen zeigen &hnliche
Veranderungen der relativen Zellanteile.
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