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Fluorescence

Zahlung hochfluoreszenter Lymphozyten (HFLC)
als Antikorper-produzierende Plasmazellen
am XE-5000

Einfiihrung

Die Fluoreszenz-Durchflusszytometrie verbessert die analytischen Moglichkeiten tiber die normale
5-Part-Differenzierung hinaus, indem sie fiir eine hervorragende Auflésung von Punktwolken bzw. ihrer
entsprechenden Zellpopulationen und damit auch die Abtrennung anormaler Blutzellen sorgt. Die Zah-
lungen kernhaltiger Erythrozyten (NRBC-Zdhlung) und unreifer Granulozyten (IG-Zahlung) gehéren zu
der erweiterten Differenzierung, die bei den Hamatologie-Analysatoren der sYSMEx Xxe-Serie moglich ist.
Diese erweiterte Differenzierung besitzt das Potenzial zur Verbesserung des diagnostischen Nutzens
der routinemdlRigen 5-Part-Differenzierung, die fur alle analysierten Proben direkt befundet werden
kann. Neben der IG-Population findet eine klare Abtrennung einer weiteren anormalen Zellpopulation
mit hoher Fluoreszenzintensitat statt, die oberhalb des Bereichs der Mono- und Lymphozyten liegt. Die
hochfluoreszenten Lymphozyten (HFLC) werden im DIFF-Kanal der xe-Systeme in einem Bereich hoher
Fluoreszenz (HFL-Bereich) beobachtet und fir das Flagging der »Atypischen Lymphozyten« verwendet.
Diese Lymphozyten werden aufgrund ihrer charakteristischen, hohen Fluoreszenzintensitdt detektiert,
die einen hohen RNA-Gehalt widerspiegelt. Das kiirzlich in den Markt eingefiihrte Analysensystem
XE-5000 mit verbessertem Gating und Flagging schlielst solche Proben aus, bei denen das Gerat eine
HFLC-Population nicht deutlich abgrenzen kann (meistens bei systemischen Erkrankungen oder Malaria-
infektionen). Abbildung 1 zeigt drei DIFF-Scattergramme: Ein Scattergramm einer normalen Probe, ein
zweites, das unreife Granulozyten (IG) zeigt, und ein drittes, das die Anwesenheit unreifer Granulo-

zyten (IG) und hochfluoreszenter Lymphozyten (HFLC) anzeigt.
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Abb. 1 Drei DIFF-Scattergramme: das erste aus einer normalen Patientenblutprobe, das zweite aus einer Patientenblutprobe, die |G enthdlt, und das
dritte aus einer Patientenblutprobe, die sowohl IG als auch HFLC enthdilt
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Zellbiologie

Bei Plasmazellen oder lymphoplasmozytoiden Zellen handelt es sich um die endgiiltig differenzierten,
nicht proliferierenden Effektorzellen der B-Zelllinie und alleinigen Produzenten von Antikdrpern. Somit
gehoren beide zu den Komponenten des adaptiven Immunsystems des Menschen und sind von ent-
scheidender Bedeutung fiir eine effektive Immunreaktion bei reaktiven Erkrankungen. Mit der n6tigen
Spezifitat und Schnelligkeit unterstiitzen sie in wesentlichem MaRe angemessene Immunreaktionen auf
mikrobielle Pathogene. Plasmazellen sind im Knochenmark als so genannte »langlebige Plasmazellen«
zu finden, treten jedoch selten im peripheren Blut normaler gesunder Menschen auf. Aus diesem Grund
weisen in der Blutprobe von Patienten vorhandene Plasmazellen auf eine Immunreaktion infolge von

Infektionen hin.

Monozyten bzw. dendritische Zellen besitzen Rezeptoren zum Binden vieler verschiedener Antigene.
Sobald Antigene gebunden sind, wandern die Zellen zu den Lymphknoten und préasentieren die Anti-
gene den T-Zellen. Die T-Zellen regen daraufhin die B-Zellen zur Proliferation und zur Differenzierung in
Plasmazellen an und stellen IgM-Immunglobuline her. Dies findet innerhalb einer Woche nach dem
Kontakt mit dem Antigen statt. Einige aktive B-Zellen bilden mit Unterstiitzung aktivierter T-Zellen ein
Keimzentrum, proliferieren und differenzieren sich (zwischen dem 10. und 14.Tag) zu Klassenwechsel-
Plasmazellen (IgG, IgA oder IgE) bzw. Gedachtniszellen (MC, memory cells). Dies ist die von T-Zellen
abhdngende Aktivierung von B-Zellen. In den meisten Féllen findet dieser Vorgang ausschlieflich in
den Lymphknoten statt und die Plasmazellen zirkulieren nicht im peripheren Blut. Daher handelt es

sich bei den als HFLC gemessenen Plasmazellen nicht um diesen Plasmazelltyp.

Die meisten im peripheren Blut zirkulierenden Plasmazellen, die bei Infektionserkrankungen Kandi-
daten fir HFL-Zellen darstellen, sind die B-Zellen aus der Marginalzone der Milz. Die erste Aktivierung
von B-Zellen als Reaktion auf Antigene besteht in der Differenzierung von B-Zellen aus der Marginal-
zone der Milz in IgM-produzierende Plasmazellen ohne T-Zellen-Interaktion. Diese B-Zellen erkennen
Antigene unabhangig von T-Zellen innerhalb weniger Stunden der Immunisierung. Sie wandern dann
mit dem von T-Zellen unabhdngigen Antigen zur roten Pulpa der Milz, proliferieren von Plasmablasten
zu IgM-produzierenden Zellen, ohne dass die Moglichkeit eines Klassenwechsels besteht, und bewegen

sich durch die abfiihrende Lymphe zu entfernten Bereichen des Bluts (siehe Abbildung 2).

Die herkdmmliche Zahlung von Plasmazellen erfolgt anhand der Morphologie im peripheren Blutaus-
strich mittels Lichtmikroskopie. Diese manuelle Methode ist jedoch sowohl aufwdndig als auch unge-
nau aufgrund der geringeren Anzahl gezahlter Zellen und der Variabilitdt zwischen Beobachtern. In

einer Standardzahlung der 100-Zellen-Differenzierung werden haufig Plasmazellen mit geringen Pro-

zentanteilen (in der neutrophilen Akutphasenreaktion) tibersehen.

Zihlung von HFLC am XE-5000 Sysmex
Sysmex Xtra 2/2008



3/8

Entwicklung i Versorgung
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Abb. 2 Modell, das Entwicklung, Bildung, Erhalt und Funktion von ASC-Zellen (Plasmazellen) zusammenfasst

Durchflusszytometrie mit monoklonalen Antikdrpern ist als Screening-Test ungeeignet. Das Verfahren

ist nicht automatisiert und zeit- und kostenaufwéndig.

In der zuvor veréffentlichten Studie wurde belegt, dass das xe-System mit Hilfe der RNA-Fluoreszenz-
Farbemethode diese Bereiche atypischer Lymphozyten klassifizieren und quantifizieren kann in T-unab-
hangige aktivierte B-Lymphozyten, die klonspezifische Antikorper synthetisieren, in Plasmazellen oder
in lymphoplasmozytoide Zellen. Bei insgesamt 85 Patienten wurde die HFLC-Zahlung des Xe-Systems
mit den Methoden der immunphanotypisierenden Durchflusszytometrie (BD FACSCalibur™) und der
automatischen 4o00-Zellen-Bildanalyse inkl. Vorklassifizierung durch ein digitales Morphologie-System
(CELLAVISION® DMg6) verglichen. Die grundlegende Leistungsfahigkeit der HFLC-Zdhlung im xe-System

hinsichtlich Reproduzierbarkeit und Linearitat wurde ebenfalls bewertet.
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Befunde aus der zuvor verdffentlichten Studie zur Identifizierung des Zelltyps im
HFL-Bereich
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Abb. 3 Zellklassen, die im HFL-Bereich vermutet wurden

Ergebnisse der phanotypischen Identifizierung der HFLC

Die HFLC-Zdhlung am xE zeigte eine hervorragende Reproduzierbarkeit bei Proben mit niedriger und
hoher Zellzahl, und die Linearitatsdaten wiesen eine gute Korrelation zwischen erwarteter und gemes-
sener HFLC auf.

Es wurde keine Korrelation gefunden zwischen HFLC und aktivierten Monozyten oder sehr unreifen

Granulozyten, natirlichen Killerzellen, aktivierten T-Lymphozyten oder zytotoxischen T-Zellen.
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Aktivierte B-Lymphozyten — im peripheren Blutausstrich als Plasmazellen plus lymphoplasmozytoide
Zellen definiert - und Antikérper synthetisierende Zellen (ASC-Zellen) - definiert als CD1g+, SSChigh,
Zunahme des zytoplasmischen IgM und CD138* - ergaben jeweils eine hervorragende Korrelation mit
HFLC. Die Korrelationskoeffizienten waren R? = 0,809 (mit P < 0,001) bzw. R? = 0,804 (mit P < 0,001). Die
Korrelation von HFLC nur mit Plasmazellen (d. h. dem morphologisch definierten Typ) ist mit R* = 0,796
als gut zu bewerten. Die Uberzeugendste Korrelation zeigte jedoch die Kombination der zwei oben
genannten Typen als Antikorper synthetisierende/sezernierende Zellen oder aktivierte B-Lymphozyten.
Die linearen Regressionen zwischen HFLC, CELLAVISION® DM96 und BD FACSCalibur™ bei den Lympho-

zyten-Subpopulationen - NK-Zellen sowie T- und B-Lymphozyten - sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.
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Regression R Rz p
Natural-Kilfer-L ymphozyten (NK-Z elien)
XE-2100 versus DMI96
HFL # versus LGL # (DMIE) HFL # = 0,0964 + (0,0447 * LGL#) 0,044 0,002 0,700
XE-2100 versus FACSCalibur
HFL # wersus MiK-Tellen # (FACS) HFL # = 0,0897 + (0,0590 % WK # 0,072 0,005 0,526
FACSCalibur versus DMI6
MK (FACS] # versus LGL # (DMIE) MK # = 0,126 + (0,585 * LGL#E 01,560 0,314 0,001
T-Lymphozyten
XE-2100 versus DM96
HFL # versuzs aktivierte T-Lymph # (DM3E] HFL # = 0,0750 + (0,0723 * akt T #) 0,215 0,046 0,056
HFL # versus CTL # (DM35) HFL # = 00885 + (087 * CTL#) 0178 0,032 0113
HFL # versus Chemotaxisch # (DMOE) HFL # = 0,0686 + (0,144 * Chemot &) 0,259 0,087 0,021
HFL # versus Lymphoid # (Dh35] HFL # = 0,101 + (0000664 * Lymphoicd) 0,001 0,000 0994
XE-2100 versus FACSCalibur
HFL # versus Gesamt-T-Zellen # (FACS) HFL # = 0,0572 + (0,0370 * ges T-Zelen &) 0,214 0,046 0,056
HFL # wersus CD4+ Zellen ¥ (FACS) HFL # = 0.0538 + (0.0637 * CD4+ #) 0,229 0,053 0,041
HFL # wersus CDS* Zellen ¥ (FACS) HFL # = 0.0901 + (00252 * CDS+ #) 0103 0,011 0363
HFL # wersus CTL Zellen # (FACS) HFL # = 00365 + (0,131 * CTL #) 0160 0,026 0157
FACSCalibur versus DM96
CDE* cells # (FACS) versus aktivierte T-Lymph # (DM35) | CD8+ #=0,0357 + (1,134 * akt T #) 0,302 0,514 =0,001
CTL (FACS) # versus CTL # (DM3E) CTL # =0,0524 + (0,899 * CTLA) 0,703 0,494 =0,001
CO4+ cell # (FACS) versus aktivierte T-Lymph # (DMIG] | CD4» #=5,242 + (2224 * akt T#) 0,213 0,045 01,056
B-f ymphozyten
B-Zellen: XE-2100 versus DMI6
HFL # wversus aktivierte B-Lymphozyten # (DMIE) HFL #=-000499 + (1127 *akt B # ) 0,900 0,509 =0,001
HFL # versus Plasmazellen # (D35 HFL # = 0,0364 + (1,247 * Plasmazellen #) 0,534 0,796 =0,001
B-Zellen: XE-2100 versus FACSCalibur
HFL # versus Gesamt-B-Zellen (CD19+) # (FACS) HFL # = 0,0224 + (0,338 * ges B-Zellen # 1 0,534 0,286 =0,001
HFL # wersus ASC # (FACS) HFL # =0,00192 + (1 515 * ASCH) 0,597 0,504 =0,001
B-Zellen: FACSCalibur versis DMIG
LSC # (FACS) versus aktivierte B # (D9 ASC#=0,00795 + (0,510 % akt B &) 0810 0,655 0,001
Gesamt-B-Zellen # (FACS) versuzs aktivierte B #(DMI5) | Ges B-Tellen # = 0,133 + (1,046 * akt B &) 0,525 0,275 =0,001

Tab. 1 Lineare Regression zwischen HFLC und Lymphozyten-Subpopulationen am xe-2100 nach Analyse von Ausstrichen peripheren Bluts und Immun-

phdnotypisierung mit Hilfe des Durchflusszytometers BD FACSCalibur (# = absolute Zellzahl / uL Blut)
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Abbildung 4 zeigt das Beispiel eines Patienten auf der Intensivstation sieben Tage nach einer Herzope-
ration. Es ist eine Zunahme der HFLC-Population von 60 auf 270 Zellen festzustellen. Eine Untersu-
chung der durchflusszytometrischen Scattergramme ergibt eine deutliche Prasenz von CD19-positiven
B-Zellen mit hoher Lichtstreuung wie auch eine vermehrte Anzahl an zytoplasmischem IgM und CD138-
positiven Zellen (von 8o auf 280 Zellen). Dies korreliert mit den HFLC-Zdhlungen des xe-Systems. Die
Anzahl aktivierter B-Zellen, die mittels CELLAVISION® DM9g6 im Blutfilm festgestellt wurden, kam den
Ergebnissen der durchflusszytometrischen Zdhlung und der xe-Zahlung ebenfalls sehr nahe. Es waren
auch einige Zellen zu erkennen, die die Charakteristika von Immunglobulinproduktion bzw. -sekretion

aufwiesen.
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Abb. 4 Korrelation von Zelltypen, die mit den drei verschiedenen Methoden bei einem Patienten zehn Tage nach einer Herzoperation ermittelt wurden:
Im Blutfilm waren Plasmazellen und plasmozytoide Zellen zu erkennen, wobei die vierte Zelle in der Abbildung das charakteristische Aussehen eines
Immunglobulin produzierenden und sezernierenden Lymphozyten aufweist.
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Fazit hinsichtlich der Identifizierung von HFLC

Als Fazit ldsst sich feststellen, dass die Ergebnisse Evidenz dafiir liefern, dass der automatische Hama-

tologie-Analysator xe-5000 die Zdhlung hochfluoreszenter Lymphozyten (HFLC) als Antik&rper synthe-
tisierende bzw. sezernierende Zellen (ASC-Zellen) identifiziert und quantifiziert. Ein erhdhtes Ergebnis

der Zdhlung weist auf eine Immunreaktion auf eine Infektionserkrankung hin.

Lymphoproliferative Storungen oder andere systemische Erkrankungen, bei denen ebenfalls Signale im
HFL-Bereich zu erkennen waren, missen ausgeschlossen werden, da der xe-5000 bei solchen klinischen
Zusammenhdngen keine deutliche HFLC-Population abgrenzen kann. Es erfolgt kein Flagging flr aty-
pische Lymphozyten bei solch offensichtlichen Proben, die daher in dieser Studie nicht berticksichtigt

wurden.

Bei Infektionserkrankungen ist die Konzentration von Plasmazellen im peripheren Blut nicht immer
erhoht - trotz hoher Ig-Werte. Dies hangt mit der Antigen-Prasentation durch entsprechende Zellen

(z. B. dendritische Zellen) zusammen, die vorwiegend in lokalen Lymphknoten stattfindet. Dementspre-
chend reflektiert das Vorhandensein von Plasmazellen in peripherem Blut eine frithe Reaktion des
angeborenen Immunsystems auf T-unabhdngige Antigene durch Lymphozyten in der Marginalzone der

Milz, die dort aktiviert werden und sich dort zu Plasmazellen differenzieren.

Dies ertffnet neue Moglichkeiten fiir ein schnelles und verladssliches Screening und eine entsprechende
Uberwachung von Patienten mit SIRS (systemisches inflammatorisches Response-Syndrom) auf Inten-

sivstationen, bei denen der Verdacht einer lokalen Infektion oder sogar Sepsis besteht.

Es sind weitere klinische Studien erforderlich, um die Nitzlichkeit automatischer ASC-Messungen als
Screening-Test fur Infektionserkrankungen in klinischen Zusammenhangen in vollem Umfang zu evalu-
ieren. Sobald sich automatische ASC-Messungen bewahrt haben und sowohl in der klinischen Medizin
etabliert als auch von Arzten als Teil ihrer klinischen Routine akzeptiert sind, ist fiir ASC-haltige Blut-
proben bei reaktiven Erkrankungen keine erneute Evaluierung der Ergebnisse durch visuelle Mikrosko-
pie erforderlich. Durch automatische ASC-Messungen mittels hamatologischer Routinesysteme ohne
erforderliche Probenvorbereitung, deren Ergebnisse in weniger als 1 Minute vorliegen, verringert sich
das Arbeitsaufkommen in hamatologischen Laboratorien. Auf diese Weise steht mehr Zeit fur loh-

nendere Aufgaben als die routinemédRige Mikroskopie zur Verfligung.

Der vorliegende Artikel wurde in Zusammenarbeit mit der Universitat KoIn erstellt.
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