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Zusammenfassung: Die hdmatologische Labordiagnostik
hat in den letzten 30 Jahren grofie Fortschritte gemacht.
Sie basiert heute im Wesentlichen auf vier Sdulen: Zyto-
morphologie, Immunphanotypisierung, Zytogenetik und
Molekulargenetik. Weiterhin unerlasslich steht am Anfang
jeder Abklarung die Zytomorphologie meist gefolgt von
einer Immunphé&notypisierung. Beide Untersuchungen
erfordern vom Laborteam hohe Expertise und oft Informati-
onsaustausch mit den klinischen Zuweisern. Trotz hochspe-
zialisierter Mitarbeiter ist es fiir kleine Speziallaboratorien
eine grof3e Herausforderung den Anforderungen an Qua-
litatssicherung und Wirtschaftlichkeit zu geniigen. Eine
Losung kann die Zusammenarbeit zwischen der Laborme-
dizin einerseits (meist in einem Zentrallabor angesiedelt)
und den meist in der Himatologie angesiedelten kleineren
Speziallaboren sein, wie sie in Innsbruck seit 2008 modell-
haft im interdisziplindren hdmatologischen Kompetenz-
zentrum (IHK) praktiziert wird. Auf diese Weise wurde in
Innsbruck eine interdisziplindre Einrichtung geschaffen,
welche die gesamte hdmatologische Laborkompetenz der
Klinik aus Zytomorphologie und Durchflusszytometrie
zentral biindelt. Neben der Abkldrung bekannter hdma-
tologischer Erkrankungen bietet das IHK auch optimale
Vorraussetzungen zur gezielten, zeitnahen Erstdiagnos-
tik hdmatologischer Erkrankungen (z.B. Zufallsbefunde)
aber auch zum Screening von Blutproben eines grofien

Klinikums, die aufgrund von morphologischen oder nume-
rischen Auffélligkeiten einer weiteren diagnostischen
Abklarung bediirfen. Fiir die weitere Entwicklung des
[HK ist eine zusatzliche Einbindung der zytogenetischen
bzw. molekularbiologischen Diagnostik unerldsslich. Die
interdisziplindre Zusammenarbeit von Labormedizinern,
Hamatologen, Zytogenetikern und Molekularbiologen
fordert den Wissenstransfer und die Expertise aller betei-
ligten Mitarbeiter und steigert das Leistungspotential und
Qualitatsniveau dieser Laborbereiche. Weitere Vorteile bie-
ten sich im Bereich wichtiger Laborentwicklungsprozesse
(z.B. Laborakkreditierung, Einfiihrung neuer teurer Aus-
riistungsgegenstdnde, wie etwa 10-Farben-Flowzytometer,
moderner Labor-EDV oder Bildarchivierungssysteme),
wobei durch interdiszplindare Zusammenarbeit und gemein-
same Nutzung hohe Synergieeffekte zu erwarten sind.
Die Etablierung interdisziplindrer Kompetenzzentren fiir
hamatologische Diagnostik stellt daher einen Meilenstein
in der modernen Labordiagnostik dar.

Schliisselworter: Durchflusszytometrie; Hamatologische
Labordiagnostik; interdisziplindre = Zusammenarbeit;
Zytomorphologie

Abstract: The laboratory examination of hematologic dis-
eases has made great progress in the last 30 years and is
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now based on a four-fold strategy: cytomorphology, flow
cytometry, cytogenetics, and molecular genetics. Cyto-
morphology is still the crucial first step, and then it usu-
ally followed by flow cytometric immunophenotyping and
of relevant cell population. Both investigations require a
highly expert laboratory team and, often, an exchange
of information among the clinicians. It is a challenge for
small specialized laboratories to reach quality standards
and economic efficiency nowadays, even with highly
specialized personnel. One solution is the collaboration
among institutes of laboratory medicine (usually a central
laboratory), smaller laboratories specialized in hematol-
ogy, and usually residents in departments of hematologic
diseases, as is the practice in the Interdiscipline Hemato-
logic Competence Center (IHK) of Innsbruck since 2008.
Thus, in Innsbruck, this competence center concentrates
the whole expertise in the hematology laboratory of the
hospital based on cytomorphology and flow cytometry.
Besides the clarification of already identified hemato-
logic diseases, the IHK has optimal conditions not only
for the specific and prompt first-time diagnosis of hema-
tologic diseases (e.g., additional diagnostic findings) but
also for the screening of blood samples, from tertiary
care hospitals, that require further diagnostic workup for
specific disease clarification based on numeric and mor-
phologic abnormalities. For the further progression of the
IHK, the integration of cytogenetic and molecular genetic
diagnostics is essential. The interdisciplinary collabora-
tion of specialists in laboratory medicine, hematology,
cytogenetics and molecular genetics improves the knowl-
edge tranfer and expertise of all members and enhances
the efficiency and quality level of such a collaborating
laboratory division. Further advantages can be achieved
in important laboratory development processes (e.g.,
laboratory accreditation, implementation of expensive
laboratory equipment, such as ten-color flow cytometers,
introduction of modern laboratory information systems,
or image-archiving systems), with a high potential of
synergetic effects stemming from the collaboration. The
establishment of interdisciplinary competence centers for
hematologic diagnostics is therefore a milestone in mod-
ern laboratory diagnostics.

Keywords: cytomorphology; flow cytometry; hematologic
laboratory examination; interdisciplinary collaboration.
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Einleitung

Leitsymptom fast jeder hdmatologischen, malignen
Erkrankung ist eine Verdnderung des peripheren Blutbil-
des. Dies kdnnen numerische Abweichungen der einzel-
nen Zelllinien sein oder man findet Zellen, die man nor-
malerweise nicht im peripheren Blut entdeckt. Im Falle
einer akuten Leukdmie sind dies sehr unreife und undif-
ferenzierte Zellen, sogenannte Blasten.

Bis Mitte der 1980er Jahre fufite die hdmatologische
Diagnostik derartiger Erkrankungen vor allem auf dem
zytomorphologischen Bild (Lichtmikroskopie) unterstiitzt
durch entsprechende zytochemische Farbungen, z.B. der
Myeloperoxidasefdarbung als Zeichen einer myeloischen
Differenzierung der Zellen.

Die bis heute noch im klinischen Alltag hdufig verwen-
dete FAB (French American British) Klassifikation beruht
alleine auf dem Bild des zytomorphologischen Aspektes
der Zellen und den dazugehdrenden zytochemischen Far-
bungen. Auf dieser Grundlage wird eine Einteilung gemaf3
der Ausdifferenzierung der Zellen vorgenommen. Nach
der FAB-Klassifikation werden die akuten myeloischen
Leukdmien in 8 Subtypen eingeteilt (MO-M7).

Neben dieser ausschliefllich lichtmikroskopischen
Charakterisierung der Erkrankungen entwickelte sich
Anfang der 80er Jahre als wesentliches, zweites Standbein
in der hamatologischen Diagnostik die immunologische
Charakterisierung der Zellen.

Die zunehmenden Kenntnisse iiber zytogenetische
und molekulargenetische Verdnderungen bdosartiger
Blutzellen, die durch den enormen methodischen Fort-
schritt auf diesem Gebiet ermdglicht wurden, haben dazu
gefiihrt, dass man z.B. akute myeloische Leukdmien, bei
denen immer wieder dieselben prognostisch und thera-
peutisch relevanten Verdnderungen im Erbgut gefunden
werden (rekurrente genetische Verdnderungen), in der
neuesten Klassifikation, der WHO-Klassifikation, als selb-
standige Entitdten klassifiziert hat. Diese Klassifikation
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ist fiir Therapie und Prognose dieser Erkrankungen von
groflerer Bedeutung.

Genetik und Immunphdnotyp
hamatologischer Neoplasien —
orrelationen und ihre prognostische
Relevanz

Zu Beispielen genetischer Verdanderungen bei hdmato-
logischen Erkrankungen, die in der heutigen Diagnos-
tik dieser Erkrankungen nicht mehr wegzudenken sind,
geh6ren unter anderem die BCR/ABL Mutation bei der
CML und die JAK2V617F-Mutationen bei anderen myelo-
proliferativen Neoplasien, die in fast allen Fallen einer
Polycythdmia vera nachweisbar.

Anhand zytogenetischer Verdanderungen kann man
die akuten myeloischen Leukdmien in drei prognosti-
sche Gruppen einteilen [1]: Eher giinstig verlaufen Leu-
kiamien mit Translokation t(8;21), t(15;17) oder einer
Inversion des Chromosom 16, inv(16). Ein mittleres
Risiko weisen akute myeloische Leukdmien mit einem
normalen Karyotyp oder mit einer Translokation t(9;11)
auf. Ungiinstig verlaufen Erkrankungen mit komplexen
Verdnderungen des Karyotyps oder einer Translokation
t(6;9) oder einer inv(3), sowie sogenannte monosomale
Karyotypen.

Teilweise kann auf Grundlage der Zytomorpholo-
gie oder des Immunphanotyps bereits der Verdacht auf
bestimmte Chromosomenverdnderung geweckt werden.
So ist die inv(16) meist mit dem zytomorphologischen
Bild der nach FAB-Klassifikation als myelomonozytdre
Leukdmie mit Eosinophilie bezeichneten AML M4(eo)
vergesellschaftet. Die Translokation t(15,17) entspricht
nach der FAB-Klassifikation der Promyelozytenleukdmie
M3 [2].

Bei der Translokation t(8/21) kommt in der Inmunphi-
notypisierung haufiger eine Koexpression der Antigene
CD19 und CD56 vor. Man bezeichnet akute myeloische
Leukdmien mit t(8;21) oder inv(16) auch als core-binding
factor leucaemias [3].

Neben diesen schon auf der Chromosomenebene
durch klassische zytogenetische Methoden oder Fluo-
reszenz in situ Hybridisierung sichtbaren Verdnderun-
gen sind weitere Mutationen von Bedeutung, die nur mit
molekularbiologischen Methoden auf DNA-Ebene sicht-
bar gemacht werden kdnnen. Ein Beispiel dafiir ist die mit
einer schlechteren Prognose vergesellschaftete Mutation
im FMS-like tyrosine Kinase 3 (FLT3)-ITD-Gen. Mit einer
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besseren Prognose ist eine Mutation im Nukleophosmin 1
Gen bei ansonsten normalem Karyotyp vergesellschaftet,
jedoch nur dann, wenn die zuvor genannte FLT3-Genmu-
tation nicht vorliegt.

In der WHO-Klassifikation entfallen trotz des fort-
schreitenden Wissens weiterhin ca. 30%-40% auf die
Kategorie ,nicht anders spezifiziert“ [2]. Diese Leuki-
mien werden deshalb nur anhand der Zytomorphologie
in Zusammenschau mit der zytochemischen Farbung
und dem Immunphénotyp entsprechend Ihrer Ausdiffe-
renzierung nach der Einteilung in MO bis M7 nach FAB
Klassifiziert.

Tabelle 1 zeigt eine Gegeniiberstellung von Immun-
phénotyp und wichtigen genetischen Verdnderungen.

Auch fiir die malignen Lymphome stellt die WHO
Klassifikation die aktuellste weltweit akzeptierte Klas-
sifikation dar. Die aktuelle Version stammt aus dem
Jahr 2008. Die WHO-Klassifikation der malignen Lym-
phome ist eine Fortentwicklung der REAL Klassifikation
(Revised European-American Classification of Lymphoid
Neoplasms). Gemeinsames Prinzip ist die Abgrenzung
wechter biologisch gekennzeichneter Krankheitsentita-
ten, insbesondere auch im Hinblick auf therapeutische
Relevanz (z.B. Abgrenzung der ,,ALKOME®). Zur Eintei-
lung der Krankheiten werden gleichrangig Merkmale
der Morphologie, des Immunphéanotyps, des Genotyps,
der Klinik und der zelluldren Herkunft beriicksichtigt
[6]. Die WHO-Klassifikation unterscheidet Vorlaufer-von
reifzelligen B- und T-Zellneoplasien. Da der immunologi-
sche Subtyp bei den akuten lymphatischen Leukdmien
von grofer Bedeutung ist, ist eine Immunphanotypisie-
rung bei diesen Erkrankungen immer notwendig. Von
grof3er praktischer Bedeutung ist deshalb auch die EGIL-
Klassifikation (European Group for the Immunological
Characterization of Leukemias), die die akuten lympha-
tischen Leukdmien in vier Untergruppen einteilt. Die
Untergruppe der reifen B-ALL, die vom Immunphénotyp
und der Zellmorphologie auch dem lymphoblastischen
Lymphom entspricht, aber mehr als 20% Knochen-
marksbefall aufweist, wird in der WHO-Klassifikation zu
den reifzelligen B-Zellneoplasien gezahlt. Gekennzeich-
net ist die reife B-ALL in der EGIL-Klassifikation durch
das Vorkommen von Oberflichenimmunglobulinen. Die
anderen drei Subtypen (pro-B-ALL, c-ALL und pré-B-
ALL) werden durch die EGIL-Klassifikation im Wesent-
lichen durch das Vorhandensein von CD10 auf der Zel-
loberflache und dem intrazytoplasmatischen Nachweis
von IgM definiert.

Trotz aller Fortschritte in der Labordiagnostik kann
auf die mikroskopische Beurteilung nicht verzichtet
werden.
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Tabelle1 Gegeniiberstellung Immunphdnotyp und wichtige genetische Veranderungen. Modifiziert nach [5].

WHO Klassifikation 2008, bzw.

Zytogenetik Molekularbiologischer Nachweis

FAB Durchflusszytometrie

Akute myeloische Leukdamie

AML mit t(8,21)(q22;922)  RUNX1-RUNX1T1

AML mit inv(16) CFB-MYH11
(p13.1g22) oder t(16/16)

(p13.1;922)

Akute Promyelozyten- PML-RARA
leukdmie mit t(15,17)

(922;q12)

AML mit t(9;11)(p22;q23)  MLLT3-MLL
AML mit t(6;9)(p23;q34) DEK-NUP214
AML RBM15-MKL

(megakaryoblastisch) mit
t(1;22)(p13;q13)
Provisorische Entitdt AML mit
NPM1 Mutation
Provisorische Entitat AML mit
CEBPA Mutation
Myeloproliferative Erkrankungen

Chronisch myeloische BCR-ABL1

Leukdamie BCR-ABL1

positiv

Chronische neutro-philen JAK2V617F)

Leukamie (ca. 10% Exon 12 Mutation bei

Polycythdmia vera
Primare Markfibrose

negativen PV Fdllen

Essentielle TET2
Thrombozythdamie
Chronische eosinophilen
Leukdmie, nicht anders
klassifiziert
Mastozytose KIT816V (~10%)
Myeloproliferative

Erkrankung, nicht

klassifiziert

Meist AML (M2) Blasten mit myeloi-scher
Ausreifung, vermehrt Koex-pression
von CD19 und CD56

AML (M4eo) Coexpression von CD2 [4]

AML (M3) Singuldre Blasten-population mit
hohem Seit-wértsstreulicht und
starker intrazyto-plasmatischer
MPO-Expression. Fast immer HLADR
und CD34 negativ

Monoblasten sind durchflusszyto-
metrisch hdufig CD34 und CD117

negativ, HLADR wird jedoch meist

Meist AML (M5a)

exprimiert
Alle FAB-Subtypen Unspezifischer myeloischer
Immunphdnotyp
Ahnlich den Blasten der FAB CD41, CD61 positiv und CD45
m7) negativ

Bei NPM1 TypA Mutation CD34 und
HLADR negativ

Unspezifisch keine
Befunderweiterung zur Zytomorpho-
logie, abgesehen vom Blastenschub
Unspezifisch keine
Befunderweiterung zur
Zytomorphologie

Unspezifisch keine
Befunderweiterung zur
Zytomorphologie

Unspezifisch keine
Befunderweiterung zur
Zytomorphologie

Mastzellen sind CD117, CD2 und
CD25, Tryptase positiv
Unspezifisch keine
Befunderweiterung zur
Zytomorphologie

Okonomische Lage

Im Gegensatz zu den rasch zunehmenden, viel verspre-
chenden diagnostischen Moglichkeiten steht die ©ko-
nomische Limitierung vieler Labore. Oft handelt es sich
bei hdamatologischen Laboren um kleine Speziallabore,

die von Mitarbeitern ein hohes Maf3 an Expertise verlan-
gen. Mit dem einseitigen Argument der erforderlichen
Kosteneffizienz werden derartige Labore haufig aufgelost
oder sind von der Schlieffung bedroht. Dies hat zur Folge,
dass die fachliche Expertise (vor allem Zytomorpholo-
gie und Immunphénotypisierung) der dort arbeitenden
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Mitarbeiter und die Riickkopplung an die klinisch tatigen
Hamatologen unwiderruflich verloren geht.

Einen moglichen Ausweg aus dieser Problematik
bietet die interdisziplindre Zusammenarbeit zwischen
Hamato-Onkologie und Laboratoriumsmedizin mit dem
Ziel, Expertise zu biindeln und Synergien zu entwickeln.
Diese schon im Jahr 1994 in einem Schreiben der DGHO
diskutierte Zusammenarbeit gewinnt heute zunehmend
an Bedeutung durch die rasch fortschreitende Ent-
wicklung der hdmato-onkologischen Labordiagnostik
(Immunphénotypisierung, Molekulargenetik) [7].

In der Universitdtsklinik bzw. dem Landeskranken-
haus Innsbruck wurde diese Méglichkeit genutzt und
modellhaft entwickelt. Seit dem Jahr 2008 wird die hdma-
tologische Diagnostik in den Bereichen Zytomorphologie
und Immunphénotypisierung in Form einer Zusammen-
arbeit zwischen der Universitatsklinik fiir Innere Medizin
V mit den Schwerpunkten Hamatologie und Onkologie
und dem Zentralinstitut fiir medizinische und chemische
Labordiagnostik durchgefiihrt. Das Leistungsspektrum
wurde, verglichen mit den vorher bestehenden Einzella-
boren, erweitert und die Leistungskapazitat wurde signi-
fikant gesteigert.

Leistungsangebot und Stufendia-
gnostik im IHK Innsbruck

Hamatologische Basisdiagnostik

Blutzellzahlung und Erstellung des Differentialblutbildes
mit Bestimmung der Himoglobinkonzentration.

Hamatologische Spezialdiagnostik

Mikroskopische Differenzierung inklusive sinnvoller
zytochemischer Farbungen von Zellen des blutbildenden
Systems in Knochenmark, Liquor und Punktaten und
deren Bewertung hinsichtlich Diagnose, Stadium und
Verlauf einer Erkrankung.

Durchflusszytometrische Untersuchung des Antigen-
profils bei hdmatologischen Erkrankungen hinsichtlich
normaler oder pathologischer Expression, bzw. andere
weiterfithrende hdmatologische Laboruntersuchungen. Im
Einzelnen werden folgende Untersuchungen angeboten:

— Quantifizierung der Lymphozytensubpopulationen
- Quantifizierung von Stammzellen
— Nachweis Kklonaler B-Zellen im Sinne einer

Leichtkettenrestriktion, im Falle von Plasmazellen

durch intrazytoplasmatische Leichtkettenfarbung
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— Nachweis klonaler T-Zellen im Sinne einer immun-
phéanotypischen Analyse des T-Zell-Rezeptors o/

— Nachweis und immunphanotypische
Charakterisierung von Blasten

— Nachweis und immunphéanotypische
Charakterisierung von Plasmazellen

— Immunphanotypische Beschreibung und
Verlaufskontrolle von Leukdmien und Lymphomen

— PNH-Diagnostik

— Anamie-Diagnostik: Bestimmung der
Glukose-6-Phosphatdehydrogenase-Konzentration
Abbildung 1 zeigt einen Anforderungsschein des IHK.

Um das Leistungsangebot optimal auf den Bedarf fiir indi-
viduelle Patienten abzustimmen, ist es wichtig, zwischen
dem Labor und den Einsendern einen mdglichst guten
Informationsaustausch zu gewahrleisten. In vielen Fallen
ist es nicht ausreichend, dass durch Einsender einseitig
lediglich Untersuchungen angefordert werden. Die rich-
tige Untersuchungsstrategie kann oft erst durch zeitnahe
und intensive Kommunikation zwischen Labor und der
Klinik gefunden werden. Durch diesen Informationsaus-
tausch konnen oft fehlerhafte Anforderungen korrigiert
werden. Diese Vorgehensweise spart Zeit und Kosten und
fiihrt schneller zu richtigen Befunden.

Die Gestaltung des Anforderungsscheines des inter-
disziplindren = hdmatologischen = Kompetenzzentrum
(IHK) in Innsbruck trigt diesem Grundgedanken Rech-
nung. Er dient nicht nur der ,,Bestellung“ von Laborun-
tersuchungen, sondern soll vielmehr dem Einsender das
Leistungsangebot in allgemeiner Form nahe bringen und
als Basis dienen, dem Labor die fiir die Diagnostik wich-
tigen klinischen Daten zur Verfiigung zu stellen, die fiir
die Methodenauswahl und Befundung notwendig sind.
Neben Angaben zum Patienten wie z.B. Diagnose, Anam-
nese, relevanten klinischen Befunden und Laborwerten
wird insbesondere nach parallel angeforderten zytoge-
netischen und molekulargenetischen Untersuchungen
gefragt.

Weiterhin wird angestrebt, mdoglichst keine durch-
flusszytometrischen Untersuchungen ohne die Mitbeur-
teilung von zytomorphologischen Prdparaten durchzu-
fiihren und auszuwerten.

Grundlegende Untersuchung in der hdmatologischen
Labordiagnostik ist die Zellzahlung mit der Differenzie-
rung von Leukozyten. Damit diese Untersuchung auch bei
hohem Probendurchsatz eine effektive Screening-Unter-
suchung darstellt und mit hoher Qualitit ausgefiihrt wird,
sind zahlreiche Regeln zur Qualitdatskontrolle hinterlegt.
Seit Einfithrung der SIS Software der Firma Sysmex sind
diese Regeln in das Laborprogramm integriert. Zusammen
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Abbildung 1 IHK Anforderungsschein.

mit den von den Geraten gesendeten Flags generiert das
Programm bei Bedarf eine weitere Abklarung (hdndischer
Ausstrich oder maschinelles Differentialblutbild).

Die Regeln sind in vier Bereiche unterteilt, ndmlich
Regeln zur Thrombopoese, Erythropoese, Myelopoese
sowie kundenspezifische Regeln.

In Tabelle 2 sind jene Kriterien zusammengestellt,
welche die Grundlage der kundenspezifischen Regeln
bilden und die neben den SIS Standardregeln eine weitere
Abklarung, z.B. eine Kammerzdhlung oder ein Differenti-
alblutbild, bestimmen.

Da diese Regeln das Ergebnis jahrelanger gesammel-
ter Erfahrungen in der Labordiagnostik der Innsbrucker
Universitatsklinik darstellen, beriicksichtigen sie zum Teil
auch die probenzuweisenden Stationen oder Kliniken. So
koénnen oft durch Riicksprache mit Einsendern unnotige
weitere Abklarungen vermieden werden, oder es kann im
Falle von Hauptzuweisern in Bezug auf hamatologische
Erkrankungen, den Proben eine besondere Aufmerksam-
keit gewidmet werden.

Derart herausgefilterte Proben mit Verdacht auf eine
hamatologische Erkrankung kénnen, falls erforderlich, im
gleichen Laborbereich durch weitere Methoden, z.B. eine
durchflusszytometrische Untersuchung, abgeklart werden.

Unterscheift/Dutum [ Sewos *

pre—
Bt ek e A e
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Neben diesen Zufallshefunden werden im Bereich
der speziellen Analytik im IHK konkrete Anforderun-
gen aus dem Bereich Knochenmarkszytologie oder der
Durchflusszytometrie bearbeitet. Hierbei wird Wert auf
eine klare Fragestellung und Indikation gelegt, da dies
neben ausreichenden klinischen Angaben zum Patien-
ten eine Grundvoraussetzung fiir qualitativ hochwertige
hamatologische Laborbefunde darstellt. Fehlen derartige
Angaben oder sind sie unprazise, wird mit dem Einsender
telefonische Riicksprache gehalten.

Die Abklarungen folgen vor allem im Bereich der durch-
flusszytometrischen Analytik folgendem Stufenschema:

Stufendiagnostik
Durchflusszytometrie

Abkldrung NHL-Erstbefund (Anlass ist eine
konkrete Anforderung oder ein Zufallsbefund)

Falls eine Fragestellung mit klinischen Angaben vorliegt,
wird die Untersuchung durchgefiihrt, andernfalls erfolgt
eine telefonische Riicksprache.
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Tabelle 2 Kriterien zur weiteren Abklarung bei Blutbildern.
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Leukozyten
Leukozytose >16.0 g/L
Leukopenie <3.5g/L
Neutrophilie >80%
Lymphozytose absolut >3.8¢g/L
Lymphozytose relativ >40%

Bei spez. Stationen wie Psychiatrie
oder Sportmedizin

Mikrozytose
Hypochromie
Poikilozytose

Fragmentozyten
Dimorphe Erythrozyten

Reticulozytose

>45%

Monozytose >15%

Eosinophilie >20%

Basophilie >2%

Flag Blasten Immer

Flag Atypical Lympho Immer

Abn. Lympho/L-Blasten Immer

Flag Linksverschiebung Immer

Flag immature Gran Immer

Erythrozyten

Hb <10 g/L und bei weiteren flags

RDW >17% >17% und Einsender medizinische
Station oder Kinderklinik

Makrozytose MCV >110 fl

MCV <76 flund MCH <26 pg
MCHC <310 g/L und MCH <26 pg
Nur in Zusammenhang mit
weiteren Kriterien

Immer

Kinderklinik und Hamstationen
immer

Erwachsene: >35%,

Thrombozyten
Thrombopenie
Thrombopenie

<70g/L
<50 g/L

Ohne passenden Vorwert sollte bei einer derartigen Leukozytose
eine weitere Abklarung mittels Differentialblutbild erfolgen.
Ohne passenden Vorwert wird ein Differentialblutbild angefertigt.
Sind im maschinellen Diff. tiber 80% neutrophile Granulozyten,
wird ein Ausstrich angefertigt zur weiteren Abklarung.

Sind im maschinellen Differentialblutbild mehr Lymphozyten
nachweisbar, wird ein Ausstrich angefertigt.

Sind im maschinellen Differentialblutbild mehr Lymphozyten
nachweisbar, wird ein Ausstrich angefertigt.

Bei speziellen Stationen, bei denen haufiger reaktive
Lymphozytosen gefunden werden, wurde der Grenzwert
entsprechend erhoht. (Eventuelle Kontrolleinsendung)

Ausstrich

Ausstrich

Ausstrich

Ausstrich

Ausstrich

Ausstrich

Ausstrich

Ausstrich

Ausstrich
Ausstrich

Ausstrich
Ausstrich
Ausstrich
Ausstrich

Ausstrich
Ausstrich

Ausstrich

Optische Messung und eventuell Kammerzahlung
Bei Erstbefund wird ein Differentialblutbild nachgefordert

Bei auffdlliger Morphologie, pathologischem Diffe-
rentialblutbild und entsprechender Klinik (numerische
Abweichung, Lymphozytose, atypische Morphologie,
etc.) ohne weiteren Verdacht auf eine reaktive Verdnde-
rung folgt eine immunphéanotypische Untersuchung.

— Zundchst wird eine Lymphozyten-Basistypisierung
mit Leichtkettenfarbung (k/A) incl. CD5
durchgefiihrt.

— Bei B-Zell-Klonalitdtsnachweis folgt eine komplette
Abklarung mit einem umfassenden NHL-Antikorper-
Panel und, falls moglich, eine Klassifizierung in
Subtypen (z.B. CLL, HCL, MCL usw.). Falls ein
typischer Klon mit dem Immunphénotyp einer
B-CLL gefunden wird, aber weniger als 5x10° Zellen
pro Liter aufweist, lautet der Befund monoklonale
B-Zelllymphozytose unklarer Signifikanz. Denn diese

Patienten sind in der Regel asymptomatisch und ein
Fortschreiten zu einer B-CLL wird nur in ca. 1%-2%
der Fille pro Jahr beobachtet [8].

— Bei Hinweis fiir T-Zell-Klonalitét, in einer

T-Zellsubpopulation aufgrund fehlender

oder atypischer Marker bzw. atypischer
Expressionsstdrke folgt eine Abklarung mit
Hilfe des 10 Test betaMark zur Untersuchung
der T-Zellrezeptor-Variabilitat. Bestatigt sich der
Verdacht klonaler T-Zellen, folgt noch eine weitere
Abklarung mit einem T-Zell-Antikorper-Panel
zur immunphdnotypischen Charakterisierung
der suspekten T-Zellpopulationen. Im Befund
wird aufierdem die Durchfiihrung einer
molekularbiologischen Untersuchung des
T-Zellrezeptorrearrangements empfohlen.
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Plasmozytom/MGUS

Bei der Fragestellung Plasmozytom/MGUS erfolgt neben
der zytomorphologischen Knochenmarksbefundung bei
Erstdiagnosen oder in Grenzfillen (nur geringer Anteil an
atypischen Plasmazellen) eine weitere immunphéanotypi-
sche Abklarung.

Neben einer intrazytoplasmatischen Leichtkettenfar-
bung beinhaltet das Plasmazell-Antikorperpanel folgende
Marker: CD19, CD38, CD56, CD138, CD45.

Klonale Plasmazellen weisen eine intrazytoplasmati-
sche Leichtkettenrestriktion auf und sind oftmals CD45w+
bis CD45-, CD19-, CD38+, CD138+, und oft CD56+.

Zur Quantifizierung tragt die Immunphanotypisierung
wenig bei, da es meist erhebliche Unterschiede in der Anzahl
der Plasmazellen gibt. Durchflusszytometrisch werden oft
deutlich weniger Plasmazellen registriert als in der zytomor-
phologischen Auswertung (Abbildungen 2 und 3).

Abbildung 2 Zytomorphologisches Bild eines Multiplen Myeloms mit
atypischen, zum Teil mehrkernigen Plasmazellen im Knochenmark.
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Abkldarung einer akuten Leukdmie
(Erstdiagnose)

Da eine neu aufgetretene akute Leukdmie im Grunde eine
Notfallsituation mit dringlichem Behandlungsbedarf
darstellt, muss das diagnostische Vorgehen im Kranken-
hauslabor der Situation in pragmatischer Weise angepasst
werden.

Um Klinisch tétige Arzte schnell mit wichtigen Infor-
mationen zu versorgen, ist es daher sinnvoll, vorab
(vor einer Knochenmarkpunktion) eine durchflusszy-
tometrische Untersuchung aus dem peripheren Blut
vorzunehmen.

Die Immunphénotypisierung aus peripherem Blut
verfolgt in erster Linie zwei Ziele:

1. Der zytomorphologische Blastennachweis wird

mit der durchflusszytometrischen Untersuchung

bestatigt und man gewinnt Sicherheit tiber

die zytomorphologisch oft nur vermutete

Linienzugehorigkeit. Dies hat Einfluss auf priméare

Behandlungsmafinahmen (z.B. den Einsatz von

Kortikosteroiden bei ALL).

Fiir eine akute myeloische Leukdmie typische
Oberflachenantigene sind z.B. CD13, CD33, CD14
(monozytédre Differenzierung) oder CD117. Fiir eine
T-Zellleuk@mie spricht die Expression von CD3, CD2
und CD7. Fiir eine B-Zellleukdmie sind die Marker
CD19 und CD10 typisch (kann jedoch auch teilweise
bei einer T-ALL exprimiert werden). Marker, die fiir
die Unreife einer Zellpopulation sprechen sind die
nicht linienspezifischen Marker CD34 und HLADR
[9].

(F1)[Leuko] klonale PLZ 1.LMD: (F1)[Leuko AND PLZ] klonale PLZ 4.LMD: (F1)[Leuko AND PLZ] klonale PLZ 5.LMD:
FL5 Log/FL1 Log - ADC FL1 Log/FL2 Log - ADC FL1 Log/FL2 Log - ADC
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o ] © 3 © 3
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3 Leuk 33 B4 %3 5
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Abbildung 3 Immunphénotypischer Nachweis einer Population klonaler (i restringierter) Plasmazellen mittels intrazytoplasmatischer

Leichtkettenfarbung.
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2. Im Falle einer akuten myeloischen Leukdamie kann
aus peripherem Blut der Verdacht eine akuten
myeloischen Leukdmie M3 rasch gesichert werden.
Diese Leukdmieform nimmt sowohl hinsichtlich der
akuten Bedrohung des Patienten und in Bezug auf
die Therapie eine Sonderstellung ein und kann, mit
wenigen Markern verifiziert werden. Charakteristisch
fiir die AML M3 sind hoheres Seitwéartsstreulicht
einer singuldren Blastenpopulation und die
Negativitat fiir CD34 und HLADR bei entsprechender
Morphologie. Ein dhnliches immunphéanotypisches
Bild wie die AML M3 hat eine akute myeloische
Leukédmie, die meist als FAB M1 zu klassifizieren ist
und daher eine geringe Differenzierung aufweist. Im
Gegensatz dazu sind bei dieser Leukdmie, wie bei
der AML M3, jedoch keine Progenitormarker (CD34,
CD133 und HLADR) nachweisbar und man findet eine
starke MPO Expression. Um Fehlinterpretationen
zu vermeiden, ist also die Zusammenschau aus
Zytomorphologie, Inmunphénotyp und Genetik
wichtig. Zytomorphologisch findet man bei der
AML M3 diese anders als bei der undifferenzierten
AML M1 mit dhnlichem Immunphéanotyp wie
die AML M3 diese in der Regel Promyelozyten.
Molekulargenetisch kann AML M1 durch das
Vorkommen einer NPM1 Typ A Mutation sowohl
von der FAB M3 als auch von den anderen FAB M1
Leukdmien abgegrenzt werden [10].

Gleichzeitig sollte bei einer AML M3 die Gerinnungssitua-
tion des Patienten analysiert werden.

Durch dieses pragmatische Vorgehen kénnen inner-
halb kurzer Zeit (ca. 2-3 Stunden) die wichtigsten Infor-
mationen fiir einen raschen Therapiestart zur Verfiigung
gestellt werden. Dies ist auch kurz vor dem Wochenende
oder an Feiertagen (z.B. Freitagnachmittag oder vor Fei-
ertagen) noch ohne groflere zeitliche Probleme maglich.

Die weitere morphologische und immunphé&notypi-
sche Abklarung kann dann routineméaflig aus dem Kno-
chenmark erfolgen. Die Informationen aus dem peri-
pheren Blut werden dabei fiir eine gezielte Auswahl der
wiederum modular aufgebauten FACS-Antikdrperpanels
fiir die Untersuchung des Knochenmarks genutzt.

Bewdhrt hat sich auch ein extra zusammengestelltes
Panel zur Suche bzw. zum Ausschluss von leukdmischen
Blasten. Eine relativ hdufige Fragestellung der Einsen-
der ist die nach dem Blastenanteil in einer Probe, leider
oft ohne ein dazugehodrendes morphologisches Praparat.
Fiir solche Fille wurde eigens ein Blastenscreening-Panel
zusammengestellt. Es beinhaltet, wie oben beschrieben,
solche Marker, die in erster Linie eine Zuordnung zu einer
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Differenzierungslinie zulassen (CD5, CD19, CD13, CD15,
CD33, CD45), neben Markern, die unreife Zellen charakte-
risieren, wie CD34, CD117, HLADR, CD10, sowie CD11b fiir
reifere Zellen. Dieses Blastenscreening-Panel wird immer
zusammen mit einer Lymphozytenbasistypisierung ange-
setzt, welche die wichtigsten T-, B-u. NK-Zellmarker enthalt.

Abklarung von Anamien

Eine weitere grofle Erkrankungsgruppe in der hdmatolo-
gischen Labordiagnostik stellen die Andmien dar. Ebenso
wichtig wie bei den malignen hdmatologischen Erkran-
kungen ist auch hier eine stufenweise organisierte Dia-
gnostik, die mit den unverzichtbaren Basisuntersuchun-
gen beginnt.

Bei den hdamolytischen Andmien z.B. dient die Basis-
diagnostik zum Einen der sicheren Diagnose einer Himo-
lyse. Andererseits geben die Basisuntersuchungen wich-
tige Hinweise welche Ursachen differentialdiagnostisch in
Frage kommen und welche weiteren Untersuchungen zur
Abklarung der Andmie sinnvoll sind.

Zur Basisdiagnostik der hadmolytischen Andmien
gehoren ein komplettes Blutbild mit Retikulozyten und
Ausstrich, LDH, Bilirubin, Haptoglobin und ein direkter
Coombstest.

Eine Ubersicht iiber Verdnderungen der Erythrozy-
tenmorphologie bei hamolytischen Erkrankungen und
die wichtigen zugehorigen Differentialdiagnosen fasst
Tabelle 3 zusammen.

Wichtig ist, dass ein hdmatologisches Labor eine
Andmie, insbesondere eine hdamolytische Andmie, friih-
zeitig erkennt bzw. die Verdachtsdiagnose stellt, sodass
weiterfiihrende Untersuchungen veranlasst werden. Auf-
grund der zum Teil seltenen Andmieformen sind spezielle
Untersuchungen teilweise Speziallaboren vorbehalten.

Im THK und im Zentrallabor in Innsbruck werden
derzeit neben den Parametern des Eisenstoffwechsels
an weiterfiihrenden Untersuchungen zur Abklarung von
Andmien folgende Untersuchungen angeboten:

Bestimmung der Glukose-6-Phosphatdehydrogena-
seaktivitdt in Erythrozyten, Hb-Elektrophorese zur Diffe-
renzierung von Hamoglobinopathien.

Die Bestimmung der ADAMTS-13 Aktivitdt und Inhi-
bitors zur weiteren Abklarung einer thrombotisch, throm-
bozytopenischen Purpura wird im Zentrallabor Innsbruck
durchgefiihrt. Bei dieser lebensbedrohlichen Erkrankung,
muss alleine aufgrund der Verdachtsdiagnose, einer typi-
schen klinischen Symptomatik und der Erythrozytenmor-
phologie (Fragmentozyten), mit einer lebensrettenden
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Tabelle 3 Erythrozytenmorphologie in der Diagnostik hamolytischer Andmien. Wesentliche Differentialdiagnosen ohne Hamolyse sind bei
den einzelnen pathologischen Formen ebenfalls aufgefiihrt. MHA: mikroangiopathische hamolytische Andamie. Kursiv: Erkrankungen mit

chronischer und/oder akuter Himolyse [11].

Bezeichnung

Beschreibung

Erkrankung

Sphédrozyten

Elliptozyten

Stomatozyten

Schistozyten
(Fragmentozyten)

Sichelzellen

Target-Zellen

Ausgeprdgte basophile
Tipfelung

Erythrozytenagglutination
Heinz Innenkdrper

Kugelform, verdndertes Volumen/
Oberflachen-Verhiltnis, keine zentrale
Bldsse, erscheinen kleiner als normale
Erythrozyten

Ovale Form (Differenz beider
Durchmesser >2 pum)

Unikonkav; Schlitzformig, statt zirkuldre
zentrale Aufhellung

Abnormer bizarrer Erythrozyt (hdufig Form
eines Helms, eines Dreiecks oder eines
Halbmondes)

Sichelférmiger Erythrozyt (oft erst nach
Sauerstoffentzug durch Zugabe von
Natriummetabisulfit nachweisbar)
Erythrozyt mit abnormer Hb-Verteilung;
durch Verdichtung zum Rand und im
Zentrum entsteht schieflscheibenartige
Struktur

Ansammlung denaturierter RNA, welche
sich in der panoptischen Farbung als
punktformig verteilte basophile
Substanzen in Erythrozyten zeigt

Prazipitiertes denaturiertes Hamoglobin,
welches sich in Supravital-Farbung

(z.B. mit Brillantkresylblau) als basophil
angefarbter Einschlusskdrper zeigt (GroBe
ca. 2 um). In groflerer Zahl meist erst nach

Membranopathie (hereditdire Sphdrozytose)
Immunhd@molyse mit IgG oder C3-beladenen Zellen
MHA (bei gleichzeitiger Anwesenheit von Schistozyten)
Akute oxidative Schddigung der Erythrozyten

Instabile Himoglobine

Membranopathie (heriditare Elliptozytose)
Thalassdmie

Megaloblastare Andamie (in Verbindung mit Makrozytose)
Eisenmangelandmie

Membranopathie (hereditire Stomatozytose)

In geringer Zahl bei Leberzirrhose und bei anderen
Lebererkrankungen

Mechanische Hamolyse

TTP-HUS

Sekunddre TMA

Seltener bei:

Urdmie oder maligner Hypertension

Sichelzellandmie

Thalassdmie

Sichelzellandmie

Hamoglobin C-, D-, E-Erkrankung

Seltene Hamoglobinopathien
Eisenmangelandamie

Zieve-Syndrom

Thalassdmie

Instabiles Himoglobin
Pyrimidin-5-Nucleotidase-Mangel

Bleivergiftung

Sideroblastische Anamie

Kalteautoantikorper

Enzymopathien mit reduzierter Glutathionbildung
(z.B. Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel)
Instabile Himoglobine

Intoxikation durch oxidierende Substanzen

Splenektomie
Intraerythrozytdre Parasiten

Malaria
Babesiose
Bartonellose

Therapie begonnen werden. Hier trdgt natiirlich das
erweiterte diagnostische Angebot im IHK mit gutem Infor-
mationsfluss und kurzen Wegen zu einer schnellen Besta-
tigung der Diagnose bei.

Durchflusszytometrische Untersuchung GPI-veran-
kerter Molekiile aller 3 Zellreihen des peripheren Blutes
dienen zur Erkennung einer paroxysmalen nadchtlichen
Héamoglobinurie (PNH). Hierzu werden auf Granulozyten
die Expression von CD55, CD59, CD16 und CD24 bestimmt,

sowie mittels FLAER direkt der GPI-Anker angefarbt. Auf
Monozyten werden die Molekiile CD55, CD59 und CD58
untersucht und auf Erythrozyten CD55, CD58 und CD59.
Das Gating der Granulozyten erfolgt {iber den CD45/Seit-
wartsstreulicht Plot. Dies hat den Vorteil, dass man even-
tuell in der Probe vorhandene Vorstufen, die teilweise
Antigene schwiécher exprimieren, erkennen kann. Bei den
Monozyten ist darauf zu achten, dass man sie nicht, wie
iiblich, iiber CD14 abtrennt, da CD14 ja GPI verankert ist.
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Fiir eine derart stufenweise organisierte hamatologi-
sche Labordiagnostik ist eine enge Verzahnung zwischen
Zytomorphologie und Immunphdnotypisierung sowohl in
raumlicher als auch in personeller Sicht (Biomedizinische
Analytiker und Arzte) notwendig. Vorteile einer Stufen-
diagnostik umfassen die Einsparung materieller Ressour-
cen, aber auch von Arbeitszeit, bei entsprechend qualifi-
ziertem Personal. Ein gezielter Einsatz des diagnostischen
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