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3 Diagnostische Methoden in der Himatologie

K.-A. Kreuzer

Eine exakte hamatologische Diagnostik ist Voraussetzung
fiir jede Therapieentscheidung. Ferner liefern viele diag-
nostische Parameter wertvolle Informationen fiir die
Prognose. Prinzipiell stehen als Methoden zur Verfiigung:
Zytomorphologie, Durchflusszytometrie, Zytogenetik,
Molekulargenetik, Histopathologie und die klinische Che-
mie. Wichtig ist, dass alle vorgenannten Methoden kom-
plementdr zueinander sind. Das bedeutet, dass man sehr
hdufig mehrere Techniken anwenden muss, um zu einem
diagnostischen Ergebnis mit hinreichender Sicherheit zu
gelangen. Bildgebende Verfahren spielen in der Regel nur
fiir die Ausbreitungsdiagnostik hdmatologischer Erkran-
kungen eine Rolle.

3.1 Blutbild und
Differenzialblutbild

3.1.1 Blutbild

» Grundparameter. Unter dem Blutbild versteht man
gemeinhin die Bestimmung der zelluldren Blutparameter.
Neben der reinen Zellzahl von Erythrozyten, Leukozyten
und Thrombozyten zdhlen hierzu noch der Himoglobin-
gehalt des Blutes sowie der Himatokrit-Wert, der Auf-
schluss iiber das Verhaltnis zelluldrer zu nicht zelluldren
Blutbestandteilen gibt. Aus den vorgenannten Parameter
lassen sich zudem die Erythrozytenindizes errechnen:
Mean corpuscular Volume (MCV), Mean corpuscular He-
moglobin (MCH) und Mean corpuscular Hemoglobin
Concentration (MCHC). Im weiteren Sinne zdhlen auch
die Retikulozyten zum Blutbild. Dariiber hinaus existie-
ren noch zahlreiche zusdtzliche Mess- und Rechen-
parameter, wie z.B. die Erythrozytenverteilungsbreite
(RDW) oder das mittlere Thrombozytenvolumen (MPV),
welche je nach Messmethode bestimmt werden kénnen
(» Tab. 3.1).

» Blutbildautomaten. Die Bestimmung des Blutbildes
erfolgt heutzutage praktisch immer in einem Hdamatolo-
gie-Automaten. Fiir die vorgenannten Grundparameter
ist dies eine probate Methode, es gilt jedoch auch Ein-
schrankungen zu beachten.

Ein nicht seltenes Phdnomen ist z.B. die sog. Pseu-
dothrombozytopenie, welche dadurch entsteht, dass
Thrombozyten in Anwesenheit des Antikoagulans EDTA
aggregieren. Die entstehenden Aggregate werden falsch-
licherweise als Leukozyten klassifiziert, wdhrend die
Thrombozytenzahl scheinbar erniedrigt ist. Durch eine
mikroskopische Kontrolle oder eine Kontrollmessung mit
einem alternativen Antikoagulans kann dieser Fehler auf-
gedeckt werden.

Tab. 3.1 Parameter und exemplarische Normbereiche des Blut-
bildes.

Parameter Normbereich
Leukozyten 4,5-11,5 G/l
Erythrozyten 4,0-5,5 G/
Hdmoglobin 12,0-16,0g/dI
Hamatokrit 35-45%
Mean corpuscular Volume (MCV) 80-95 fl
Mean corpuscular Hemoglobin (MCH) 30-35 pg
Mean corpuscular Hemoglobin Concentration ~ 30-40 g/d!I
(MCHC)

Thrombozyten 150-400 G/l
Retikulozyten 0,5-2,0%
Erythrozytenverteilungsbreite (RDW) 11,5-14,5%
Mittleres Thrombozytenvolumen (MPV) 7,0-11,0 fl

Ein weiterer Schwachpunkt von Himatologie-Automaten
ist die Analyse der Leukozytenarten. Im Allgemeinen
kann festgestellt werden, dass die Klassifikation normaler
Leukozyten bei entsprechend zertifizierten Gerdten meist
zuverldssig ist. Bei unphysiologischen Zustinden, z.B.
Normoblastdmie, zirkulierenden Plasmazellen, pathologi-
scher Linksverschiebung der Granulozyten, aberranten
Lymphozyten oder Vorkommen von Riesenthrombozyten
konnen jedoch véllig falsche Messergebnisse entstehen.
Bei entsprechender Verdachtslage muss daher immer zu-
sdtzlich ein mikroskopisches Differenzialblutbild erstellt
werden.

Praxistipp

Blutbildautomaten (Hdmatozytometer) kénnen unphy-
siologische Zellarten in der Regel nicht richtig einordnen.
Ein mikroskopisches Differenzialblutbild ist daher bei ha-
matologischen Erkrankungen unverzichtbar.

3.1.2 Differenzialblutbild

» Zellverteilung. Wie bereits ausgefiihrt, unterliegt das
maschinelle Differenzialblutbild vielen Fehlerquellen. Es
sollte daher nach Méglichkeit eine mikroskopische Kon-
trolle erfolgen. Ublicherweise werden hierzu Ausstrich-
prdparate aus Nativblut oder EDTA-Blut angefertigt. Die
Farbung erfolgt zumeist als panoptische Farbung nach
Pappenheim (Giemsa-Firbung und May-Griinwald-Far-
bung). Anschliefend werden mindestens 100 kernhaltige
Zellen Klassifiziert. » Tab. 3.2 gibt einen Uberblick iber
die Verteilung normaler Leukozyten im peripheren Blut.
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Tab. 3.2 Differenzialblutbild mit exemplarischen Normbereichen.

Zellen Normbereich in %
Stabkernige neutrophile Granulozyten 3-5
Segmentkernige neutrophile Granulozyten 55-60

Eosinophile Granulozyten 2-4

Basophile Granulozyten 0-1

Lymphozyten 25-40

Monozyten 3-7

Wichtig ist aber auch zu erkennen, welche Zellen unter
physiologischen Umstdnden nicht in der peripheren Zir-
kulation vorkommen diirfen. Hierzu zdhlen alle granulo-
zytopoetischen Zellen, die unreifer als stabkernige Granu-
lozyten sind (Metamyelozyten, Myelozyten, Promyelozy-
ten und Myeloblasten) sowie Plasmazellen, Erythroblas-
ten und alle nicht himatopoetischen Zellen. » Abb. 3.1
zeigt einige typische quantitative Verdnderungen der
Granulozyten im peripheren Blut.

» Qualitative Zellcharakterisierung. Neben der Bestim-
mung der rein quantitativen Zusammensetzung der kern-
haltigen Zellen besteht die besondere Herausforderung
beim mikroskopischen Differenzialblutbild in der qualita-
tiven Charakterisierung der verschiedenen Zellen. So
konnen Lymphozyten z.B. als kleine reife Zellen, als akti-
vierte Lymphozyten, als Virozyten, als Sézary-Zellen, als
Hairy Cells oder als sog. Large granular Lymphocytes
(LGL) usw. imponieren. AufSerdem sollte unbedingt auch
auf das Erscheinungsbild der nicht kernhaltigen Zellen
geachtet werden. Intrazelluldre Einschliisse, wie Malaria-
Plasmodien oder Howell-Jolly-Kérperchen, werden von
Hdmatologie-Automaten nicht erfasst und kénnen nur
mikroskopisch gesehen werden. Gelegentlich ist es not-
wendig, am peripheren Blutausstrich auch zytochemische
und andere Farbungen durchzufiihren.

\

Praxistipp

Die mikroskopische Beurteilung von Differenzialblutbil-
dern erfordert Erfahrung. Die deutschsprachigen Fachge-
sellschaften bieten daher regelmaRig praktische Kurse zu
diesem Thema an (Informationen: http://www.dgho.de,
http://www.oegho.at, http://www.sgh-ssh.ch). Dariiber
hinaus existieren zahlreiche Bilddatenbanken zum Selbst-
studium (Auswahl):

o http://www.hemato-images.eu

o http://www.hematologyatlas.com

o http://www.ashimagebank.org

3.2 Zytomorphologie und
Histopathologie

3.2.1 Zytomorphologie

» Knochenmarkprdparat. Die Zytomorphologie des Kno-
chenmarks besitzt einen besonderen Stellenwert bei der
Diagnostik hdmatologischer Erkrankungen. Zum einen ist
sie eine schnelle Methode, um die differenzialdiagnos-
tischen Uberlegungen in eine bestimmte Richtung zu len-
ken. Zum anderen ergeben sich aus ihr haufig die Indika-
tionen fiir aufwendigere und teurere Spezialuntersuchun-
gen. Die Zytomorphologie ist also nicht trotz, sondern we-
gen der modernen zelluldren und genetischen Verfahren
wichtiger Ausgangspunkt, um eine inhaltlich sinnvolle und
wirtschaftliche Stufendiagnostik durchzufiihren.

Die zytomorphologische Untersuchung des Knochen-
marks erfolgt {iblicherweise an einem panoptisch gefarb-
ten Ausstrich- oder Quetschpraparat. Auch hier ist, nach-
dem man sich von der Qualitdt des Materials {iberzeugt
hat, zundchst eine quantitative Differenzierung von min-
destens 200 Zellen angezeigt. » Tab. 3.3 zeigt die typische

Verteilung von kernhaltigen Zellen im Knochenmark. Da-
riiber hinaus finden sich im Knochenmark auch Retiku-
lumzellen, Mastzellen und Gewebsmakrophagen (Histio-
zyten).

Abb. 3.1 Quantitative Granulozytenver-
schiebungen im peripheren Blut. Griin:
physiologisch, blau: reaktive Linksverschie-
bung, gelb: pathologische Linksverschie-
bung, rot: Hiatus leucaemicus.
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Tab. 3.3 Myelogramm mit exemplarischen Normbereichen.

Kernhaltige Zellen im Knochenmark Normbereich in %

Myeloblasten 0-5
Promyelozyten 2-6
Myelozyten 10-30
Metamyelozyten 10-30
Stabkernige neutrophile Granulozyten 15-35
Segmentkernige neutrophile Granulozyten ~ 15-35
Eosinophile Granulozyten 1-5
Basophile Granulozyten 0-1
Lymphozyten 5-20
Monozyten 1-5
Plasmazellen 1-6
Proerythroblasten 1-3
Basophile Erythroblasten 1-3
Polychromatische Erythroblasten 10-20
Orthochromatische Erythroblasten 2-20
Megakaryozyten 0-1

» Qualitative Zellbeurteilung. Auch und gerade im Kno-
chenmark muss eine genaue qualitative Wiirdigung der
mikroskopierten Zellen erfolgen. So geben sich myelodys-
plastische Erkrankungen oftmals ausschlieflich durch
ihre charakteristischen Reifungsstérungen zu erkennen.
Ebenso kann eine Infiltration durch nicht himatologische
Zellen, z.B. Karzinomzellen vorliegen. Auch im Knochen-
mark koénnen zytochemische Farbungen sehr hilfreich
sein. Hierzu zdhlen insbesondere die Myeloperoxidase-
Reaktion (POX), die a-Naphthyl-Esterase-Reaktion (NE),
die Saure-Phosphatase-Reaktion (SP), die Periodschiff-
sdure-Reaktion (PAS) und die Berliner-Blau-Reaktion.

» Andere Prdparate. Aufler Knochenmark kénnen je-
doch auch andere Materialien zytomorphologisch unter-
sucht werden. Hierzu zdhlen v.a. Punktionsfliissigkeiten
(Liquor, Aszites, Pleuraerguss u.a.) sowie Zellaspirate von
Lymphknoten.

Praxistipp

Einige Erkrankungen wie die primare Myelofibrose, die
akute lymphatische Leukamie, die Haarzell-Leukdmie
oder Knochenmarkkarzinosen fiihren haufig zu einer er-
folglosen Knochenmarkaspiration (Punctio sicca). In die-
sen Fallen kann versucht werden, durch Abrollen eines
Biopsiezylinders auf Objekttragern Praparate zu gewin-
nen, die dennoch eine diagnostische Aussage erlauben.

3.2.2 Histopathologie

Auch die Histopathologie ist von groRRer Bedeutung fiir
die Diagnose vieler himatologischer Erkrankungen. Sie
bietet im Vergleich zur Zytomorphologie den grofRen Vor-
teil, dass am Gewebeschnitt eine Vielzahl von zytoche-
mischen, immunologischen und molekularpathologi-
schen Untersuchungen durchgefiihrt werden kann. Hier-
durch kann hdufig eine genaue Gewebs- und Differenzie-
rungszuordnung erfolgen. Aber auch die Gewebsarchitek-
tur, d. h. Zellverteilung, kann wertvolle diagnostische Hin-
weise geben. Eine weitere Stdrke der Histopathologie ist,
dass - bei zwar weniger starker VergréfSerung - eine gro-
Bere Gewebefliche begutachtet werden kann. Dies kann
z.B. bei fokalen neoplastischen Infiltrationen von Bedeu-
tung sein. SchliefRlich hilft die Histopathologie hdufig
weiter, wenn aufgrund der Erkrankung kein Knochen-
markaspirat gewonnen werden kann (Punctio sicca). Sie
ist auBerdem das Diagnostikum der Wahl bei allen hama-
tologischen Krankheiten, die sich primdr im lymphati-
schen Gewebe (Lymphknoten, Milz etc.) abspielen und
dadurch der Zytomorphologie nicht ohne Weiteres zu-
gdnglich sind.

Praxistipp

Vorrausetzung fir eine gute histopathologische Diagnos-
tik ist eine ausreichend grolRe Menge an reprdsentativem
Untersuchungsmaterial. Stanzbiopsien sollten daher eine
Mindestlange von 2 cm haben. Als Fixativ dienen forma-
linbasierte Losungen.

3.3 Zytometrie und
Immunphadnotypisierung

Die prinzipiellen Vorteile zytometrischer Messungen be-
stehen in ihrer schnellen Verfiigbarkeit und héheren Sen-
sitivitdt (ca. 1:10000). Dariiber hinaus erlaubt die durch-
flusszytometrische Immunphdnotypsierung eine genaue
immunologische Klassifikation von Zellen. Dies ist von
besonderer Bedeutung bei Lymphozyten, die sich trotz ih-
rer biologisch-funktionellen Unterschiede hdufig nur we-
nig oder gar nicht morphologisch voneinander unter-
scheiden.

Klassische Indikationen fiir die Zytometrie in der Ha-
matologie sind daher die Identifikation von Zellen mit
krankhaftem Proteinexpressionsmuster sowie die genaue
Quantifizierung physiologischer Zellpopulationen unter-
schiedlichen Differenzierungsgrades oder unterschiedli-
cher Funktion.
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Praxistipp

Die Interpretation durchflusszytometrischer Messergeb-
nisse kann zuverldssig nur am Analyseinstrument selber
oder einer speziellen Auswertestation erfolgen, da sie
von den Gerdteeinstellungen und Auswertestrategien ab-
hangt. Dennoch kann es das Verstandnis der Befunde
verbessern, wenn das physiologische Expressionsmuster
einzelner Proteine bekannt ist. Die Nomenklatur der im-
munologisch detektierbaren Proteine richtet sich nach
den ,Cluster of Differentiation“ (CD), die durch die Inter-
national Union of Immunological Societies (IUIS) fest-
gelegt und regelmaRig aktualisiert wird: http://www.iui-
sonline.org.

Besonders relevante Literatur

Swerdlow SH, Campo E, Harris NL, Jaffe ES, Pileri SA, Stein
H, Thiele ], Vardiman JW. WHO Classification of Tumours
of Haematopoietic and Lymphoid Tissues. 4th. ed. Gene-
va: WHO Press; 2008

Kommentar: In der WHO-Klassifikation hamatologischer
und lymphatischer Neoplasien finden sich allgemein
akkzeptierte, aber nicht ganz aktuelle Angaben zum An-
tigen-Expressionsmuster verschiedener hamatologischer
Erkrankungen.
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Abb. 3.2 Zytogenetische Untersuchungen.

3.4 Zyto- und Molekulargenetik
3.4.1 Zytogenetik

Unter zytogenetischen Untersuchungen versteht man
einerseits die Bdnderungsanalyse der Chromosomen
(Karyotypisierung, » Abb. 3.2a) und andererseits den
fluoreszenzgestiitzten Nachweis von Chromosomen-
abschnitten (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung, FISH,

Abb. 3.2b). Dariiber hinaus existieren noch einige Spe-
zialverfahren zur Beantwortung besonderer Fragestellun-
gen.

Prinzipiell kann die Zytogenetik entscheidende In-
formationen fiir die eigentliche Diagnosestellung liefern,
z.B. Nachweis des Philadelphia-Chromosoms bei der
CML, oder wichtige prognostische Daten bereitstellen
(» Abb. 3.3), z.B. Nachweis einer 17p-Deletion bei der
CLL. Ein Vorteil dieses Verfahrens ist, dass es recht gut ob-
jektivierbar ist. Nachteilig sind die lange Untersuchungs-
zeit von bis zu 10 Tagen (Binderungsanalyse) sowie die
hohen Anforderungen an die Kompetenz des Unter-
suchers.

Praxistipp

Fiir aussagekraftige Chromosomenanalysen miissen die
betreffenden Zellen in ausreichender Menge und in tei-
lungsfahiger Form vorhanden sein. Das Untersuchungs-
material muss daher entsprechend ausgewahlt und in-
nerhalb von 24 h bei Raumtemperatur zum Labor trans-
portiert werden. Eine nachtrdgliche Untersuchung an ge-
lagertem Material ist nicht mdglich. Als Antikoagulans
eignet sich ausschlieRlich Heparin.

+ .
1 2 3
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a Bdnderungsanalyse eines auffalligen Karyogramms. Es sind zahlreiche pathologische strukturelle Veranderungen (z.B. an den
Chromosomen 1, 8, 22 und X) zu erkennen. Dariiber hinaus bestehen als numerische Aberrationen eine Trisomie 3 und eine

Monosomie 17.

b Multicolor-FISH zu demselben Fall. Hier lassen sich bereits ohne Spektralanalyse einige chromosomale Umlagerungen nachweisen. So
findet sich z.B. am X-Chromsom Material von Chromosom 1 (gelb) oder am Chromosom 8 Material von Chromosom 17 (rosa).
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Abb. 3.3 FISH-Untersuchung an Interphasekernen einer CLL. Der Zellkern ist mit DAPI blau gefarbt. Das Zentromer des Chromosoms 11
ist griin gefarbt, der Lokus fiir das ATM-Gen (11q22) ist rot gefarbt.

a Normal: 2 rote Signale.

b Das fehlende zweite rote Signal zeigt den Verlust von 11q22.

Tab. 3.4 Exemplarische klinisch-chemische Untersuchungen bei hamatologischen Erkrankungen.

Verdachtsdiagnose Parameter

Eisenmangelandmie Ferritin, Transferrin, 16slicher Transferrinrezeptor

Megaloblastdre Andamie Vitamin By, Folsdure, Parietalzell- und Intrinsic-Factor-Antikorper

Hamolyse Laktatdehydrogenase, Haptoglobin, Bilirubin, Coombs-Test, Kalteagglutinine, G6PDH, osmotische
Erythrozytenresistenztestung

Hdmoglobinopathie Hamoglobinelektrophorese

Lymphadenopathie Infektionsdiagnostik (z. B. EBV, HIV, HBV, HCV, Rubeola, Histoplasma, Toxoplasma, Bartonella,
Treponema), Autoimmundiagnostik (z. B. ANA, ANCA, Rheumafaktor, Anti-dsDNA-Ak)

Malignes Lymphom Laktatdehydrogenase, B,-Mikroglobulin, HIV-Serologie

Plamazellmyelom Immunfixation (Serum/Urin), freie Leichtketten, Protein, Kalzium, Kreatinin, B,-Mikroglobulin

Leukdamie Laktatdehydrogenase

(Pan-)Zytopenie Parvovirus-B19-Serologie, EBV-Serologie, CMV-Serologie, Hepatitis-Serologie, Erythropoetin, ANA,
Rheumafaktor

Thrombotische ADAMTS 13-Aktivitdt, Shiga-Toxin (Stuhl)

Mikroangiopathie

ANA: antinukledre Antikorper, ANCA: antineutrophile zytoplasmatische Antikorper, Anti-dsDNA-Ak: Antikorper gegen doppelstrangige
DNA, CMV: Zytomegalievirus, EBV: Epstein-Barr-Virus, G6PDH: Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, HBV: Hepatitis-B-Virus, HCV:

Hepatitis-C-Virus

3.4.2 Molekulargenetik

Molekulargenetische Untersuchungsmethoden gewinnen
immer mehr an Bedeutung in der Himatologie. Sie beste-
chen durch ihre hohe Zuverlassigkeit, Sensitivitit und Ge-
schwindigkeit. Grob kann man PCR-basierende Verfahren
von DNA-Sequenzierungstechniken unterscheiden. Auch
die Molekulargenetik kann entitdtsdefinierende Informa-
tionen (z.B. Nachweis der RNUX1-RUNX1T 1-Fusion bei
der AML) oder Prognosefaktoren (z.B. TP-53-Mutations-
anlyse bei der CLL) beitragen. Von besonderem Interesse
sind quantitative PCR-Techniken, die sich fiir die Verlaufs-
diagnostik und den Nachweis einer residuellen Rest-
erkrankung (Minimal residual Disease, MRD) eignen.

Praxistipp

Die Zuordnung zyto- und molekulargenetischer Befunde
zu bestimmten Entitdten kann schwierig sein. Hier sind
Online-Datenbanken sehr hilfreich (Auswahl):

o http://www.atlasgeneticsoncology.org

o http://www.cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman
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3.5 Klinische Chemie

Klinisch-chemische Untersuchungen sind auch fiir viele
hdmatologische Erkrankungen von Bedeutung. Sie kdon-
nen Informationen {iber Mangelzustdnde (Vitamin B,
Folsdure, Eisen etc.) liefern, funktionelle Defektzustdnde
(z.B. Hamoglobinelektrophorese, osmotische Resistenz-
testung der Erythrozyten, Immunfixation) analysieren
oder als Surrogatparameter fiir die Krankheitsaktivitdt
(z.B. Laktatdehydrogenase, freie Leichtketten) dienen.

Die Gerinnungsdiagnostik ist praktisch ausschlieBlich
eine reine Labordiagnostik. Die Schwierigkeit fiir den kli-
nisch titigen Hamatologen besteht vor allem darin, die
richtige Indikation fiir die jeweilige Untersuchung zu stel-
len. » Tab. 3.4 zeigt, welche Untersuchungen bei welcher
(Verdachts-)Diagnose indiziert sein konnen.
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4 Diagnostische Methoden in der Onkologie

4.1 Zytologie

B. Bode-Lesniewska

4.1.1 Prinzip und
Untersuchungsmaterialien

Zytologie stellt eine schnelle und minimalinvasive Metho-
de fiir die direkte mikroskopische Beurteilung der Eigen-
schaften des Gewebes dar. Im Gegensatz zum Vorgehen
bei den mindestens 4-5 h in Anspruch nehmenden his-
tologischen Methoden werden die zytologischen Proben
iiber 30-60s in 96 %igem Alkohol fixiert und kénnen
nach einer ca. 60- bis 90-miniitigen Papanicolaou-Far-
bung vom Zytopathologen beurteilt werden. Manche La-
boratorien bevorzugen fiir extragyndkologisches Unter-
suchungsmaterial die Fixation durch Lufttrocknung mit
anschlieBender Giemsa-basierter Farbung (z. B. Diff-Quik).

» Gyndkologische Zytologie. Die gyndkologische Zytolo-
gie (PAP-Abstriche) befasst sich mit der mikroskopischen
Analyse der Vorsorge-Abstriche aus dem Bereich des Ge-
barmutterhalses. Diese Methode stellt den bisher gréf3ten
Screening-Erfolg der Medizingeschichte dar mit enormer
Reduktion der Inzidenz und Mortalitét des invasiven Zer-
vixkarzinoms durch die Fritherkennung der Vorstufen des
Zervixkarzinoms. Die Befundung der PAP-Abstriche rich-
tet sich nach der 2014 letztmals aktualisiert und interna-
tional weitverbreiteten Bethesda-Klassifikation (> Tab. 4.1).
In Deutschland werden die Diagnosen meistens gemaR
der Miinchner Klassifikation gestellt.

Tab. 4.1 Diagnoseklassen in der gyndkologischen Zytologie (bei
reprasentativem Abstrich) gemaR Bethesda- und Miinchner-Sys-
tem (vereinfacht).

Bethesda (2014)

Keine intraepitheliale Neoplasie oder
Malignitat

ASC-US: atypische Plattenepithelien

unklarer Bedeutung

ASC-H: atypische Plattenepithelien,

HSIL maglich

AGC-NOS: atypische glandulére Zellen
unklarer Bedeutung

AGC-FN: malignitdtssuspekte atypi-
sche glandulére Zellen

Miinchen Il
PAP | und PAP lI-a

PAP II-p, PAP Ill-p

PAP Ii-g, PAP Iil-g (e, X)

LSIL: geringradige intraepitheliale PAP IID1
Ldsion

HSIL: hohergradige intraepitheliale PAP 1IID2, PAP IVa-p,

Lasion PAP IVb-p

AlS: Adenocarcinoma in situ PAP |Va-g, PAP IVb-g
Plattenepithelkarzinom PAP V-p
Adenokarzinom PAP V-g (e, x)

» Extragyndkologische Zytologie. Sie umfasst die mi-

kroskopische Beurteilung von

¢ Feinnadelpunktaten (FNP), z. B. Lunge, Lymphknoten
(» Abb. 4.1), Schilddriise, Pankreas etc.

o Korperfliissigkeiten: Pleuraerguss (> Abb. 4.2), Aszites,
Perikarderguss, Sputum, Urin, Liquor

e Spiilfliissigkeiten: Harnblase, Bronchien, Abdomen,
Douglas-Raum

Die Zellen und kleinen Zellaggregate einschliefSlich Mi-
nistanzen, die mithilfe von diinnen Nadeln im Rahmen
der den Patienten wenig belastenden und kostengiinsti-
gen Feinnadelpunktionen gewonnen werden, bzw. die Se-
dimente der Korper- und Spiilfliissigkeiten werden einer-
seits direkt auf Objekttrdger ausgestrichen (> Abb. 4.1c,

Abb. 4.2a), anderseits als formalinfixierte Zellblécke
(» Abb. 4.1d, » Abb. 4.2¢) aus dem Sediment der Proben
verarbeitet. Zellblocke stellen eine Briicke zwischen den
zytologischen und histologischen Methoden dar und sind
dem gleichen Spektrum der modernen immunhistoche-
mischen und molekulargenetischen Zusatzuntersuchun-
gen zugdnglich wie Biopsien oder Resektate, z. B. Immun-
histochemie (> Abb. 4.1d, » Abb. 4.2c) oder Durchfluss-
zytometrie (> Abb. 4.2b).

4.1.2 Gewinnung und Einsendung
zytologischer Proben

Korperfliissigkeiten

Sowohl physiologische (Urin, Sputum, Liquor) als auch
pathologisch vermehrte (Aszites, Pleuraerguss, Perikard-
erguss) Korperfliissigkeiten enthalten Zellen, welche die
zugrunde liegende Pathologie prazise erkennen lassen.
Neben der Diagnostik von entziindlichen Prozessen in-
klusive Erregernachweis (virale Einschliisse, Pilzelemen-
te, Parasitenbestandteile) ist die Zytologie der Korperfliis-
sigkeiten bestens geeignet fiir den Nachweis von malig-
nen Zellen (> Abb. 4.2). Maligne Zellen kénnen mithilfe
von Zusatzuntersuchungen weiter subtypisiert und dem
Ausgangspunkt des Primdrtumors zugeordnet werden.
Die therapierelevanten pradiktiven Faktoren lassen sich
an Tumorzellen in Fliissigkeiten unter Anwendung von
analogen Methoden wie an histologischen Proben erhe-
ben.

Die Einsendung von méglichst groRen Mengen an Fliis-
sigkeiten ist wichtig fiir die Gewinnung von Sedimenten
mit groBem Gehalt an diagnostischen Zellen. Die ent-
scheidende Bedeutung dieser Grundregel kommt ins-
besondere bei Patienten mit fortgeschrittenen Tumorlei-
den zum Tragen, bei denen zielgerichtete (,targeted“)
Therapieoptionen je nach Ergebnis der Analyse der Ziel-
molekiile in Tumorzellen zur Anwendung kommen kon-
nen.
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Abb. 4.1 Metastasiertes Lungenkarzinom bei einem 65-jdhrigen Patienten.

a PET-Befund mit zentraler Tumormasse und supraklavikuldaren Metastasen rechts.

b Sonografische Darstellung der oberflachlich gut zuganglichen pathologischen Lymphknoten vor einer ultraschallgesteuerten

Feinnadelpunktion.

Direktausstrich der FNP mit vielen malignen Zellen eines Adenokarzinoms (Papanicolaou-Farbung; VergréRerung 200 x).

d Immunhistochemische Darstellung der Expression von TTF1-Protein in den Kernen der Zellen des Adenokarzinoms im Material des
Zellblocks (braunes Reaktionsprodukt, Pfeile; VergroRBerung 400 x). Die Analyse des Tumorgewebes im Zellblock mittels PCR und
Sequenzierung erbrachte keinen Nachweis einer EGFR-Gen-Mutation. Die AKL 1-Gen-FISH zeigte keine Translokation.
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» Sputum. Die optimale Sensitivitdt fiir die Diagnostik
von Malignomen der Atemwege erreicht man mit zytolo-
gischen Untersuchungen des ersten tiefen Morgenaus-
wurfs, der an 3 verschiedenen Tagen asserviert werden
sollten. Fiir die Probensammlung sollen den Patienten
GefiRe mit breiten Offnungen mitgegeben werden. Die
Sputumproben sollen nativ, d. h. ohne Fixation, ins Labor
eigesandt werden. Wahrend Sputum frither ein hdufiges

Praxistipp

Insbesondere bei der Frage nach Zielmolekiilen in Tumor-
zellen fiir sog. ,targeted“ Therapien missen moglichst
grofRe Fliissigkeitsmengen eingesendet werden!

» Urin. Die zweite Morgen-Spontanurin-Probe ist am

besten geeignet fiir zytologische Untersuchungen (die
erste Urinprobe des Tages enthdlt zu viele degenerierte
Zellen und ist nicht geeignet). Falls die Probe (mindestens
25-100 ml) das Labor innerhalb von 12 h erreicht, ist kei-
ne Fixation notig. Bei Transportzeiten von 12-24h ist
eine Kiihlung (4 °C) zu empfehlen und bei lingeren We-
gen die Fixation mit 50- bis 70 %igem Ethanol (Verhaltnis
Ethanol : Volumen der Probe=1:1).

zytologisches Untersuchungsgut war, wird es heutzutage
selten eingesandt, nicht zuletzt wegen der Degeneration
der diagnostischen Zellen, was ihre Eignung fiir ggf. noti-
ge Zusatzuntersuchungen mindert.

» Liquor. Liquorproben werden in der Regel durch Lum-
balpunktion gewonnen, selten stammen sie direkt aus
dem Ventrikelsystem. Bei klinischem Verdacht auf ZNS-

aus: Kreuzer u.a., Himatologie und Onkologie (ISBN 9783131732514) © 2016 Georg Thieme Verlag KG



1

COIBPRCPCYSS
108w
103

sl
CO18PaCPLYSS
10

* LS S
. .8 L. . .V

Abb. 4.2 Rechtsseitiger Pleuraerguss bei einem 83-jahrigen

Patienten mit anamnestisch bekanntem Mantelzell-Lymphom

und Herzinsuffizienz.

a Sedimentausstrich (Papanicolaou-Farbung; VergroRerung
200 x) von 700 ml Ergussfltssigkeit mit vielen kleinen
Lymphozyten neben zahlreichen Mesothelien und Histiozy-
ten.

b Die Durchflusszytometrie zeigt eine k-Leichtketten-restrin-
gierte, CD19*-CD5*-B-Zell-Population (ca. 40 % der lympha-
tischen Zellen) entsprechend einer Manifestation des
Mantelzell-Lymphoms.

c Die Immunhistochemie im Zellblockmaterial ergibt die
nukledre Expression von Zyklin D1 durch einen Teil der
Lymphozyten und einen Proliferationsindex MIB-1 von ca.
20% in den Lymphozyten.

Tumorbefall empfiehlt sich die Einsendung von ca. 10 ml
Liquor. Da die Zellen im nativen Liquor schnell degenerie-
ren, sollen sie sofort eingesendet werden. Bei Transport-
verzogerung sollten die Proben entweder bei 4 °C gekiihlt
werden (bei kurzen Verzégerungen von wenigen Stun-
den) oder bei ldngerer Verzogerung 1:1 mit 50 %igem

108

Alkohol versetzt werden bzw. in Fixationsmedien ent-
nommen werden (z. B. PreserveCyt, Hologic).

» Ergiisse (> Abb. 4.2). Die im Rahmen der Punktionen
der entsprechenden Kérperhohlen entnommenen Fliis-
sigkeiten miissen in moglichst grolRen Mengen (nicht un-
ter 100ml, bevorzugt Gesamtmenge abziiglich kleinen
Proben fiir Himatologie, klinische Chemie und/oder Mi-
krobiologie je nach Fragestellung) ins Zytologie-Labor
eingesandt werden, da der Tumorzellgehalt des Sedi-
ments naturgemdfd vom Volumen abhdngt, aus dem es
angefertigt wurde. Die Sensitivitdt der Zytologie fiir die
Detektion von malignen Zellen kann bei langzeitbettldge-
rigen Patienten durch Lagerungswechsel direkt vor der
Punktion gesteigert werden. Die Einsendung soll inner-
halb von wenigen Stunden im nativen Zustand erfolgen,
allenfalls heparinisiert zur Vorbeugung der Gerinnselbil-
dung.

Spiilfliissigkeiten

Spiilfliissigkeiten von serésen Membranen (hauptsdchlich
Spiilungen des Douglas-Raumes in der Gyndkologie oder
Peritonealspiilungen bei Karzinomen des oberen Gas-
trointestinaltraktes) und Schleimhautoberflichen diver-
ser Organe (Bronchien, Harnblase, Gallenwege) erlauben
eine verbesserte Beurteilung der Ausbreitung der Tumor-
erkrankung. Die instillierte Spiilfliissigkeit (in der Regel
50-200 ml physiologische NaCl-Losung) wird gesammelt
und unfixiert eingesandt. Das Sediment der Spiilfliissig-
keiten wird zytologisch analysiert im Hinblick auf die An-
wesenheit maligner Zellen.

» BAL. Besondere Verarbeitungsmethoden werden in
ausgewdhlten Fillen bei bronchioloalveoldiren Lavagen
(BAL) angewandt, da die Indikation fiir diese Unter-
suchung nicht nur Tumorverdacht, sondern vor allem Er-
regerdiagnostik pulmonaler Infekte und Diagnostik von
interstitiellen Lungenerkrankungen umfasst.

Feinnadelpunktionen

» Durchfiihrung. Feinnadelpunktionen (FNP) sind zwar
grundsatzlich einfach in der Durchfiihrung, bediirfen aber
fiir optimale Ergebnisse einer Erfahrung mit dieser Me-
thode sowie enger Zusammenarbeit mit dem beurteilen-
den Zytopathologen und Korrelation mit der klinischen
Situation und Bildgebung (» Abb. 4.1a, » Abb. 4.1b). So-
wohl tastbare als auch nur mittels Bildgebung darstell-
bare Raumforderungen kénnen feinnadelpunktiert wer-
den (nach Bedarf auch unter Ultraschall- bzw. CT-Steue-
rung). Eingesetzt werden diinne Nadeln (22-25 Gauge),
mit denen je nach Prédferenz des Punkteurs und je nach
untersuchtem Organ mit oder ohne Unterdruck (Aspirati-
on) das Zellmaterial aus der Lasion entnommen wird. Zu
diesem Zweck wird die Nadel einmal durch die Oberfld-
che im Knoten platziert und anschliefSend mehrfach in-
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nerhalb der Lasion in verschiedenen Richtungen (,facher-
formig*) mit schneidenden Bewegungen iiber ca. 20-30s
eingestochen.

» Asservierung und Untersuchungen. Das auf diese Art
gewonnene Material muss in Abhdngigkeit von der jewei-
ligen Fragestellung in geeigneten Medien fiir ggf. notige
Zusatzuntersuchungen asserviert werden. In einigen Zen-
tren werden die Feinnadelpunktionen von Zytopatholo-
gen selbst bzw. von Arzten anderer Fachrichtungen (Ra-
diologie, ORL, Pneumologie, Gastroenterologie etc.) in
Anwesenheit des Zytopathologen oder zytochemischen
Assistenten durchgefiihrt, was die Bereitstellung des zy-
tologischen Punktionsmaterials fiir die jeweils moderns-
ten zur Verfiigung stehenden pathologischen Unter-
suchungsmethoden gewdhrleistet. Als Grundlage der Ent-
scheidungen zur Durchfiihrung der Zusatzuntersuchun-
gen werden obligatorisch 1 bis maximal 3 Direktausstri-
che angefertigt (> Abb. 4.1c). Das Restmaterial der Punk-
tion wird in der Regel fiir die Anfertigung eines Zellblocks
(» Abb. 4.1d) verwendet und kann - je nach klinischer Si-
tuation - mittels Durchflusszytometrie untersucht wer-
den oder fiir mikrobiologische Analysen steril versandt
werden. Am Material des Zellblocks kann genau das glei-
che Spektrum an Untersuchungen wie an Biopsien zum
Einsatz kommen einschlieBlich Immunhistochemie und
Molekulargenetik.

4.1.3 Spektrum der
Untersuchungsmethoden

Mikroskopie

Die Diagnosestellung an zytologischen Proben basiert auf
der mikroskopischen Analyse von dreidimensionalen For-
mationen von Zellen bzw. Zellgruppen der Direkt- bzw.
Sedimentausstriche. Je nach Prdferenzen des lokalen Zy-
tologie-Labors werden die Direktausstriche entweder in
95 %igem Ethanol fixiert (mindestens 30s, fiir eine Papa-
nicolaou-Firbung) und/oder luftgetrocknet (fiir Giemsa-
basierte Farbungen). Unabhdngig von der angewandten
Methode ist die Herstellungszeit der Standardprédparate
deutlich kiirzer als in der Histopathologie und betragt
maximal 1-2 h.

»Rapid on-site Evaluation“ (ROSE)

Die Zytologie bietet sich aufgrund der kurzen Bearbei-
tungszeiten als ideale Methode an, um die Reprdsentati-
vitdt der Gewebeproben noch wahrend der Entnahme ab-
zuschdtzen. Im Rahmen der ,Vor-Ort-Beurteilung“ (engl.
,rapid on-site evaluation, ROSE) wird eine der Schnellfar-
bungen (max. 1-3 min dauernde Diff-Quik- bzw. modifi-
zierte Papanicolaou-Firbung) verwendet, um den Zell-
gehalt des Punktates zu beurteilen. In Abhdngigkeit von
der lokalen Verfiigbarkeit kann dies vom speziell aus-
gebildeten zytotechnischen Personal mit oder ohne An-

wesenheit eines Zytopathologen durchgefiihrt werden.
Die definitive Diagnosestellung erfolgt zu spaterem Zeit-
punkt unter Beriicksichtigung der Gesamtheit der Befun-
de und der Ergebnisse der nétigen Zusatzuntersuchun-
gen.

Praxistipp

Besonders gut bewahrt hat sich die ROSE im Rahmen
von endosonografisch gesteuerten Eingriffen wie FNP
des Pankreas oder bei endobronchial sonografisch (EBUS)
gesteuerten FNP von Lungen- bzw. mediastinalen Tumo-
ren.

Spezialfarbungen

Die zytologischen Prdparate konnen fiir Spezialunter-
suchungen verwendet werden, und zwar sowohl fiir den
Erregernachweis (Gram, PAS, Ziehl-Neelsen) als auch fiir
die Darstellung von speziellen Substanzen (Eisenfdarbung;
Kongorot-Fiarbung fiir Amyloidnachweis).

Zellblocke

Das Restmaterial des Punktats wird nach Zugabe hamoly-
sierender Fliissigkeit (z.B. CytoLyt; Hologic) als verfestig-
tes Sediment (z.B. durch Gerinnselbildung mit Plasma
und Thrombin) in gepuffertem 4 %igem Formalin fixiert
und anschlieBend in Paraffin eingebettet. Ein so entstan-
dener Zellblock kann identisch weiterverarbeitet werden
wie jede histologische Biopsie.

Immunzyto- und Immunhistochemie

Sowohl die zytologischen Ausstriche als auch die Schnitte
der Zellblocke konnen fiir Inkubationen mit spezifischen
Antikoérpern verwendet werden. Der entscheidende Vor-
teil der Zellbldcke besteht darin, dass man viele Inkuba-
tionen aus einer Probe veranlassen kann, wdhrend meis-
tens nur eine begrenzte Anzahl von Ausstrichen zur Ver-
fiigung steht. Zusétzlich bestehen bei Zellblécken metho-
disch keine Unterschiede im Vergleich zur Bearbeitung
histologischer Proben. Zellblécke sind deutlich ldnger
haltbar ohne Einbuf3e der Gewebequalitdt.

Molekulare Diagnostik

Die zytologischen Ausstriche mit vollstdndig dreidimen-
sional erhaltenen Zellkernen sind besonders gut fiir Fluo-
reszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) geeignet, da das
durch das Schneiden von Gewebe entstehende Artefakt
der Kernfragmentierung entfdllt. Die PCR-basierten mole-
kulargenetischen Analysen wie Mutationsanalyse (Fall-
beispiel der » Abb. 4.1) und RT-PCR sind in identischer
Weise fiir die zytologischen Zellblécke wie fiir Biopsie-
proben anwendbar.
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