MOGLICHKEITEN UND GRENZEN DER
DURCHFLUSSZYTOMETRISCHEN
UNTERSUCHUNG HAMATOLOGISCHER
NEOPLASIEN.

Wolfgang Hubl , Ruth Jilch , Peter Michael Bayer

Zusammenfassung

Die Durchflusszytometrie hat sich zu einem wertvollen
Werkzeug der Diagnose und Charakterisierung hdmatol ogi-
scher Neoplasien entwickelt. Sie ist eine wichtige Ergan-
zung zu morphologischen, zytogenetischen und molekular-
biologischen Methoden. Sie erlaubt, auf effiziente Weise,
ene gleichzeitige Bestimmung von Grole, Granularitédt,
Antigenexpression, DNA-Gehalt und Proliferationsrate von
Zdlen. Die Diagnose von malignen lymphatischen Erkran-
kungen und die Linientypiserung akuter Leukdmien gehd-
ren zu den wichtigsten Einsatzgebieten der Methodik.
Darlber hinaus kdnnen aus dem Immunphanotyp Hinwelse
auf die Prognose der Erkrankung gewonnen werden, sowie
ihr Verlauf beobachtet werden. Neben der Untersuchung
des Blutes und Knochenmarks, eignet sich die Durch-
flussszytometrie auch hervorragend zur Charakterisierung
von Zdlen aus Biopsiemateria, eine Moglichkeit, die noch
in viel zu geringem Ausmal? wahrgenommen wird, obwohl
die Methode bel bel bestimmten Erkrankungen der Zytolo-
gie oder Histologie liberlegen ist. Die nachfolgende Uber-
sicht soll durch Darstellen der Mdglichkeiten und Grenzen
der Durchflusszytometrie die sinnvolle Anwendung und
rationale Befundinterpretation der Methode aufzeigen.

Einleitung

Eine Ubersicht ilber den Einsatz der Durchflusszytometrie
in der Hamatologie kann nicht ganz ohne methodische
Angaben auskommen. Wir haben aber versucht, den klini-
schen Standpunkt nicht aus den Augen zu verlieren und
technisch-methodische Einzelheiten nur dann angefihrt,
wenn diese das Prinzip verdeutlichen. Zid war, dem mit
der Durchflusszytometrie nicht im Detail Vertrauten einen
Uberblick zu geben, wann der Einsatz der Technik sinnvoll
sein kann und was von einem Befund zu erwarten ist.
Dabei gingen wir von den Méglichkeiten eines normaen
durchflusszytometrischen Labors aus. Methoden, die nur in
wenigen Labors durchfiihrbar oder keinen Eingang in die
Routine gefunden haben, wurden nicht berlicksichtigt. Die
Auswahl der diskutierten Indikationen beruht auf Erfah-
rungswerten, die im Rahmen der Zusammenarbeit mit
klinischen Abteilungen gewonnen wurden.

1. AKUTE LEUKAMIE

1.1 Diagnostik

Die meisten Einsendungen bei akuter Leuk&mie erfolgen
zur Linientypisierung bel bereits feststehender Diagnose. In
manchen Féllen aber, meist bei nicht vdllig eindeutigem
morphologischen Befund, werden Proben zur Absicherung
der Diagnose eingesandt. Tatséchlich kann die Durchfluss-
zytometrie bei der Diagnostik einer akuten Leukamie
hilfreich sein, es sind aber einige Einschréankungen zu
beachten. Mit Hilfe der Immunphénotypisierung kdnnen
auch morphologisch nicht eindeutige Zellen mit nur weni-
gen Markern as unreife Zelen erkannt werden. Dazu
genligt oft die Untersuchung der Marker CD45, CD34,
HLA-DR und die Beurteilung des Seitwértsstreulichtes ** 2
(Abbildung 1). Liefert die durchflusszytometrische Unter-
suchung ein Ergebnis von mehr as 20 % unreifer Zellen im
Knochenmark, unterstiitzt sie dadurch die Diagnose der

akuten Leukdmie. Vorsichtig muss aber ein negativer
durchflusszytometrischer Befund beurteilt werden. Dabel
ergibt sich einersaits ein quantitatives Problem: die Blutver-
diinnung insbesondere bel schlechten Knochenmarkspro-
ben und niedrigem Blastenanteil im Blut kann den Antell
der unreifen Zellen in der Knochenmarksprobe deutlich

3 T
'—‘g‘ £ 'Eﬁ
E §' -a' §
E2d - £§
.g ! e
£8]. 28l
L E ."'-'h ; _ 'I'E - =

¢|d-° 't |n_f 1wt 10t

CD45-Expression CD45-Expression
.8 Er
| g (A
E S
£g £z
@ i
=+ ES%
23 2z
[+] @
@ ; &_
R AR SR M w1 e we et

10

CD45-Expression CD45-Expression

Abb. 1. Blastendetektion in der CD45-
Seitwéartsstreulicht-Darstellung

Der auch als Blastenfenster bezeichnete Bereich (Kreis
im Diagramm Referenz) liegt zwischen Debris (links),
Granulozyten (oben) und Mono- bzw. Lymphozyten
(rechts). Bei der unreiferen AML-M1 zeigen die Blasten
geringere CDA45-Expression und Seitwartsstreulicht als
bei der AML-M2. B-ALL Blasten kdnnen eine sehr geringe
CD45-Expression aufweisen.

vermindern, also falsch niedrig werden lassen. Anderseits
besteht auch ein quditatives Problem: bei manchen Félen
von akuter Leuk@mie findet man keine durchflusszytome-
trisch as unreif imponierenden Zdlen. So sind Zdlen der
AML-M5 manchmal stark CD45 positiv und kénnen in der
CD45-SSC Dargtellung in die Region der normalen Mono-
zyten fallen und nicht als unreif erkannt werden 3. Auch bei
der AML-M3, manchen AML-M2- oder reiferen ALL-
Formen liegen die Leuk&miezellen nicht immer in der
typischen Blastenregion °. Die auf die Suche unreifer
Zéellen eingeschrankte Typisierung kann somit falsch nega-
tive Resultate bel der Fragestellung AML liefern. Falsch
positive Resultate in der CD45-SSC Darstellung kdnnten
theoretisch durch Plasmazellen, rote Vorstufen, Basophile
Granulozyten, Thrombozytenaggregate und Debris entste-
hen. Sowohl falsch negative as auch falsch positive Re-
sultate werden aber durch entsprechende Erfahrung und
ein grolReres Markerpanel vermieden.

1.2 Linientypisierung

Die grofte Bedeutung der Durchflusszytometrie bel akuten
Leukémien liegt in der Bestimmung der Zdllinie (mye-
loisch, B- oder T-lymphatisch). Dabei werden zwei ver-
schiedene Philosophien verfolgt: die Methode der Stufen-
diagnostik #, bei der zuerst ein relativ kleines Antikorperpa-
nel zur Linienfeststellung und danach ein spezifisches
kleineres Pandl zur Subgruppendefinition eingesetzt wird,
und die Einstufendiagnose, bei der primér ein breites Panel
Verwendung findet. Beide Methoden haben Vor- und
Nachteile. Ein Beispid fur die Stufendiagnostik findet sich
in Tabele 1.



Tab. 1. Stufendiagnostik der akuten Leukamie. 1.Stufe.

unvorhersehbar  stark  verfalscht
werden. Exakte Prozentangaben der

Typisch fir: Antigene

monozytéren Elemente im Kno-

B-lymphatische Zellen

CD19, zytCD22, zytCD79a, CD10

chenmark sind durchflusszytome-

T-lymphatische Zellen

zytCD3, CD7, CD2

trisch zwar messbar, miissen aber

Myeloische Zellen

CD13, CD33, CDw65, CD117, zytMPO

keineswegs den Verhdtnissen im

unreife Zellen

CD34, TdT, HLA-DR

Mark entsprechen. Zum anderen

Von der European Group for the Immunological Classification of Leukemias (EGIL) emp- bezieht die FAB-Klassfikation die
fohlene 1. Stufe bei der Inmunphanotypisierung akuter Leukamien *. Zur Definition der B- Morphologie, die Zytochemie und
Linie sollten von den Markern CD19, zytCD22 und zytCD79a mindestens 2 nachweisbar  die Lysozymmessung ein, aber keine
sein. Zur Definition der T-ALL: CD3 zytoplasmatisch oder an der Oberflache definiert die Oberflachenantigene. Aus diesen

T-ALL. Expression von CD2 und CD7 reicht nicht aus. CD1a positive T-ALL gilt als com-
mon T-ALL unabhéngig von der Reaktion von membran-CD3. In unklaren Fallen kann der
EGIL-Score fiir biphénotypische Leukdmien zur Anwendung kommen (Tabelle 4). Die
zweite Stufe dient der weiteren Differenzierung der verschiedenen Leukdmieformen.

1. 3 Subgruppen der AML

Die durchflusszytometrische Untersuchung kann die FAB-
Klassfikation nicht exakt reproduzieren, die auf morpholo-
gisch-zytochemischen, eher willkirlichen Kriterien beruht.
Die Durchflusszytometrie kann aber in bestimmten Féllen,
in denen die morphologische Untersuchung kein eindeutiges
Ergebnis liefert, wichtige Hilfestellung zur Einteilung der
AML bieten. So kann der Nachweis einer myeloischen
Differenzierung auch bei Fadlen mit morphologisch-
zytochemisch negativen Befunden gelingen und damit das
Vorliegen einer MO nachgewiesen werden. Auch be-
stimmte Formen der AML-M2 zeigen typische Markerkon-
sellationen (AML mit t(8;21): CD34 auffalend dark
exprimiert, CD19 positiv, CD56 positiv und CD15 positiv °.
CD4- und CD14-Expression fehlen meist ).

Auch die Diagnose der Promyeozytenleukamie
(AML-M3) kann der Immunphénotyp absichern helfen.
Fur die Unterscheidung der hypergranuldren Form von
normaen Promyelozyten konnte das Fehlen der CD15
Expression bel den meisten AML-M3 Fdlen oder die
(seltenere) CD2-Expression herangezogen werden. Kann
bel Vorliegen von Blasten eine hypogranulére AML-M3
morphologisch nicht eindeutig ausgeschlossen werden,
spricht das Vorhandensein von CD34 und/oder HLA-DR
gegen eine AML-M3, schlief}t sie aber nicht aus ¥ ™.
Eine M3 kann aso durchflusszytometrisch nicht eindeutig
nachgewiesen wohl aber as wahrscheinlich oder unwatr-
scheinlich qualifiziert werden.

Fur die Definition der AML-M4 und AML-M5 ig die
monozytdre Komponente von Bedeutung. Wéhrend die
Bestimmung von Monozyten mittels monoklonaer Antikor-
per prinzipiell sehr einfach ist, missen bei der Verwendung
durchflusszytometrischer Ergebnisse zur Abgrenzung einer
AML-M4 oder AML-M5 mehrere Probleme berticksich-
tigt werden 2. (a) Verschiedene normalerweise typische,
monozytére Antigene konnen auf monozytéren Blasten
fehlen (besonders CD14) andere, sensitivere Marker sind
wenig spezifisch (HLA-DR, CD4, CD36). (b) Die as
monozytdre Marker angesehenen CD14 und CD64 dirfen
nur bel starker Ausprégung as eindeutiger Hinwels auf
monozytére Differenzierung gewertet werden. Diese
beiden Probleme konnen bei geeigneter Antikorperwahl
und ausreichender Erfahrung bewéltigt werden. Nicht
|6sbar ist aber das dritte Problem (c): die FAB-Definition.
Zum einen setzt diese bestimmte Grenzwerte fir den
Anteil monozytérer Zedlen fur die Unterscheidung der
verschiedenen FAB-Klassen. Durch die unbestimmbare
Beimengung von Blut zur Knochenmarksprobe kann aber
der monozytére Antell im Knochenmark in beide Richtung

Grinden kann die Durchflusszyto-
metrie zwar eine Aussage zur no-
nozytéren Komponente machen, bel
diskrepanten Befunden beziiglich
der FAB-Klassfizierung kann die
Antigenbestimmung aber per definitionem das Ergebnis der
anderen Befunde nicht umstof3en.

AML-M6: Allgemein kann gesagt werden, dass die AML-
M6 immunphénotypisch nicht gut definierbar ist. Fur die
AML-M6 nach FAB-Klassifikation (Erythroblasten ma-
chen mehr als 50 % der kernhaltigen Knochenmarkszellen
aus; Blasten 3 30 % der nicht-erythroiden Zellen 1) ergibt
sich das Problem, dass be der Probenaufbereitung
(Erythrozytenlyse) ein grof3er Teil der roten Vorstufen
verloren gehen kann. Ubrig bleiben die Myeloblasten. Es
darf daher nicht verwundern, dass viele mikroskopisch as
FAB-M6 bezeichnete Félle in der Durchflusszytometrie as
nicht-M6 AML erscheinen. Dies ist methodenbedingt und
sollte bel Befunddiskrepanzen berlicksichtigt werden.
Anders geartet ist die Problematik bei den M6 Féllen (von
manchen als AML-M6b oder AML-M6variant bezeichnet
1% 1% bei denen die unreifen Zellen (Blasten) selbst Zei-
chen erythroider Differenzierung zeigen. Diesen Blasten
fehlen oft spezifische Marker wie das Glykophorin A *°.
Sengitivere Marker wiederum, wie z.B. CD36 sind unspez-
fisch . Aber auch in diesen Félen kann das Muster der
Antigenexpression der Blasten die Wahrscheinlichkeit der
Diagnose beurteilen helfen.

AML-M7: Fur die Diagnose der AML-M7 spidt die
Durchflusszytometrie die wichtigste Rolle, da weder mor-
phologische noch zytochemische Eigenschaften pathogno-
monisch sind und der Nachweis der Pléttchenperoxidase
technisch sehr schwierig ist . Megakaryoblasten exprimie-
ren meist CD41 und/oder CD61, wodurch sie leicht er-
kennbar sind. Beachtet werden muss lediglich, dass an
Blasten anhaftende Thrombozyten Megakaryoblasten
vortauschen konnen. Dies ist aber durch geeignete Maf3-
nahmen zu verhindern oder durch geeignete Zusatzmarker
(CD42b: postiv auf reifen Thrombozyten, negativ auf
Megakaryoblasten) zu erkennen 3

1.4 Subgruppen der ALL

Die Beschreibung der durchflusszytometrischen Charakte-
ristika der Untergruppen der akuten lymphatischen Leuk&-
mien gestaltet sich einfacher, da der Immunphénotyp eine
wesentliche Rolle bel der Einteilung der ALL spielt, wéh-
rend die FAB-Klassifikation in den Hintergrund getreten
ist.

B-ALL: Die Einteilung der B-ALL Untergruppen erfolgt
nach der zytoplasmatischen und der Oberfléchenexpression
der Immunoglobulin Leichtketten- und IgM-Expression und
dem Immunphénotyp, wobei dem Antigen CD10 ene
besondere Bedeutung zukommt (siehe Tabelle 2).



Tab. 2. Einteilung der B-ALL nach dem Immunphanotyp

um den Fdl in die FAB-Klassfikation zu

- —— " - zwangen. Eine zusitzliche prognostische
Antigen Pra-pra B com- pra-B reife Information ist dann nicht zu erwarten. Es
(pro-B) mon B lassen sich aber aus dem Expressionsmuster
zytigM - - + - verschiedener Antigene Riickschliisse  auf
CD10 - + +- +- zytogenetische Aberrationen ziehen, wodurch
slg - - - + dem Immunphénotyp indirekt in jedem Fall
zytCDh22 + prognogtische  Bedeutung  zukommen.  An
CD19 + + + + dieser Stelle sai aber lediglich auf die Original-
HLADR + + + + literatur verwiesen >0 172,
CD20 variabel variabel variabel + Bei der B-ALL hat die durchflusszytometri-
CD34 +/- +/- -1+ - sche Einteilung (Tabelle 2) grolRe Bedeutung
TdT + + + - fur die Prognose. Auch haben verschiedene
CytCD79a + + + + zytogenetische Formen der B-ALL typische

Im wesentlichen folgt die Einteilung der zytoplasmatischen Expression von
IgM, die bei der pro-B-ALL und bei der common B-ALL fehlt, und der Expres-
sion von CD10, das nur bei letzterer exprimiert wird. Die pra-B-ALL zeigt
bereits eine zytoplasmatische IgM-Expression, die reife B-ALL zeigt bereits

eine Oberflacheneichtkettenexpression.

T-ALL: Tabelle 3 beschreibt die wichtigsten Marker zur
Einteilung der T-ALL. In der Praxis kommen natlrlich
Ubergangsformen bzw. scheinbar nicht
zusammenpassende Markerexpressio-

immunphénotypische  Besonderheiten,  die
dadurch ebenfals prognostische Bedeutung
erlangen: Fehlende Expression von CD10 und
CD24 bel Expression von CD15 spricht fir die
meist als 1123 B-ALL bezeichnete Form mit
schlechter Prognose 3. Die prognostisch gin-
stige B-ALL mit der Trandokation t(12;21)(p21;922) zeigt
meist eine starke Expression von CD19 und CD10 bel
schwacher CD20 und CD9 ',

Tab. 3. Einteilung der T-ALL nach dem Immunphénotyp

nen vor. Empfehlungen der European Antigen ProT-ALL PraT-ALL kortikale reife T-ALL
Group for the Immunological Classifi- T-ALL
cation of Leukemias (EGIL): CDla | hukl.Tdt + + + +-
positive T-ALL gilt as common T- | HLADR +- - - -
ALL unabhéngig von der Resktion von CD34 haufig + - -
membran-CD3. Die Unterscheidung CytCD3 + + +/- -
von a/b-Rezeptor und g/d-Rezeptor T- CD10 +/- +/- -+ -
ALL sollte vorgenommen werden “. CD7 + + + +
CD5 - + + +
1. 5 Sonderfalle der Akuten Leu- CD2 - + + +
kamie CDla - - + -
Die Zéellen akuter Leukamien exprimie- CcD3 - - -+ +
ren relativ héuf_lg_ auch emze!ne Anti- CD4 und 8 N N i N
gene fremder Linien. Man spricht dann CD4 oder 8 N N moglich "

zB. von ener akuten myeloischen
Leukdmie mit Koexpression lymphati-
scher Marker oder umgekehrt. Dabel
kann es zu Markerexpressionsmustern
kommen, bei denen nur mehr schwer
entschieden kann, was ds Hauptlinie
der Leukamie und was as Koexpres-
sion zu gelten hat. Die EGIL hat daher Richtlinien zur
Klérung dieser Fragen verdffentlicht (Tabelle 4)*. Dabei
kann es auch dazu kommen, dass die Leukdmiezellen
letztlich as biphénotypisch, aso as zu zwei Linien gehd-
rend, bezeichnet werden missen. Eine véllig andere Situa-
tion liegt bei den sog. bilineéren akute Leukémien vor: diese
seltenen Formen zeigen zwel unabhdngige Leukamiezdlpo-
puletionen, die zu unterschiedlichen Linien (zB. B-
lymphatisch und myeloisch) gehdren. Auch diese Form ist
durchflusszytometrisch gut zu erkennen.

Eine andere Sonderform der Akuten Leukdmie ist die
akute undifferenzierte Leukémie (AUL), zu deren Definiti-
on und Erkennung durchflusszytometrische Befunde ent-
scheidend sind. Modernere Definitionen sprechen von einer
AUL beim ausschliefdichen Vorhandensein Progenitor-Zéll
assoziierter Antigene (CD7, CD34, CD117, HLA-DR,
TdT)™.

1.6 Prognose der Akuten Leukdmie
Bei der AML wird der Immunphénotyp meist nur beniitzt

Die Einteilung der T-ALL vor der Stufe der kortikalen T-ALL ist uneinheitlich. So
wird z.B. die Unterteilung von Pro T-ALL und Pr& T-ALL nicht von allen vorge-
nommen. Manche sehen den Unterschied der beiden Formen in der CD2-
Expression. Die kortikale T-ALL zeigt CD4 und CD8 Koexpression sowie Expres-
sion von CD1a Diereife T-ALL zeigt bereits CD4 oder CD8 und ist CD1a-negativ.

Bei der T-ALL hingegen findet man praktisch keine Kor-
relationen zwischen zytogenetischen Besonderheiten und
Immunphénotyp, auch die Bedeutung der immunphanotypi-
schen Einteilung (Tabelle 3) fur die Prognose der T-ALL
ist umstritten. Obwohl Studien eine schlechtere Prognose
fir den unreifen T-Zelimmunphanotyp zeigen % wurde
vermutet, dass dies in der féschlichen Zuordnung von
unreifen myeloischen Leuk&mien zu der Gruppe der unre-
fen T-ALL begriindet war >.

Bei der kindlichen ALL fand man einen Zusammenhang
zwischen Prognose und Ploidie der Leukdmiezellen:. Hy-
perdiploide Formen zeigten eine bessere Prognose als die
selteneren hypodiploiden 2%




Tabelle 4. EGIL-Score fiir biphanotypische Leukamien *
Punk- B-lymphatisch T-lymphatisch Myeloisch
tewert

2 CD79 (zyt./oberfl.) | CD3 (zyt./oberfl.) MPO
CD22 (zyt./oberfl.) TCR-alb
zyt. IgM TCR-g/d
1 CD19 CD2 CD13
CD10 CD5 CD33
CD20 CD8 CDw65
CD10
0.5 TdT CD14
CD24 CD15
CD64
CD117

"Biph&notypische akute Leuk@mien" missen einen Punktewert >2 fur die

myeloische Reihe und eine der lymphatischen Reihen erreichen.

Untersuchung exakte Angaben Uber die quantitati-
ven Verhdtnisse im Knochenmark zu machen.
Schon bei der Entnahme des Knochenmarks wird
dem Mark eine unbestimmte Menge peripheren
Blutes beigemischt. Die Konzentrationen aller
ZdIpopulationen werden dadurch verdndert. Da
die bel Verlaufskontrollen von akuten Leukamien
interessierenden Zellen meistens im Blut in gerin-
gerer Konzentration vorhanden sind as im Kno-
chenmark, fuhrt eine Blutbeimengung im algemei-
nen zu einer Unterschétzung des Anteils dieser
Zellen im Knochenmark. Man wird daher durch-
flusszytometrisch meist einen geringeren Blasten-
anteil finden als mikroskopisch. Diese quantitative
Diskrepanz féllt besonders im Vergleich zu Zah-
lungen aus Knochenmarksstanzen auf, wéhrend
die Differenzen zu Z&hlungen von Knochen
marksausstrichen kleiner sind, da diese ja auch
(wenn auch in geringerem Ausmald) unter dem

"ALL mit Koexpression myeloischer Antigene" mussen einen Punktewert
>2 flir eine der lymphatischen Reihen und einen Punktewert £ 2 fir die

myeloische Reihe erreichen.

"AML mit Koexpression lymphatischer Antigene" miissen einen Punkte-
wert >2 fur die myeloische Reihen und einen Punktewert £ 2 fur die lym-

phatischen Reihen erreichen.

1.7 Verlaufskontrollen der Akuten Leukamie

Die Sengtivitét der durchflusszytometrischen Verlaufskon-
trolle von akuten Leuk&mien héngt vom Phénotyp der
malignen Zellen ab. Je mehr sich dieser von dem normaler
Zellen unterscheidet und je geringer die Anzahl der Zellen
igt, die im gesunden Knochenmark/Blut den gleichen Phé-
notyp haben, desto empfindlicher ist die durchflusszytome-
trische Verlaufskontrolle. Prinzipiell werden vor alem
folgende Eigenschaften zur Verlaufsbeobachtung gentitzt:
abnorme quantitative Antigenexpressionen (abnorm stark
oder schwach), asynchrone (reife und unreife Marker auf
derselben Zelle) und aberrante Antigenexpression (d.h. das
Auftreten von nicht zu der Zdllinie gehtrigen Antigenen
oder das Fehlen von Antigenen). Dabel werden in der
Literatur Sendtivitdten von bis zu unter 0.01% (1 Zedle
unter 10000) angegeben *-*. Wenn dies auch in Einzelfd-
len erreichbar sein mag, liegt nach unserer Erfahrung ein
redligtisches Limit bei vertretbarem analytischen Aufwand
fur die meisten Félle akuter Leuk&dmien hoher. Es sind
dabei verschiedene Probleme zu beachten: (a) Die Leuk&-
miezellen kdnnen einen von normalen Zellen nur schwer zu
unterscheidenden Immunphénotyp haben. (b) Der ver-
meintlich Leukdmietypische Immunphdnotyp kann im
krankheits- oder therapiebedingt verénderten Mark auch
auf normalen Zellen vorkommen *. (¢) Man muss mit dem
Wechsdl des Immunphénotyps im Verlauf hdmatol ogischer
Erkrankungen rechnen 3% *. Eine Entscheidung tber das
Vorhandensein einer Residualpopulation der akuten Leu-
k&mie bedarf daher meist eniger Erfahrung und ist in
manchen Félen relativ unsensibel. Dies sollte im durch-
flusszytometrischen Befund zum Ausdruck gebracht wer-
den. Trotz al dieser Einschrnkungen ist die durchfluss-
zytometrische Suche nach eine residualen Zdlpopulation in
den meigten Félen weit sendtiver als die mikroskopische
Untersuchung und einfacher und schneller as die mole-
kularbiologische Andyse.

1.8 Das Problem der Knochenmar ksver diinnung
Es ist nicht moglich, durch eine durchflusszytometrische

Verdinnungsproblem leiden. Das Problem wird
durch die leider gingige Praxis aggraviert, die
letzte Portion der Knochenmarksentnahme fur die
durchflusszytometrische Untersuchung zu verwen-
den. Diese Portion zeigt natirlich die grofde Blut-
beimengung. Né&heres zu methodischen Problemen
unter 36, 37'

2. M YELOPROLIFERATIVE SYNDROME

Je nach Einteilung werden dazu die Chronisch Myeloische
Leukémie, die Polyzythémia Vera, die Essentielle Throm-
bozythémie, die Osteomyelofibrose, ev. auch Formen der
Chronisch Myelomonozytéren Leuk&mie gerechnet.

Die Bedeutung der Durchflusszytometrie bei der Diagnose
dieser Erkrankungen ist &uRerst gering. Man kann durch-
flusszytometrisch den Anteil der unreifen Zellen (Blasten)
bestimmen, was aber in viden Félen mikroskopisch zumin-
dest ebenso klar moglich sein wird. Da hdmatologische
Analysenautomaten die Basophilen meist nur unzuverléssg
bestimmen, kann der Anteil durchflusszytometrisch exakt
ermittelt werden, was in manchen Félen eine gewisse
diagnostische Zusatzinformation bringen mag. Auch diese
Bestimmung kann aber mikroskopisch erfolgen. Grof3ere
Bedeutung kommt der Durchflusszytometrie beim Auftre-
ten einer Blastenkrise zu, bei der die Linie der Blasten zu
bestimmen ist.

3. M YELODYSPLASTISCHES SYNDROM (MDS)

Fur die Diagnose des MDS ist die Bedeutung der Durch-
flusszytometrie eher gering. Es wurden zwar verschiedene
Kennzeichen wie z.B. ein niedriges Seitwartsstreulichtsi-
gnal und verminderte Expresson mancher Antigene (u.a
CD10, CD16) auf den neutrophilen Granulozyten publiziert
338 die Sensitivitat aber auch die Spezifitat und damit der
Nutzen dieser Befunde sind aber noch zu hinterfragen. So
findet man z.B. CD16 auf Neutrophilen Granulozyten auch
bei entziindlichen Veranderungen vermindert ausgeprégt
*. Eine durchflusszytometrische Untersuchung bei Ver-
dacht auf MDS dient daher eher dem Ausschluss anderer
Ursachen der hdmatol ogischen Besonderheiten.

Weas die Einteilung der MDS Formen betrifft, kann man mit
der Durchflusszytometrie den Blastenanteil im Blut meist
exakt bestimmen. Auch im Knochenmark ist eine Bestim-
mung méglich, dabel ist aber das oben beschriebene Pro-
blem der Blutverdiinnung zu beachten.



4. NON-HODGKIN LYMPHOME vOM B-ZELLTYP (B-
NHL)

4.1 Diagnose der B-NHL

Die Diagnose von monoklonden B-lymphoproliferativen
Erkrankungen ist eine Doméne der Durchflusszytometrie.
Durch den Nachwels der Expression nur einer Leichtkette
(Kappa oder Lambda) auf einer B-Zelpopulation ist die
Monoklonalitét praktisch gesichert (Abbildung 2). Durch
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Abb. 2. Leichtkettenexpression der B-Zellen.
Die Histogramme zeigen die Verteilung der B-Zellen bei
Markierung der Leichtketten. In den beiden oberen Refe-
renzdiagrammen sieht man die normale, zweigipfelige
Verteilung, die fur eine polyklonale B-
Lymphozytenpopulation spricht. Darin finden sich die
Kappa- oder Lambda-positiven B-Zellen. Die zwei unteren
Histogramme zeigen die B-Zellen einer Chronisch Lym-
phatischen Leukamie, die lediglich Kappa exprimieren,
was ein Zeichen fir Monoklonalitat dieser B-Zellpopulation
ist. Als weitere Besonderheit ist die Expression von
Kappa schwacher als auf normalen B-Zellen.

die Kombination mit anderen Markern zur Isolierung der
pathologischen Zellen kénnen auch minimae Populationen
(im manchen Féllen bis 0.1 % der Leukozyten und darun-
ter) trotz Anwesenheit einer Uberwiegend polyklonalen,
normalen B-Zellpopulation oder in lymphopenischen Proben
eindeutig nachgewiesen werden. Auch das gleichzeitige
Vorhandensein zweier B-NHL kann meist nachgewiesen
werden (Abbildung 3). Die Durchflusszytometrie ist darin
der immunhistologisch-pathologischen Untersuchung weit
Uberlegen. Diskrepante Befunde sind daher nicht selten. Es
muss aber natlirlich betont werden, dass die Bedeutung
einer solch geringen monoklonalen B-Zdlpopulaion im
klinischen Kontext beurteilt werden muss. Sie mag den
entscheidenden Hinwels bei vorhandener klinischer Sym-
ptomatik geben, mag aber auch nur Begleitphdnomen sain.
In jedem Fal seht mit der Durchflusszytometrie eine
hochsensitive Methode zum Nachweis monoklonaer B-
Zéellveranderungen zur Verfligung.

4.2 Untergruppen der B-NHL

In den meisten Féllen liefert die Durchflusszytometrie einen
wertvollen Beitrag nicht nur zur Erkennung sondern auch
zur Definition des B-NHL.

4.2.1B-CLL

Diese haufigste aler Leukémieformen hat ein durchfluss-
zytometrisch oft eindeutiges Muster: CD19-positive B-
Zdlen, die CD20 schwach, CD79 negativ, Leichtkette
(Kappa oder Lambda) schwach, CD5 positiv und CD23
positiv sind. Atypische CLL: Manche Formen der B-CLL
weichen von diesem typischen Muster ab und werden
fallweise as atypische CLL bezeichnet. Diese Aussage
sollte auf den Immunphénotyp eingeschrankt werden, da
der Begriff , atypische CLL" morphologisch besetzt ist.

E )

K/L-Ratio:
0.2

Zellzahl

CD79-Expression

..21 R

1* m’ = o 10t o vl 0f m’_ 13
Kappa-Expression CD38-Expression

4

it

GATE=R1 c GATE=R1 . . d

w

!
h

Kappa -Ex!:-ression

Lambda-Expression
w

w

.}

et

A ! -.:P wo ot el e '
CD20-Expression CD20-Expression

'n.
wt

=
£ | GATE=R2 e| & | GATE=R2 fl
= N n
T Y
E b ic2 E 3
)
8- 2.
5 =
(] Y 3 et
b R '“m_c3l 5o 55 PR
Twf 0 wt Iﬂ': ! P ' W w:: t
CD20-Expression CD20-Expression

Abb. 3.Erkennung von Mehrfachlymphomen
durch 4-Farbenanalyse.

80-jahrige Frau, Lymphozytose, Paraprotein IgM-kappa.
Die Kappa/Lambda-Ratio der B-Zellen mit 0.2 auffallig aber
nicht konklusiv (a). In der CD38/CD79 Darstellung teilen
sich die B-Zellen in zwei Gruppen (b). Bei Analyse der
Zellen aus Region R1 zeigt sich eine dominierende
Lambda-monoklonale Population mcl (c und d). Bei Ana-
lyse der Zellen aus Region R2 zeigt sich eine stark CD20
exprimierende, Kappa-monoklonale Population mc2 (e und
f). Eine dritte Lambda-monoklonale Population (mc3) mit
schwacher CD20-Expression aber auch schwacher Ex-
pression von Lambda wird ebenfalls deutlich (e und f).
Population mc1 und mc3 konnten die gleiche Tumorpopula-
tion darstellen, Population mc2 aber zeigt eine andere
Leichtkette. Immunhistologisch sind derartige Differenzie-
rungen unmoglich.

Prognosefaktoren bel CLL: Es wurden verschiedene pro-
gnostische Faktoren beschrieben, die sich aus der Immun-
phénotypisierung ableiten lassen. Leider sind die Ergebnis-
se nicht einheitlich. “* **. Neuere Ergebnisse mehrerer
unabhangiger Gruppen lassen auf schlechte Prognose bel
CD38-Expression schliefen “.

Korrelationen zur Zytogenetik: Eine rezente Studie be-
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schreibt signifikant schlechtere Prognosen fir die Aberra-
tionen 17p und 11q “, frihere Studien deuteten auf
schlechtere Prognosen fir die Trisomie 12 hin. Fir die
Durchflusszytometrie stellt sich die Frage, wie man diese
Verdnderungen aus dem Immunphénotyp vorhersagen
kann? Fir die Trisomie 12 ist ene stéarkere CD20, FMC7,
CD11a, CD38 und stérkere Leichtkettenexpresson Ex-
pression “"*° sowie das Fehlen von CD23 beschrieben .
Sembries et d. konnten zeigen, dass CLL-Félle mit 11g-
Deletion eine signifikant niedrigere Expression von Adhés-
onsmolekilen aufwiesen und darlber hinaus weniger
CD45, CD6, CD35 und CD39 exprimierten. Die vermin-
derte Expresson von CD45 und eine Expresson von
CD49d korrelierten mit vermindertem Uberleben. Bis auf
CD45 und CD11c werden die in der Studie untersuchten
Marker aber nur selten in der Routine gemessen.

Nicht selten werden Proben mit der Verdachtsdiagnose
Richter-Syndrom eingesandt. Oft nur peripheres Blut,
seltener auch Knochenmark. Obwohl es méglich ist, dass
beim Richter-Syndrom a&bnorme, von den CLL-Zelen
unterscheidbare Zellen ausgeschwemmt werden, sollte
man sich im Fdle eines negativen Befundes der geringen
Wahrscheinlichkeit einer Ausschwemmung bewusst sein.

4.2.2 Andere B-BHL

Die Haarzellleukdmie zeigt einen meist typischen Immun-
phénotyp: CD20 stark, CD103 positiv, CD11c auf3erordert-
lich stark positiv und CD25 positiv (térker as bel CLL).
Die Leichtkettenexpression ist stérker as bei CLL aber
schwécher alsbei PLL %% %!, Meist lasst die Typisierung in
Zusammenschau mit dem Blutbild eine eindeutige Diagnose
2u.

Das Mantelzdlymphom (MCL, cc-Lymphom) ist wie die
CLL meigt CD5 positiv, im Gegensatz zur CLL zeigt es
aber eine stérkere Expression von CD20, von Oberflé-
chenleichtketten und ist CD23 negativ. Durchflusszytome-
trisch kann der Verdacht auf MCL ausgesprochen werden,
der Verdacht sollte aber durch morphologische und/oder
zytogenetische Befunde abgesichert werden.

Auch das Follikelzentrumszell Lymphom (FCL, Follikuléres
Lymphom, cc/cb-Lymphom) kann ausschwemmen. Typi-
scher Immunphénotyp: CD10 positiv (ca. 85% der Féle),
CD5 negativ. Die Leichtketten sind unterschiedlich stark
exprimiert und kénnen leider auch ganz fehlen. Anaysiert
man Lymphknoten, kann man bei Fehlen der Leichtket-
tenexpression die Monoklonalitét nicht mehr beweisen und
hat eventuell Schwierigkeiten, resktive Verdnderungen von
malignen abzugrenzen. Ein zytoplasmatischer Nachwels
von Bcl-2 in den B-Zédllen (bel FCL stark exprimiert, bei
reaktiven Follikelzentrumszellen fehlend) kann dann wel-
terhelfen %%, Aus der durchflusszytometrischen Untersu-
chung des peripheren Blutes, kann bei entsprechendem
Immunphénotyp der Verdacht auf FCL ausgesprochen
werden, der Verdacht sollte aber durch morphologische
und/oder zytogenetische Befunde abgesichert werden.

Die Prolymphozytenleukdmie besitzt keinen eindeutigen
Immunphénotyp. Eine Abgrenzung gegen andere B-NHL
muss Kklinische und morphologische Befunde miteinbezie-
hen. Ahnliches gilt firr das Marginalzonenlymphom (inklu-
sve des Splenic Lymphoma with Villous Lymphocytes -
SLVL) und das Immunozytom.

4.3 Feststellung der Malignitétsgrades

Bei nicht wenigen Fallen kann der Immunphénotyp keinen
sicheren Hinwels auf die Entitét des vorliegenden B-NHL
liefern. Dennoch kann durch Bestimmung der Proliferati-

ongrate mittels DNA-Zdllzyklusanalyse oft eine Einteillung
in niedrig oder hochmaligne Formen getroffen werden.
Dazu sollte aber Lymphknotenmaterial untersucht werden,
da man die Proliferationsrate bei Analyse von Blut aber
auch von Knochenmark deutlich unterschétzen kann (Ab-
bildungen 4 und 6).
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Abb. 4. Immunphéanotypisierung von Aszites.
Die Untersuchung von Aszites zeigt eine gro3zellige B-
Zellpopulation (a), die sich in der Leichtkettendarstellung
als monoklonal erwies (c und d). Die Zellzyklusanalyse (b)
zeigt den hohen Anteil proliferierender Zellen (S-Phase
23%; Pl=Propidiumjodid). Grof3zelliges, hochmalignes B-
Zelllymphom.

4.4. Verlaufsuntersuchungen

Auch fur die Verlaufskontrolle von B-NHL ist die Durch-
flusszytometrie aufgrund ihrer hohen Senstivitét und der im
Vergleich zur Molekularbiologie einfachen Durchfihrung
sehr gut geeignet. Das Problem entstent eher fur den
Kliniker, der entscheiden muss, wie kleinste Populationen
zu bewerten sind

4.5 Multiples Myelom/M GUS/SMM

Obwohl die Immunphanotypisierung nicht zu den tblichen
Diagnosekriterien des Multiplen Myeloms (MM) gehort,
kann sie zu dessen Diagnose einen wertvollen Beitrag
liefern. So kann der Einsatz weniger Marker in vielen
Fdlen eine Unterscheidung zwischen abnormaen und
normalen Plasmazellen ermdglichen (CD19, CD56, CD20,
CD138, CD38, eventudl CD10, CD22, CD28)*. Dazu
paralel kann man durch die Messung der zytoplasmati-
schen Leichtkettenexpression die Klonaitét der Plasma-
zellpopulation beurteilen. Dies gelingt auch bei Plasmazell-
population, die weniger a's 1% der Leukozyten ausmachen.
Diese Befunde helfen, reaktive Plasmazellvermehrungen
von nicht resktiven zu unterschieden >. Man hat damit
aber noch keine Abgrenzung zur monoklonaen Gammo-
pathie mit undeterminierter Signifikanz (MGUS), da auch
bel dieser klonae Plasmazellen mit abnormem Immunph&-
notyp vorhanden sind > % Ein wichtiges Kriterium zur
Abgrenzung des MGUS vom MM soll aber der Anteil der
monoklonden Zdlen sein: Bei nur 1.5% aler Myelome,
aber bei 98% dler MGUS-Fdle machten die normalen,
polyklonalen Plasmazellen mehr als 3% dler Plasmazellen
aus *. Eine rezente Arbeit bestétigte diese Ergebnisse. Die
Autoren fanden bel MM praktisch ale Plasmazellen des
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Marks pathologisch (99 + 8 %), wéhrend beim MGUS der
Antell pathologischer Plasmazellen stark schwankend aber
meist niedriger war (35 + 33 %).

Fur die Unterscheidung des sog. Smoldering Multiple
Myeloma (SMM) und des MM kann die S-Phase herange-
zogen werden. Bei SMM ist die Proliferationsrate meist
niedrig. Findet man eine hohe S-Phase spricht es fur ein
MM. Es gibt aber eindeutig Myedlome mit niedriger S
Phase (ca 40% der Falle, >%). Bd diesen kann eventuell
die durchflusszytometrische Bestimmung der Plasmazellen
im peripheren Blut helfen. Diese ist durchflusszytometrisch
einfach und exakt moglich. SMM zeigen meist keine oder
nur sehr wenige Plasmazellen im peripheren Blut, wéhrend
bei 80% aller MM eine Erhéhung feststellbar ist >,

Eine eingeschrénkte Bedeutung hat die Durchflusszytome-
trie fur die Z&hlung der Plasmazellen im Knochenmark:
Zdlverluste durch Verdinnung mit peripherem Blut bei der
Materialgewinnung und Verluste bei der Aufbereitung
fihren dazu, dass der Anteil der Plasmazellen an den
Knochenmarkszellen durchflusszytometrisch meist falsch
niedrig eingeschétzt wird %. Eine falsch hohe Plasma-
zdlzahl ig prinzipidl nicht zu erwarten.

Prognose: das durchflusszytometrische Pendant zum L abe-
ling Index ist der Antell der Plasmazedllen in der S-Phase,
bestimmt mittels DNA-Zdllzyklusanalyse. Eine schlechtere
Prognose wurde fir Myelome mit einem S-Phase-Anteil
von mehr as 3 % beschrieben . Einen ausreichenden
Anteil von Plasmazellen in der Probe vorausgesetzt, kann
dieser Parameter der Prognoseeinschétzung dienen.
Verlaufsuntersuchung: Wenn die durchflusszytometrische
Z&hlung des Antels der Plasmazellen im Knochenmark
auch unzuverldssg ist, kann der Anteill der abnormen
Plasmazellen an der Gesamtzahl der Plasmazellen genau
bestimmt werden, was wiederum mikroskopisch kaum
quantifizierbar ist. Aus der Kombination des mikroskopi-
schen Ergebnisses mit dem durchflusszytometrischen ergibt
sich dadurch ein klares Bild des Anteils der Residualpopu-
lation.

5. NON-HODGKIN LYMPHOME VOM T-ZELLTYP (T-
NHL)

Im Vergleich zu den B-Zdllymphomen ist die Sendtivitét
und Spezifitét der Durchflusszytometrie weit geringer, da
ein effizienter Monoklonalitatsnachweis noch nicht etabliert
ist %, Man stiitzt sich bei der Erkennung maligner T-Zellen
auf den Nachweis abnormer Verteilungen und/oder eine
abnorme Antigenexpressionen der T-Zellen (Beispie
Abbildung 5). Dies wird aber dadurch erschwert, dass
enersats nicht ale malignen T-Zelerkrankungen einen
abnormen Phénotyp haben, und andererseits auch bei nicht
malignen Erkrankungen oder beim Gesunden asymmetri-
sche Vertellungen und relativ hohe Konzentrationen von
"abnormen” T-Zellen vorkommen. Daher konnen erst
grobere Abweichungen vom Normalbefund als signifikan-
ter Hinweis auf eine lymphoproliferative Erkrankung g-
wertet werden. Die Durchfuhrung einer durchflusszyto-
metrischen  Untersuchung bei  Verdacht auf T-
Zdllymphom/chronische T-Zellleuk&mie ist dennoch sinn-
voll, man muss aber mit falsch negativen Befunde rechnen.
Wird nur peripheres Blut untersucht, kommt nattirlich noch
hinzu, dass Lymphome in vidlen Fallen nicht oder kaum
ausschwemmen. Sollte durchflusszytometrisch der Ver-
dacht auf eine klonale T-Zellproliferation bestehen, kann
dieser molekularbiologisch abgeklart werden.

Steht die Diagnose (T-Zell)lymphom durch andere Befunde
fest, kann die Durchflusszytometrie Hinweise auf die

exakte Definition der Erkrankung und damit auf die Pro-
gnose liefern. Bezuglich Verlaufskontrollen von T-
Zdlproliferationen gilt das fur die Diagnose Gesagte: Liegt
ein abnormer Immunphanotyp vor, kann die durchfluss-
zytometrische Verlaufskontrolle sehr sensibel sein (Popula-
tionen unter 1%

% konnen erkannt

sche Befund sollte
dies zum Ausdruck
bringen.
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Abb. 5. Abnorme Antigenex-
ression bei T-NHL. : .
l:I;ie abnormen Zellen (Pfeil) zeigen (LGL)- HOIITH&IQ
neben der Koexpression von cD4 Nem:  Studien,  die
und CD8 auch eine im Vergleich zu immunphanotypische
den normalen Zellen verminderte Besonderheiten
Expression von CD4 und CD8. maligner  NK/LGL-
Zellen  beschreiben,
sind uneinheitlich und nicht Uberzeugend. Die Durchfluss-
zytometrie kann die NK-Zellen erkennen und quantifizie-
ren, eine Unterscheidung beziiglich der Dignitét aus dem
Immunphénotyp ist aber meist nicht moglich. Leider ist in
diesen Fdlen auch molekularbiologisch manchma keine
Abkl&rung moglich.

5. M ORBUSHODGKIN
Der Morbus Hodgkin ist mit derzeit tblichen Markern und
Methoden durchflusszytometrisch nicht nachweisbar. Er
wird an dieser Stelle nur erwdhnt, um Fehleinsendungen
und Fehlinterpretationen durchflusszytometrisch negativer
Befunde zu vermeiden.

6. UNTERSUCHUNG VON BIOPSIEMATERIAL

Obwohl die Durchflusszytometrie eine fast idesle Methode
zur Beurteilung von Biopsematerid dargtellt wird Se in
vielen Landern kaum dazu eingesetzt. Auch die durchfluss-
zytometrische Untersuchung von Lymphknoten, die in
manchen Zentren zurecht zur Routine bel jeder
Lymphknotenbiopsie gehdrt, wird unversténdlicherweise
relativ selten eingesetzt. Ein Beispiel einer Immunphénoty-
piserung einer Lymphknotenbiopsie zeigt Abbildung 6.



Zahllose Studien haben gezeigt, dass die Durchflusszyto-
metrie (selbst in Feinnadelbiopsien) neoplastische Populati-
on erkennen kann, die zytologisch nicht detektierbar waren:
860 Bej Hautbiopsien von CTCL ® und bei Biopsien von
pulmonalen MALT-Lymphomen  lieferte die Durchfluss-
zytometrie wertvolle Ergebnisse. Bei einer Studie Uber
Magenlymphome konnten morphologisch nur 50 % aller
durchflusszytometrisch eindeutig erkennbaren monoklona-
len B-Zdlproliferationen erkannt werden *. Auch zwei
neuere Studien belegen den Wert der Durchflusszytometrie
fur die Untersuchung von Feinnadelbiopsien peripherer T-
Zdllymphome ® und bei Feinnadelbiopsien im Kopf-
Halsbereich ®. Die letztere Studie sieht sogar eine deutli-

zyten unreif, kdnnte durchflusszytometrisch ein abnormer
Immunphénotyp nachweisbar sein. Bei reinen Neutrophili-
en, Eosinophilien oder Basophilien ist eine Immunphé&noty-
piserung meist nicht ziefuhrend.
Leukopenie/Panzytopenien: Bei Leukopenien, Bi- oder
Panzytopenien ohne offensichtliche Ursache kann ene
durchflusszytometrische Untersuchung angezeigt sein.
Ausschwemmende Lymphome (z.B. eine Haarzelleuka-
mie) oder eine Vermehrung unreifer Zellen kdnnen durch
ein Screening-Panel erfasst werden. Ein negativer Befund
schlief¥ nicht ausschwemmende Lymphome nattirlich nicht
aus. Beziiglich Myeodysplastischen Syndromen sehe
entsprechenden Abschnitt.
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Abb. 6. Immunphénotypisierung von Knochenmark und Lymphknotenbiopsie bei B-NHL.

Wahrend die monoklonale NHL-Population (mc) im Knochenmark nur klein und dementsprechend undeutlich erkennbar ist (a-c), ist sie
im Lymphknoten dominierend und eindeutig identifizierbar (d-f). Ein dadurch mdgliche Zellzyklusanalyse (g) zeigt einen niedrigen Anteil
proliferierende Zellen (S-Phase 4%). Niedrigmalignes B-Zelllymphom. Die durchflusszytometrische Analyse von Biopsiematerial stellt

eine wesentliche Erweiterung der diagnostischen Mdglichkeiten dar.

che Uberlegenheit der Durchflusszytometrie gegeniiber der
Zytologie fur die Erkennung von NHL. Eine bessere Zu-
sammenarbeit zwischen klinischer Abteilung, biopsieren-
dem Arzt, Pathologie und der durchflusszytmetrischen
Abteilung wére dringend notwendig.

7. INDIKATIONEN FUR DURCHFLUSSZYTO-
METRISCHE UNTERSUCHUNGEN

7.1 Quantitative Veranderungen des Blutbildes
Leukozytose: Zuerst sollte die die Leukozytose verursa-
chende Population identifiziet werden. Ist diese nicht
eindeutig definierbar, it eine Immunphénotypisierung
angezeigt. Beruht sie auf einer Erhéhung der Lymphozyten
ist die Durchflusszytometrie ebenfalls die Methode der
Wahl. Ein unaufféliger Befund be deutlicher Lymphozyto-
se macht ein ausschwemmendes Lymphom &uf3erst un-
wahrscheinlich. Bel Monozytosen, die durch reife, mor-
phologisch normale Monozyten verursacht ist, ergibt sich
durch die Typiserung meist keine Zusatzinformation in
Bezug auf hématologische Erkrankungen. Sind die Mono-

Polyglobulie/Andmie: Isolierte, quantitative Veranderungen
des roten Blutbildes werden selten Anlass fur eine durch-
flusszytometrische Untersuchung sein (Polyzythdmia Vera
siehe Abschnitt 2).

Thrombozytose/Thrombopenie: eine Thrombopenie unbe-
kannter Ursache mag im Einzelfall ein durchflusszytometri-
sches Screening rechtfertigen, eine isolierte Thrombozytose
kaum.

7.2 Qualitative Veranderungen des Blutbildes
Linksverschiebeung: Eine reaktive Linksverschiebung ist
durchflusszytometrisch  durch  Messung  verschiedener
Aktivierungsmarker nachvollziehbar *, die Unterscheidung
von einer nicht resktiven Linksverschiebung ist aber mor-
phologisch meist einfacher. Bei nicht resktiven Linksver-
schiebungen ist die Information durch die Immunphénotypi-
sierung eher gering (siehe Abschnitt 2).

Atypische Lymphozyten: Beim Auftreten von atypischen
oder ds aktiviert eingestuften Lymphozyten ohne offen-
sichtliche Ursache kann ein durchflusszytometrisches
Lymphomsuchpanel  durchgefihrt werden. Bei  einem
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solchen werden meist auch der Aktivierungszustand der T-
Zellen (gesteigert bel Virusinfektion) und das Vorhanden-
sein unreifer Zellen und Plasmazellen Uberpriift. Auch bei
Verdacht auf Haarzellen oder andere Lymphomzellen ist
der Einsatz eines Lymphomsuchpanels sinnvoll.
Plasmazdllen: Bel dem Verdacht auf oder dem Vorliegen
von Plasmazdlen im peripheren Blut kann die Durchfluss-
zytometrie dies verifizieren und im podtivem Fal ene
Leichtkettenuntersuchung anschlief3en, um zwischen poly-
klonaler (reaktiver) und monoklonaler Plasmazelvermeh-
rung zu unterscheiden.

Blasten: Mikroskopische Blastenbefunde kdnnen durch-
flusszytometrisch bestétigt werden. Ein hoher Blastenanteil
im Blut wird direkt zu einer Linientypisierung fuhren (sehe
Abschnitt akute Leukémien).

Rotes Bluthild: Qudlitative Verénderungen des roten Blut-
bildes und kernhaltige rote Vorstufen werden fur sich
kaum eine Indikation fir eine durchflusszytometrische
Untersuchung sain.

7.3 Andere Symptome

Unklare Raumforderungen, Splenomegdie und
Lymphknotenschwellungen stellen héufige Zuweisungs-
diagnosen dar. Wichtig ist, im Falle eines negativen Ergeb-
nisses die Diagnose einer hématologischen Neoplasie nicht
zu verwerfen. Lymphome, die nicht ausschwemmen, T-
Zdlymphome, die nicht ausschwemmen, oder T-
Zdllymphome mit unauffdlligem Immunphénotyp, die
gering ausschwemmen, sind nicht nachweisbar. Auch bel
der Fragestellung MALT-Lymphom oder Kutanes T-
Zellymphom (CTCL) muss berticksichtigt werden, dass
diese Formen selten ausschwemmen. Morbus Hodgkin ist
durchflusszytometrisch Uberhaupt nicht nachweisbar. In
vidlen Félen wére es sinnvoll, anstelle von Blut oder Kno-
chenmark Biopsiematerial durchflusszytometrisch zu unter-
suchen, was aber héufig unterbleibt (siehe Abschnitt Un-
tersuchung von Biopsiematerial).

Unklare Félle von Hdmolyse und/oder Thrombosen kénn-
ten eine Indikation fur eine Untersuchung auf paroxysmale
néchtliche H&moglobinurie (PNH) darstellen. Die PNH ist
durchflusszytometrisch sehr gut nachweisbar und, im
Gegensatz zu anderen Methoden, auch quantifizierbar.

Diese Zusammenfassung sollte zeigen, wie vidfédtig die
Maglichkeiten der Durchflusszytometrie snd und gleichzei-
tig darlegen, dass das Wissen um die Mdglichkeiten und
Grenzen der Methode sowohl die Indikationsstellung als
auch die Interpretation der Befunde optimiert, wodurch der
Wert der Methode noch deutlich erhéht wird.

LITERATUR

1. Borowitz MJ, Guenther KL, Shults KE, Stelzer GT:
Immunophenotyping of acute leukemia by flow cytometric
analysis. Use of CD45 and right-angle light scatter to gate
on leukemic blasts in three- color analysis. Am.J
Clin.Pethol. 100:534, 1993

2. LacombeF, Durrieu F, Briais A, Dumain P, Belloc
F, Bascans E, Reiffers J, Boisseau MR, Bernard P: Flow
cytometry CD45 gating for immunophenotyping of acute
myeloid leukemia. Leukemia 11:1878, 1997

3. Waer EG, Borowitz MJ: Flow cytometry in the
diagnosis of acute leukemia. Se-
min.Hematol.2001.Apr.;38.(2.):124.-38. 38:124,

4. Bene MC, Cagtoldi G, Knapp W, Ludwig WD,

Matutes E, Orfao A, van't Veer MB: Proposals for the
immunologica classification of acute leukemias. European
Group for the Immunological Characterization of Leuke-
mias (EGIL). Leukemia9:1783, 1995

5. Porwit-MacDondd A, Janossy G, Ivory K, Swirsky
D, Peters R, Whestley K, Walker H, Turker A, Goldstone
AH, Burnett A: Leukemia-associated changes identified by
quantitative flow cytometry. V. CD34 overexpression in
acute myelogenous leukemia M2 with 1(8;21). Blood
87:1162, 1996

6. Creutzig U, Harbott J, Sperling C, Ritter J, Zim-
mermann M, Loffler H, Riehm H, Schellong G, Ludwig
WD: Clinical significance of surface antigen expression in
children with acute myeloid leukemia: results of study
AML-BFM-87. Blood 86:3097, 1995

7. Edwards RH, Wasik MA, Finan J, Rodriguez R,
Moore J, Kamoun M, Rennert H, Bird J, Nowell PC,
Sahany KE: Evidence for early hematopoietic progenitor
cdl involvement in acute promyelocytic leukemia. Am.J
Clin.Pathol. 112:819, 1999

8. Exner M, Thdhammer R, Kapiotis S, Mitterbauer
G, Knobl P, Haas OA, Jager U, Schwarzinger |: The
"typica" immunophenotype of acute promyelocytic leuke-
mia (APL-M3): does it prove true for the M3-variant?
Cytometry 2000.Apr.15.;42.(2.):106.-9. 42:106,

9. Biondi A, Luciano A, Bassan R, Mininni D, Spec-
chiaG, Lanzi E, Castagna S, Cantu-Rajnoldi A, Liso V,
Masera G: CD2 expression in acute promyel ocytic leuke-
miais associated with microgranular morphology (FAB
M3v) but not with any PML gene breskpoint. Leukemia
9:1461, 1995

10. Gugliemi C, Martelli MP, Diverio D, Fenu S,
Vegna ML, Cantu-Rajnoldi A, Biondi A, Cocito MG, Dl
Vecchio L, Tabilio A, Awisati G, Basso G, Lo CF. Immu-
nophenotype of adult and childhood acute promyelocytic
leukaemia: correlation with morphology, type of PML gene
breakpoint and clinical outcome. A cooperative Italian
study on 196 cases. Br.J Haematol. 102:1035, 1998

11. PiedrasJ, Lopez-Karpovitch X, Cardenas R: Light
scatter and immunophenotypic characterigtics of blast cells
in typica acute promyeocytic leukemia and its variant.
Cytometry 32:286, 1998

12. Bennett M, Catovsky D, Daniel MT, Flandrin G,
Gdton DA, Granick HR, Sultan C: Proposed revised
criteriafor the classfication of acute myeloid leukemia. A
report of the French-American-British Cooperative Group.
Ann.Intern.Med. 103:620, 1985

13. Fandrin G: The Classfication of Acute Myeloid
Leukaemias (AML) and Mye odysplastic Syndromes
(MDS), in Catovsky D, Flandrin G, Diebold J, Mason DY
(eds): The 6th European Turorial on Hematopathology,
London, European School of Haematology, 1996, p 1

14. Kowa-Vern A, Cotelingam J, Schumacher HR:
The prognostic significance of proerythroblasts in acute
erythroleukemia.  Am.J Clin.Pethol. 98:34, 1992

15. Garand R, Duchayne E, Blanchard D, Robillard N,
Kuhlein E, Fenneteau O, Salomon-Nguyen F, Grange MJ,
Roussdlot P, Demur C: Minimally differentiated erythroleu-
kaemia (AML M6 ‘variant’): arare subset of AML distinct
from AML M6. Groupe Francais dHematologie Cdlulaire.
Br.J Haematol. 90:868, 1995

16. Ludwig WD: Immunphénotypisierung akuter lym-
phatischer und akuter myeloischer Leuk&mien, in Thomas
L (ed): Labor und Diagnose, Frankfurt/Main, TH-Books
Verlagsgesdllschaft mbH, 1998, p 551

17. Mendl JS, Cesarman GM, Jacovina AT, McLaug-

9



hlin MA, Lev EA, Hajjar KA: Annexin Il and bleeding in
acute promyelocytic leukemia [see comments]. N.Engl.J
Med. 340:994, 1999

18. Adriaansen HJ, te BP, Hagemeijer AM, van der
Schoot CE, Delwel HR, van Dongen JJ: Acute myeloid
leukemia M4 with bone marrow eosinophilia (M4Eo) and
inv(16)(p13g22) exhibits a gpecific immunophenotype with
CD2 expresson . Blood 81:3043, 1993

19. Baer MR, Stewart CC, Lawrence D, Arthur DC,
Mrozek K, Strout MP, Davey FR, Schiffer CA, Bloomfield
CD: Acute myeloid leukemia with 11923 trand ocations:
myelomonocytic immunophenotype by multiparameter flow
cytometry. Leukemia 12:317, 1998

20. Hurwitz CA, Ramondi SC, Head D, Krance R,
Mirro 33, Kalwinsky DK, Ayers GD, Behm FG: Digtinctive
immunophenotypic features of t(8;21)(g22;922) acute
myeloblagtic leukemiain children. Blood 80:3182, 1992

21. Schachner J, Kantarjian H, Dalton W, McCredie K,
Keating M, Freireich EJ: Cytogenetic association and
prognostic significance of bone marrow blast cell terminal
transferase in patients with acute myeloblastic leukemia
Leukemia 2:667, 1988

22. Claxton DF, Reading CL, Nagargjan L, Tsujimoto
Y, Andersson BS, Estey E, Cork A, Huh YO, Trujillo J,
Deisseroth AB: Correlation of CD2 expression with PML
gene breakpoints in patients with acute promyelocytic
leukemia. Blood 80:582, 1992

23.  Traweek ST: Immunophenotypic analysis of acute
leukemia. Am.J Clin.Pathol. 99:504, 1993

24. Orfao A, Chillon MC, Bortoluci AM, Lopez-Berges
MC, Garcia-Sanz R, Gonzalez M, Tabernero MD, Garcia-
Marcos MA, Rasillo Al, Hernandez-Rivas J, San Miguel
JF: The flow cytometric pattern of CD34, CD15 and CD13
expression in acute myeloblagtic leukemiais highly cha-
racteristic of the presence of PML-RARalpha gene rear-
rangements. Haematol ogica 84:405, 1999

25. KitaK, Nakase K, MiwaH, Masuya M, Nishii K,
Morita N, Takakura N, Otsuji A, Shirakawa S, Ueda T:
Phenotypical characteristics of acute myelocytic leukemia
associated with the 1(8;21)(022;022) chromosomal abnor-
mality: frequent expression of immature B-cell antigen
CD19 together with stem cell antigen CD34. Blood 80:470,
1992

26. PaettaE, Wiernik PH, Andersen J, Bennett J,
Yunis J Acute myeoid leukemia M4 with inv(16) (p13922)
exhibits a specific immunophenotype with CD2 expression.
Blood 82:2595, 1993

27. Borowitz MJ, Rubnitz J, Nash M, Pullen DJ, Ca-
mitta B: Surface antigen phenotype can predict TEL-
AML1 rearrangement in childhood B-precursor ALL: a
Pediatric Oncology Group study. Leukemia 12:1764, 1998

28.  Uckun FM, Gaynon PS, Sensal MG, Nachman J,
Trigg ME, Steinherz PG, Hutchinson R, Bostrom BC,
Sather HN, Reaman GH: Clinica features and treatment
outcome of childhood T-lineage acute lymphoblastic leu-
kemia according to the apparent maturational stage of T-
lineage leukemic blasts: a Children's Cancer Group study.
JClin.Oncal. 15:2214, 1997

29. Pui CH, Carroll AJ, Head D, Raimondi SC, Shuster
JJ, Crist WM, Link MP, Borowitz MJ, Behm FG, Land VJ:
Near-triploid and near-tetraploid acute lymphoblagtic leu-
kemia of childhood. Blood 76:590, 1990

30. Trueworthy R, Shuster J, Look T, Crist W, Boro-
witz M, Carroll A, Frankd L, HarrisM, Wagner H, Hag-
gard M: Ploidy of lymphoblagtsis the strongest predictor of
treatment outcome in B-progenitor cell acute lymphoblastic

leukemia of childhood: a Pediatric Oncology Group study.
J Clin.Oncol. 10:606, 1992

31. CampanaD, Coustan-Smith E: Detection of mini-
mal residual disease in acute leukemia by flow cytometry.
Cytometry 38:139, 1999

32. CampanaD, Coustan-Smith E: The use of flow
cytometry to detect minimal residual disease in acute
leukemia. Eur.J Histochem. 40 Suppl 1:39-42:39, 1996

33. CampanaD: Monitoring minima residual diseesein
acute leukemia: expectations, possibilities and initia clinical
results. Int.J Clin.Lab.Res. 24:132, 1994

34. Kalakury BV, Hartmann DP, Cossman J, Gooten-
berg JE, Bagg A: Posttherapy surveillance of B-cell pre-
cursor acute lymphoblastic leukemia Vaue of polymerase
chain reaction and limitations of flow cytometry. Am.J
Clin.Pathol. 111:759, 1999

35. Oeschlagel U, Nowak R, Schaub A, Koppel C,
Herbst R, Mohr B, Loffler C, Range U, Gunther H, Ass-
mann M, Siegert E, Wendt E, Huhn R, Brautigam E, Eh-
ninger G: Shift of aberrant antigen expression at relapse or
at treatment failure in acute leukemia. Cytometry
2000.Aug.15.,42.(4.):247.-53. 42:247,

36. Rothe G, Schmitz G: Consensus protocol for the
flow cytometric immunophenotyping of hematopoietic
malignancies. Working Group on Flow Cytometry and
Image Andlysis. Leukemia 10:877, 1996

37. Hubl, W. Anwendungen der Durchflusszytometrie
in der Leuk@mie und Lymphomdiagnostik. Regensburger
Kursskriptum . 2001. (GENERIC)

Ref Type: Electronic Citation

38. Chang CC, Cleveland RP: Decreased CD10-
positive mature granulocytes in bone marrow from patients
with myelodysplastic syndrome.
Arch.Pathol.Lab.Med.2000.Aug.;124.(8.):1152.-6.
124:1152,

39. Hubl W, Andert S, Thum G, Ortner S, Bayer PM:
Value of neutrophil CD16 expression for detection of |eft
shift and acute-phase response. Am.J Clin.Pathol. 187,
1997

40. Eisterer W, Hilbe W, Stauder R, Bechter O, Fend
F, Thaler J An aggressive subtype of B-CLL is characteri-
zed by strong CD44 expression and lack of CD11c. Br.J
Haematol. 93:661, 1996

41. Kipps TJ: Chronic lymphocytic leukemia
Curr.Opin.Hematol.2000.Jul .;7.(4.):223.-34. 7:223,

42. D'Arena G, Musto P, CascavillaN, Ddl'Olio M, Di
Renzo N, Perla G, Savino L, Carotenuto M: CD38 expres-
sion correlates with adverse biological features and pre-
dicts poor clinica outcome in B-cdl chronic lymphocytic
leukemia. Leuk.Lymphoma2001.Jun.;42.(1.-2.):109.-14.
42:109,

43. Dd Poeta G, Maurillo L, Venditti A, Buccisano F,
Epiceno AM, Capdlli G, Tamburini A, Suppo G, Battaglia
A, Dd Principe MI, Dd Moro B, Mas M, Amadori S
Clinica significance of CD38 expression in chronic lym-
phocytic leukemia. Blood 2001.Nov.1.;98.(9.):2633.-9.
98:2633,

44. Morabito F, Mangiola M, Oliva B, Stdlitano C,
CdleaV, Deaglio S, lacopino P, Brugiatelli M, Malavas F:
Peripheral blood CD38 expression predicts survival in B-
cdl chronic lymphocytic leukemia
Leuk.Res.2001.Nov.;25.(11.):927.-32. 25:927,

45. lbrahim S, Keating M, Do KA, O'Brien S, Huh
YO, Jilani I, Lerner S, Kantarjian HM, Albitar M: CD38
expression as an important prognostic factor in B-cell
chronic lymphocytic leukemia. Blood

10



2001.Jul.1.;98.(1.):181.-6. 98:181,

46. Dohner H, Stilgenbauer S, Benner A, Leupolt E,
Krober A, Bullinger L, Dohner K, Bentz M, Lichter P
Genomic aberrations and survival in chronic lymphocytic
leukemia. N.Engl.J Med.2000.Dec.28.;343.(26.):1910.-6.
343:1910,

47. Suut L, O'Connor SJ, Richards SJ, Jones RA,
Roberts BE, Davies FE, Fegan CD, Jack AS, Morgan GJ:
Trisomy 12 is seen within a specific subtype of B-cell
chronic lymphoproliferative disease affecting the peripheral
blood/bone marrow and co-segregates with elevated ex-
pression of CD11a Br.JHaematol. 101:165, 1998

48. Finn WG, Thangavelu M, Ydavarthi KK, Goolsby
CL, Tdlman MS, Traynor A, Peterson LC: Karyotype
correlates with peripheral blood morphology and immuno-
phenotype in chronic lymphocytic leukemia Am.J
Clin.Pethol. 105:458, 1996

49. Matutes E, Oscier D, GarciasMarco J, Ellis J,
Copplestone A, Gillingham R, Hamblin T, Lens D, Swans-
bury GJ, Catovsky D: Trisomy 12 defines a group of CLL
with atypical morphology: correlation between cytogenetic,
clinica and laboratory features in 544 patients. Br.J Hae-
matol. 92:382, 1996

50. HarrisNL, Jaffe ES, Diebold J, Flandrin G, Muller-
Hermelink HK, Vardiman J: Lymphoma classification--
from controversy to consensus: the R.E.A.L. and WHO
classification of lymphoid neoplasms [In Process Citation).
Ann.Oncol.2000.;11.Suppl.1.:3.-10. 11 Suppl 1:3-10:3,

51. D'ArenaG, Keating MJ, Carotenuto M: Chronic
lymphoproliferative disorders: an integrated point of view
for the differential diagnosis.

Leuk.Lymphoma 2000.Jan.;36.(3.-4.):225.-37. 36:225,

52. Cornfiedd DB, Mitchell DM, Almasri NM, Ander-
son JB, Ahrens KP, Dooley EO, Braylan RC: Fallicular
lymphoma can be distinguished from benign follicular
hyperplasia by flow cytometry using smultaneous staining
of cytoplasmic bcl-2 and cell surface CD20. Am.J
Clin.Pathol.2000.Aug.;114.(2.):258.-63. 114:258,

53. LimaM, TeixeiraMA, Fonseca S, Goncalves C,
GuerraM, Queiros ML, Santos AH, Coutinho A, Pinho L,
MarquesL, CunhaM, Ribeiro P, Xavier L, VieiraH, Pinto
P, Justica B: Immunophenotypic aberrations, DNA content,
and cdll cycle analysis of plasma cellsin patients with
myeloma and monoclona gammopathies. Blood Cells
Mol.Dis.2000.Dec.;26.(6.):634.-45. 26:634,

54. Kyle RA: Multiple Myeloma. Diagnostic challenges
and standard therapy. Se-
min.Hematol.2001.Apr.;38.(2.Suppl .3.):11.-4. 38:11,

55.  Ocqueteau M, Orfao A, Almeida J, Blade J, Gon-
zdez M, Garcia-Sanz R, Lopez-Berges C, Moro MJ,
Hernandez J, Escribano L, Caballero D, Rozman M, San
Migud JF: Immunophenotypic characterization of plasma
cdls from monoclona gammopathy of undetermined signi-
ficance patients. Implications for the differential diagnosis
between MGUS and multiple myeloma. Am.J Pathol.
152:1655, 1998

56. Stetler-Stevenson M, Braylan RC: Flow cytometric
andysis of lymphomas and lymphoproliferative disorders.
Semin.Hematol.2001.Apr.;38.(2.):111.-23. 38:111,

57. San Migue JF, GarciaSanz R, Gonzalez M, Orfao
A : DNA cdl content studies in multiple myeloma.
Leuk.Lymphoma. 23:33, 1996

58. Hanson CA, Schnitzer B: Flow cytometric analyss
of cytologic specimens in hematologic disease. J
ClinLab.And. 3:2, 1989

59. Simsir A, Fetsch P, Stetler-Stevenson M, Abati A:

Immunophenotypic analysis of non-Hodgkin's lymphomas
in cytologic specimens: a correlative study of immunocyto-
chemical and flow cytometric techniques.
Diagn.Cytopathal. 20:278, 1999

60. Zander DS, Iturraspe JA, Everett ET, Massey XK,
Braylan RC: Flow cytometry. In vitro assessment of its
potential application for diagnosis and classification of
lymphoid processes in cytologic preparations from fine-
needle aspirates. Am.J Clin.Pathol. 101:577, 1994

61. Galindo LM, Garcia FU, Hanau CA, Lessin SR,
JhalaN, Bigler RD, Vonderheid EC: Fine-needle aspiration
biopsy in the evaluation of lymphadenopathy associated
with cutaneous T-cdll lymphoma (mycosis fungoi-
des/Sezary syndrome). Am.J
Clin.Pathol.2000.Jun.;113.(6.):865.-71. 113:865,

62. Zaer FS, Braylan RC, Zander DS, Iturraspe JA,
Almasri NM: Multiparametric flow cytometry in the dia-
gnosis and characterization of low-grade pulmonary muco-
sarassociated lymphoid tissue lymphomas. Mod.Pathol.
11:525, 1993

63. Almasri NM, Zaer FS, Iturraspe JA, Braylan RC:
Contribution of flow cytometry to the diagnosis of gastric
lymphomas in endoscopic biopsy specimens. Mod.Pathal.
10:650, 1997

64. YaoJL, Cangiarella JF, Cohen JM, Chhieng DC:
Fine-needle aspiration biopsy of peripheral T-cell lympho-
mas. A cytologic and immunophenotypic study of 33 cases.
Cancer 2001.Apr.25.;93.(2.):151.-9. 93:151,

65. Cannon CR, Richardson LD: Vaue of flow cyto-
metry in the evaluation of head and neck fine-needle lym-
phoid aspirates: a 3-year retrospective review of a commu-
nity-based practice. Otolaryngol.Head.Neck
Surg.2001.May.;124.(5.):544.-8. 124:544,

11



