Liquor:
ein Material mit besonderen Anspriichen

Liquor als Untersuchungsmaterial erfordert durchgehend besondere Aufmerksamkeit, angefangen bei
den Vorbereitungen fiir die Probengewinnung und deren Durchftihrung, tiber den Transport bis hin zu
der sich anschliefenden Labordiagnostik. Nach Eintreffen der Liquorprobe im Labor verlangt diese die
moglichst schnelle Bearbeitung durch das Laborpersonal, das mit hoher Sorgfalt vorgehen muss - eine
fur den Patienten nicht ganz angenehme Lumbalpunktion wird ungern wiederholt und die Analysener-

gebnisse sind entscheidend fiir die sich anschlieRende Behandlung durch den Arzt.

Indikationen fiir eine Liquoranalytik

Die Untersuchung einer Liquorprobe ist in der Regel ein wichtiger Bestandteil bei der Diagnose bzw.
zum Ausschluss von

Entziindungsgeschehen, an denen das ZNS beteiligt ist,

Autoimmunerkrankungen, z. B. Multipler Sklerose

Subarachnoidalblutungen,

Neoplasien mit moglicher Infiltration in das ZNS,

Idiopathischen Epilepsien,

Traumen.

Die betroffenen Patienten zeigen teilweise starke physische Beeintrachtigungen und die genannten
Verdachtsdiagnosen erfordern ein schnelles Handeln. Die labordiagnostische Analyse von Cerebro-
spinalflussigkeit bildet dabei eine wichtige Entscheidungsgrundlage fiir den Arzt. Umso mehr gilt es,

auf die schnelle und gleichzeitig qualitativ hochwertige Verarbeitung des Materials zu achten.
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Transportvorbereitung und -durchfiihrung

Liquor ist ein Material, das nur in begrenzten Mengen abgenommen werden kann. Die Labordiagnostik
erfordert im Schnitt 5-10 mL, wobei fur das gangige Notfallprogramm fiir die Zellzahl und -differenzie-
rung etwa 4-5 mL und flr die klinisch-chemische Bestimmung des Gesamtproteins, Albumins, Laktats
und der Glucose ein Minimum von etwa o,5 mL veranschlagt werden sollten. Fiir die Liquordiagnostik
gibt es unterschiedliche Analysenprogramme, die meist als Notfall-, Grund- oder spezielles Analysen-
programm unterschieden werden kénnen. Die Diagnose und die ersten Analysenergebnisse wie Zell-
zahl oder die klinisch-chemischen Testergebnisse bestimmen die Auswahl der zusatzlichen Parameter,
die tiber das Grundprogramm hinaus gehen. Der Liquor sollte in mehr als zwei sterile und verschliel3-
bare Plastikréhrchen (im allgemeinen werden Polypropylenréhrchen empfohlen, da die Zellen hier die
geringsten Adhdsionskrafte an die Wand des ProbengefdlRes zeigen) mit bzw. ohne Konservierungszu-
satz aufgefangen werden, die vorab nummeriert, mit den Patientendaten beschriftet und mit der
Angabe der Entnahmezeit versehen sind. Eine Anleitung zum richtigen Vorgehen bei Entnahme und

zum Probentransport ist hilfreich und wird vielerorts von Laboreinrichtungen zur Verfiigung gestellt.

Die nachfolgenden Ausflihrungen zielen auf die Besonderheiten bei der Liquordiagnostik im Rahmen
des gangigen Not- und Grundprogramms im klinisch-chemischen Labor ab, das die visuelle Beurteilung
des Liquors, die Zellzdhlung und -differenzierung und eine Auswahl an klinisch-chemischen Analyten

umfasst.

Visuelle Beurteilung

Vor der Zellzahlung und -differenzierung wird der Liquor makroskopisch beurteilt und eventuell wird
mittels eines Teststreifens qualitativ der Hamoglobingehalt und die Proteinkonzentration ermittelt,
wobei es sich hier lediglich um semi-quantitative Ergebnisse handelt. Sofern die Teststreifenanalytik zu
Rate gezogen wird, erfolgt sie in der Regel als grobe Orientierung ohne Vorliegen genauer Analysener-

gebnisse, und sie ist in nahezu allen Fillen als POC-Test durchgefiihrt worden.
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Bestimmung der Zellzahl

Unter der Annahme, dass der Liquor unmittelbar nach der Abnahme und unter geeigneten Transport-
bedingungen, wie zum Beispiel unter Beachtung des einzuhaltenden Temperaturbereiches, im Labor
eingetroffen ist, miissen unverziiglich die Zellen im Liquor gezahlt werden. Mitunter wird hierfr ein
erlaubtes Zeitfenster von 2 Stunden zwischen Liquorgewinnung und Zellzdhlung angegeben, doch
konnen die Zellen, speziell die neutrophilen Granulozyten, bereits innerhalb der ersten Stunde lysieren,
was damit den Aussagegehalt der Zellzahlung schmdlern bzw. verfalschen kann. Die kiirzere Lebenszeit
der Zellen im Liquor, speziell der Granulozyten, ist unter anderem auf den wesentlich niedrigeren Pro-
teingehalt im Liquor zuriick zu fuihren. Lichteinfall oder der Kontakt mit Sauerstoff kann die in-vitro-
Halbwertszeit der Granulozyten sogar noch weiter verkiirzen.[" So fiihrt allein die verstrichene Zeit ab
der Liquorabnahme dazu, dass der Liquor sein Kohlenstoffdioxid an die Luft abgibt, sobald er dieser
ausgesetzt wird. Bei niedrigem Protein- und Zellgehalt fehlen weitere Pufferkapazitdten im Liquor, die
den pH-Wert stabil halten. Der pH schldgt daher innerhalb von Sekunden von Werten um 7.32-7.36 in

alkalischere Werte bis zu pH 7.8 um, was weitere Zellschadigungen und die Lyse der Zellen provoziert.??

Steht keine automatisierte Methode der Zellzahlung zur Verfligung, geschieht die Zellzdhlung in einer
Zdhlkammer. Dabei ist der Einsatz der Fuchs-Rosenthal-Kammer géangig, da sie im Gegensatz zur Neu-
bauer-Zahlkammer ein gréReres Volumen fasst, was fiir das Auszahlen der niedrigen Zellkonzentrati-
onen im Liquor empfehlenswert ist. Zur Vorbereitung der Kammer sollte diese sauber, fusselfrei und
trocken sein. Das plangeschliffene Deckglas sollte so aufgebracht sein, dass die Newton-Ringe zu sehen
sind. Nur dann ist die Hohe des Zwischenraumes zwischen Deckglas und geschliffener Kammer 0,2 ym.
Nach vorsichtigem Mischen des Liquors im Plastikrohrchen wird der Liquor mit einer Pipette in die
Kammer gefiillt. Die Kapillarkrafte sorgen dafir, dass der Liquor automatisch unter die Kammer gezo-
gen wird. Es ist darauf zu achten, dass nur soviel Liquor luftblasenfrei aufgezogen wird, dass der Liquor

nicht Gber die Rander der Kammer quillt.

Der Liquor selbst kann ohne vorangegangene Anfdrbung in die Zdhlkammer eingefiillt werden. Nach
einer kurzen Sedimentationszeit (am besten in einer feuchten Kammer zur Verhinderung der Austrock-
nung) kann die Zahlung der Zellen im Liquor beginnen. Dabei werden Leukozyten und Erythrozyten
gezahlt, ohne dass eine weitere Differenzierung der Leukozytenpopulation vorgenommen wird bzw.
sicher moglich ist. Selbst die Unterscheidung zwischen Erythrozyten und Leukozyten kann mitunter
schon beschwerlich sein, besonders dann, wenn Erythrozyten kaum ihre Eigenfdarbung zeigen oder die
Zellen nicht mehr lehrbuchgemaf aussehen. So finden sich bereits angeschwollene oder geschrumpfte

Zellen als Initialstadium der Autolyse.
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Alternativ kann der Liquor nach Zusatz von Eisessig (Verhdltnis 1 + 9) angefarbt mikroskopiert werden.
Der Zusatz von Eisessig dient der Lyse der Erythrozyten und der genauen Ermittlung der Leukozytenan-
zahl. In der Praxis zeigt es sich jedoch mitunter, dass der Eisessig die Erythrozyten nicht immer zu lysie-
ren vermag oder nur bei einem Teil der Erythrozyten zur Lyse flhrt, so dass bei der Auszdhlung die
Schwierigkeiten hinsichtlich der Unterscheidung zwischen Erythrozyten und Leukozyten weiterhin
bestehen. Besonders erschwert wird dann die Leukozytenzdhlung, wenn die Erythrozyten durch den
Zusatz von Essigsdure aufgequollen sind oder blasser wurden und sich dann noch schwieriger von den

Leukozyten abgrenzen lassen.

Auch die Zugabe von Farbeldsungen wie 0,2 %-ige Kristallviolettlésung oder Methylenblau sollen die
bessere Klassifizierung der dadurch angefarbten Leukozyten erméglichen, doch mitunter sieht man,
dass Erythrozyten, besonders, wenn sie ebenfalls schon den Lyseprozess angefangen haben, die Farb-
stoffe ebenso aufnehmen. Diese Schwierigkeiten konnen naturlich Einfluss auf die Korrektur der Leuko-
zytenzahl haben, die sich entsprechend der Erythrozytenzahl erniedrigen kann (Subtraktion von 1 Leu-

kozyt/pL je 1.000 Erythrozyten/pL).

Fur die Auszahlung der Leukozyten und Erythrozyten werden die Zellen in mindestens 5 Gruppenqua-
draten der Fuchs-Rosenthal-Kammer ausgezahlt; bei weniger als 20 Zellen in einem Gruppenquadrat
sollten die Zellen in der gesamten Kammer (3,2 pL) ausgezahlt werden, um die Qualitat des Zahlergeb-
nisses zu verbessern.3! Dabei muss man jedoch bedenken, dass die gezahlte und berechnete Zellzahl/
uL selbst bei Auswertung des gesamten Kammervolumen von 3,2 puL immer noch eine bestimmte
Abweichung von der realen Zellkonzentration im untersuchten Liquor haben kann. So kann die Auszéh-
lung von 4 Zellen in insgesamt 5 Gruppenquadraten (entspricht 1 L) in der Zdhlkammer selbst bei
bester Vorbereitung und einwandfrei erfolgter Klassifizierung der Leukozyten eine Abweichung von

50 % von der realen Zellkonzentration im Liquor aufweisen (Abb. 7).
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Bei den Liquorzellen und deren Verteilung in der Fuchs-Rosenthal-Kammer kann eine Poisson-Ver-

teilung angenommen werden. Die Standardabweichungen und Variationskoeffizienten sind demnach

definiert als:

Standardabweichung des durchschnittlichen Zahlergebnisses x: s(x) = Vx
Standardabweichung der Gesamtzellzahl n: s(n) = Vn
Variationskoeffizient des durchschnittlichen Zdhlergebnisses x: CV(x) =1/Vx
Variationskoeffizient der Gesamtzellzahl n: CV(n) =1/Vn

Werden nun 5 GroRquadrate der Fuchs-Rosenthal-Kammer ausgezahlt und insgesamt 4 Zellen
gesehen, dann ergibt sich ein Variationskoeffizient CV(4) = 1/V4. Damit betragt die mogliche

Abweichung des Zadhlergebnisses vom realen Ergebnis bis zu 50 %.

Dabei ist von einer gleichmdRigen und optimalen Verteilung der Leukozyten in der Zdhlkammer
ausgegangen worden, was in der Realitat nicht immer anzutreffen ist. Jedes zusatzlich ausgezahlte

Volumen bzw. jede zusatzlich ausgezahlte Zelle tragt also zur Verbesserung des Analysenergeb-

nisses bei.
Fir einen VK von... 1% 2,5 % 5,0 % 10 % 20 %
mussen mindestens soviel Zellen | 10.000 1.600 400 100 25
gezahlt werden:

Abbildung 1 Statistische Richtigkeit eines Zdhlergebnisses in Abhdngigkeit von der Anzahl gezihlter Zellen

Zellmorphologie

Die Differenzierung der Liquorzellen und der mikroskopische Nachweis von Pilzen und Bakterien, wobei
letzteres in der Regel in der Mikrobiologie erfolgt, bildet als sich anschlieBender Schritt an die Zellzah-
lung einen essentiellen Bestandteil des Liquor-Grundprogrammes. Ziel der Praparatvorbereitung ist es,
eine optimale Ausbeute der Zellen im Gesichtsfeld des Mikroskops zu haben. Alle im Liquor enthal-
tenen Zellpopulationen miissen auf dem Prédparat prasent sein, ohne dass sich das Verhdltnis zueinan-
der verandert hat. Die Identifizierung muss problemlos moglich sein. Das bedeutet, dass sich die Mor-
phologie der Zellen nicht signifikant verandert haben darf und die Zellen zwar auf engem Raum, aber in
einer Schicht auf dem Objekttrager angeordnet sein sollen. Uberlagerungen der Zellen, besonders bei
Vorliegen hoherer Erythrozytenzahlen, sollten vermieden werden. Diesen Anspriichen gerecht zu wer-

den, ist nicht immer einfach.

Die zwei gangigen Methoden der Praparatherstellung fiir die mikroskopische Zelldifferenzierung sind

die Nutzung der SAYK-Kammer oder die einer Zytozentrifuge.

b
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SAYK-Methode

Auf einem gesduberten Objekttrager wird eine Filterkarte flr ein Zytopraparat aufgebracht, darauf eine
spezielle Kammer, die beschwert wird. Die Kammer wird mit Liquor befillt. Nach ca. 20-30 Minuten ist
der Liquor vom Filterpapier aufgesogen und die Liquorzellen sind am Kammerboden als Sediment vor-
zufinden. Der Uberstand ist damit fiir weitere klinisch-chemische Analysen nicht mehr verfiigbar. In der

Regel werden ca. 200 pL Liquor in die Kammer eingefllt.

Soll jedoch ein Liquor untersucht werden, in dem wenige Zellen gezahlt wurden, steht das Laborpersonal
vor den folgenden Herausforderungen: Speziell bei der SAYK-Kammer und bei Liquorproben mit niedriger
Zellkonzentration erschwert der hohe Zellverlust (bis zu 9o %), der im Zusammenhang mit der SAYK-
Methode 6fters berichtet wird, das Auffinden einer fiir die mikroskopische Beurteilung genligenden
Anzahl an Zellen. Bei niedriger Zellzahl liegt der Einsatz eines hoheren Volumens nahe, um eine ausrei-
chende Zellzahl im Praparat fur die Mikroskopie zu erhalten. Dies kann jedoch schlecht erreicht werden,
indem ein hoheres Probenvolumen in die SAYK-Kammer gefiillt wird, da die Filterkarte die Flussigkeit
gar nicht aufnehmen kdnnte. Man erhielte damit keinen geeigneten Objekttrager fiir die Liquormikro-
skopie. Man versucht vielmehr, die Liquorprobe vorab schon einmal abzuzentrifugieren und den auf-
konzentrierten Liquor in die SAYK-Kammer zu ftllen. Man nimmt dann die méglichen EinbuRen in der
Qualitat der Morphologie in Kauf, die durch die Zytozentrifugation, besonders bei Liquormaterial mit
niedrigen Zellkonzentrationen, auftreten kénnen. Fiir eine bessere Zellqualitat konnte dem Liquor Albu-
min zugesetzt werden, um dem schnellen autolytischen Prozess entgegenzusteuern. Die Aufkonzentrie-
rung zellarmen Liquors ist besonders von Bedeutung, um Tumorzellen im Liquor nicht zu bersehen,
speziell bei akuten myeloischen und akuten lymphatischen Leukdmien (AML bzw. ALL). Um ein qualita-
tiv besseres Praparat zu erhalten, sollten fiir die Vorzentrifugation mindestens 5 mL Liquor eingesetzt
werden, welcher mit geeignetem Medium vorab versetzt wurde, um den Zellerhalt wéhrend der Zentri-

fugationsphase zu begtlinstigen.

Bei hoher Zellkonzentration kann dagegen recht einfach ein geringeres Volumen in die SAYK-Kammer

gefullt werden.

Sofern die Zellen im Liquor noch keinem Autolyse-Prozess unterliegen, zeigen sich im fertigen Praparat

nach der Anfarbung morphologisch kaum beeintréchtigte Zellen, ein Vorteil dieser Methode.
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Zytozentrifugation

Spezielle Zentrifugenaufsatze mit unterschiedlichen Durchmessern (die Wahl der Aufsatze richtet sich
nach der Zellkonzentration im Liquor und eventuell den Empfehlungen der Zentrifugenhersteller) werden
hier ebenfalls auf gereinigte Objekttrager platziert, auf die vorher eine spezielle Filterkarte fiir das
Zytoprdparat aufgelegt wurde. Liquor wird in die Kammern gefillt. Das Volumen des einzupipettie-
renden Liquors richtet sich nach der Kammer bzw. deren Durchmesser und Fassungsvermégen und
ebenso nach der Zellzahl, so dass letztendlich wieder eine Schicht mit einer ausreichenden Zahl neben-
einander liegender Zellen im Praparat zu sehen ist. Oft gibt es zu den verwendeten Zentrifugen Emp-

fehlungen beziiglich des einzusetzenden Liquorvolumens und der zu verwendenden Kammer.

- . -F Auch wenn der Zellverlust durch
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Abbildung 2 Beispiel eines Zytopriparates Abbildung 3 Beispiel eines Zytoprdparates bedingt durch die Zentrifugal-
mit nicht gut erhaltenen Zellen mit gut erhaltenen Zellen

kraft, Zellen gréRer oder ver-

formt erscheinen. Der Nukleus,
zum Beispiel bei Lymphozyten, kann starker hervor treten, was die Abgrenzung maligner Zellen von
Lymphozyten erschwert. Nachdem das Vorfinden der Zellen im Zytoprédparat auf verschiedene Weisen
beeintrachtigt sein kann, wie durch Zellverlust bei der Sedimentation oder ungleiche Verteilung im
Zytopréparat, morphologische Beeintrachtigungen oder unterschiedliche eingesetzte Volumina, wer-

den die Angaben der Zelldifferenzierung in der Regel nur prozentual angegeben.

Die Zellzahlung und -differenzierung des Liquors wird mit den Ergebnissen aus der klinisch-chemischen

Diagnostik erganzt.
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Klinisch-chemische Nasschemie

Laktat und Glucose

Im Liquor prasentes L-Laktat stammt bei gesunden Personen aus dem Hirnparenchym und dem Serum,
wobei der Laktatwert von dem des Serums unabhdngig ist. Es gibt jedoch altersspezifische Referenz-

werte.

L-Laktat im Liquor ist erhoht bei neurologischen Erkrankungen. Bei gleichzeitig erniedrigtem Glucose-
Spiegel im Liquor (abhangig vom Serumspiegel und deswegen aus beiden Probenmaterialien zu bestim-
men) liegt der Verdacht auf eine mykotische oder bakterielle Entziindung mit Beteiligung des ZNS
nahe. Die meisten Mikroorganismen (ausgenommen Viren) betreiben vortibergehend Glykolyse, wenn
Sauerstoff fehlt, der normalerweise fiir ihre Zellatmung benétigt wird. Die Glykolyse kann in An- oder

Abwesenheit von Sauerstoff ablaufen.

Die wesentlichen Schritte des Abbaus von Glukose bis zum Pyruvat in der Glycolyse unter An- oder

Abwesenheit von Sauerstoff sind:

m Aktivierung der - Glukose tiber Glukose-6-Phosphat zu Fructose-1,6-Bisphosphat, danach Spaltung
des C6-Korpers in Triosephosphat (2 C3-Korper),

m Dehydrierung zu Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GADP) und Dihydroxyaceton-Phosphat (DHAP) .

m Abbau des Glycerinaldehyd-3-Phosphats zu Pyruvat (Brenztraubensaure).

Unter anaeroben Bedingungen wie im Liquor wird mittels L-Laktat-Dehydrogenase das entstandene

Pyruvat reduziert zu L-Laktat. Das Salz der rechtsdrehenden Milchsaure ist das Endprodukt der Glyco-

lyse unter anaeroben Bedingungen.4!

Milchsduregdrung: Cg H,, Og ---> 2 CH,CH,0COO- + Energie

CHO 0 0" 0 (v
H —p—OH
HO —1— H
H —p—OH — 2 0 —lp- JHO H
H —p—OH
CH3 CH3
CH,OH

Abbildung 4 Glykolyse unter anaeroben Bedingungen
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Doch nicht nur die Mikroorganismen tragen durch ihre Stoffwechselaktivitaten im Liquor mit Voran-
schreiten der Zeit zu einem Anstieg des L-Laktats und Absinken der Glucosekonzentration bei. Auch
die Erythrozyten sowie Granulozyten decken ihren Energiebedarf durch anaerobe Glykolyse. Um keine
EinbulRen bei der Analysenqualitat zu erleiden, muss unter diesem Aspekt die rasche Verarbeitung des
Probenmaterials betont werden. Sollte das nicht moglich sein, muss an einen Zusatz von Glykolyse-

hemmern zum Liquor gedacht werden.

Albumin und Gesamtprotein

Die Totalproteinbestimmung gibt - grob orientierend - einen ersten Anhaltspunkt tiber den Zustand
der Schrankenfunktion. Eine Erh6hung des Gesamtproteins im Liquor ist ein unspezifischer Hinweis auf
eine ZNS-Erkrankung. Die erganzende Bestimmung von Albumin im Liquor, das ausschlieflich in der
Leber produziert wird, gilt als hilfreiche Information zu moglichen Stérungen der Blut-Liquor-Schranke.
Erschwert wird die Diagnostik auf Basis dieser Analyten bei einer artifiziell blutigen Punktion. Anwe-
sende Erythrozyten bzw. Hamoglobin erhéhen das Proteinergebnis, und bei mehr als 3.000 RBC/pL ist

bei manchen Proteinbestimmungen das Ergebnis bereits nicht mehr zuverlissig."!

Schlussbemerkung

Unter Beachtung der genannten und nicht selten auftretenden, méglichen Herausforderungen wird
klar, dass Schwierigkeiten der Liquordiagnostik nicht nur durch die physiologisch bedingten Ablaufe
im Liquor zu sekundaren Verdnderungen an der Zellzahl, an den Zellen selbst, sowie an den klinisch-
chemischen Parametern fihren konnen. Die Variabilitat der Ergebnisse wird zusatzlich noch erhoht,
angefangen bei den Problemen der Zellzahlung oder nachfolgend durch Alterationen der Zellen bei
der Zellgewinnung, wie sie am Beispiel der gangigen Vorbereitungsmethoden eines Zytopraparates
beschrieben wurden, aber auch durch Abweichungen bei Anfarbungen. Zusammen betrachtet ist die
Abhidngigkeit der Qualitat von der Praanalytik, einer schnellen Abarbeitung und der Abarbeitungsme-
thode unter anderem einer der Griinde, warum bei der Liquordiagnostik, auch unter Beriicksichtigung
aller verfuigbarer Empfehlungen, der Wunsch nach einer Automatisierung und einer standardisierten

Auswertung besteht.
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Neue Mdéglichkeiten in der Liquoranalytik

e e Mt der Einflihrung der Blut-
R=EEE = .- Me En] & i en analysensysteme XE-5000 und
WoDDoaaBsEE

T XT-4000i, welche mit einer
e '

zusitzlichen Funktionalitat zur

Messung von »Body Fluids« aus-

gerUstet sind, stehen lhnen

Geratesysteme zur automati-

sierten Zellzahlung in Korper-
flissigkeiten zur Verfligung. Um

den Workflow der Proben im

Labor neben der reinen Analytik
auch fur Prozesse wie den Pro-
beneingang, die technische
= = - Validierung der Ergebnisse und
Abbildung s Beispiel einer Zelldifferenzierung aus Liquor am CellaVision® DM 1200 die Steuerung zur weiterftihren-
den Analytik, wie z. B. Blutaus-
striche, effizienter zu gestalten, bietet Sysmex ein komplettes Konzept mit dem »Work Area Manager«
SIS (Sysmex Information System) an. Teil dieses Konzeptes ist ein Regelwerk zur standardisierten
Bewertung der Analysenergebnisse. Dieses ist nun nicht nur fiir die Analytik des peripheren Blutes ver-
fugbar, sondern auch fur alle Kérperflussigkeiten, die an den Geraten gemessen werden kdnnen, zuge-
schnitten. Abgerundet wird das Konzept durch eine automatisierte digitale Morphologie, die an den
Systemen CellaVision® DM 1200 und DM 96 (Abb. 5) mit Blutausstrichen, seit neuerer Zeit aber auch

mit Zytopraparaten von »Body Fluids« durchgeftihrt werden kann.

Die Vorstellung des Gesamtkonzeptes haben wir in einem weiteren Artikel fir Sie zusammengestellt.
Bitte lesen Sie hierzu das Themenblatt »Integrierte, automatisierte Gesamtlésung zur Zellanalytik in

Korperflissigkeiten«.
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