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Update der Lymphozyten-
differenzierung -
Hilfreich oder verzichtbar?
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Die Differenzierung der Lymphozyten im Blutausstrich stellt aufgrund der Bandbreite der Erschei-
nungsformen und der Vielzahl der Erkrankungen eine der groten Herausforderungen der Zytologie
tberhaupt dar. Grundvoraussetzung fuir die Erstellung qualifizierter zytologischer Blutbefunde,
besonders solcher mit Lymphozytenveranderungen, ist, neben der Erfahrung des Untersuchers, die
Verfuigbarkeit einer standardisierten Nomenklatur. Zum Zweck der einheitlichen Differenzierung
der Lymphozyten innerhalb Deutschlands und der Angleichung an den europdischen Konsens hat der
Arbeitskreis Labor der Deutschen Gesellschaft fur Hamatologie und Onkologie (DGHO) die tiberar-

beitete Lymphozyteneinteilung 2011 als Empfehlung veréffentlicht [3].

Die wesentlichen Ergebnisse und Verdnderungen, die sich aus diesem Update ergeben, sollen im
Folgenden komprimiert dargestellt werden. Ziel ist dabei, diese moglichst vielen zytologisch tatigen
MTA und Laborkraften zugdnglich und verstandlich zu machen. Dariber hinaus kann hier bereits auf

Erfahrungen in der Anwendung zurtickgegriffen und somit ein erstes Resiimee gezogen werden.

Grundlagen

Entwicklung der Lymphozyten

Die Lymphozyten lassen sich bekanntlich unterteilen in B-, T- und NK-Zellen (natirliche Killerzellen)
[4, 6]. Ausgangszelle ist die lymphatische Stammzelle, aus der sich alle folgenden Entwicklungsstufen
ableiten. Die Pragung der Lymphozyten findet in den primaren lymphatischen Organen (T-Zellen =
Thymus, B-Zellen = Knochenmark) statt [1, 5]. Durch Antigenkontakt entstehen in den sekundéren
lymphatischen Geweben (Lymphknoten, Milz u.a.) sogenannte Effektorzellen, die die adaptierte Im-
munitat sicherstellen und durch spezifische Antigen-Expressionsmuster immunphanotypisch identifi-
zierbar sind (Abb.1).

In der B-Zellreihe ist die Plasmazelle der differenzierteste Vertreter, und zugleich ist sie die einzige
nicht teilungsfahige Zelle im gesamten lymphatischen System [7]. Indem sie Immunglobulin bilden,
sind die Plasmazellen die Trager der humoralen Immunitdt. Die peripheren T-Zellen exprimieren neben
dem T-Zellrezeptor und den Pan-T-Zellmarkern zusitzlich entweder CD4 oder CDS8 [13, 15].
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Lymphatisches System: Zellentwicklung Antigenexpressionsmuster [7]
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Abb. 1 Zytologisch erscheinen die unreifen Zellen als Blasten. Die reifen, hier ohne Nukleolus dargestellten Zellen, sind lymphatische »Zyten«
mit variabler Morphologie. Ihre Differenzierung ist mit der panoptischen Féirbung oft unzuverldssig. Zur sicheren Beurteilung ist eine immunzy-
tologische Untersuchung erforderlich. NK-Zellen sind azurophil granuliert (large granular lymphocytes).

Typische Lymphozyten im Blutausstrich

Im Blut von gesunden Erwachsenen kommen ca. 1000-2800 Lymphozyten/uL vor [8]. Es handelt sich

zu 55-83% um naive T-Lymphozyten, zu 6 -19% um naive B-Lymphozyten sowie zu 7-31% um NK-

Zellen [8]. Naiv bedeutet in diesem Zusammenhang, dass noch kein Antigenkontakt stattgefunden hat.
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Im Pappenheim gefarbten Blutausstrich, also zytomorphologisch, werden diese normalen Lym-
phozyten als typische Lymphozyten zusammengefasst. Dabei sind die naiven T- und B-Lymphozyten
morphologisch meist nicht zu unterscheiden und stellen sich als Standardlymphozyten mit den
folgenden Merkmalen dar:

m Gr6Re etwa 8-10 pm

m Kerndurchmesser vergleichbar mit der Gr6Re eines normalen Erythrozyten

m Kernchromatin heterogen, schollig

Zytoplasma schmal, hell basophil mit glatter Begrenzung

Neben den Standardlymphozyten lassen sich auBerdem im Ausstrich maximal 10% granulierte

Lymphozyten nachweisen (= large granular lymphocyte, kurz LGL). Dabei handelt es sich biologisch
entweder um NK-Zellen oder zytotoxische T-Zellen, die Positivitat fir CD8 aufweisen. Zytologische
Charakteristika sind: Etwas groRer als der Standardlymphozyt, ein etwas breiteres blass basophiles

Zytoplasma sowie eine punktférmige azurophile Granulation.

LGL-Zellen diirfen beim Gesunden nur bis zu maximal 10% aller kernhaltigen Zellen ausmachen. Uber-
schreitet ihre Anzahl diese Grenze, so werden sie als atypische Lymphozyten eingestuft. Der Vollstan-
digkeit halber sei erwdhnt, dass einzelne aktivierte Lymphozyten mit etwas weiterem Zytoplasmasaum
auch beim Gesunden vorkommen kénnen. Diese sind prozentual jedoch zu vernachldssigen (Abb. 2;
Bild 4).
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Bild 1 Bild 2 Bild 3 Bild 4

Links: LGL-Lymphozyt, Oben: kleiner Lymphozyt. Zwei LGL-Lymphozyten Zwei Lymphozyten. Zelle
schwach granuliert Unten: LGL-Lymphozyt oben mit weiterem Zyto-
Rechts: kleiner Lymphozyt plasma.

Abb. 2 Beispiele fiir Standardlymphozyten
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Pathologische Verdnderungen. Atypische lymphatische Zellen

Sowohl reaktive Krankheitsbilder (z.B. Virusinfektionen) als auch Neoplasien (z.B. Lymphome) kénnen
der Grund fir eine Ausschwemmung ungewohnlich aussehender Lymphozyten ins periphere Blut sein.
Nach der neuen Lymphozyteneinteilung 2011 werden diese unabhdngig von der Ursache als » atypisch «
bezeichnet. Dabei bedeutet »atypisch« ein in der Pappenheimfarbung von der Norm (= Standardlym-
phozyt oder LGL-Zelle) abweichendes Aussehen. Dabei zeigen reaktive Verdnderungen in der Regel ein

»buntes« Bild mit gleichzeitigem Vorhandensein unterschiedlicher Lymphozytenformen.

Maligne Erkrankungen des lymphatischen Systems (Maligne Lymphome der B-, T- oder NK-Zellreihe),
die klonale Erkrankungen darstellen, kénnen, neben der Lymphozytenvermehrung, charakteristische,
sich wiederholende zytologische Atypien aufweisen, so dass im Unterschied zu reaktiven Erkrankungen
eine Gleichférmigkeit, d.h. eine Monomorphie des Lymphozyten-Bildes resultiert [10]. Klinisch-morpho-
logisch unterscheidet man auBerdem zwischen indolenten, d.h. meist langsam verlaufenden, und ag-
gressiven Lymphomen. Die Lymphomzellen der indolenten Formen erscheinen in der Regel reifzellig,
die der aggressiven Formen meist unreif, blastar. Eine weitergehende immunphéanotypische Zuordnung,
eine histologische Diagnostik sowie ergdanzende zyto- und molekulargenetische Untersuchungen sind

zur weiteren Klassifizierung und prognostischen Bewertung unerlisslich [9].

Lymphozyten-Differenzierung

Die Benennung und Einteilung der Lymphozyten war bislang in Deutschland nicht standardisiert. Ins-
besondere der Begriff der atypischen Lymphozyten wurde auf zwei verschiedene Weisen angewendet
und interpretiert. Die Ringversuchszentren z.B. verlangten seit Anfang der go-er Jahre (in Anlehnung
an eine Empfehlung der DGHO), diesen Begriff ausschlieRlich fiir maligne lymphatische Zellen, streng
getrennt von den Reizformen, zu verwenden. In der Routine dagegen wurde die Bezeichnung » atypi-
scher Lymphozyt« von einem Teil der Anwender fir alle morphologisch auffilligen Lymphozyten ver-
wendet, unabhdngig von der Ursache. Diese unterschiedliche Auslegung der Bezeichnung » atypisch«
war missverstandlich in der Interpretation und Weitergabe/Kommunikation von zytologischen Befun-
den, was im schlimmsten Fall eine Fehldiagnose nach sich ziehen konnte. Die klare Definition dieser
Begriffe und eine standardisierte Vorgabe zur Zuordnung stellte somit das wichtigste Ziel der Uberar-

beitung der Lymphozytendifferenzierung dar.
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Alte Nomenklatur Neue Nomenklatur 2011
Einteilung Primére Differenzierung AbschlieBende Einteilung
Normale Lymphozyten Typische Lymphozyten Standardlymphozyten
Reizformen = Virozyten LGL-Zellen

(«10% aller Zellen)

Atypische Lymphozyten =
samtliche neoplastische Formen Atypische Lymphozyten Atypische Lymphozyten,
vermutlich reaktiv

Atypische Lymphozyten,
vermutlich neoplastisch

Tab. 1 Vergleich alte und neue Differenzierung

Zusammenfassung der neuen Lymphozytendifferenzierung 2011 in 10 Merksétzen [3]

1. Lymphozyten werden unterteilt in 1. typische, 2. atypische Lymphozyten

Die Unterteilung erfolgt rein zytologisch. Dabei steht typisch fir morphologisch unaufféllig und gilt
fur den Standardlymphozyten (vgl. Abb. 2) und die LGL-Zelle zu maximal 10% aller Leukozyten. Alle
anderen lymphatischen Zellen werden als atypisch bezeichnet [14].

2. Atypische Lymphozyten werden differenziert in: » vermutlich reaktiv« und

»vermutlich neoplastisch «

Unter Berticksichtigung der Art und Haufigkeit der festgestellten Atypie sowie des Gesamtzellbildes
werden die atypischen Lymphozyten weiter eingeteilt in » atypisch, vermutlich reaktiv« und » atypisch,
vermutlich neoplastisch «. Es folgt eine kommentierende Beschreibung unter Verwendung der Bezeich-
nung anerkannter, zytologisch definierter Lymphozytentypen, wie z.B. Haarzellen, Prolymphozyten,
Zentrozyten usw.

3. LGL-Zellen werden quantitativ erfasst

Der Anteil der granulierten Lymphozyten soll durch Mitzéhlen in der Differenzierung erfasst werden.
Sind es weniger als 10% aller Leukozyten, gilt dies als normal und wird im Befund nicht erwdhnt

4. LGL-Zellen, die mehr als 10% aller kernhaltigen Zellen ausmachen, gelten als atypisch

Betragt der mitgezdhlte Anteil der granulierten Lymphozyten mehr als 10% der Gesamtleukozyten,
so werden diese den atypischen Lymphozyten zugeordnet. Eine weitere Unterteilung in vermutlich
reaktiv oder vermutlich neoplastisch wird gewiinscht.

5. Die Kategorie » Diverse « bezeichnet zytologisch nicht sofort bestimmbare Zellen

Das sind unklare lymphatische oder nicht-lymphatische Zellen, deren Dignitat fir den betreffenden
Untersucher nicht sofort bestimmbar ist. In dieser Rubrik kénnen beispielsweise Plasmazellen erfasst
werden.

6. » Diverse « Zellen miissen beschrieben werden

Bei Verwendung der Kategorie » Diverse « ist eine Beschreibung der Zellen zwingend erforderlich.
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7. Kernschatten werden als eigene Gruppe mit differenziert, der Eigenname » Gumprecht « entféllt.
8. Erythroblasten werden exklusiv (nicht prozentual) erfasst, d.h. auf 100 Leukozyten angegeben
9. Bei Leukopenie werden 2 Ausstriche mit je 50 Zellen gezéhlt

Bei extremer Leukopenie, bespielsweise einem Wert unter 1000/pL sollen zur Vermeidung von
Doppelerfassungen einzelner Zellen 2 Ausstriche mit je 5o Zellen gezédhlt werden.

10. Bei extremer Leukozytose werden 200 Zellen gezidhlt.

Bei sehr hohen Leukozytenzahlen, z.B. >100000/pL oder vielen Kernschatten empfiehlt sich zur Ver-

besserung der Genauigkeit des Ergebnisses eine Differenzierung von 200 Zellen.

Zellarten
Blasten Monozyten Diverse E-B
Granulozyten Lymphozyten K-Sch
l I I
/ v \ \/ v v \i
Blast Promy Meta Seg Baso Mono Typ. Atyp. Atyp. Unklare Kern- Erythro-
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zyten ver- ver-
Myelo Stab Eo ) ) Atyp.
mutl|$h mutlich Lymph
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tisch Dignitit

DIFF-Tastatur

Abb. 3 Tastaturbelegung unter Berticksichtigung der neuen Lymphozyteneinteilung

Ein Jahr neue Lymphozyteneinteilung - Ein Resiimee

Die wesentliche Neuerung 2011 stellt die zweistufige Vorgehensweise mit der vereinfachten, zunachst
rein zytologischen Unterteilung in typische und atypische Lymphozyten dar. Erst im zweiten Schritt
wird nach rein analytischer Vorgehensweise die Interpretation der gesehenen atypischen Zellen mit
der Einteilung in vermutlich reaktiv/vermutlich neoplastisch getdtigt. Da man in der Praxis aber diese
Entscheidung direkt bei der Differenzierung treffen muss - die DIFF-Tastatur (Abb. 3) fordert unmit-
telbar die Eingabe eines atypischen Lymphozyten als entweder » vermutlich reaktiv « oder » vermutlich
neoplastisch « - sind die Schritte der Erkennung und Interpretation letztlich notwendig miteinander
verzahnt. Das heil3t fir die praktische Vorgehensweise, dass eine erste Vormusterung des Praparates
in der Ubersicht vor der Differenzierung erforderlich ist, um bereits einen Eindruck der Gesamtvertei-
lung der Zellen zu erhalten (monomorph oder heterogen?) Zum anderen fiihrt dies unter Umstanden
dazu, dass eine erfolgte erste Einordnung der jeweiligen Einzelzelle als » reaktiv « oder » neoplastisch «

bei der abschlieRenden Beurteilung des Gesamt-Zellbildes wieder revidiert werden muss.
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Durch den in der abschlieBenden Bewertung verwendenden Zusatz » vermutlich « wird ein begriinde-
ter Restzweifel an der Richtigkeit der Zuordnung ausgedrtickt. Diese Einschrankung ist unbedingt
erforderlich, da die zytologischen Moglichkeiten der Klassifizierung atypischer Lymphozyten begrenzt

sind und hdufig eine weitergehende Diagnostik, wie oben ausgefiihrt, erforderlich ist.

Die Gruppe » Diverse « ist ein Sammelbecken von Zellen, zu deren diagnostischer Bewertung der/
die Primdruntersucher/-in Hilfe braucht, entweder durch erfahrene Kollegen/-innen und/oder durch
additive diagnostische Verfahren wie Immunphénotypisierung, Histologie, Molekular- und Zytoge-
netik, sodass erst sekunddr eine Benennung dieser zundchst nicht interpretierbaren Zellen moglich
wird. Der wesentliche Vorteil hier ist eine Vermeidung von » zwanghaften « Falschzuordnungen mit
der Folge der Reduzierung von Fehlerquellen fiir weniger erfahrene Untersucher. AuRerdem wird
durch die erforderliche Kommentierung vermieden, dass pathologische Formen mit auffalligen Merk-
malen unter den Tisch fallen. Die Gruppe » Diverse « ist ebenso nitzlich fiir selten vorkommende
Zellen wie z.B. Plasmazellen oder Myelomzellen, fiir die es keine eigene Taste auf der DIFF-Tastatur

gibt. Auch hier besteht aber die Notwendigkeit der kommentierenden Zellbeschreibung.

Die quantitative Erfassung der LGL-Zellen wird in der neuen Einteilung 2011 empfohlen. Dabei gelten
sie nicht als eigene Gruppe, sondern werden entweder zu den typischen Lymphozyten (< 10%) oder
bei Uberschreitung der 10% zu den atypischen Lymphozyten gezihlt. Da eine eigene Kategorie auf
der DIFF-Tastatur nicht vorgesehen ist, erfasst man diesen Zelltyp am besten durch einfaches Mitzéh-
len und Betitigen der Taste (typischer) Lymphozyt. Bei Uberschreitung der 10% miissen sie von den
typischen Lymphozyten abgezogen und der Kategorie atypische Lymphozyten zugeordnet werden.
Eine LGL-Vermehrung > 10% der Leukozyten stellt im klinischen Umgang und diagnostisch ein Pro-
blem dar. Besonders in hdamatologischen Speziallaboratorien kommt dieser Befund gar nicht selten
vor, da dies u.a. therapieinduziert, besonders im Rahmen einer Stammzelltransplantation, auftreten
kann. Bei gleichem Aussehen kann eine Neoplasie jedoch nicht ausgeschlossen werden. Die geforderte
Einteilung in vermutlich reaktiv oder vermutlich neoplastisch kann daher vom Untersucher im Labor
meistens nicht geleistet werden, weil die klinischen Angaben haufig unzureichend sind und/oder eine
weiterfiihrende Diagnostik im Moment der Bewertung noch nicht vorliegt. Zundchst hilft hier eine
Eingruppierung unter » Diverse « mit der Kommentierung: LGL-Zell-Vermehrung unklarer Dignitat,
weitere Abklarung erforderlich. Im weiteren klinischen Umgang mit LGL-Vermehrungen muss eine
(klinikinterne oder tibergreifende?) Strategie zum weiteren Prozedere entwickelt werden. Dies kénnte
sein: Zundchst Verlaufskontrollen und im Falle der Persistenz der LGL-Vermehrung eine weitere Abkla-

rung (z.B. molekulargenetisch). Im Konfliktfall LGL-Vermehrung besteht weiterhin Diskussionsbedarf.
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Die Lymphomzellen der chronischen lymphatischen Leukdmie (CLL) erscheinen im Ausstrich in der
Regel als typische Lymphozyten, obwohl die Zellen pathologisch sind. Hier leistet die neue Einteilung
keinen Beitrag zur besseren Charakterisierung der Lymphomzellen. Dies liegt in den methodischen
Grenzen der Zytologie begriindet. Somit mussen funktional atypische Zellen in der Differenzierung als
typisch eingestuft werden. In diesem Zusammenhang ist darauf hinzuweisen, dass die gtiltige Defini-
tion der CLL sich nicht allein auf die Zytologie beschrankt. Nach der WHO-Klassifikation 2008 lautet
die diagnostische Mindestanforderung einer CLL: > 5 G/L B-Lymphozyten mit dem Antigenexpressions-
muster CD19*, CD5*, CD23" [9].

Fur padiatrische Bereiche (Friihgeborene, Neugeborene, Kinder) gelten andere Normalverhaltnisse
der Lymphozytenquantitdt und Morphologie. Die Lymphozytennormwerte sind hoher als bei Erwach-
senen und die Morphologie zeigt eine groRere Variabilitat [8]. Die neue Lymphozytendifferenzierung
bezieht sich bei der Definition des Normalen (typischen) jedoch ausschlieRlich auf die Verhaltnisse bei
Erwachsenen und beriicksichtigt die Besonderheiten padiatrischer Patienten nicht. Bei Verwendung
der neuen DIFF-Tastatur ergeben sich hier zwangsldufig Befunde mit Vorkommen atypischer Lympho-
zyten, ohne dass dies als pathologisch zu bewerten ware. Hier ist die von der DGHO gewdinschte Vor-

gehensweise noch nicht klar definiert.

Lymphozytenformen in Bild und Text
Eine Ubersicht der physiologisch und pathologisch vorkommenden Lymphozyten zeigen das Sysmex
Lymphozytenplakat und die Lymphozytentafel, die in Zusammenarbeit mit der Abteilung Onkologie/

Hamatologie und Stammzelltransplantation des Universitdtsklinikums Aachen entstanden sind.

Schlussbemerkung

Mit der neuen Einteilung der Lymphozyten kdnnen die Schwierigkeiten der Erkennung und Zuord-
nung pathologisch verdnderter Lymphozyten nicht beseitigt werden. Auch die Anwendung in Spezi-
albereichen mit anderen Normalverhaltnissen (z.B. Padiatrie) ist noch unklar und ldsst Fragen offen.
Die einheitliche Sprachregelung flihrt jedoch zu einer eindeutigen Definition des Atypischen und ist
somit ein wichtiger Schritt zur Standardisierung der mikroskopischen Differenzierung. Die Sensibi-
litatssteigerung fur das Thema Lymphozytenveranderungen stellt auRerdem einen positiven Neben-
effekt dar, der zu einer deutlichen Verstarkung der Weiterbildungsaktivitaten bei Einsendern und

Anwendern gefiihrt hat.
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