=== IMD

eee Labor Potsdam

DIAGNOSTIKINFORMATION Nr. 165

Immunphanotypisierung von Non-Hodgkin-Lymphomen

Einteilung

Neoplastische Erkrankungen reifer Lymphozyten, die auch
als maligne Lymphome bezeichnet werden, sind eine hete-
rogene Gruppe von Erkrankungen. Sie unterscheiden sich
hinsichtlich ihres Verlaufes (hoch-maligne vs. niedrig-mali-
gne), bezlglich ihrer Abstammung von B-, T- oder NK-Lym-
phozyten, einer mdglichen Ausschwemmung in das peri-
phere Blut, ihrer Morphologie, der Expression bestimmter
Antigene auf der Lymphozytenoberflache sowie genetischer
Veranderungen. Diese Charakteristika sind die Grundlage
der Einteilung der Lymphome nach der WHO-Klassifikation
von Tumoren des hdamatopoietischen Systems. Diese grenzt
die Hodgkin-Lymphome von Non-Hodgkin-Lymphomen ab
und unterteilt die letzteren in mehr als 70 unterschiedliche
Tumorentitdten. Aus dem bisher Dargestellten lasst sich
bereits erahnen, dass zur Diagnosestellung eine interdiszi-
plindre Zusammenarbeit unter Einsatz verschiedenster Ver-
fahren notwendig ist [1].

Sonderfall CLL

Aus verschiedenen Griinden ist im medizinischen Alltag die
chronisch-lymphatische Leukdmie (CLL) von besonderer
Bedeutung. Es handelt sich um die haufigste lymphatische
Neoplasie mit einer Inzidenzrate von 4,9 (Manner) bzw.
2,5 (Frauen) auf 100.000 Einwohner. Anzumerken ist, dass
die Neuerkrankungsrate mit zunehmendem Alter deut-
lich ansteigt. Die Erkrankung verlauft haufig indolent, so
dass ihre Diagnose oft nur zufallig gestellt wird. Auch eine
Behandlung ist nur beim Auftreten von Symptomen ange-
zeigt. Da keine genetischen Marker bekannt sind, die spezi-
fisch fur die CLL sind, basieren die diagnostischen Kriterien
auf der Immunph&notypisierung (FACS-Analyse) und der
Morphologie. Als minimale Kriterien werden der Nachweis
von >5000 klonalen B-Zellen pro pl Blut gefordert, die neben
den B-Zell-Antigenen CD19 und CD20 auch noch CD5 und
CD23 exprimieren [2]. Entscheidend ist eine sichere Abgren-
zung zu anderen B-Zell-Lymphomen, da diese sich in der
notwendigen Therapie und der Prognose von der der CLL

Diagnostische Kriterien der CLL nach IWCLL/WHO-
Klassifikation [1, 2]

¢ Nachweis von mehr als 5000 klonalen B-Lympho-
zyten pro plim peripheren Blut

e Mikroskopisch handelt es sich bei den Zellen um klei-
ne, reife Lymphozyten mit schmalem Zytoplasma-
saum, in der Regel ohne Nukleoli und mit einem par
tiell kondensierten Chromatin

e Der Anteil anderer atypischer Lymphozyten (insbe-
sondere Prolymphozyten) darf 55 % der Gesamtlym-
phozyten nicht Uberschreiten

e |Immunphanotypisch exprimieren die Zellen CD5 und
CD23, charakteristisch ist eine schwache Expression
von CD20, Oberflachen-Immunglobulinen und CD7%9b

grundlegend unterscheiden. In einem aktuellen internatio-
nalen Konsenspapier wird daher empfohlen, neben den fir
die Diagnose der CLL zwingend notwendigen Markern auch
noch weitere zu untersuchen [3].

Notwendige und empfohlene Marker zur Diagnostik der
CLL nach ESCCA/ERIC-Konsensus [3]
Notwendig: CD19, CD20, CD5, CD23, Kappa, Lambda

Zusatzlich empfohlen: CD43, CD79b, CD81, CD200, CD10,
ROR1
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Durchflusszytometrische Immunphdnotypisierung
(Lymphomdiagnostik) EDTA-Blut

Normwerte Normwerte
Leukozyten 12000 /pl | 3900 - 10200
Lymphozyten 9360 /ul | 1100 - 4500 78 % | 20-44
Monozyten 1200 /pl | 100-900 10% 2-95
Granulozyten 1440 /pl | 1500 - 7700 12%| 42-77
Lymphozyten-
subpopulationen
B-Zellen 8826 /ul | 120-630 94,3 % 7-21
T-Zellen 477 /ul 61-84 51%| 61-84
NK-Zellen 47 Jul 0.5%
T-Zellen
CD4+ T-Zellen 328 /ul 32-60 4% | 32-60
CD8+ T-Zellen 122 /ul 23 - 40 8% | 23-40
Ratio CD4/CD8 2,69 1-3
B-Zellen
CDI19+/kappa+ 03% 52-63
CD19+/lambda+ 99.5% 35-47
Kappa/Lambda-Ratio 0 1,1-18

Es wurde die Expression folgender Antigene untersucht: CD3, CD4,
CDS5, CD8, CD10, CD14, CD19, CD20, CD23, CD38, CD45, CD564,
CDS57, kappa- und lambda-Leichtketten und gamma/delta-T-Zell-
Rezeptor.

Absolute Lymphozytose. Bei der durchflusszytometrischen Analyse
Nachweis einerklonalen B-Zell-Population mit folgendem Immunphd-
notyp: CD19+ CD20+(het) CD5+ CD10- CD23+ CD38- Lambda(+).
Diese Population macht ca. 73 % der untersuchten Leukozyten aus
(absolut ca. 8.800 Zellen/ul). Unaufféllige CD4/CD8-Ratio der T-Zellen,
keine ver&nderte Expression der Pan-T-Zell-Antigene CD3 und CDS5.
Unauffalliger Immunphdnotyp der NK-Zellen.

Nach den Kriterien der WHO-Klassifikation liegt eine CLL mit typi-

schem Immunphdnotyp vor.
\ /

Monoklonale B-Lymphozytose

Ein Nachweis von weniger als 5000 klonalen B-Zellen pro pl
Blut mit einem CLL-ahnlichen Phanotyp wird als monoklo-
nale B-Lymphozytose (MBL) bezeichnet. Dies ist ein relativ
haufiger Befund, der in bis zu 12 % bei gesunden Personen
mit einem Alter >40 Jahre gefunden werden kann. In den
letzten Jahren ist klar geworden, dass die MBL in der Regel
als Vorlaufer einer CLL anzusehen ist. Das Progressions-
risiko unterscheidet sich jedoch in Abhangigkeit von der

Bei fachlichen Fragen zu dieser Analytik helfen lhnen unsere Kollegen des IMD Berlin unter +49 (0)30 770 01-220 gerne weiter.
Bei allen anderen Fragen wenden Sie sich bitte an die Kollegen des IMD Potsdam unter +49 (0)331 28095-0.

IMD Potsdam MVZ

Friedrich-Ebert-Strafle 33
14469 Potsdam

Tel. +49 (0)331 28095-0

Fax +49 (0)331 28095-99 IMD-Potsdam.de

Info@IMD-Potsdam.de

mﬂammacu* >
Akademie

ONLINEFORTBILDUNG

(( DAKKS

Deutsche
Akkreditierungsstelle

D-ML-13142-02-00 www.inflammatio.de



Anzahl der klonalen B-Zellen: eine low-count-MBL (<500
klonale B-Zellen/pl) braucht in der Regel keine spezialisier-
te Verlaufskontrolle, wahrend eine high-count-MBL (>500
klonale B-Zellen/pl] jahrlich hinsichtlich ihrer Progression
kontrolliert werden sollte.

Andere Formen leukdmisch verlaufender Lymphome

Neben der CLL treten auch bei anderen lymphatischen Neo-
plasien leukdamische Verlaufe auf. Regelhaft ist dies bei der
Haarzellleukamie, fakultativ beim Mantelzell-, beim Margi-
nalzonen-, beim lymphoplasmozytischen oder follikularem
Lymphom der Fall. Neben diesen B-Zell-Lymphomen kdn-
nen auch T-Zell-Lymphome einen leukdamischen Verlauf
zeigen. Anzuflihren waren hier unter anderem das Sézary-
Syndrom und die LGL- (large granular lymphocyte) Leuka-
mie. Auch hier kann durch eine durchflusszytometrische
Lymphomtypisierung haufig eine Diagnose gestellt werden,
insbesondere weil in den letzten Jahren neue Marker in die
Diagnostik eingefiihrt wurden.

Durchflusszytometrische Lymphomtypisierung als
Stufendiagnostik

Die durchflusszytometrische Lymphomtypisierung ist neben
der klassischen hamatologischen Diagnostik mit Blutbild
und manueller Differenzierung ein wesentlicher Baustein
bei der Abklarung einer Lymphozytose. Indikationen zur
Durchfihrung dieser Untersuchung sind:

e vermehrtes Auftreten von atypischen Lymphozyten ohne
Anhalt fur (viralen) Infekt

e Abklarung auch maBiggradiger Lymphozytosen und
Lymphopenien, auch bei asymptomatischen Patienten

¢ Splenomegalie/Lymphknotenschwellungen

e klinischer Verdacht auf ein NHL: Vorliegen einer B-Sym-
ptomatik (Fieber, Nachtschwei3, Gewichtsverlust],
Anamie, Blutungsneigung

e Differentialdiagnostik bei einer monoklonalen Gammo-
pathie, insbesondere vom Typ IgM

e anders nicht erklarbare Eosinophilie

e Verlaufskontrolle bei monoklonaler B-Lymphozytose (MBL)

Wegen der Vielzahlin Frage kommender Krankheitsentitaten
und Marker und steigendem Kostendruck sollte die Diagnos-
tik als Stufendiagnostik durchgefiihrt werden. Dies erlaubt
zunachst einen Ausschluss oder Nachweis einer klonalen
Lymphozytenpopulation. Basierend auf diesem Ergebnis
werden dann zusatzlich ganz bestimmte Marker auf der Zel-
loberflache bestimmt, die die bendtigte diagnostische Infor-
mation liefern. Am IMD Potsdam wurde dies so umgesetzt,
dass in der ersten Stufe der Diagnostik eine Abgrenzung
von reaktiven und malignen Lymphozytosen vorgenommen
werden kann. Gleichzeitig kann damit schon die Diagnose
einer CLL mit klassischem Immunphéanotyp gestellt werden.
Basierend auf unseren Erfahrungen gelingt damit bei unse-
rem Patientenkollektiv schon bei 75 % der Patienten die Dia-
gnosestellung. In der zweiten Stufe der Diagnostik werden
die im internationalen Konsens empfohlenen zusatzlichen
Marker untersucht. Dies dient der sicheren Abgrenzung
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einer CLL gegeniber anderen Entitaten von B-NHL in Fal-
len, in denen der Immunphéanotyp in der ersten Stufe oder
die Morphologie nicht typisch fir eine CLL sind. In einer drit-
ten Stufe der Diagnostik kannen dann gegebenenfalls noch
weitere Marker zur Differentialdiagnostik verschiedener
B-NHL-Entitaten untersucht werden. Somit ist eine gezielte
und damit sehr kosteneffiziente Diagnostik maglich.

Material

2 ml EDTA-Blut )
Die Laboranforderung auf dem Uberweisungsschein lautet:
Lymphomtypisierung

Abrechnung

Eine Abrechnung ist bei gegebener Indikation im kassen-
und privatarztlichen Bereich gegeben.
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Durchflusszytometrische Immunphdnotypisierung
(Lymphomdiagnostik) EDTA-Blut
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Normwerte Normwerte
Leukozyten 13000 /ul | 3900 - 10200
Lymphozyten 6500 /ul | 1100 - 4500 50% | 20-44
Monozyten 390 /ul| 100 -900 3% 2-9,5
Granulozyten 6110 /pl | 1500 - 7700 47 % | 42-77
Lymphozyten-
subpopulationen
B-Zellen 4303 /pl | 120-630 662% | 7-21
T-Zellen 2080 /ul | 920 - 2580 32% | 61-84
NK-Zellen 84 /ul| 210-740 1,3%| 10-30
T-Zellen
CD4+ T-Zellen 1430 /pl | 550 - 1460 22% | 32-60
CD8+ T-Zellen 500 /ul| 280-930 8% | 23-40
Ratio CD4/CD8 2,86 1-3
B-Zellen
CD19+/kappa+ 45,6 % 52-63
CD19+/lambda+ 22% 35-47
Kappa/Lambda-Ratio 20,73 1,1-1.8

Es wurde die Expression folgender Antigene untersucht: CD3, CD4,
CDS5, CD8, CDI10, CDl11c, CD14, CD19, CD20, CD22, CD23, CD27,
CD38, CD43, CD45, CD56, CD57, CD7%9b, CD81, CD95, CD103,
CD185, CD200, CD305, kappa- und lambda-Leichtketten, IgM,
RORT, HLA-DR und gammay/delta-T-Zell-Rezeptor.

Absolute Lymphozytose. Bei der durchflusszytometrischen Analyse
Nachweis einerklonalen B-Zell-Population mit folgendem Immunphd&-
notyp: CD19+ CD20+ CD5+ CD10- CD103-Kappa+. Diese Population
macht ca. 23 % der untersuchten Leukozyten aus (absolut ca. 2100
Zellen/pl). Daneben Nachweis einer Zellpopulation mit Expression
Blymphozytérer Marker, aber ohne Expression von Immunglobulin-
leichtketten auf der Zelloberfidche. Unauffalige CD4/CD8-Ratio der
T-Zellen, keine ver&nderte Expression der Pan-T-Zell-Antigene CD3
und CDS5. Unauffalliger Immunphd&notyp der NK-Zellen.

In Zusammenschau mit der Morphologie und den Befunden der
Serumproteinanalytik (dort Nachweis einer monoklonalen Gam-
mopathie IgM-Kappa) spricht der Befund fUr das Vorliegen eines
Lymphoplasmozytischen Lymphoms (Morbus Waldenstréom). Gege-
benenfalls kdnnte mit der Untersuchung einer MYD88 L265P- oder
CXCR4-Mutation eine noch bessere differentialdiagnostische Ab-
grenzung zum IgM-MGUS oder IgM-Myelom erreicht werden.
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