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I. Zusammenfassung / Abstract

1.1 Zusammenfassung

Einfihrung: Die exakte Differenzierung der Zellen im Liquor cerebrospinalis ist im
Rahmen der diagnostischen Aufarbeitung insbesondere bei neurologischen
Krankheitsbildern und Tumorerkrankungen unerlasslich und setzt einen guten
Erhaltungszustand der Zellen voraus. Liguor cerebrospinalis gilt als sensibles
Probenmaterial, welches bereits 2 Stunden nach Entnahme deutliche autolytische
Veranderungen zeigt. Im Institut fir Neuropathologie der Charité — Universitatsmedizin
Berlin fiel bei der Beurteilung von jahrlich tber dreitausend Liquorproben ein sehr
variabler Erhaltungszustand der Zellen auf. Die grofRe Variabilitat im Erhaltungszustand
war dabei nicht ausschlie3lich durch die Dauer des Probentransports zu erklaren. Die
manuelle Handhabung der Proben im Labor sowie hohe AulRentemperaturen schienen
einen negativen Einfluss zu haben. In der vorliegenden Arbeit wurden diese
Beobachtungen objektiviert und relevante praanalytische Einflussfaktoren auf den

Erhaltungszustand der Zellen identifiziert.

Methodik: Insgesamt wurden Liquorproben von 119 Patient*innen eingeschlossen und
hinsichtlich des Erhaltungszustandes der darin enthaltenen Zellen beurteilt. Daftr
wurden Zytospinpraparate angefertigt, nach Pappenheim (May-Grinwald-Giemsa)
gefarbt und am Mikroskop beurteilt. Untersucht wurde der Einfluss der Zeit zwischen
Probenabnahme und Anfertigung der Zytospinpraparate, der Einfluss des
Transportbehaltnisses und der Umgebungstemperatur, der Einfluss der manuellen
Handhabung im Labor sowie des Gehalts an Eiweil3, Glucose und Lactat. Auch die
Variabilitdt innerhalb einer Probe und in der mikroskopischen Beurteilung wurden

erfasst.

Ergebnisse: Es zeigten sich eine statistisch signifikante inverse Korrelation der
Tageshochsttemperatur zu dem Anteil intakter Zellen. Bei Tageshdchstwerten Uber
30°C war zusatzlich der Anteil an Zellschatten signifikant gesteigert. Dartber hinaus
war ein signifikanter Einfluss der manuellen Handhabung der Proben auf den
Erhaltungszustand der Zellen nachweisbar. Ein relevanter Einfluss der Ubrigen
untersuchten Faktoren zeigte sich hingegen nicht.



Schlussfolgerungen: Zusammenfassend lassen sich einzelne Empfehlungen ableiten,
welche zu einer besseren Beurteilbarkeit von Zytospinpraparaten im Institut fur
Neuropathologie der Charité — Universitatsmedizin Berlin beitragen kénnen. Das Labor,
in welchem die Zytospinpraparate angefertigt werden, sollte jederzeit mit ausreichend
Personal besetzt sein, um eine unmittelbare und gewissenhafte Bearbeitung der
Liquorproben zu ermdglichen. Auch sollte das Laborpersonal im Umgang mit Liquor gut
und regelmalig geschult werden. Darlber hinaus muss es vermieden werden, den
Liguor hohen Umgebungstemperaturen auszusetzen, sodass sich an heiRen Tagen

eine Kuhlung der Proben wahrend des Transports empfiehlt.



.2 Abstract

Introduction: The exact differentiation of the cells in the cerebrospinal fluid (CSF) is of
great relevance within the diagnostic process, especially in the context of neurological
diseases and tumor diseases, and thus requires a good state of preservation of the
cells. CSF is a sensitive material that shows significant autolytic changes just 2 hours
after collection. In the Department of Neuropathology at the Charité -
Universitadtsmedizin Berlin, the assessment of over three thousand CSF samples per
year revealed a great variety of the state of preservation of the cells which could not
only be explained by the duration of the sample transportation. The handling of the
samples by the technical staff in the laboratory as well as high outside temperatures
also seemed to have a negative impact. This led to the questions if these observations
could be confirmed and if some preanalytic factors show a higher influence on the

condition of the cells than others.

Methods: 119 CSF samples were included and assessed with regard to the state
preservation of the cells. For this purpose, cytospins were prepared and assessed
under the microscope. The influence of delayed cytospin preparation, the transport
container and the ambient temperature, as well as the influence of handling by the
technical staff as well as the protein, glucose and lactate levels were examined. The

variability within one sample and between two assessors was also documented.

Results: There was a statistically significant inverse correlation between the maximum
daily temperature and the proportion of intact cells. Additionally, the proportion of cell
shadows was also significantly increased with outside temperatures above 30 degrees.
Moreover, a significant influence of the handling of the samples by the technical staff on
the preservation of the cells could be demonstrated. However, there was no further

relevant influence of the other examined factors.

Conclusions: The results of the present work are helpful to identify factors that can lead
to an improved assessment of cytospins in the Department of Neuropathology of the
Charité - Universitatsmedizin Berlin. One conclusion is that the laboratory in which the
cytospins are prepared should be sufficiently staffed at all times to enable immediate

and conscientious processing of the samples. Furthermore, the laboratory staff should



also be well and regularly trained in handling CSF samples. In addition, CSF samples
should not be exposed to high ambient temperatures. On hot days, cooling of the

samples during transportation is advisable.



ll. Einleitung

Im Institut fur Neuropathologie der Charité — Universitatsmedizin Berlin werden jahrlich
Uber dreitausend Liquorproben sowohl von den verschiedenen Standorten der Charité
als auch von externen Einsendern in Form von sogenannten Zytospinpraparaten
mikroskopisch beurteilt und befundet. Dabei ist ein sehr variabler Erhaltungszustand der
zellularen Bestandteile der Liguorproben zu beobachten. Ein relativ groRer Anteil der
eingesandten Praparate ist aufgrund fortgeschrittener autolytischer Veranderungen nur
noch eingeschrankt oder nicht mehr sicher beurteilbar. Im Rahmen der
Qualitatsiberwachung fiel auf, dass die grof3e Variabilitat im Erhaltungszustand der
Zellen Uberwiegend nicht durch die Dauer des Probentransports zu erklaren ist. Ein
grof3er Anteil der eingeschrankt oder nicht mehr beurteilbaren Proben hatte das Labor
innerhalb des vorgegebenen Zeitraums von 2 Stunden nach Abnahme erreicht.
Innerhalb der betrachteten Stichproben konnte wiederholt gezeigt werden, dass der
Anteil an eingeschrankt oder nicht mehr sicher beurteilbaren Préparaten in
Abhangigkeit vom Ort der Liquorpunktion unterschiedlich grofl3 war. Diese Beobachtung
fuhrte zu der Vermutung, dass die manuelle Handhabung der Proben in dem Labor,
welches die Zytospinpraparate anfertigt, trotz einheitlichem Protokoll zur Anfertigung
von Zytospinpraparaten, ein relevanter Faktor fir den Erhaltungszustand der Zellen ist.
Auffallig war darUber hinaus ein hoherer Anteil an nicht oder nur eingeschrankt
beurteilbaren Proben an besonders heilen Tagen. Diese Beobachtungen zu
objektivieren und den Einfluss weiterer praanalytischer und analytischer Faktoren auf
den Erhaltungszustand der Zellen im Liquor zu untersuchen, ist Gegenstand der

vorliegenden Arbeit.

Liguor cerebrospinalis, welcher auch als Cerebrospinalflissigkeit (CSF) oder
umgangssprachlich als Nervenwasser bezeichnet wird, ist eine klare Flussigkeit, die die
inneren Liquorraume (Hirnventrikel und Zentralkanal des Ruckenmarks) und die
aulReren Liquorrdume (Subarachnoidalraum) ausfullt. Der Liquor dient insbesondere der
Polsterung des zentralnervosen Gewebes und verhindert Sch&den durch physikalische
Einflisse wie ein Anprallen an den knéchernen Umgebungsstrukturen. Darlber hinaus
fungiert die Cerebrospinalflissigkeit als Transportmedium fir Nahrstoffe und
Abfallprodukte. Der Liquor wird in den Hirnventrikeln durch den Plexus choroideus

gebildet. Innere und aulere Liquorrdume kommunizieren im Bereich der hinteren



Schadelgrube Uber die Foramina Luschkae und das Foramen Magendii miteinander. Im
Bereich der harten Hirnhaut (Dura mater) wird der Liquor durch Ausstilpungen der
Arachnoidea mater, sogenannte Pacchioni-Granulationen, in die vendsen Blutleiter der
Dura mater (Sinus durae matris) resorbiert. Pro Tag werden bei Erwachsenen etwa 400
— 600 ml Liquor gebildet und resorbiert, das gesamte Liquorvolumen von
durchschnittlich 150 — 160 ml wird taglich drei- bis finfmal erneuert (1; 2; 3).

Die ersten wissenschaftlichen Veroffentlichungen zur Entnahme von Liquor
cerebrospinalis stammen aus dem Jahr 1891 (4; 5). Essex Wynter entlastete den
Hydrocephalus von Patienten mit tuberkuldser Meningitis mittels Paracentese. Heinrich
Irendus Quincke fuhrte Lumbalpunktionen ebenfalls zur Entlastung eines
Hydrocephalus durch. Dariber hinaus analysierte Quincke als einer der Ersten die
Zusammensetzung des Liquors, bestimmte die Zellzahl und den Gesamteiweil3gehalt
der Proben und wies Bakterien nach (6).

Die Untersuchung von Liguor cerebrospinalis ist ein wichtiges Element der
diagnostischen Aufarbeitung insbesondere bei neurologischen, psychiatrischen und
neurochirurgischen Krankheitsbildern (7). Entzuindliche Erkrankungen des Gehirns, der
Hirnnerven, des Riuckenmarks und der Spinalnerven sowie der umgebenden Hirn- und
Ruckenmarkshaute missen mittels Liquoruntersuchung gesichert oder ausgeschlossen
werden. Der klinische Verdacht auf eine akute bakterielle Meningitis beispielsweise
kann in der Mehrheit der Falle durch einen typischen Liquorbefund bestétigt werden.
Nachweisbar sind eine granulozytare Pleozytose mit mehr als 1000 Zellen/ul, eine stark
erhohte Eiweil3konzentration (>1000mg/l), ein Lactat-Anstieg (>3,5 mmol/l) und ein
Glucose-Abfall (Liquor/Serum-Glucose-Quotient <0,3) (8). Dariiber hinaus wird der
Erreger der Meningitis im Liquor nachgewiesen, entweder direkt in einem Gram-
gefarbten zytologischen Praparat oder mittels kultureller Anzucht, Antigenschnelltest
oder Multiplex-PCR (9; 10; 11). Auch zur Sicherung der Diagnose bei Verdacht auf
autoimmun-entzindliche Erkrankungen, allen voran der Multiplen Sklerose, ist die
Untersuchung von Liquor cerebrospinalis essentiell. Neben dem veranderten Zellbild
mit vermehrtem Nachweis von aktivierten Lymphozyten und Plasmazellen ist
insbesondere der Nachweis einer intrathekalen 1gG-Synthese in Form sogenannter
oligoklonaler Banden wegweisend (12; 13).



Die Bedeutung der Liguorzytologie, d. h. die mikroskopische Differenzierung der
zellularen Bestandteile des Liquors in zytologischen Praparaten, ist in der Abklarung
von Subarachnoidalblutungen und von neoplastischen Erkrankungen mit diffuser
Aussaat von Tumorzellen in die Liquorraume (Meningeosis neoplastica) besonders
hervorzuheben. Subarachnoidale Blutungen, welche mit atypischen Symptomen
einhergehen, computertomografisch nicht nachweisbar oder nicht mehr frisch sind,
kénnen mithilfe zytologischer Untersuchungen sicher diagnostiziert werden. Dies ist
zwingend notwendig, da das Risiko von Rezidivblutungen hoch ist und die Morbiditat
und Mortalitat bei verzogerter Therapie eines ursachlichen Aneurysmas erheblich
ansteigen (14). Daruber hinaus ist anhand des Zellbildes und des Nachweises von
Abbauprodukten des Hamoglobins eine Altersschatzung von Subarachnoidalblutungen
maoglich. Der Nachweis von Erythrophagen spricht dabei fur eine frische Blutung, der
Nachweis von Hamosiderophagen fir eine subakute Blutung und der Nachweis von
Hamatoidin fir eine bereits altere Blutung. Mischformen sind hinweisend auf eine
mehrzeitige oder anhaltende Blutung (15; 16). Zur Sicherung der Diagnose einer
Meningeosis neoplastica, welche bei circa 10 % der malignen Erkrankungen auftritt und
spezifische therapeutische Maflinahmen erfordert, stellt die Liquorzytologie den
Goldstandard dar. Eine Zellzahl im Normbereich schlie3t dabei eine Meningeosis
neoplastica nicht aus und andere Parameter, beispielsweise eine Lactat- oder Ferritin-
Erhdhung, sind unspezifisch (17). Der sichere Nachweis einer einzelnen Tumorzelle im
zytologischen Préaparat hingegen rechtfertigt die Diagnose einer Meningeosis
neoplastica. Dies ist fir in der Liquorzytologie geschulte und erfahrene Befunder*innen
Uberwiegend und insbesondere bei Aussaat von Karzinomzellen problemlos mdglich

und unterstreicht die herausragende Bedeutung der Zytologie in diesem Kontext (18).

Die Untersuchung von Liquor cerebrospinalis ist daher eine haufig angewandte
diagnostische Methode in Notaufnahmen und im stationaren Bereich (19). Aber auch im
ambulanten Sektor gewinnt die Lumbalpunktion an Bedeutung und kommt
beispielsweise in Gedachtnisambulanzen zur Abklarung von demenziellen

Erkrankungen zum Einsatz (20; 21).

Die Liquorpunktion erfolgt in der Regel am sitzenden Patienten tber einen lumbalen
Zugangsweg. Dabei wird eine Punktionsnadel zwischen den Dornfortsatzen der 3. und

4. oder der 4. und 5. Lendenwirbelkdrper in den Subarachnoidalraum eingeftihrt, da in



diesem Bereich die Gefahr das Rickenmark zu verletzen minimal ist. Soll zusétzlich der
Liguordruck gemessen werden, erfolgt die Abnahme im Liegen (22). In jedem Fall muss
steril gearbeitet werden um das Risiko einer iatrogenen Infektion so gering wie mdglich
zu halten (23). Unter Beachtung der Kontraindikationen — insbesondere sind hier ein
erhohter Hirndruck, eine Blutgerinnungsstérung und Infektionen im Punktionsbereich zu
nennen — kommt es im Rahmen von Lumbalpunktionen &ufRerst selten zu
schwerwiegenden Komplikationen (24). Eine relativ haufige, jedoch meist harmlose
Komplikation stellt der Postpunktionskopfschmerz dar (25). Ebenfalls kann eine
Liguorprobe Uber einen Ventrikelkatheter sowie einen subokzipitalen Zugang
entnommen werden. Die subokzipitale Punktion wird jedoch nur in begrindeten
Ausnahmefallen angewandt, da sie zu schwerwiegenden Komplikationen fuhren kann
(26).

Neben Punktionen der Liguorrdume aus rein diagnostischen Grinden kann eine
Liguorpunktion auch mit therapeutischem Ansatz erfolgen. Beispiele hierfir sind
Entlastungspunktionen im Rahmen eines Normaldruckhydrocephalus (27) oder einer
idiopathischen intrakraniellen Hypertension (28). Darlber hinaus werden Punktionen
der Liquorrdume zur intrathekalen Applikation von Medikamenten und Kontrastmitteln

sowie im Rahmen anasthesiologischer Verfahren durchgefihrt.

Die Liquordiagnostik setzt sich aus mehreren Bausteinen zusammen, das
Standardprogramm umfasst dabei die Akutparameter, die Proteindifferenzierung sowie
die Zytologie. Im Rahmen eines Notfallprogramms werden die Akutparameter erhoben,
welche die Zellzahl, den Gesamteiweil3gehalt, den Lactatgehalt und den Liquor/Serum-
Glucose-Quotienten umfassen. Zusatzlich erfolgt im Notfallprogramm die visuelle
Inspektion der Probe und die zytologischen Praparate werden angefertigt.

Der normale Liquor ist wasserklar und farblos. Eine Tribung des Liquors spricht fur eine
stark erhdhte Zellzahl von mehr als 1000 Leukozyten/pl und findet sich beispielsweise
bei Vorliegen einer bakteriellen Meningitis. Kommt es zu einer rétlichen Verfarbung,
spricht dies fur eine frische Blutung mit Erythrozytenzahlen von mindestens 1000/ul.
Um eine artifizielle Blutbeimengung im Rahmen einer traumatischen Punktion zu
erkennen, empfiehlt sich die Durchfiihrung einer sogenannten Drei-Glaser-Probe. Zeigt
sich in drei hintereinander beflllten Liquorréhrchen eine ungleichmallige Rotfarbung,

spricht dies gegen eine echte Subarachnoidalblutung. Zeigt sich hingegen eine



gelbliche Verfarbung des Liquors, spricht man von Xantochromie. Eine Xantochromie
deutet auf einen erhOhten Gehalt an Blutabbauprodukten und somit auf eine
abgelaufene, nicht mehr frische Blutung hin (29). Dartber hinaus erlaubt die visuelle
Inspektion im Falle einer Ausbildung von Gerinnseln eine erste Aussage beziglich des
Eiweil3gehaltes der Probe, welcher dann wahrscheinlich stark erhdht und groRRer als
3000 mg/l ist (30; 31).

Die normale Zellzahl von Liquor cerebrospinalis entspricht 0 — 4 Leukozyten/ul. Bei
blutigen Liquorproben muss die Leukozytenzahl in Abhé&ngigkeit von der
Erythrozytenzahl nach unten Kkorrigiert werden. Je 1000 Erythrozyten/pl wird 1
Leukozyt/ul abgezogen. Die Zellzahl liefert beispielsweise in der Notfalldiagnostik einen
ersten wichtigen Hinweis darauf, ob eine akute bakterielle Meningitis vorliegen kénnte.
Die Zellz&hlung kann optisch in der Fuchs-Rosenthal-Kammer oder automatisch mittels
Durchflusszytometrie an Blutzell-Z&hlgeraten erfolgen. Bei niedrigen Zellzahlen von 0-5
Leukozyten/ul scheint die optische Zahlkammermethode der automatischen Zellzahlung
Uberlegen (32; 33). Der Gesamteiweil3gehalt der Probe ist abhdngig vom Entnahmeort,
der Referenzbereich fur Lumballiqguor wird teils mit 200 — 500 mg/l angegeben (31).
Andere Publikationen empfehlen einen hoheren oberen Grenzwert um 600 mg/l (34).
Die Bestimmung kann Uber verschiedene Nachweis-Methoden automatisiert erfolgen.
Der Gesamteiweil3gehalt ist im Rahmen unterschiedlicher Krankheitsbilder erhéht und
muss im Kontext beurteilt werden (35). Der Lactatgehalt (L-Lactat) und der
Liquor/Serum-Glucose-Quotient  dienen  insbesondere  der Einordnung von
entziindlichen Prozessen. Ein Lactat-Gehalt Uber 3,5 mmol/l und ein erniedrigter
Liquor/Serum-Glucose-Quotient sind dabei hinweisend auf eine bakterielle Meningitis
(36). Der Nachweis des Lactatgehalts und des Liquor/Serum-Glucose-Quotienten
erfolgt mittels enzymatisch-optischer Methode. Der Referenzbereich fur Lactat in
lumbalem Liquor ist altersabhangig und umfasst 1,1 — 2,6 mmol/l (31). Zur Bestimmung
des Liguor/Serum-Glucose-Quotienten (sowie der Liquor/Serum-Quotienten fir Albumin
und Immunglobuline, s. u.) ist die Einsendung von parallel zur Liquorpunktion
abgenommenem Serum notwendig. Der Referenzbereich ist dabei abhangig von der

Glucosekonzentration im Serum (37).

Zur standardmalligen Proteindiagnostik zahlen die Bestimmung der Liquor/Serum-

Quotienten fur Albumin und Immunglobuline (IgG, IgA, IgM) und der Nachweis



sogenannter oligoklonaler Banden. Mit Hilfe des Albumin-Quotienten ist es mdglich, die
Intaktheit der Blut-Hirn-Schranke abzuschatzen bzw. eine Schrankenstérung zu
erkennen. Ein erhohter 1gG-Quotient spricht fir eine intrathekale Synthese von
Immunglobulinen im Rahmen eines entzindlichen Geschehens. Die ermittelten
Quotienten werden zusammen in einem Reiber-Diagramm dargestellt und erlauben
eine grobe Einordnung der zugrundeliegenden Pathologie in Erkrankungen mit isolierter
Schrankenstérung, isolierter intrathekaler Immunglobulinsynthese oder mit einer
Kombination aus Schrankenstérung und intrathekaler Immunglobulinsynthese bei
akuten entzundlichen Prozessen (15). Der Nachweis einer intrathekalen
Immunglobulinsynthese in Form von oligoklonalen 1gG-Banden mittels isoelektrischer
Fokussierung ist ein ausgesprochen sensitives Verfahren und insbesondere in der
diagnostischen Abklarung chronisch-entziindlicher Erkrankungen, allen voran der

Multiplen Sklerose, wegweisend (38).

Die mikroskopische Beurteilung zytologischer Préaparate ist der Goldstandard zur
exakten  Differenzierung  der  Liquorzellen. Die  Zelldifferenzierung  am
Durchflusszytometer ist sehr ungenau, differenziert lediglich mononukleare und
polymorphnukleare Zellen und kann die mikroskopische Beurteilung daher in keinem
Fall ersetzen (39). Die zytologischen Praparate werden im Rahmen der Akutdiagnostik
im Anschluss an die Zellzahlung moglichst frihzeitig angefertigt. Zur Auswahl stehen
verschiedene Sedimentations- und Zytozentrifugations-Techniken. Sofern gentigend
Liquor zur Verfugung steht, empfiehlt sich die Anlage von mindestens 2 zytologischen
Praparaten. Besteht der Verdacht auf eine Meningeosis neoplastica kann es sinnvoll
sein, mehrere Praparate anzulegen und somit weiterflihrende immunzytochemische
Farbungen zu ermdglichen. Die Farbung nach Pappenheim (May-Grinwald-Giemsa)
stellt die Standardfarbung in der Liquorzytologie dar. Weitere Farbungen, wie
beispielsweise die Berliner-Blau-Farbung zum Nachweis von Hamosiderin oder die
Gram-Farbung zum Nachweis von Bakterien, kdnnen bei Bedarf erganzt werden. Nur
die mikroskopische Beurteilung durch in der Liquorzytologie geschulte und erfahrene
Befunder*innen ermdglicht eine exakte Differenzierung der Zellen und verlassliche
Einordnung des Befundes. Die mikroskopische Beurteilung des gesamten Praparats
erfolgt in einer UbersichtsvergroRerung sowie in der erhdhten VergroBerung (40x, gof.
100x) unter Bericksichtigung der klinischen Angaben. Liegen mehrere Praparate vor,

missen diese ebenfalls vollstandig begutachtet werden. Das normale Zellbild des
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Liquors besteht aus nicht aktivierten Lymphozyten und Monozyten im Verhaltnis 90:10
bis 50:50 in Abhéangigkeit von der Praparationstechnik. Abzugrenzen sind artifizielle
Beimengungen von beispielsweise Ependymzellen, Knorpelzellen und Knochenmark
(40; 18: 41).

Eine exakte zytologische Beurteilung setzt einen guten Erhaltungszustand der Zellen
voraus. Dies stellt in der Liquordiagnostik eine besondere Herausforderung dar, weil es
sich bei Liquor cerebrospinalis um auf3erst sensibles Probenmaterial handelt. Dies wird
insbesondere seiner im Vergleich zu Blut niedrigen Zellzahl und relativen Eiwei3armut
zugeschrieben (42). Dass der Zusatz von Rinderserumalbumin vor Zentrifugation den
Erhaltungszustand der Zellen deutlich verbessert, unterstreicht diese Annahme (43). Im
Rahmen der Punktion kommt der Liquor zusatzlich mit dem Sauerstoff der Luft in
Kontakt, was zu einem pH-Umschlag und katabolen Mechanismen mit bereits sehr
frithem Untergang von Zellen fuhrt (40). Bekannt ist, dass bereits 2 Stunden nach
Entnahme ca. 40% der neutrophilen Granulozyten und, in geringerem Ausmalf3, auch
andere Leukozyten autolytisch sind (44) und dass auch die Zellzahl 2 Stunden nach

Abnahme nicht mehr sicher beurteilbar ist (31).

Zahlreiche praanalytische Einflussfaktoren auf die Qualitat des
Untersuchungsergebnisses von Laboranalysen wurden identifiziert. Anfallig fir Fehler
sind dabei insbesondere die Beauftragung der angemessenen Analyse, die Abnahme
der Probe, die Verwendung eines geeigneten ProbengefalRes, die Kkorrekte
Kennzeichnung des Probengefal3es, die richtige Zuordnung von Probe und Patient*in,
der Transport in das Labor sowie die manuelle Handhabung der Probe im Labor. Zu
beachten ist, dass die Mehrheit der relevanten Fehler in der Praanalytik, d. h. vor bzw.
in Vorbereitung auf die eigentliche Analyse, auftritt (45; 46). Fur die Liquordiagnostik
gelten einzelne dieser genannten Einflussfaktoren als besonders bedeutsam.
Zuallererst wird meist die Zeit, die zwischen Probengewinnung und Zellzahlung sowie
bis zur Anfertigung der zytologischen Praparate vergeht, genannt. Hierbei durfen nicht
mehr als 2 Stunden vergehen, da ansonsten mit einem verfalschten Zellbild und einer
verminderten Beurteilbarkeit der Zellelemente aufgrund autolytischer Verédnderungen zu
rechnen ist (40). Empfohlen wird eine Bearbeitung innerhalb der ersten Stunde nach
Punktion (7). Als ideale Lagerungstemperatur wird der Bereich zwischen 5°C und 12°C

angegeben, da bei niedrigeren Temperaturen eine Kaltelyse auftreten kann, bei
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hoheren Temperaturen dagegen katabole Mechanismen beschleunigt werden.
Akzeptiert wird ein Versand des Liquors bei Raumtemperatur innerhalb von 2 Stunden
per Kurier bzw. Bote (40). Erschitterungen der Probe wahrend des Transports sollen so
gering wie moglich gehalten werden, weshalb ein Probenversand per Rohrpost nicht
empfohlen wird (41). Auch die Wahl des Probengefales kann das
Untersuchungsergebnis  beeinflussen, da beispielsweise im Rahmen einer
Demenzdiagnostik zu analysierende Proteine an bestimmten Oberflachen haften (47),
weshalb die Verwendung von nicht-haftenden Polypropylen-Réhrchen empfohlen wird.
Ein nicht zu unterschétzendes Problem in der Liquordiagnostik stellt die Verflugbarkeit
von ausreichend Probenmaterial dar. Da eine Lumbalpunktion relativ aufwendig und fur
Patient*innen oft unangenehm ist, kann diese nicht einfach wiederholt werden. Wurde
bei der Punktion nicht geniigend Material gewonnen, kdnnen Analysen gegebenenfalls
nicht durchgefuhrt werden. Darlber hinaus kdnnen die Ergebnisse von Zellzahlung,
Zelldifferenzierung und Proteindiagnostik durch eine Blutbeimengung oder bestimmte
therapeutische MalRnhahmen, beispielsweise eine intrathekale Zytostatikaapplikation,

eine Plasmapherese oder eine Therapie mit Immunglobulinen, verfalscht werden (31).

Bekannt ist dariber hinaus, dass unterschiedliche Methoden zur Anfertigung der
zytologischen Praparate mit einer unterschiedlichen Zellausbeute und Zellmorphologie
einhergehen. Die Zellausbeute ist unter Einsatz von Zentrifugationsverfahren deutlich
gesteigert, was insbesondere bei zellarmen Liquores von Vorteil ist. In Abh&ngigkeit von
der Beschleunigung kommt es jedoch auch zu Zellartefakten in Form einer Ausbreitung
von Zellen, zu Rupturen von Kern- und Zellmembranen, zu hervortretenden Nukleoli, zu
einer Vakuolisierung des Zytoplasmas sowie zu deformierten Monozyten. Wirken hohe
Zentrifugalkrafte auf die Zellen ein, kann es auch zu Verdichtungen und Verklumpungen
des Chromatins kommen (Abbildung 6, rechts). Es wird ebenfalls postuliert, dass im
Rahmen der Zentrifugation bereits vorgeschadigte Zellen weiter degradieren (48; 43).
Die Zelldarstellung mittels Sedimentationsverfahren geht hingegen mit einer deutlich
reduzierten Zellausbeute einher, wird aber als realistischer angegeben, d. h. sie ist

vergleichbarer mit der Zelldarstellung in Blutausstrichen (49).

Um insbesondere den Einfluss der genannten praanalytischen Faktoren auf die am
Institut fur Neuropathologie der Charité — Universitatsmedizin Berlin begutachteten

zytologischen Praparate des Liquors besser einschatzen und ggf. MalBnahmen zur
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Verbesserung entwickeln zu kénnen, wurde die vorliegende Arbeit konzipiert. Dabei
sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Welchen Einfluss hat eine verzdogerte Anfertigung der Zytospinpraparate auf den

Anteil an intakten Zellen?

N

Welchen Einfluss hat die Umgebungstemperatur, dokumentiert in Form der
Tageshochsttemperatur, auf den Anteil intakter Zellelemente?

3. FuUhrt ein erschitterungsarmer Transport in einer Styroporbox zu einer
Steigerung des Anteils an intakten Zellelementen?

Korreliert der Eiwei3-Gehalt der Probe mit dem Anteil an intakten Zellen? Gibt es

B

einen Zusammenhang zwischen dem Glucose- und dem Lactat-Gehalt der Probe
und dem Erhaltungszustand der Zellen?

5. Ist ein Einfluss der manuellen Handhabung auf den Anteil intakter Zellelemente
nachweisbar, wenn Proben aliquotiert und parallel in 2 Laboren prozessiert

werden?

o

Wie grol3 ist die Variabilitdt im Erhaltungszustand der Zellen innerhalb einer

Liguorprobe, wenn jeweils 2 Zytospinpraparate einer Probe verglichen werden?

~

Wie grol3 ist die Variabilitat in der mikroskopischen Beurteilung des

Erhaltungszustandes der Zellen durch 2 Befunder*innen?

Indikation zur
Liquorentnahme

t I

Liquorpunktion Zeitverzogerung!
durchfahren Umgebungstemperatur!

E Erschiitterung!

@ v

(2

-

E Probentransport Transport der Akutparameter

T beauftragen Probe bestimmen

Qa 5
O T
8 v

. N ;
Zeitverzégerung! & Zytospinpraparate Transpgn der Zytologlsche

17 : zytologischen Praparate nach
(0 anfertigen - 5
a Praparate Pappenheim farben

T

L 2

Zeitverzogerung!
Manuelle Handhabung!

Zelldifferenzierung
am Mikroskop

Befund erstellt und
Ubermittelt

Neuropatholoaie

Befundung!

Abbildung 1: Ablauf der Liquorzytologie mit méglichen Fehlerquellen
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I1l. Material und Methoden
111.1 Material

Zu Beginn der Studie wurde ein Ethikvotum des Ethikausschusses 1 am Campus
Charité-Mitte der Ethikkommission der Charité — Universitdtsmedizin Berlin eingeholt.
Die Ethikkommission stimmte dem Vorhaben zu (EA1/365/14; Vorsitzender: Prof. Dr.
med. Uebelhack). Eine Einwilligungserklarung der Patient*innen war nicht erforderlich,
da ausschlie3lich im Rahmen der Diagnostik angefertigte Zytospinpraparate sowie
ubriggebliebene und fur diagnostische Untersuchungen nicht mehr bendétigte Liquor-

Reste in vollstdndig anonymisierter Form verwendet wurden.

Im Zeitraum von September 2014 bis Mai 2016 wurden Liquorproben in Form von
Zytospinpraparaten von 130 Patient*innen untersucht. Nicht eingeschlossen wurden
Liquorproben von Patient*innen unter intrathekaler zytostatischer Therapie.
Nachtraglich ausgeschlossen wurden 8 Liquorproben, welche in Laboren mit
abweichendem Protokoll zur Herstellung von Zytospinpraparaten bearbeitet wurden,
sowie 3 Liquorproben, welche nicht innerhalb der ersten beiden Stunden nach
Abnahme im Labor eintrafen (Abbildung 2).

Zu allen analysierten Liguorproben wurden die Zeit zwischen Abnahme und Ankunft im
Labor, der Standort des Labors, welches die Zytospinpraparate angefertigt hat, die
Zellzahl (gemessen mithilfe des Sysmex 5000 im BodyFluid-Modus), die Art des
Transports sowie die maximale Tagestemperatur erfasst und im Erhebungsbogen
(siehe Anhang) dokumentiert. Der Median (25./75. Perzentile) der Zellzahl betrug 3 (1 /
11,25), die Zellzahl erstreckte sich von O/upl bis 1041/ul. Von 83 Liquorproben wurde
zusatzlich der im Rahmen der Routine-Diagnostik mithilfe des Sysmex 5000 im
BodyFluid-Modus gemessene Gehalt an Eiweil3 (Median = 388,4 mg/l), Glucose
(Median = 63 mg/dl) und Lactat (Median = 14,7 mg/dl bzw. 1,6 mmol/l) erfasst.

Von 36 Proben war gentigend Rest-Volumen vorhanden, sodass zu den routinemalfiig
innerhalb der ersten Stunde angefertigten Zytospinpraparaten zusatzliche
experimentelle Préparate innerhalb der zweiten und der dritten Stunde angefertigt

werden konnten, um eine mdogliche Degradierung der Zellen im Zeitverlauf zu
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dokumentieren. Die Liquorproben wurden wéahrend dieser Zeit in einer Styroporbox
stehend sowie lichtgeschitzt und warmeisoliert gelagert.

Von 35 Patient*innen wurden die Liquorproben unmittelbar nach der Abnahme
personlich auf Station abgeholt und stehend, lichtgeschitzt und warmeisoliert in einer
Styroporbox in das Liquorlabor transportiert. Hier wurden Zytospinpraparate innerhalb
der ersten Stunde nach Abnahme angefertigt. Diese wurden mit Zytospinpraparaten
von 35 Proben verglichen, welche innerhalb der ersten Stunde nach Abnahme auf
herkdmmlichem Wege mittels Kurier bzw. Bote in einer durchsichtigen Plastiktiite das
Labor erreicht hatten. Ausgeschlossen wurden dabei Proben, welche an besonders

heiRen Tagen mit einer Tageshochsttemperatur > 30°C gewonnen wurden.

Von 16 Liquorproben wurden zeitgleich Zytospinpraparate in 2 verschiedenen Laboren
nach demselben Protokoll (s. u.) angefertigt und hinsichtlich des Erhaltungszustands

der Zellen verglichen.

130 Liquorproben untersucht
Keine intrathekale Zytostatikatherapie angegeben

Probenmenge zur Anfertigung von zytologischen
Praparaten ausreichend oder Zytospinpraparate
bereits vorhanden

+ Zeit zwischen Punktion und Ankunft im Labor,
Standort der Bearbeitung, Zellzahl, Transportform
und Tageshd&chsttemperatur erfasst

11 Liquorproben ausgeschlossen

+ 8 Proben aus Prasenzlaboren mit abweichendem
Protokoll zur Anfertigung von Zytospinpraparaten

3 Proben, welche das Prasenzlabor nicht innerhalb
von 2 h nach Punktion erreichten

119 Liguorproben eingeschlossen

Abbildung 2: Probeneinschluss
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119 Liquorproben eingeschlossen

36 Liquorproben

+ Anfertigung von zytologischen
Praparaten in der 1., 2. und 3.
Stunde nach Punktion

83 Liquorproben

+  Gesamteiweill-Gehalt
+ Glucose-Gehalt
+ Lactat-Gehalt

35 Liquorproben

= Schonender Transport in einer
Styroporbox

54 Liquorproben

+ Vergleich von 2
Zytospinpréaparaten

A

16 Liquorproben

« Zeitgleiche Anfertigung von
Zytospinpraparaten in 2
Laboren

A

17 Zytospinpraparate

» Beurteilung durch 2
Befunderinnen

Abbildung 3: Uber das Standardprogramm hinausgehende Prozessierung und Beurteilung
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I11.2 Zytologische Beurteilung

Die Zytospinpraparate wurden in allen Laboren nach folgendem Protokoll angefertigt:
100 pl einer 1%igen Albuminlésung (RSA) und 500 pl Liquor (bei einer Zellzahl bis 150
Zellen/ul) bzw. 250 pl Liquor (bei einer Zellzahl > 150 Zellen/ul) wurden in den
Einfullstutzen des vorbereiteten Gespanns mit Objekttrager und Filterpapier gegeben
und 3 Minuten bei 1500 rpm in der Hettich-Zytozentrifuge zentrifugiert. Der
Liguoriiberstand wurde im Anschluss vorsichtig mit einer Pasteurpipette abgenommen
und verworfen. Das Praparat wurde ca. 10 Minuten an der Luft getrocknet und
anschlieend nach Pappenheim (May-Grunwald-Giemsa) gefarbt.

Die Pappenheimfarbung wurde wie folgt angefertigt:

Die Praparate wurden fir 5 Minuten in May-Griinwald-Losung getaucht, im Anschluss in
Leitungswasser gespult und danach fur 20 Minuten in Giemsa-Gebrauchslosung
getaucht. Die Giemsa-Gebrauchslosung wurde immer frisch angesetzt (20 ml Giemsa-

Stammldsung + 180 ml Aqua dest.).

Die mikroskopische Auswertung aller Zytospinpraparate erfolgte durch die in der
Liguorzytologie erfahrene und durch einen vor-Ort-Ringversuch zur praktischen
Liguorzytodiagnostik (INSTAND e. V. in Zusammenarbeit mit der deutschen
Gesellschaft fur Liquordiagnostik und klinische Neurochemie e. V.) bestatigte
Promovendin. 17 Zytospinpréparate wurden zusétzlich von einer zweiten, in der
Liguorzytologie erfahrenen und ebenfalls durch vor-Ort-Ringversuche zur praktischen
Liquorzytodiagnostik bestatigten Befunderin analysiert. Die Ergebnisse beider

Befunderinnen wurden im Anschluss miteinander verglichen.

Von 54 Liquorproben wurden die Ergebnisse der Zelldifferenzierung von 2 gleichzeitig
angefertigten Zytospinpraparaten verglichen, um die Variabilitat im Erhaltungszustand

der Zellen zum selben Zeitpunkt abzubilden.

Samtliche zur Verfligung stehende Zytospinpraparate (bis zu vier Praparate je
Zeitpunkt) wurden mikroskopisch beurteilt. In der 40x-Vergrof3erung wurden alle zur
Darstellung kommenden Zellelemente als intakte Zelle, Zelle mit autolytischen

Veranderungen, Zelle mit artifiziellen Veranderungen oder Zellschatten klassifiziert
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(Abbildung 4, 5, 6). Die absolute Anzahl an intakten, autolytischen und artifiziellen
Zellen sowie an Zellschatten wurde gezéhlt und mithilfe des Erhebungsbogens
dokumentiert. AbschlieRend wurden die absoluten Zahlen in Prozentangaben (Anteil

intakter, autolytischer, artifizieller Zellen und Zellschatten an der Gesamtheit der

Zellelemente) umgewandelt.

ur poL

Abbildung 4: intakte Zellelemente (von links nach rechts: aktivierter Lymphozyt, neutrophile Granulozyten,

epitheliale Tumorzellen)

wr oo

Abbildung 5: autolytische Zellelemente (von links nach rechts: am ehesten Monozyt; neutrophile

Granulozyten; epitheliale Tumorzelle)

wr gL
wr oL

- 2 ®

Abbildung 6: Zellschatten (links; Mitte) und artifizielle Zellelemente (rechts)
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I11.3 Datenerhebung und statistische Auswertung

Die auf dem Erhebungsbogen festgehaltenen Daten wund Ergebnisse der
mikroskopischen Auswertung wurden in eine Microsoft® Office Excel®-Tabelle
Ubertragen. Die weitere Auswertung der Daten erfolgte mithilfe des Statistikprogramms
IBM SPSS®-Version 27.

Nach Uberpriifung auf Normalverteilung mittels Histogrammen sowie Kolmogorov-
Smirnova- und Shapiro-Wilk-Test wurden kontinuierliche Daten als Median mit
Perzentilen sowie als Minimum und Maximum dargestellt. Die statistischen Tests
erfolgten mittels non-parametrischer Tests zum Vergleich 2 unabhangiger Variablen
(Mann-Whitney-U-Test), zum Vergleich 2 abhangiger Variablen (Wilcoxon-
Vorzeichenrangtest) sowie zum Vergleich 3 abhangiger Variablen (Friedman-Test).

Daruiber hinaus wurden Spearman-Rho-Korrelationen berechnet.

Ein p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen (sofern nicht anders

angegeben).
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IV. Ergebnisse

IV.1 Einfluss der Zeit
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Abbildung 7: Erhaltungszustand von 36 Liquorproben in der 1., 2. und 3. Stunde nach Abnahme

Zeitpunkt Anteil intakter Anteil autolytischer  Anteil artifizieller Anteil

der Analyse Zellen (%) Zellen (%) Zellen (%) Zellschatten (%)

1h Median 71 7 5 9
(25./75. P.) (58,5/82) (4/13) (2/12,75) (5,25/14,5)
Minimum 32 2 0 0
Maximum 94 43 55 37

2h Median 72 7 4 11
(25./75. P.) (58,25 / 77) (3,25 / 12,25) (1/13,75) (5,25 / 22,5)
Minimum 0 1 0 0
Maximum 94 41 39 55

3h Median 70,5 6,5 4 13
(25./75. P.) (54 / 81) (3/12,75) (0/9) (9/20,5)
Minimum 0 0 0 2
Maximum 92 91 49 100

Asympt. Signifikanz 0,586 0,557 0,318 0,337

Tabelle 1: Erhaltungszustand von 36 Liquorproben in der 1., 2. und 3. Stunde nach Abnahme
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Von 36 Liquorproben wurden innerhalb der 1., 2. und 3. Stunde nach Abnahme jeweils
1 bis 2 Zytospinpréaparate angefertigt und hinsichtlich des Anteils intakter, autolytischer
und artifizieller Zellelemente sowie hinsichtlich des Anteils an Zellschatten
mikroskopisch beurteilt. Mithilfe des Friedman-Tests fur abhangige Variablen ergibt sich
keine Evidenz fur einen signifikanten Effekt der Zeit auf den Erhaltungszustand der
Zellen im Verlauf von 3 Stunden. Der Median des Anteils intakter, autolytischer und
artifizieller Zellelemente bleibt nahezu gleich. Der Median des Anteils an Zellschatten
steigt leicht an von 9 % innerhalb der ersten Stunde auf 13 % innerhalb der dritten
Stunde nach Abnahme. Dennoch sind Unterschiede auszumachen, welche fir eine
moglichst zeithahe Anfertigung der Zytospinpréaparate sprechen kénnen. Wurden die
Praparate innerhalb der ersten Stunde angefertigt, waren in allen 36 Proben
mindestens 32 % der gezahlten Zellen intakt, maximal 43 % zeigten autolytische
Veranderungen und maximal 37 % waren zu Zellschatten degradiert. Wurden die
Praparate innerhalb der dritten Stunde nach Abnahme angefertigt, zeigten 2 Proben
keine intakten Zellelemente mehr und wiesen tber 90 % autolytische Zellelemente bzw.

Zellschatten auf.
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IV.2 Einfluss der Umgebungstemperatur
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Abbildung 8: Darstellung des Anteils an intakten Zellen von 119 Liguorproben in Abhéngigkeit von der
Tageshdchsttemperatur
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Abbildung 9: Darstellung des Anteils an autolytischen Zellen von 119 Liquorproben in Abhangigkeit von
der Tageshdchsttemperatur
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Abbildung 10: Darstellung des Anteils an Zellschatten von 119 Liquorproben in Abhangigkeit von der
Tageshdchsttemperatur

Temperatur = Anteil intakter =~ Anteil autolytischer  Anteil artifizieller Anteil
in °C Zellen (%) Zellen (%) Zellen (%) Zellschatten (%)

Median 19 65 8 6 9
(25./75. Perzentile) (12 / 35) (50 / 78) (4/16) (2/17) (5/17)
Minimum -7 0 1 0 0
Maximum 38 97 96 62 92
Korrelationskoeffizient
Temperatur in °C -0,471** 0,292** 0,087 0,163
Sig. (2-seitig) 0,000 0,001 0,348 0,077

Tabelle 2: Von 119 Liquorproben wurde der Erhaltungszustand der Zellen mit der maximalen
AuRentemperatur am Tag der Abnahme korreliert (** die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant
(zweiseitig)).

Die maximale Aul3entemperatur am Tag der Abnahme wurde zu allen Liquorproben
erfasst. Hierbei lie3 sich mit Hilfe des Spearman-Rho-Tests (Tabelle 2) eine statistisch
signifikante inverse Korrelation zu dem Anteil intakter Zellen sowie eine statistisch
signifikante positive Korrelation zu dem Anteil autolytischer Zellen nachweisen. Zu dem
Anteil artifizieller Zellen und Zellschatten ist hingegen keine statistisch signifikante
Korrelation nachweisbar. Die grafische Darstellung deutet jedoch auf eine positive
Korrelation der Tageshochsttemperatur mit dem Anteil an Zellschatten bei héheren

Aulentemperaturen hin (Abbildung 10).
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Abbildung 11: Darstellung des Anteils an intakten und autolytischen Zellen sowie Zellschatten von 119

Liquorproben in 2 Gruppen (Tageshdchsttemperatur < 30°C; Tageshdchsttemperatur > 30°C)

intakte Zellen (%)  intakte Zellen (%)

Zellschatten (%)  Zellschatten (%)

< 30°C > 30°C < 30°C > 30°C

N 80 39 80 39
Median 71 44 8,5 12
(25./75. Perzentile) (58,5 / 82,75) (18/61) (5/12) (5/43)
Minimum 31 0 0 1
Maximum 97 88 42 92
Asympt. Signifikanz 0,000 0,018

(2-seitig)

autolytische Zellen autolytische Zellen artifizielle Zellen  artifizielle Zellen
(%) < 30°C (%) > 30°C (%) < 30°C (%) > 30°C

N 80 39 80 39
Median 7 11 6 6
(25./75. Perzentile) (3,25 / 14) (6/18) (1/13,75) (2127)
Minimum 1 2 0 0
Maximum 43 96 55 62
Asympt. Signifikanz 0,009 0,249

(2-seitig)
Tabelle 3: 119 Liquorproben wurden in 2 Gruppen (Tageshochsttemperatur

<

30°C;

Tageshdchsttemperatur > 30°C) hinsichtlich des Erhaltungszustandes der Zellen miteinander verglichen.
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Bildet man 2 Gruppen aus Proben, welche bei Temperaturen unter 30°C abgenommen
und mittels Zytospinpréaparaten untersucht wurden, und Proben, welche bei tber 30°C
maximaler Aul3entemperatur abgenommen und untersucht wurden (Tabelle 3), so findet
sich mittels Man-Whitney-U-Test ein statistisch signifikanter Unterschied in Bezug auf
den Anteil intakter und autolytischer Zellen sowie den Anteil an Zellschatten. Bei hohen
Aulentemperaturen mit Tageshdchstwerten tber 30°C ist der Anteil an intakten Zellen
deutlich niedriger, wahrend der Anteil an Zellschatten und autolytischen Zellelementen
hoher ist. Auf den Anteil an Zellen mit artifiziellen Veranderungen kann hingegen kein

Einfluss der AulRentemperatur festgestellt werden.
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IV.3 Einfluss des Transportbehaltnisses
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Abbildung 12: Darstellung des Erhaltungszustandes von 35 schonend transportierten Liquorproben
(Box) und 35 konventionell transportierten Liquorproben (Kurier)

Anteil intakter ~ Anteil autolytischer  Anteil artifizieller Anteil

Transport Zellen (%) Zellen (%) Zellen (%) Zellschatten (%)
Median 70 7 6 9

) (Box) (25./75. Perzentile) (54 1 77) (5/17) (2/16) (5/15)
Minimum 31 2 0 0
Maximum 97 43 55 42
Median 72 6 6 6

b (Kurien) (25./75. Perzentile) (60 / 84) (3/11) (1/14) (4/11)
Minimum 40 2 0 2
Maximum 94 42 36 35
Asympt. Signifikanz 0,202 0,13 0,551 0,444
(2-seitig)

Tabelle 4: 35 schonend (in einer Styroporbox) transportierte Liquorproben wurden mit 35 konventionell
(Kurier) transportierten Proben hinsichtlich des Erhaltungszustandes der Zellen verglichen.

35 Liquorproben wurden unmittelbar nach Entnahme im Punktionsraum abgeholt und
stehend sowie warmeisoliert und lichtgeschiitzt in einer Styroporbox in das Liquorlabor

transportiert. Diese wurden mit 35 Liquorproben verglichen, welche auf dem ublichen
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Wege mittels Kurierdienst, liegend in einer durchsichtigen Plastiktlte, das Labor erreicht
hatten. Samtliche Zytospinpraparate wurden innerhalb der ersten Stunde nach
Abnahme angefertigt. Mithilfe des Mann-Whitney U-Tests ergeben sich keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Erhaltungszustandes der Zytospinpréaparate

in Abhangigkeit vom Transportbehaltnis.
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IV.4 Einfluss des Eiweil3-, Glucose- und Lactatgehalts
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Abbildung 13: Darstellung des Anteils an Zellschatten von 83 Liquorproben in Abhangigkeit vom
Eiweil3gehalt (links) und vom Lactatgehalt (rechts)

Anteil intakter Anteil
Zellen (%) Zellschatten (%)

Glucosegehalt in mg/dl Korrelationskoeffizient -0,089 0,191
Sig. (2-seitig) 0,425 0,083

Lactatgehalt in mg/dl Korrelationskoeffizient 0,052 -0,305**
Sig. (2-seitig) 0,638 0,005

Eiweil3gehalt in mg/| Korrelationskoeffizient -0,023 -0,219*
Sig. (2-seitig) 0,835 0,047

Tabelle 5: Von 83 Liquorproben wurden der Anteil an intakten Zellen und Zellschatten mit dem Glucose-,
Lactat- und EiweiRgehalt korreliert.

Von 83 Liquorproben wurden der Glucose-, Eiweil3- und Lactatgehalt erfasst. Mittels
Spearman-Rho-Korrelationen zeigt sich kein Zusammenhang zwischen dem
Glucosegehalt der Probe und dem Anteil intakter Zellen und Zellschatten im
Zytospinpraparat. Der Eiwei3gehalt und der Lactatgehalt der Probe scheinen ebenfalls
keinen Einfluss auf den Anteil intakter Zellen zu haben. Es zeigt sich jedoch eine
Evidenz fur eine statistisch signifikante inverse Korrelation zwischen Lactat- und
Eiwei3gehalt und dem Anteil an Zellschatten. Die graphische Darstellung (Abbildung
13) und die berechneten Korrelationskoeffizienten (Tabelle 5) lassen jedoch keine

starke Korrelation erkennen.
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IV.5 Einfluss der manuellen Handhabung
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Abbildung 14: Darstellung des Anteils an intakten und autolytischen Zellen sowie an Zellschatten von 16
Liquorproben in Abhangigkeit von der manuellen Handhabung in Labor 1 (Labor 1) und Labor 2 (Labor 2)

Anteil intakter Zellen (%)

Anteil Zellschatten (%)

Labor 1 Labor 2 delta Labor 1 Labor 2 delta
Median 76,5 54 17,5 6 12,5 8
(25./75. Perzentile) (66 /84,75) (42,25/70,5) (9,5 /28,75) (3/8,25) (11/23,75)  (6/14,75)
Minimum 52 23 2 0 4 0
Maximum 98 82 67 34 40 26
Asympt. Signifikanz 0,002 0,001

Anteil autolytischer Zellen (%) Antell artifizieller Zellen (%)

Labor 1 Labor 2 delta Labor 1 Labor 2 delta
Median 8,5 15,5 8,5 4 10,5 6
(25./75. Perzentile) (4,25/16,5) (9/20,25)  (3,25/15,25) | (0,25/9,25) (2/13,75) (2,25/16,25)
Minimum 0 4 1 0 0 0
Maximum 31 51 34 33 36 33
Asympt. Signifikanz 0,049 0,306

Tabelle 6: Von 16 Liquorproben wurden zeitgleich in 2 verschiedenen Laboren Zytospinpréparate
angefertigt und diese hinsichtlich des Erhaltungszustandes der Zellen miteinander verglichen.
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Mithilfe des Friedman-Tests fur abhangige Variablen findet sich eine Evidenz fur einen
signifikanten Einfluss der manuellen Handhabung der Liquorproben auf den
Erhaltungszustand der Zellen (Tabelle 6). Der Median des Anteils intakter Zellelemente
ist fir Zytospinpraparate, welche in Labor 1 angefertigt wurden, deutlich héher als fur
Zytospinpraparate, welche in Labor 2 angefertigt wurden (Abbildung 14), es ergibt sich
eine mediane Abweichung von 17,5 %. Der Median des Anteils autolytischer
Zellelemente sowie von Zellschatten hingegen ist fir Zytospinpraparate aus Labor 1
deutlich niedriger als flr Zytospinpraparate aus Labor 2 (mediane Abweichung von 8,5
% bzw. von 8 %). Fur den Anteil an Zellelementen mit artifiziellen Veranderungen findet
sich hingegen keine Evidenz fir einen statistisch signifikanten Effekt der manuellen

Handhabung durch das Laborpersonal.
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IV.6 Variabilitdt in Abhangigkeit vom Préparat
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Abbildung 15: Von 54 Liquorproben wurde der Anteil an intakten Zellen von jeweils 2 zeitgleich
angefertigten Zytospinpraparaten verglichen.
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Abbildung 16: Von 54 Liguorproben wurde der Anteil an Zellschatten von jeweils 2 zeitgleich
angefertigten Zytospinpraparaten verglichen.
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Anteil intakter Zellen (%) Anteil Zellschatten (%) Delta

Anteil intakter Anteil

Praparat 1 Préparat2 Praparat1l Praparat2 Zellen (%) Zellschatten (%)

Median 72,5 68,5 7 7,5 11 3
(25./75. Perzentile) (61/81,25) (52,75/84,5) (3/14) (4/15,55) (4/19,25) (1/6)
Minimum 24 20 0 0 0 0
Maximum 96 97 41 68 56 66
Korrelationskoeffizient 0,560 0,507**

Sig. (2-seitig) 0,000 0,000

Tabelle 7: Von 54 Liquorproben wurden zeitgleich 2 Zytospinpraparate angefertigt und hinsichtlich des
Erhaltungszustandes der Zellen verglichen (** die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant
(zweiseitig)).

Um die natirliche Spannbreite des Erhaltungszustandes der Zellen innerhalb einer
Liguorprobe abzubilden, wurden von 54 Proben jeweils 2 gleichzeitig angefertigte
Zytospinpraparate hinsichtlich des Erhaltungszustandes der Zellen miteinander
verglichen. Hierbei ergab sich eine mediane Differenz im Anteil intakter Zellen von 11 %
und im Anteil an Zellschatten von 3 % (Tabelle 7). Der Anteil intakter Zellen sowie der
Anteil an Zellschatten in Praparat 1 und Praparat 2 ergeben dabei mittels Spearman-
Rho-Test eine positive Korrelation mit statistischer Signifikanz. Die grafische
Darstellung (Abbildung 15 und 16) zeigt fir einige Proben eine erhebliche Differenz von
Praparat 1 und Préparat 2 beziglich des Erhaltungszustands der Zellen, welche
maximal 56 % im Anteil intakter Zellen und maximal 66 % im Anteil an Zellschatten
betragt.
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IV.7 Variabilitdt in der Befundung
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Abbildung 17: Anteil intakter Zellen von 17 Zytospinpraparaten ermittelt durch Befunder 1 und Befunder 2
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Abbildung 18: Anteil an Zellschatten von 17 Zytospinpréaparaten ermittelt durch Befunder 1 und 2
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Anteil intakter Zellen Anteil Zellschatten Delta
(%0) (%)
Befunder = Befunder Befunder Befunder Anteil intakter Anteil
1 2 1 2 Zellen (%) Zellschatten (%)

Median 76 80 11 13 9 2
(25./75. Perzentile) (71/81,5) (66,5/87) (7,5/16) (10,5/19) (6/13,5) (1,5/6)
Minimum 32 48 5 6 2 0
Maximum 90 94 31 36 26 11
Korrelations- 0,607 0,767
koeffizient*
Sig. (2-seitig)* 0,010 0,000

Tabelle 8: 17 Zytospinpraparate wurden durch 2 Befunder unabhéangig voneinander hinsichtlich des
Anteils an intakten Zellen und Zellschatten begutachtet und die Ergebnisse korreliert (** die Korrelation ist
auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig)).

Zur Darstellung der Variabilitdt in der Beurteilung der Zellen durch unterschiedliche

Befunder*innen sowie zur Validierung der Ergebnisse der Promovendin (Befunder 1)

wurden 17 Zytospinpréparate von einer zweiten, in der Liquorzytologie sehr erfahrenen

Befunderin (Befunder 2) zusatzlich hinsichtlich des Anteils intakter Zellen sowie des

Anteils von Zellschatten beurteilt. Die Ergebnisse beider Befunderinnen zeigen eine

statistisch signifikante positive Korrelation mittels Spearman-Rho-Test. Die mediane

Abweichung hinsichtlich des Anteils intakter Zellelemente betragt 9 % und hinsichtlich

des Anteils an Zellschatten 2 %.
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V. Diskussion

Die Untersuchung von Liquor cerebrospinalis ist ein wichtiger Baustein im Rahmen der
diagnostischen Aufarbeitung von neurologischen, psychiatrischen und
neurochirurgischen Krankheitsbildern und stellt eine haufig angewandte Methode dar.
Die Bedeutung der Liquorzytologie ist insbesondere in der Abklarung von
computertomografisch nicht nachweisbaren Subarachnoidalblutungen und von
neoplastischen Erkrankungen mit Aussaat von Tumorzellen in die Liquorrdume im
Sinne einer Meningeosis neoplastica hervorzuheben. Eine exakte zytologische
Beurteilung setzt dabei einen guten Erhaltungszustand der Zellen voraus, was jedoch
eine besondere Herausforderung darstellt, da es sich bei Liquor cerebrospinalis um
aulRerst sensibles Probenmaterial handelt. Im Institut fir Neuropathologie der Charité —
Universitdtsmedizin Berlin ist dies ebenfalls nachvollziehbar. Die begutachteten
Liquorproben zeigen einen sehr variablen Erhaltungszustand und ein relativ grol3er
Anteil der eingesandten Praparate ist aufgrund fortgeschrittener autolytischer
Veranderungen nur noch eingeschrankt oder nicht mehr sicher beurteilbar. Im Rahmen
von Qualitdtsiberwachungen fiel auf, dass sich die gro3e Variabilitat im
Erhaltungszustand der Zellen Gberwiegend nicht durch die Dauer des Probentransports
erklaren lasst. Vielmehr fanden sich Hinweise darauf, dass die manuelle Handhabung
der Proben im Labor sowie die Umgebungstemperatur einen wesentlichen Einfluss auf
den Erhaltungszustand der Zellen haben. Dies zu objektivieren und den Einfluss
weiterer bekannter praanalytischer Einflussfaktoren zu identifizieren ist Inhalt und Ziel

der vorliegenden Arbeit.

Allgemein anerkannt ist, dass die Zellen im zeitlichen Verlauf degradieren und dass
bereits 2 Stunden nach Abnahme relevante autolytische Verdnderungen der Zellen zu
einer Abnahme der Zellzahl und zu einem verfélschten Zellbild fihren kdnnen (44; 48).
Empfohlen werden daher ein schnellstméglicher Versand und eine unmittelbare
Anfertigung der Zytospinpraparate (40; 7). Uberraschenderweise konnte in der
vorliegenden Arbeit jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied im
Erhaltungszustand der Zellen im Zeitverlauf von drei Stunden festgestellt werden
(Tabelle 1). Der Anteil intakter Zellen war in Zytospinpraparaten, welche in der dritten
Stunde nach Abnahme angefertigt wurden, genauso hoch wie in Zytospinpraparaten,

welche innerhalb der ersten Stunde nach Punktion angefertigt wurden. Kritisch
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anmerken kann man dabei, dass die experimentellen Bedingungen die Realitat nur
bedingt abbilden. Die Proben wurden aufrechtstehend in einem klimatisierten Labor bis
zur Bearbeitung gelagert, wéhrend eine verzogerte Bearbeitung unter realen
Bedingungen in der Regel durch einen langen Transport oder eine verspatete Abholung
auf Station verursacht wird. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die negativen
Effekte einer (zumindest geringen) Zeitverzogerung kompensiert werden kénnen, indem
andere negative Einflussfaktoren, wie hohe Umgebungstemperaturen oder
Erschitterungen, minimiert werden. Ebenfalls muss beriicksichtigt werden, dass
insbesondere neutrophile Granulozyten in den ersten Stunden verloren gehen (44). Da
in dieser Arbeit die Zellzusammensetzung der Proben nicht berticksichtigt wurde und da
die Mehrheit der eingesandten Proben eine niedrige Zellzahl aufwies (Median = 3,
25./75. Perzentile = 1/11,25), ist davon auszugehen, dass nur wenige granulozytére
Praparate eingeschlossen wurden. Der Effekt der zeitlich verzogerten Bearbeitung von

Proben im Rahmen von entziindlichen Prozessen ist hier somit nicht beurteilbar.

Hohe Umgebungstemperaturen beschleunigen die Degradierung der Zellen im Liquor,
niedrige Temperaturen konnen eine sogenannte Kaltelyse verursachen. In den ersten
beiden Stunden nach Probengewinnung wird eine Umgebungstemperatur zwischen 5°C
und 12°C als ideal angesehen. Dennoch wird der ungekihlte Versand als Standard
angegeben. Kommt es zu zeitlichen Verzdgerungen, wird eine Lagerung des Liquors im
Kihlschrank empfohlen (40; 31). Obwohl s&mtliche im Rahmen dieser Arbeit
analysierten Proben innerhalb der ersten beiden Stunden nach Abnahme das Labor
erreicht hatten, konnte bereits ein negativer Einfluss hoher Umgebungstemperaturen
gezeigt werden. Die Tageshdchsttemperatur korrelierte invers mit dem Anteil an
intakten Zellelementen und zeigte eine positive Korrelation mit dem Anteil an Zellen mit
autolytischen Veranderungen (Tabelle 2). Bei maximalen Tagestemperaturen von Uber
30°C zeigte sich zusatzlich ein signifikant hdherer Anteil an Zellschatten (Tabelle 3).
Diese Ergebnisse sprechen fiir die Notwendigkeit einer strikteren Uberwachung und
Regulierung der Umgebungstemperatur. Insbesondere an heilien Sommertagen kdnnte
der Erhaltungszustand und damit die Beurteilbarkeit der Liquorproben maéglicherweise
deutlich verbessert werden, wenn die Proben direkt im Anschluss an die Punktion
geklhlt gelagert und transportiert werden wirden. Dabei muss eine zu starke Kihlung
der Proben unter Kuhlschranktemperatur vermieden werden, weil dies ebenfalls zu

einem vermehrten Auftreten von autolytischen Zellelementen fihren kann. Ein negativer
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Effekt sehr niedriger Aul3entemperaturen im Sinne einer sogenannten Kaltelyse war in
dieser Stichprobe jedoch nicht darstellbar. Allerdings konnten auch nur wenige Proben
an sehr kalten Tagen eingeschlossen werden, sodass etwaige Effekte wahrscheinlich

unterschatzt werden.

Obwohl ein negativer Einfluss von Erschitterungen der Probe auf den
Erhaltungszustand der Zellen postuliert und ein Versand der Proben mittels Rohrpost
nicht empfohlen wird (41), fanden sich keine Hinweise auf einen Einfluss des
Transportbehdaltnisses auf den Erhaltungszustand der hier analysierten Proben. Der
Anteil an Zellschatten sowie an intakten, autolytischen und artifiziellen Zellelementen
war in beiden Gruppen nahezu gleich (Abbildung 12, Tabelle 4). Verglichen wurden
Proben, welche stehend sowie vor Licht und Warme geschitzt in einer Styroporbox
transportiert wurden, mit Proben, welche auf herkdmmlichem Wege, in einer Plastiktite
liegend, durch einen Kurier das Labor erreichten. Allerdings ist die Aussagekraft dieser
Untersuchung eingeschrankt, da ausschliel3lich Zytospinpraparate beurteilt wurden,
welche innerhalb der ersten Stunde nach Abnahme angefertigt wurden. Auch wurden
an sehr warmen und sehr kalten Tagen (> 26°C und < 7°C) keine Proben in der
Styroporbox transportiert. Ein mdglicherweise positiver Effekt dieser Transportform auf
den Erhaltungszustand der Zellen bei hohen oder niedrigen AuBentemperaturen oder
bei langeren Transportwegen mit verzdgerter Anfertigung der Zytospinpraparate kann
mithilfe der erhobenen Daten nicht beurteilt werden. Ebenfalls nicht berlcksichtigt
wurde der Fullstand der Probengefalie, welcher moglicherweise einen Einfluss auf den
Erhaltungszustand der Zellen haben kdnnte. Vorstellbar ist, dass durch eine relativ
grolBere Kontaktflache mit der Luft in kleinvolumigen Liquorproben zu einer vermehrten
Reaktion des Liquors mit dem Sauerstoff der Luft und damit zu beschleunigten
katabolen Prozessen fluhrt (40). Auch ist vorstellbar, dass ein kleines Probenvolumen in
einem relativ groRen Probengefald, zumindest bei herkdbmmlichem Transport, starkeren
physikalischen Einflissen ausgesetzt ist, sodass die Zellen beispielsweise starker und

haufiger am Gefald anprallen.

Der im Vergleich zu Blut deutlich niedrigere Eiweil3gehalt im Liquor gilt als ein wichtiger
Grund dafir, dass Zellen im Liquor schneller degradieren (42). Diese Annahme wird
bestatigt durch die Tatsache, dass die Zugabe von Rinderserumalbumin die Zellen

wahrend der Zentrifugation stabilisiert (43). Dass ein initial hoherer EiweiRgehalt der
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Proben zu einem hoheren Anteil an intakten Zellelementen fuhrt, liel3 sich anhand der
eingeschlossenen Proben jedoch nicht reproduzieren (Tabelle 5). Allerdings zeigte sich
eine statistisch signifikante inverse Korrelation zwischen dem Eiweil3gehalt der Proben
und dem Anteil an Zellschatten (Abbildung 13). Die nicht mehr intakten Zellelemente
lagen also in Proben mit niedrigerem Eiweil3gehalt haufiger als Zellschatten vor. Da
Zellschatten die am weitesten fortgeschrittene Form der Zelldegradierung darstellen,
kann man mutmalRen, dass das Eiweil3 in der Probe die weitere Degradierung der
autolytischen Zellen verlangsamt hat. Die Ergebnisse unterstreichen zusammengefasst
den Nutzen der Zugabe von Rinderserumalbumin vor Zentrifugation. Auch hier ist als
Limitation anzugeben, dass der mediane Eiweil3gehalt der Proben bei 388 mg/l und
damit im Normalbereich lag. Es wurden nur wenige Proben mit hohem Eiwei3gehalt

eingeschlossen, sodass der Einfluss mdglicherweise unterschatz wird.

Eine schwache, jedoch statistisch signifikante inverse Korrelation zeigte sich dartber
hinaus zwischen dem Lactatgehalt der Proben und dem Anteil an Zellschatten
(Abbildung 13). Da erhohte Lactatwerte im Rahmen von Hypoxien und anderen
Erkrankungen mit anaerobem Glucosestoffwechsel und vermehrtem Zelluntergang
auftreten (31), lasst sich diese Beobachtung nicht gut erklaren. Vielmehr wirde man in
Proben mit erhéhtem Lactatgehalt einen héheren Anteil an Zellschatten erwarten. Auch
hier ist jedoch zu berlcksichtigen, dass der mediane Lactatgehalt der Proben im
unteren Normalbereich lag (1,6 mmol/l) und nur wenige Proben mit deutlich erhéhtem
Lactatgehalt untersucht wurden. Der mediane Glucosegehalt der untersuchten Proben
betrug 63 mg/dl und lag damit ebenfalls in dem vom Labor angegebenen
Referenzbereich von 40 — 70 mg/dl. Ein Zusammenhang zwischen dem Glucosegehalt
der Proben und dem Erhaltungszustand der Zellen stellt sich nicht dar.
Zusammenfassend erklart der Gehalt an Eiweil3, Lactat und Glucose nicht die
schwankende Beurteilbarkeit der untersuchten Liquorproben.

Sehr eindriicklich war der Einfluss der manuellen Handhabung der Proben durch das
Laborpersonal auf den Erhaltungszustand der Zellen (Abbildung 14). 16 Liquorproben
wurden geteilt und zeitgleich in zwei verschiedenen Laboren entsprechend derselben
Verfahrensanweisungen bearbeitet. In Labor 1 wurden die Zytospinpraparate von der
Promovendin selbst sowie von einer auf Liquor spezialisierten und sehr erfahrenen

medizinisch-technischen Laboratoriumsassistentin (MTLA) angefertigt. In Labor 2 waren
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5 Laborant*innen beteiligt. Die in Labor 2 angefertigten Zytospinpraparate zeigten einen
deutlich héheren Anteil an autolytischen Zellelementen und Zellschatten, wéhrend der
Anteil an intakten Zellen in Préaparaten aus Labor 1 deutlich héher war (Tabelle 6).
Obwohl nur 16 Proben untersucht wurden, zeigte sich ein deutlicher und statistisch
signifikanter Unterschied. Die sorgsame Handhabung der Proben durch gut geschultes
Personal scheint essentiell zu sein fur die Qualitat der Zytospinpréaparate. Hierbei ist
allerdings zu berucksichtigen, dass lediglich der Zeitpunkt der Ankunft der Probe im
Labor erfasst wird. Die Anfertigung der Zytospinpréaparate kann mit erheblicher zeitlicher
Verzdgerung erfolgen. Das Personal in Labor 2 bediente neben dem ,Liquorplatz®
weitere Arbeitsplatze im Labor, was eine unmittelbare Bearbeitung der Liquorproben
teilweise unmaoglich machte. Daher stellt sich die Frage, ob neben einer sorgsamen
Handhabung der Proben auch die unmittelbare Bearbeitung im Labor ein relevanter
Einflussfaktor sein kann. Diese Frage kann anhand der erhobenen Daten jedoch nicht

beantwortet werden.

Um die Ergebnisse der Zellzahlungen zu validieren, wurden 17 zuféllig ausgewahlte
Praparate bezuglich des Anteils an intakten Zellen und Zellschatten von einer sehr
erfahrenen und durch Ringversuche bestatigten unabhéngigen Befunderin beurteilt.
Hierbei konnte eine statistisch signifikante Korrelation der Ergebnisse gezeigt werden.
Dennoch ergaben sich mediane Abweichungen der Ergebnisse von 9 % im Antell
intakter Zellen sowie von 2 % im Anteil an Zellschatten (Tabelle 8). Dies verdeutlicht,
dass die mikroskopische Zelldifferenzierung auch subjektiven Bewertungsmal3staben
unterliegt. Die Degradierung der Zellen erfolgt entlang eines Kontinuums, die
Abgrenzung einer noch intakten Zelle von einer beginnend autolytischen Zelle sowie
einer fortgeschritten autolytischen Zelle von einem Zellschatten ist nicht immer sicher
moglich. Ebenfalls ist die sichere Abgrenzung von artifiziellen und autolytischen
Veranderungen der Zellen teils schwierig oder unméglich. Verdichtungen und
Verklumpungen des Kernchromatins gelten als artifizielle Verdnderungen, welche im
Rahmen von Zentrifugationsverfahren beobachtet werden (48). Die Beobachtungen
dieser Arbeit bestatigen diese Annahme, denn es zeigte sich kein Einfluss der
untersuchten Variablen, wie beispielsweise der Umgebungstemperatur oder der
manuellen Handhabung, auf den Anteil an artifiziellen Zellelementen. Zellschatten
hingegen werden zu den sicheren Zeichen autolytischer Veranderungen gezéahlt (43),

dementsprechend wurde der Anteil an Zellschatten von der Umgebungstemperatur, der
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manuellen Handhabung im Labor sowie von dem Eiweif3gehalt der Probe beeinflusst.
Eine Ausbreitung und Abblassung von Zellen wird jedoch in beiden Zusammenhangen
diskutiert und im Rahmen der zeitintensiveren Sedimentationsverfahren als Ausdruck
der Autolyse (50; 51), im Rahmen der Zentrifugationstechniken als Artefakt angesehen
(48). Es ist somit nicht auszuschliel3en, dass der Anteil autolytisch veranderter
Zellelemente in den untersuchten Proben uberschatzt wird und dass unvermeidbaren
Zellartefakten, welche bei der Herstellung der Zytospinpraparate auftreten, eine zu

grof3e Bedeutung beigemessen wurde.

Wenn gentgend Probenmaterial zur Verfigung steht, werden von jeder Liquorprobe
zeitgleich mindestens 2 Zytospinpraparate angefertigt. Um einen Eindruck von den
naturlichen Schwankungen in Bezug auf den Erhaltungszustand der Zellen innerhalb
einer Probe zu bekommen, wurden von 54 Proben diese beiden zeitgleich angefertigten
Praparate miteinander verglichen. Es zeigte sich, dass der Anteil an intakten Zellen um
11 %, der Anteil an Zellschatten um 3 % abwich (Tabelle 8). Diese Variabilitat innerhalb
einer Probe sowie die ermittelte Variabilitat in der Beurteilung des Erhaltungszustandes
der Zellen durch den Vergleich der Ergebnisse von 2 Befunderinnen relativieren
maoglicherweise den Einfluss der manuellen Handhabung durch das Laborpersonal. Die
mediane Abweichung im Anteil intakter Zellen zwischen Labor 1 und Labor 2 betrug
17,5 %, die mediane Abweichung im Anteil an Zellschatten betrug 8 %. Subtrahiert man
die mediane Abweichung von 11 % fur intakte Zellen und von 3 % fur Zellschatten
innerhalb einer Probe, liegt die korrigierte mediane Abweichung von Labor 1 und Labor
2 fUr intakte Zellen bei 6,5 % und fur Zellschatten bei 5 %. Diese Abweichungen sind,
auch unter Bertcksichtigung der Variabilitdt in der Beurteilung (mediane Abweichung

fur intakte Zellen 9 %, Zellschatten 2 %), als eher geringfiigig einzuordnen.

Zusammenfassend lassen sich aus den dargelegten Studienergebnissen einzelne
Empfehlungen ableiten, welche die Qualitdt und damit die Beurteilbarkeit von
Zytospinpraparaten moglicherweise verbessern kénnen. Da die manuelle Handhabung
der Proben durch das Laborpersonal einen signifikanten Einfluss auf den
Erhaltungszustand der Zellen im Liquor zu haben scheint, sollten die personelle
Ausstattung der Labore sowie die Qualifikation der einzelnen Mitarbeiter*innen in den
Blick genommen werden. Das Laborpersonal sollte regelméafig im Umgang mit diesem

sensiblen Probenmaterial geschult werden. Auch sollte jederzeit ausreichend Personal
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im Einsatz sein, um eine unmittelbare und gewissenhafte Bearbeitung der Liquorproben
zu ermdglichen. Es sollte erwogen werden, den durchgefihrten Versuch unter IV.5
,Einfluss der manuellen Handhabung“ nach erfolgten Schulungsmallhahmen zu
wiederholen. Die Ergebnisse mehrerer Prasenzlabore koénnten, ahnlich einem
Ringversuch, miteinander verglichen werden. Dartber hinaus sollten die tatsachlichen
Umgebungstemperaturen, welchen die Proben in der praanalytischen Phase ausgesetzt
sind, erfasst werden, da in der vorliegenden Studie lediglich die maximalen
Aulentemperaturen am Tag der Punktion dokumentiert wurden. Aufgrund der
Ergebnisse empfiehlt sich in jedem Fall eine Kihlung der Proben wéhrend des
Transports an Tagen mit AuRentemperaturen tber 30°C.
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VII. Anhang
VIl.1 Erhebungsbogen

Liquorstudie - Studie zur Bestimmung praanalytischer Einflussfaktoren

Pseudonym:

Abnahme (Datum, Uhrzeit):

Eingang (Datum, Uhrzeit):

Transportbehalter: [ ] Styroporbox (A. Osterloh)
Rest-Volumen (verfugbar fur Studie): ml

Max. Tagestemperatur in °C:

Prasenzlabor:

[ ] Kurier/Bote

Analyse-Zeitpunkt nach | Automatische Zellzéhlung
Abnahme Sysmex 5000

Anzahl
Zytospinpraparate/Labor

Innerhalb 60 min

Innerhalb 61-120 min

Innerhalb 121-180 min

Innerhalb 181-240 min

Glucose mg/dl Lactat mg/dl
NP1
Innerhalb 60 min Zellen insgesamt:
Zellen intakt:

Zellen autolytisch:
Zellen artifiziell:
Zellschatten:

Innerhalb 120 min Zellen insgesamt:
Zellen intakt:
Zellen autolytisch:
Zellen artifiziell:
Zellschatten:

Innerhalb 180 min Zellen insgesamt:
Zellen intakt:
Zellen autolytisch:
Zellen artifiziell:
Zellschatten:

Innerhalb 240 min Zellen insgesamt:
Zellen intakt:
Zellen autolytisch:
Zellen artifiziell:
Zellschatten:

Eiweil

NP2 PL1 PL2

mg/l
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