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Chromosomale Geschlechtsdiagnose
mit Hilfe des Leukocytentests

Die chromosomale Geschlechtsdiagnose mit Hilfe des Leukocytentests beruht
auf dem Nachweis von Kernanhdngen bestimmter Form und Grésse an polymorph-
kernigen Neutrophilen. Angesichts der ausgiebig erforschten Blutkérperchenmor-
phologie nimmt es nicht wunder, dass derartige Anhangsgebilde auch frither schon
gut bekannt waren. Sie finden sich in zahlreichen Atlanten abgebildet und werden
dort gewohnlich als Segmentierungsvarianten gedeutet. Davidson und Smith gebiihrt
das grosse Verdienst, in ihnen geschlechtsspezifische Merkmale entdeckt zu haben.
Doch nicht nur das: Sie erkannten auch bereits, dass es fir die Diagnose nicht geniigt,
nur einzelne dieser Gebilde zu registrieren. Das gelegentliche Vorkommen ganz
dhnlich aussehender Strukturen beim ménnlichen Geschlecht macht es vielmehr
erforderlich, auch hier bestimmte Zahlenregeln aufzustellen. Auf Grund ihrer Er-
fahrungen anhand von mehreren Blutausstrichen verschiedener Probanden gelangten
die sodann zu der auch heute noch giiltigen Feststellung, dass ein Vorkommen von
mindestens 6 typischen « drumsticks » auf 500 ausgezihlte Zellen eine hinreichende
Begriindung fiir die Diagnose « chromosomal weiblich » (besser: « chromatin-positiv »
oder « Barr-positiv ») darstellt. Davidson und Smith beschrieben fernerhin noch
andere Leukocytenkernanhinge nebst ihrer Bedeutung fir die Geschlechtsbestim-
mung und erkannten, dass die Methode bei extremer Linksverschiebung der Leu-
kocyten unter Umstidnden versagt, falls auch in diesem Falle die genannte Zahlenregel
angewandt wird.

Die Befunde der englischen Hamatologen sind in der Folgezeit von zahlreichen
Untersuchern nachgepriift und voll bestitigt worden. Dabei wurde entweder die
von Davidson und Smith geiibte Untersuchungstechnik beibehalten oder in verschie-
dener Hinsicht abgewandelt.
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Bei unseren eigenen Untersuchungen iiber die theoretische Bedeutung der hima-
tologischen Geschlechtsbestimmung und ihre Eignung fiir die klinische Praxis gingen
wir von der Beobachtung aus, dass man die Leukocyten-Kernanhinge g mehr oder
weniger verschiedenen Typen zuordnen kann (s. Abb. 1):

1. Typ A = «drumstick » oder Trommelschlegel- bzw. hdngende Tropfen-Form, die
durch eine fadenférmige Chromatinbriicke mit dem tbrigen Kern verbunden ist
und durch eine farbintensive, homogene Zeichnung auffillt. Der eigentliche Kern-
anhang dieses Typs (ohne Fadenbriicke) ist durchschnittlich etwa 2 u lang und 1,5-
1,6 breit. Er stellt zweifellos die in diesem Zusammenhang wichtigste und am meisten
charakteristische Struktur dar (Abb. 1a).

2. Typ B = « sessile nodule » bzw. ungestielte Knoten- oder Tropfenform (Abb. 1h).
Form, Grosse, Chromatindichte und Begrenzungsschirfe gleichen hier weitgehend
dem « drumstick ». Es fehlt jedoch dessen fidige Kernverbindung, so dass die An-
hingsel dieses Typs entweder breitbasig (« ungestielte Knoten ») oder mit einer
Spitze (« ungestielte Tropfen ») unmittelbar einem Kernsegment aufsitzen. Sie sind
leichter als der « drumstick » mit uncharakteristischen Kernausbuchtungen zu ver-
wechseln. Trotzdem besteht kein Zweifel daran, dass beide Formen gleichen
Ursprungs und im Hinblick auf die Geschlechtsdiagnose ebenbiirtig zu bewerten sind.

Eine Trennung der Gruppen A und B ist daher nur aus formalen Giirnden ge-
rechtfertigt. Sie wurde von uns trotzdem beibchalten, einmal aus Ricksicht auf den
eingebiirgerten Ziahlwert des leichter erkennbaren « drumstick » und zum anderen
in der Absicht, hierdurch einen Eindruck iiber die Haufigkeit des Vorkommens beider
Typen zu gewinnen.

3. Typ C = Quwischenformen sowie Stab-, Haken- und Fadenformen (Abb. 1c und dj.
Wihrend die letztgenannten Kernanhangsgebilde mit den Typen A und B keinerlei
Ahnlichkeit aufweisen, ist die sogen. Zwischenform von diesen lediglich durch ihre
Grosse (bis maximal g/4 eines echten « drumsticks ») und ihre oft geringere Farb-
dichte sowic eine weniger ausgeprigte Randschiarfe abzugrenzen. Ein weiterer
Unterschied gegeniiber den vorgenannten Gruppen besteht darin, dass Typ C ein-
zeln, zu mehreren Exemplaren und gleichzeitig neben einer A- bzw. B-Form in
einer Zelle vorkommen kann, wihrend « drumsticks » und ungestielte Knoten prak-
tisch immer nur solitir angetroffen werden.

Die Auswertung eines Blutausstrichs, der wie gewodhnlich nach May-Grinwald-
Giemsa gefarbt wird, nimmt in der Regel lingere Zeit in Anspruch, da grundsitzlich
500 segmentkernige Neutrophile mit der Olimmersionsoptik durchgesehen werden
sollen. Diese Forderung ist gelegentlich kaum zu erfiillen, beispielsweise dann, wenn
das Priparat nur wenig polynucleire Leukocyten enthilt oder wenn diese eine stir-
kere Linksverschiebung aufweisen. Auch in derartigen Fillen kann aber eine vor-
herige Leukocytenanreicherung durch Sedimentation von Venenblut noch zum
Erfolg fithren. Diese Massnahme erweist sich auch dann als hilfreich, wenn selbst
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500 ausgezidhlte Segmentkernige kein eindeutiges Resultat erbracht haben und aus
diesen Griinden noch grossere Zellmengen erfasst werden sollen.

Dass angesichts der eindrucksvollen Struktur des « drumstick » iiberhaupt solche
Zweifel auftauchen kénnen, hat seinen Grund darin, dass dieser an sich ungemein
charakteristische Kernanhang eben leider nicht absolut geschlechtsspezifisch ist,

Abb. 1 a-d. Leukocyten-Kernanhinge vom Typ A, B
und C (schematische Zeichnungen nach Mikropho-
tographien).

a) «drumstick » bzw. Trommelschlegel- oder hin-
gende Tropfenform (Typ A).

b) «sessile nodule » bzw. ungestielte Knoten- oder
Tropfenform (Typ B).

¢) sogen. Zwischenformen (Typ C).

Zytologisches

1002 Prodanden

1008 Probanden

Geschlechtsmerkmal i Alter v 1Tag-15Jahr. |1 Alter v.1Tag-15Johr

Leukozyten
mit
Kernanhdngen
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(pro 500 Segmentkernige )

)
A+8 (0-6)

Leukozyten
mit 401
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vom 20

Typ € w0772
(pro 500 Segmentkernige) (0-64)

Abb. 2. Graphische Darstellung der durchschnitilichen
Anzahl polynucledrer Leukocyten mit Kernanhingen der
Typen A, B und C bei Auszihlung von jeweils 500
segmentkernigen Neutrophilen (mit mindestens
einer fidigen Kernbriicke) in Blutausstrichen von
100 Knaben und 100 Midchen aller Altersstufen.
(Mittelwerte, und — in Klammen - die héchsten
und niedrigsten Einzelwerte).

N. B.: Gewertet wurde immer nur die Tragerzelle
als solche! Bei den Typen A und B stimmt das
Ergebnis dann mit der tatsichlichen Zahl der
Kernanhinge iiberein, bei Form C jedoch nicht,
da diese zu mehreren Exemplaren in einer Zelle
vorkommen kann.

d) Haken- und’ Stabformen (Typ C).

jedenfalls nicht in der Weise, dass die Registrierung eines einzelnen Exemplars im
Blutausstrich bereitzsu der Aussage « genetisch weiblich » berechtigt. Ebenso wie
bei dem Geschlechtschromatin der Haut- und Mundepithelzellen gibt es nidmlich
auch hier bei ménnlichen Zellen vereinzelt Kernanhinge, die ganz dhnlich aussehen
und unter den Bedingungen des Lichtmikroskops einfach nicht eindeutig von echten
Formen abzutrennen sind. Man benétigt daher fir die Diagnose Mindestzahlen, die
erreicht werden miissen, wenn das Ergebnis der Untersuchung gentigend zuverlassig
sein soll.

Die erste Sahlenregel dieser Art gaben — wie erwdhnt — bereits Davidson und
Smith, als sie fiir das Urteil « chromosomal weiblich » die Beobachtung von min-
destens 6 « drumsticks » in einem Priparat forderten. Auch die meisten anderen
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Arbeitskreise schlossen sich dieser Begrenzung an, wihrend wir selbst auf Grund
einer Auswertung von je 100 Priparaten altersverschiedener Knaben und Midchen
(s. Abb. 2) zu der Feststellung kamen, dass bei Beriicksichtigung von jeweils 500
Zellen mindestens 6 oder mehr Kernanhinge des Typs A und B zusammen fiir das

weibliche Geschlecht charakteristisch sind.

Weiterhin stellte sich heraus, dass die iibrigen Kernanhinge der Gruppe C zwar
keineswegs geschlechtsspezifisch sind, dass sie aber bei minnlichen Individuen im

Klinicche Di
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Abb. 3. Formblatt fiir die Durchfiihrung des Leukocyten-
Tests in der klinischen Praxis. In den unteren Kistchen
werden die jeweils zu erfassenden 500 segmentker-
nigen Neutrophilen (mit mindestens einer fadenfér-
migen Kernbriicke) dekadenweise abgestrichen, in
den oberen Reihen dagegen die Zellen mit Kernan-
héngen A, B und C einzeln vermerkt. (Beispiel der
Auswertung bei einem Madchen).
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Abb. 4. Durchschnittliche Hiufigkeit von Leukocyten mit
Kernanhingen der Typen A, B und C bei 60 weiblichen
Kindern verschiedener Alters- und Reifegrade (Mit-
telwerte und — in Klammern - die niedrigsten bzw.
héchsten Einzelwerte bei Auszahlung von jeweils 500
segmentkernigen Neutrophilen. Die untere Spalte
enthilt — in Ziffern — die entsprechenden Segmen-
tierungswerte, welche nach der Methode von H.
Harm berechnet wurden). Beachte das relativ hiufi-
gere Vorkommen von geschlechtsspezifischen (haupt-
sachlich Typ A!) und unspezifischen Kernanhingen
bei der Gruppe der Friihgeborenen, das mit einer
etwas stirkeren Segmentierung der Leukocyten ein-
hergeht! Vergl. Abb. 5 und insbesondere Abb. 6,
die zeigt, dass auch reife Siuglinge der ersten Lebens-
woche sich ganz ahnlich verhalten wie gleichaltrige
Frithgeborene!
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Verhiltnis hiufiger vorkommen und daher auf diese Weise evtl. fiir die Diagnose
eine Rolle spielen kénnen (s. Abb. 2). So ist es z.B. in unserem Laboratorium ublich,
auch diese Kernanhangsformen bei der Routinebeurteilung eines Blutausstrichs
grundsitzlich mit zu erfassen. Der abschliessend ermittelte Hilfswert A + B: G
(iber 0,3-0,4 = chromatin-positiv) kann gelegentlich zur richtigen Geschlechtsdia-

Lylologisches 208 Frihgeborene | 200 Sauglinge 203 Kinder
Geschlechtsmerkmat |i Alter vaSt-71g. |/, Alter v 2Woch-Me) 7 Alter v 4'4-10J.
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. 01
Kernanhdngen |
9,5
vom ot (87101
401
274
Twce | (6-61)
20
01 l |
(pro 500 Segmenthernge )
Segmentierungswert 757 4 142
FgmentErng (179-208) (109-199) (106 -190)

Abb. 5. Durchschmittliche Haufigkeit von Leukocyten mit Kernanhingen des Typ C bel 60 mannlichen Kindern ver-
schiedener Alters- und Reifegrade. (Mittelwerte und — in Klammern — die niedrigsten bzw. héchsten Einzel-
werte bei Auszihlung von jeweils 500 segmentkernigen Neutrophilen. Die untere Spalte enthilt — in Ziffern —
die entsprechenden Segmentierungswerte). Beachte das relativ hiaufigere Vorkommen der genannten Kernan-
hange bei der Gruppe der Frithgeborenen, das mit einer deutlich stirkeren Segmentierung der Leukocyten
einhergeht! Vgl. Abb. 4 und Abb. 6!

gnose beitragen, die allerdings in jedem Falle durch das Ergebnis « A + B » entschie-
den werden muss. Zur Erleichterung der Zihlarbeit verwenden wir ein Formblatt,
das auf Abb. g wiedergegeben ist.

Auch wir konnen bestitigen, dass die fiir das weibliche Geschlecht spezifischen
Kernanhinge bei Frihgeborenen (Abb. 4 und 6) und reifen Neugeborenen (Abb. 6)
haufiger als im spiteren Alter vorkommen. Interessanterweise trifft dies in beson-
derem Masse fiir die « drumsticks » (Typ A), weniger ausgeprigt dagegen fiir die
Anhingsel des Typ B zu. Da in gleicher Weise auch die unspezifischen C-Formen
reagieren (Abb. 5 und 6), kann dieser Altersunterschied bei Beriicksichtigung des
oben genannten Hilfswerts « A 4 B: C» unerkennt bleiben. Dieses bemerkenswerte
Phianomen, das nach unseren Erfahrungen nur die Kernmerkmale der Leukocyten
betrifft und beispielsweise beim Geschlechtschromatin der Mundepithelzellen nicht
vorkommt (Abb. 6), wird méglicherweise durch besondere blutmorphologische Ge-
gebenheiten der ersten Lebenstage ausgelost. Als einer der ursdchlichen Faktoren
kommt nach unserer Vermutung die stirkere Segmentierung der Neutrophilen in
Betracht (s. Abb. 4 und 5). Diese Zusammenhinge sind jedoch noch nicht geniigend
geklart und miissen weiterhin gepriift werden.
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Abb. 6. Graphische Darstellung der durchschnittlichen
Anzahl polynucledrer Leukocyten mit Kernanhingen der
Typen A, B und C (auf je 500 ausgezahlte Segment-
kernige) sowie der durchschnittlichen Menge chroma-
tin-positiver Mundepithelkerne (auf je 200 ausgewertete
Zellen) bei 110 weiblichen Probanden, aufgegliedert
nach verschiedenen Altersgruppen. (Mittelwerte
und - in Klammern - die jeweils héchsten und
niedrigsten Einzelwerte). Beachte das relativ
zahlreiche Vorkommen der Leukocytenmerkmale
bei Neugeborenen der ersten Lebenswoche (und
zwar auch bei reifen N.) sowie das Fehlen eines
Altersunterschiedes beim Mundschleimhautabstrich
(vgl. Abb. 4 und 5).

promm® &
000 2%
16000} § 8 Leukocyten-Gesamtzahl
hh
14000+
12000} \
10000+ — ~
soo0t V| £ =
6000} £ — Neutrophile —— %
4000 E =Segmentkernige —— =
2000
0 - ~ - T — T
a) 12 3 7-7% 9-9% 22-24
Stunden n.d. Encephalographe
Kernanhdange A+8 .
oromm? 4 g Kernanhdnge vom Typ A+8B
500 2 3 =0 (absolute Zahl) .
«wo} b 2
00} K 53' SRS
200t BT % ¢
100 -_g Bssos 5 e 2
0 : e e ’
b) vor der ! 2 3 7-77% 9-97 22-2%
Enc Stunden n.d. Encephalographie
Kemanhange Kernanhdnge vom Typ A+8B
pro 500 Segm (relative Zaht, pro 500 Segment -
kernige)
—te———
- T T T
vor der 3 7-7% 9-9% 22:2
Stunden n.d. Encephalographie
Segmentierungswert
(relative Zahl,pro 100 Segment --
2 kernige)
] L‘
0 T v r T T
d) vor der o2 3 7-7% 99, 22-2%

Stundenn d Encephalographie

Abb. 7 a-d. Graphische Darstellung des durchschnittlichen
Verlaufs der Leukocytenmenge (a), der Zahl segmentker-
niger Neutrophiler (a) sowie derjenigen der Kernanhinge
vom Typ A und B (b = absolut, ¢ = relativ) und des Seg-
mentierungswertes (d) bei 10 weiblichen Probanden vor und
innerhalb von 24 Stunden nach einer lumbalen Luftencepha-
lographie. Der relative Anteil an Kernanhingen (c) bleibt
auch hier, trotz erheblichen Anstiegs der Leukocytenzahlen,
véllig konstant. Beachte das gleichsinnigé Verhalten des
Segmentierungswertes (d)!
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Im Rahmen derartiger experimenteller Untersuchungen haben wir selbst uns
u. a. die Frage vorgelegt, ob und wieweit sich die Kernanhangszahl desselben Pro-
banden verindert, wenn dieser starken Verschiebungen der peripheren Leukocyten-
menge ausgesetzt ist. Als Beispiel wihlten wir hierfir die Pnreumoencephalographie,
deren bekannte Auswirkungen auf die periphere Leukocytenformel auch von uns
schon in fritheren Untersuchungen eingehend gepriift wurden.

Bei 10 weiblichen Probanden haben wir zu diesem Zweck unmittelbar vor und
mehrere Stunden nach dem Liquor-Luft-Austausch (bei gleicher Narkose) die Ge-
samtmenge der Leukocyten, ferner die Zahl der segmentkernigen Neutrophilen und
diejenige der Kernanhinge von Typ A und B sowie den Segmentierungswert be-
stimmt. Hierbei zeigte sich, dass bei gleichbleibenden Segmentierungswerten (inner-
halb der neutrophilen Segmentkernigen, also unter Ausschluss der Stabkernigen)
auch die relative Menge der Kernanhinge keine Verdnderung erfihrt. Die Kurve
der absoluten Kernanhangszahlen verlduft daher im Diagramm der Abbildung 7
(b) praktisch parallel mit der Mengenkurve der neutrophilen Segmentkernigen.

Fir die Praxis des Leukocytentests zur chromosomalen Geschlechisdiagnose ldsst sich hieraus
folgern, dass es fiir deren Ergebnisse gleichgiiltig bleibt, ob die Untersuchung wihrend
der Phase einer Leukocytose oder bei normalen Leukocytenzahlen durchgefiihrt
wird. Die relative Menge der Kernanhinge (pro 500 segmentkernige Neutrophile)
bleibt in beiden Fillen gleich. Lediglich die Auswertungszeit ist bei héherem Zell-
vorkommen geringer, da die zur Diagnose erforderliche Zahl von 500 Segment-
kernigen unter diesen Umstinden schneller erreicht werden kann.

So interessant und wichtig die hier aufgezeigten cytomorphologischen Zusam-
menhidnge des Leukocytentests auch sein mégen, seine eigentliche Bedeutung fir
die Klinik liegt natiirlich auf dem Gebiet der praktischen Diagnostik. Ich méchte
hierauf nicht niher eingehen und nehme an, dass dies im Rahmen anderer Vortrige
geschehen wird. Die Durchsicht von 500 Segmentkernigen einschliesslich der Kern-
anhangsdifferenzierung erfordert zwar nicht nur eine Menge Zeit, sondern auch
viel Ubung und Erfahrung. Sind aber diese Voraussetzungen erfiillt, dann ist die
Methode allein wegen der einfachen Herstellungsweise panoptisch gefirbter Blut-
ausstriche uniibertrefflich einfach und in ihren Ergebnissen auch sehr zuverlissig.
Es gibt allerdings Ausnahmen (z. B. beim Klinefelter-Syndrom), in denen die Beur-
teilung auf Grund der genannten-Regeln auf Schwierigkeiten stosst. In unserem
Laboratorium ist es daher iiblich, in entscheidenden Situationen grundsitzlich zwei
Verfahren, nimlich den Leukocyten- und den Mundepithel-Test, gleichzeitig durchzu-
fithren. Hiermit gelingt es praktisch in allen Féllen, zu einem klaren Urteil zu ge-
langen.
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Zusammenfassung

Die chromosomale Geschlechtsdiagnose mit Hilfe des Leukocytentests beruht auf

dem Nachweis von Kernanhingen bestimmter Form und Grésse an polymorphkerni-
gen Neutrophilen. Morphologische Grundlagen und methodische Einzelheiten dieses
in der klinischen Praxis vielfach bewidhrten Verfahrens werden an Hand von eigenen
Untersuchungen kurz geschildert.
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