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Vorwort zur 11. Auflage


Trotz der Technisierung unserer Welt gibt es in der hämatologischen Diagnostik einige Dinge, die durch Maschinen nicht zu leisten sind. Die morphologische Diagnostik von Blutbild und Knochenmark gehört definitiv zu diesen Dingen. Sicherlich haben wir heute wichtige und unverzichtbare weitere Hilfsmittel für die Diagnose wie die Durchflusszytometrie, Zytogenetik, FISH, Molekularbiologie, Genexpressionsanalysen. Doch der Einstieg in die Diagnostik vieler hämatologischer Erkrankungen ist und bleibt die Morphologie.


Warum ist der Zugang zur Morphologie der normalen und pathologischen Hämatopoese für den Lernenden so schwierig? Weil er lernen muss, aus vielen Details den abstrahierten Idealtyp der gesuchten Zellen zu extrahieren und dabei vor seinem inneren Auge rekonstruieren muss, welches innere Band verschiedene Ausprägungen und Reifungsstufen dieser Zellen verbindet. Es ist eine Fähigkeit, die nur durch andauernde Übung und Anschauung, nicht durch umfangreiche Texte erworben wird.


Fritz Heckner war in seinen Mußestunden Sänger. Vielleicht ist seine innere Ruhe und Ausgeglichenheit der fruchtbare Boden gewesen, auf der seine außerordentlichen Fähigkeiten in der Morphologie wachsen konnten. Mit seinem „Praktikum der mikroskopischen Hämatologie“ hat er ein Werk hinterlassen, dass mit seinem überschaubaren Umfang und seinen qualitativ hochwertigen Abbildungen das Erlernen der hämatologischen Morphologie ganz praktisch fördert und damit diese Fähigkeit zum Wohle der Patienten weitertragen hilft.


Mit der 11. völlig neu überarbeiteten Auflage wurden die notwendigen Neuerungen eingeführt. An einigen Stellen sind neue Abbildungen hinzugekommen. Es wurde außerdem versucht, das Verständnis für die dargestellten Erkrankungen durch kurze einführende Texte zu erleichtern. Ebenso wurde auf die Darstellung der aktuellen Diagnosekriterien geachtet. Bei allen diesen notwendigen Ergänzungen und Aktualisierungen wurde versucht, den übersichtlichen Umfang des Buches zu erhalten. Denn das Buch soll weiter ein „Praktikum“ sein, das dem Anfänger das Lernen erleichtert und die Freude an der Morphologie weckt. Dies ist das Vermächtnis von Fritz Heckner.


Rostock, im Mai 2008




Prof. Dr. med Mathias Freund













Wichtiger Hinweis


Für diagnostische und eventuelle therapeutische Angaben in diesem Buch wird keine Gewähr und Haftung übernommen. Die Angaben und Empfehlungen entbinden die verantwortliche Ärztin/den verantwortlichen Arzt nicht davon, die notwendige Diagnostik, Indikationen, Kontraindikationen und Dosierungen für Therapieempfehlungen im Einzelfall zu überprüfen!










Aus dem Vorwort zur 1. Auflage


Die Forschritte auf allen Teilgebieten der Hämatologie haben diese Disziplin der inneren Medizin zu einem Spezialfach von großer klinischer Bedeutung werden lassen. Obwohl sich bereits verschiedene neue Einzelzweige der Hämatologie mit klar umrissenen Aufgabenbereichen gebildet haben, so bleibt die nährende Wurzel dieses stattlichen Baumes doch die alltägliche klinische Diagnostik, die zur Grundlage der Therapie wird. Die Erkennung der Blutkrankheiten findet in der ärztlichen Sprechstunde, am Krankenbett und im Laboratorium statt. Eine beachtliche Anzahl ausgezeichneter Lehrbücher vermittelt umfangreiches Wissen über die Krankheiten des Blutes und seiner Bildungsstätten, und mit Recht darf man annehmen, dass der Studierende und der interessierte Arzt alle für die Diagnostik und Therapie erforderlichen Kenntnisse aus diesem reichhaltigen Schrifttum erwerben könne. So mag die Herausgabe des vorliegenden Leitfadens zunächst nicht ausreichend begründet erscheinen. Indessen hat eine langjährige eigene Erfahrung in der hämatologischen Ausbildung und Beratung von Studenten, technischen Assistentinnen und Ärzten ergeben, dass die Problematik der Erkennung von Blutkrankheiten immer wieder am Mikroskop offenbar wird. Die weit fortgeschrittene Mechanisierung der Medizin hat es bis heute nicht vermocht, die richtige Deutung und exakte Unterscheidung von Blut- und Knochenmarkszellen durch ein zuverlässiges Registriergerät, das die entscheidende Mitwirkung des Untersuchers entbehrlich macht, zu ermöglichen. Bei der überwiegenden Mehrzahl der Blutkrankheiten muss die Diagnose im Mikroskop gestellt werden.


Grundlage von Bild und Text des vorliegenden Leitfadens ist eine 20-jährige Beschäftigung mit der klinischen Hämatologie, davon fast 17 Jahre an der Medizinischen Universitätsklinik Göttingen bei meinem verehrten Lehrer, Professor Rudolf Schoen, dem ich diese Monographie in Dankbarkeit widme.


Einbeck, im Januar 1965




Fritz Heckner













KAPITEL 1 Vorbemerkungen und Techniken


In der Routinediagnostik erfolgt heute die Leukozytendifferenzierung durch Zellzählmaschinen. Die Unterscheidung der Zellen erfolgt dabei je nach Typ der Maschine auf der Grundlage von Eigenschaften wie Größe, optische Streuung, Impedanz, teils auch durch zytochemische Anfärbung. Wenn es um die Erkennung pathologischer Zellen geht, ist jedoch die Aussagekraft dieser Art der Differenzierung meist auf Warnhinweise begrenzt. Die Leukozytendifferenzierung auf Grundlage von Bilderkennungssystemen ist in der Praxis wenig verbreitet.


Die mikroskopische morphologische Beurteilung von Blutausstrichen und Knochenmarkpräparaten ist daher nach wie vor die Basis der hämatologischen Diagnostik. Eine Ergänzung der Morphologie ist die Darstellung von charakteristischen Enzymen und anderen Zellbestandteilen mittels Zytochemie. Allerdings hat die praktische Bedeutung der Zytochemie durch konkurrierende Methoden erheblich abgenommen und ist in vielen Teilen nur noch als historisch anzusehen.


Die zweite Standsäule der hämatologischen Diagnostik ist die immunologische Charakterisierung der Zellen. Überragende Bedeutung hat hier die Durchflusszytometrie, die die synchrone Darstellung von mehreren Antigenen auf einer Zelle erlaubt. Mit multiparametrischen Messungen lassen sich Zellpopulationen genau charakterisieren. Ein weiteres Verfahren ist die Immunzytologie und Immunhistologie. Hier werden Antigene von Zellen in Ausstrichen und histologischen Schnitten durch Antikörper angefärbt. Die Stärke dieser Verfahren ist die Zuordnung der Expression bestimmter Antigene und Proteine zu Einzelzellen bei erhaltenem morphologischen Zusammenhang. In der Praxis werden immunzytologische Untersuchungen an Ausstrichpräparaten nur noch selten und unter speziellen Fragestellungen durchgeführt. In der Histologie gehören sie zur Routine.


Die dritte Standsäule der Diagnostik hämatologischer Erkrankungen ist die Zytogenetik und Molekularbiologie. In diesem Gebiet fanden wichtige methodische Entwicklungen statt: Etabliert für die Routine sind Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) und Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase chain reaction, PCR). Auf der Grenze zur Routine sind Methoden zur Beurteilung des Zugewinns oder Verlustes von genetischem Material (Comparative genomic hybridisation, CGH) und die Genexpressionsanalyse mittels Chip-Technologie.


Alle aufgeführten Methoden wirken bei der Einteilung und Diagnose hämatologischer Erkrankungen zusammen (Tab. 1.1). Das vorliegende Buch fokussiert sich auf die Morphologie der Zellen von Blut und Knochenmark.


Tab. 1.1 Methoden zur Diagnose und Einteilung hämatologischer Erkrankungen






	Klinische Kriterien






	Morphologie






	


Panoptische Färbung (Pappenheim)



Zytochemie (Peroxidase, Berliner-Blau-Färbung u. a.)









	Immunologie und Oberflächenmarker






	


Durchflusszytometrie



Immunzytologie



Immunhistologie









	Zytogenetik und Molekularbiologie






	


Konventionelle Tumorzytogenetik



Fluroreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)



Kombinationen aus Zytogenetik und FISH (z. B. Chromosome Painting)



Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR), qualitativ und quantitativ



Genexpressionsanalyse mit Chip-Technologie (Gene Arrays)



Comparative Genomic Hybridisation (CGH)










Da Immunologie, Molekularbiologie und Zytogenetik für die Diagnose und Einteilung einiger Erkrankungen essentiell geworden sind, wird der Bezug zu diesen Untersuchungsmethoden in geeigneter Form hergestellt. Wo klinische Parameter essentiell in die Diagnostik und Abgrenzung der dargestellten Erkrankungen eingehen, wird auch dieser Bezug hergestellt.






1.1 Herstellen der Präparate


Die Herstellung von qualitativ hochwertigen Ausstrichpräparaten ist unmittelbare Voraussetzung für eine aussagefähige morphologische Diagnostik. Dies gilt besonders für die Knochenmarkzytologie. Nur eine genügend lange Praxis vermittelt die erforderlichen technischen Fertigkeiten. In der Folge werden einige Hinweise zur Methodik gegeben.


In der Praxis werden in der Regel Objektträger mit mattiertem Abschnitt für die Beschriftung verwendet. Eine eindeutige Kennzeichnung (Name, Vorname, Geburtsdatum und Entnahmedatum oder Labor-Nr. mit Bezug auf diese Angaben in Laborbuch oder EDV) muss sichergestellt sein.






1.1.1 Blutausstriche


Bei der Anfertigung von Blutausstrichen ist darauf zu achten, dass nur 2/3 bis ¾ des Objektträgers vom Ausstrich eingenommen werden. Für den Ausstrich eignen sich lange Deckgläschen (24 × 50 mm) am besten (Abb. 1.1). Die Schichtdicke der Ausstriche muss im letzten Drittel so beschaffen sein, dass die Erythrozyten teils isoliert nebeneinander und teils in kleinen Geldrollenfragmenten zusammen liegen. Ausstrichpräparate von zu großer Schichtdicke machen eine Analyse zellulärer Feinstrukturen unmöglich, da die Zellen nicht genügend ausgebreitet werden.
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Abb. 1.1 Herstellen eines Blutausstrichs











1.1.2 Leukozytenkonzentrat


Bei Leukopenie kann die Herstellung eines Leukozytenkonzentrats sinnvoll sein. So kann auch eine geringe Anzahl pathologischer Zellen für die Morphologie oder die Durchführung von Spezialfärbungen dargestellt werden.


Vorgehen: 1 Teil Gel (Plasmagel/Braun, Melsungen), 4 Teile Blut. 15 Minuten bei 37 °C im Brutschrank stehen lassen, davon ca. 7 Minuten schräg (45°) und ca. 7 Minuten senkrecht (Abb. 1.2 a). Der jetzt entstandene Überstand ist leukozytenreich. Er wird abgehebert (Abb. 1.2 b) und bei 1200 U/min (etwa 500 G) ca. 5 Minuten leicht zentrifugiert. Überstand abgießen, Bodensatz aufschütteln und Ausstriche anfertigen.





[image: image]

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der Herstellung eines Leukozytenpräparats.
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Abb. 1.3 Knochenmarkaspirat für die Gewinnung von Markbröckeln ablaufen lassen – sichtbar sind die Markbröckel auf dem Objektträger.




Achtung: Bitte auf die Erhaltung der Sterilität achten! Im Plasmagel vorhandene Bakterien können beim Konzentrationsvorgang bei 37 °C in Granulozyten und/oder Monozyten phagozytiert werden und auf diese Weise Fehldeutungen provozieren.









1.1.3 Knochenmarkzytologie


Knochenmarkpunktate können wie Blut ausgestrichen werden (Abb. 1.4) oder es können Knochenmarkquetschpräparate hergestellt werden (Abb. 1.6).
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Abb. 1.4 Herstellen eines Knochenmarkausstrichpräparats
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Abb. 1.5 Schematische Morphologie eines Knochenmarkausstrichpräparats
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Abb. 1.6 Herstellen eines Knochenmarkquetschpräparates




Es wird eine Antikoagulation des Knochenmarks durch Vorlage von 1–2 ml EDTA 2,0% in H2O pro injectione in einer 20-ml-Spritze empfohlen. Nach der Aspiration lässt man das mit EDTA versetzte Knochenmarkaspirat aus der Spritze tropfenweise über einen Objektträger in eine kleine Petrischale oder ein ähnliches Gefäß laufen. Es setzen sich die Markbröckel ab (Abb. 1.3). Sie können zusammen mit etwas Markblut mit einem Deckglas für die Ausstriche oder Quetschpräparate aufgenommen werden.


Ausstrichpräparate werden wie Blutausstriche hergestellt (Abb. 1.4). Die Markbröckel liegen in der Ausstrichfahne (Abb. 1.5). Vorteil ist, dass die Gefahr des Zerquetschens der Zellen gering ist. Nachteil ist, dass in der Schleppe der Markbröckel weniger kernhaltige Zellen für die Beurteilung zur Verfügung stehen.


Quetschpräparate lassen sich mit verschiedenen Methoden herstellen. Das Quetschen der Bröckel muss zur Schonung der Zellen äußerst vorsichtig geschehen. Es kann mit Hilfe eines zweiten Objektträgers, der unter sanftem Druck langsam über den ersten Objektträger in der Längsrichtung hinweg gezogen wird, erfolgen. Dabei breitet sich das Bröckelmaterial in dünner Schicht aus.


Schonender, aber schwieriger ist die Herstellung der Quetschpräparate mit einem großen Deckgläschen. Dabei wird das Gläschen wie ein Spachtel eingesetzt, um die Markbröckel auf dem Objektträger auszustreichen (Abb. 1.6). Es ist darauf zu achten, dass in Ausstrichpräparaten von Knochenmarkpunktaten genügend dünne Stellen vorhanden sind, die infolge gleichmäßiger Verteilung unversehrter und möglichst nahe zusammenliegender Zellelemente eine einwandfreie Beurteilung ermöglichen. Bei optimaler Technik haben Quetschpräparate den Vorteil, dass eine große Fläche mit kernhaltigen Zellen zwischen den Markbröckeln für die Beurteilung zur Verfügung steht (Abb. 1.7). Nachteil ist die Gefahr von Quetschartefakten.
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Abb. 1.7 Schematische Morphologie eines Knochenmarkquetschpräparats











1.1.4 Zytologie versus Histologie


In der Knochenmarkzytologie ist die morphologische Beurteilung der einzelnen Zellen gut möglich (Abb. 2.1 und Abb. 2.2). Demgegenüber liegt die Stärke der Histologie in der Darstellung der Knochenmarkstruktur, von Faserbildung und in der Erkennung von fokalen Veränderungen wie Tumorzellinfiltraten oder Granulomen. Vergleichende zytologische und histologische Untersuchungen ergeben die in nebenstehender Tabelle (Tab. 1.2) dargestellten Schwerpunkte für die beiden Untersuchungsmethoden, wobei als Regel gelten sollte, dass in allen Zweifelsfällen einer kombinierten zytologischen und histologischen Untersuchung und bei trockener Markaspiration der histologischen Diagnostik stets der Vorzug zu geben ist.


Tab. 1.2 Vergleich der diagnostischen Wertigkeit der Knochenmarkzytologie und -histologie an 300 Fällen (histologische Untersuchungen: Prof. Lennert, Kiel; Prof. Burkhardt, München).






	Diagnose

	Zytologie

	Histologie






	Anämien (generell)

	+++

	selten






	aplastische Anämie

	+

	++






	Panmyelopathie

	+

	++






	Myelodysplasie

	++

	(+)/+(F?)∗







	akute Leukose

	+++

	selten (F?)






	CML

	+

	+






	Polycythaemia vera

	+

	++






	megakaryozytäre Myelose, Myelofibrose

	+/∅

	+++






	NHL: CLLHCL

	+(+)

	+++






	übrige Formen

	+/++

	++






	Plasmozytom

	+++

	+ (F)






	M. Hodgkin

	∅ (+)

	+






	Karzinommetastasen

	+

	++






	Zytochemie: Fe

	+

	+






	übrige Reaktionen

	+++

	selten







∗ F = Fehlerquelle












1.2 Übersicht über die Färbemethoden


Für die morphologische Beurteilung von Blut- und Knochenmarkpräparaten wird eine panoptische Färbung nach Pappenheim vorgenommen (Kap. 7.1).


Neben der panoptischen Färbung nach Pappenheim stehen weitere Spezialfärbungen und zytochemische Reaktionen zur Verfügung. Spezialfärbungen beruhen auf dem Nachweis von speziellen Substanzen in den Zellen (Beispiel: Nachweis von Eisen mit der Berliner-Blau-Färbung). Zytochemische Reaktionen nutzen in den Zellen vorhandene Enzyme, um farblose Substrate in Farbstoffe zu überführen (Beispiel: Peroxidase). Die letzteren Reaktionen sind davon abhängig, dass die entsprechenden Enzyme noch nicht degradiert sind, und sind daher an bei Raumtemperatur gelagerten Präparaten nur eine gewisse Zeit durchführbar. Durch konkurrierende Verfahren wie die Durchflusszytometrie haben nur noch wenige zytochemische Färbungen eine Bedeutung: Es sind vor allem die Peroxidase-Reaktion zur Identifizierung myeloischer Leukämien und die Berliner-Blau-Färbung auf Eisen bei myelodysplastischen Syndromen.


Mit immunzytologischen Methoden zur Untersuchung können Oberflächenantigene, zytoplasmatische Antigene und Kern-Antigene dargestellt werden. Sie wurden durch die Entwicklung monoklonaler Antikörper möglich. Die Vielzahl der gegen hämatopoetische und lymphatische Zellen hergestellten monoklonalen Antikörper hat eine einheitliche internationale Nomenklatur erforderlich gemacht, die auf den „International Workshops on Human Leukocyte Differentiation Antigens“ entwickelt und jetzt unter der Bezeichnung „Human Cell Differentiation Molecules“ fortgeführt wird. Monoklonale Antikörper mit ähnlicher serologischer Reaktivität, die dasselbe Antigen, jedoch nicht notwendigerweise dasselbe Epitop eines Antigens erkennen, wurden einem so genannten Differenzierungscluster (cluster of differentiation – CD) zugeordnet und fortlaufend nummeriert. Eine ausführliche Liste mit weitgehenden Verweisen findet sich im Internet (http://www.hlda8.org).


Die Reaktion der spezifischen monoklonalen Antikörper (Primärantikörper) wird auf verschiedene Weise sichtbar bzw. messbar gemacht: Die primären Antikörper können direkt mit fluoreszierenden Farbstoffen gekoppelt werden (Abb. 1.8). Das Ergebnis der Reaktion kann unter einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden. Nachteil dieser Methode ist, dass die Morphologie nur durch Phasenkontrast beurteilt werden kann. Des Weiteren bleichen die Präparate schnell aus und können damit nicht archiviert werden.





[image: image]

Abb. 1.8 Prinzip der Immunzytologie mit Fluoreszein-gekoppelten monoklonalen Antikörpern




Eine weitere Methode zur Visualisierung der Reaktion der Primärantikörper ist die APAAP-Reaktion (Alkaline-phosphatase and mouse monoclonal Anti-alkaline-phosphatase). Dabei wird an den Primär-Antikörper über einen Anti-Maus-Ig-Antikörper (Brückenantikörper) eine an einen monoklonalen Maus-Antikörper gekoppelte alkalische Phosphatase gebunden, die dann ein Substrat zu einer leuchtend roten Färbung umsetzen kann (Abb. 1.9).





[image: image]

Abb. 1.9 Prinzip der Immunzytologie mit immunzytochemischen Methoden (APAAP-Reaktion).




Die Durchführung von immunzytologischen Untersuchungen setzt intakte Oberflächenstrukturen der Zellen voraus. Objektträger, die immunzytologisch untersucht werden sollen, müssen daher nach dem Trocknen an der Luft möglichst rasch, jedoch spätestens innerhalb von 24 Stunden, verarbeitet oder eingefroren werden. Das Einfrieren geschieht nach Verpacken der Objektträger in Aluminiumfolie. Vor der Durchführung der immunzytologischen Untersuchungen werden die Objektträger in der Verpackung aufgetaut.









1.3 Vorgehen bei der Mikroskopie






1.3.1 Blutausstriche


Die mikroskopische Betrachtung eines Blutausstrichs erfolgt zunächst mit den Objektiven 10 × und 40 × bei Okular 10 ×, um eine schnelle Übersicht bezüglich Quantität und Qualität der Zellen im Präparat zu erhalten und ggf. seltene Ereignisse zu erfassen. Die eigentliche Differenzierung des Blutausstriches findet mit Hilfe der Ölimmersion mit Objektiven 60 × bis 100 × statt. Man durchmustert mäanderförmig das letzte Drittel des Ausstrichpräparates, lässt jedoch die Endausläufer unberücksichtigt, da hier weiße Zellelemente in z. T. lädiertem Zustand artifiziell angereichert sind, wodurch falsche Zählergebnisse entstehen können. Andererseits kann in diesem Bereich, ebenso auch in den Randpartien, gezielt nach pathologischen Zellen gesucht werden. Kernschatten oder artifiziell zerstörte Zellen werden bei der Differenzierung nicht eingerechnet (eine mögliche Ausnahme besteht bei der CLL – hier gibt es die Überlegung, die Kernschatten in die Differenzierung einzubeziehen). Bei der Beurteilung der Erythrozytenmorphologie ist zu berücksichtigen, dass in allzu dünnen oder dicken Ausstrichstellen die Gestalt der roten Blutkörperchen artifiziell verändert wird.


Wichtig ist, quasi nach einer Checkliste schematisch vorzugehen, um nichts zu übersehen:



• Erythrozyten: Färbung? Größe in Relation zu den Lymphozyten? Morphologie? (z. B. Kugelzellen, Einschlüsse – Malaria, Fragmentozyten etc.)



• Thrombozyten: Zahl in Relation zu den Erythrozyten? Aggregate? Normale Größe? Riesenthrombozyten? etc.



• Kernhaltige Zellen: Zahl? Zusammensetzung? Dysplasiezeichen der Neutrophilen? reaktive Veränderungen der Lymphozyten? Pathologische Zellen? Kernhaltige rote Vorstufen?


Bei der Beurteilung der quantitativen Zusammensetzung der Leukozyten sollte man sich der erheblichen statistischen Variation bei der üblichen Auszählung von 100 Zellen bewusst sein. Das 95%-Konfidenzintervall für einen Anteil von 5% an 100 ausgewerteten Zellen liegt zwischen 0,64% und 9,36%.









1.3.2 Knochenmarkpräparate


Knochenmarkpräparate sollten ebenfalls zunächst in geringer Vergrößerung durchmustert werden, um einen allgemeinen Überblick über das Zellbild zu erhalten und lokalisierte Veränderungen (Tumorzellnester, Granulome) nicht zu übersehen. Auffällige Befunde klärt man jeweils mit der Ölimmersion bei 60- bis 100-facher Vergrößerung. Ihre Verwendung dominiert im zweiten Teil der Untersuchung. Nur eine solche kombinierte Analyse des Markpunktates kann Anspruch auf Vollständigkeit erheben. Die anfängliche Durchmusterung des Präparates mit geringer Vergrößerung erleichtert auch das Auffinden der Stellen im Präparat, an denen die Zellen gut beurteilbar sind. Ideal sind nahe an den Markbröckeln liegende, repräsentative Bereiche, in denen die Zellen gut ausgebreitet und angefärbt und ohne Quetschartefakte sind. Nicht intakte Zellen (Kernschatten, angequetschte oder mit anderen Artefakten versehene Zellen) werden bei der Auswertung nicht eingerechnet. Ein erhöhter Anteil an solchen Artefakten sollte jedoch bei der Befundung konstatiert werden, da er die Beurteilbarkeit des Präparates einschränkt.


Auch bei der Befundung des Knochenmarks ist es wichtig, die verschiedenen Fragestellungen systematisch durchzugehen und sie entsprechend im Befund zu dokumentieren:



• Übersicht: Zellularität? Artefakte? Tumorzellnester? Weitere Besonderheiten?



• Megakaryozyten: qualitativ und quantitativ



• Erythropoese: Anteil an den kernhaltigen Zellen und Ausreifung, dysplastische Veränderungen, Reifungsstörungen?



• Granulopoese: Normale Ausdifferenzierung? Vermehrung von Blasten, Linksverschiebung? Dysplasiezeichen oder Reifungsstörungen?



• Besonderheiten:


– Eosinophilie? Mastzellen?



– Plasmazellen? Lymphozyten?



– pathologische Zellen?





Eine regelhafte Erstellung von quantitativen Myelogrammen wird in den wenigsten Laboren durchgeführt. Bei der in der Routine zu bewältigenden begrenzten Zellzahl von 200 bis 500 ist die Aussagekraft wegen der statistischen Variation nur mäßig. So liegt das 95%-Konfidenzintervall für einen Anteil von 5% an 500 ausgewerteten Zellen zwischen 3,05% und 6,95%. In die Remissionsbeurteilung oder die Diagnose einer akuten Leukämie geht jedoch der Blastenanteil ein. In diesem Fall ist es natürlich sinnvoll, die Blasten gezielt in Relation zu einer möglichst großen Zellzahl zu zählen.


Abschließend sei noch darauf hingewiesen, dass es für jeden hämatologisch Interessierten außerordentlich wertvoll ist, sich eine Sammlung von Muster-Präparaten aufzubauen. Weitere Möglichkeiten ergeben sich aus der heute gut verfügbaren photographischen Dokumentation mittels digitaler Technik.









1.3.3 Leitsätze zur hämatologisch-mikroskopischen Diagnostik








LEITSÄTZE


Ein Diagnose ist nicht möglich ohne



• optimale Ausstriche



• die anfängliche Durchmusterung der Präparate mit geringer Vergrößerung



• die systematische Beurteilung aller Zellreihen



• die Synopse von Blut- und Knochenmarkuntersuchungen.



















KAPITEL 2 Schautafel zu den wichtigsten Zellstrukturen








[image: image]

Abb. 2.1 Schematische, elektronenoptische Darstellung von Organellen in Zellen der blutbildenden Gewebe:



1 Zellkern (Nukleus), DNS-haltig, Träger der Chromosomen



2 Kernkörperchen (Nukleolus), RNS-haltig



3 Zytoplasma, RNS-haltig durch (9)



4 Golgi-Komplex mit Zentriolen



5 Mitochondrien



6 spezifische Granulationen (neutrophil, basophil, eosinophil)



7 Vakuole



8 Lysosomen (z.B. azurophile Granulation)



9 Polyribosomen, RNS- Träger (lichtmikroskopisch nur durch Plasmabasophilie erkennbar)



10 endoplasmatisches Retikulum (nur selten als diskrete streifige Aufhellung im Zytoplasma licht-optisch zu erfassen, z.B. in PlasmazeIlen)









[image: image]

Abb. 2.2 Schematisiertes Zellmodell wie ‘Abb. 2.1Fixiert und panoptisch gefärbt, Lichtmikroskop, Ölimmersion 1000 × (Bezifferung wie in Abb. 2.1).



1–3 mit Elektronenmikroskopie weitgehend identisch



4 perinukleäre Aufhellung (Zentrosphäre)



5 feinste Aufhellungen im Zytoplasma (lipoidhaltige

Mitochondrien, durch Alkoholfixierung gelöst!)





6 durch panoptische Färbung noch differenziertere

Darstellung als im Elektronenmikroskop





7 auch lichtmikroskopisch Vakuole (meist Fetttropfen)



8 feinste rotviolette Granula













KAPITEL 3 Normale Morphologie und Zusammensetzung der Blut- und Knochenmarkzellen






3.1 Das Stammzellmodell in der Hämatopoese


Die Hämatopoese leitet sich von pluripotenten hämatopoetischen Stammzellen ab (Abb. 3.1). Sie besitzten die Fähigkeit zur Selbstreduplikation und zur Differenzierung. Progenitoren verschiedener Reife entstehen durch asymmetrische Zellteilungen, aus denen je eine neue Stammzelle und ein Progenitor resultiert. Dieser Prozess ist nach der heutigen Vorstellung stochastisch, zufällig. Stammzellen und Progenitoren sind morphologisch nicht zu erkennen. Schließlich erfolgt die Differenzierung in die verschiedenen reifen Zellen des peripheren Blutes. Zytokine und Wachstumsfaktoren fördern die Ausreifung bzw. verhindern die Apoptose spezifischer Zellreihen. Nicht benötigte, aus dem stochastischen Prozess entstehende Zellen fallen der Apoptose anheim.





[image: image]

Abb. 3.1 Schematisiertes Stammzellmodell und Differenzierung von Hämatopoese und Lymphopoese




Lymphoide Vorläufer entstehen ebenfalls aus der pluripotenten hämatopoetischen Stammzelle. Die Differenzierung der B-Zellen von den Pro-B-Zellen in die Pre-B-Zellen erfolgt im Lymphknoten. Sie ist von einer somatischen Hypermutation der variablen Regionen der Immunglobulin-Gene begleitet. Nach Antigenkontakt in Gegenwart von kostimulatorischen Signalen, vermittelt durch die follikulären dendritischen Retikulumzellen im Keimzentrum, proliferieren und differenzieren die B-Zellen zu Plasmazellen oder Memory-B-Zellen. Zellen ohne Kontakt zu einem passenden Antigen fallen der Apoptose anheim.


Eine den B-Zellen entsprechende Reifung mit T-Zell-Rezeptor-Gen-Rearrangement, Expansion und Selektion durchlaufen die T-Zellen im Thymus. Nach Antigenkontakt in der Peripherie werden T-Zellen ebenfalls aktiviert und können polyklonal expandieren. Zytotoxische Zellen sind CD8+. Die CD4+ Helfer-Zellen teilen sich auf zwei Populationen auf: Th1-Zellen sezernieren IFN-γ und IL-2. Sie aktivieren Makrophagen und zytotoxische T-Zellen. Th2-Zellen sezernieren IL-4, IL-5 und IL-6. Sie aktivieren B-Zellen zur Antikörpersekretion. Reife lymphatische Zellen können nach Antigenkontakt aktiviert werden und polyklonal expandieren. Dies unterscheidet sie prinzipiell von den Zellen der Myelopoese.









3.2 Normalwerte im peripheren Blut und Emfehlungen für die Verwendung von Maßeinheiten


Leider erfolgt die Darstellung der Messergebnisse in der Zellzählung in Deutschland aufgrund von historischen Gegebenheiten nicht einheitlich. Für das Hb wird in den alten Bundesländern meist die traditionelle Angabe in g/dl, in den neuen Bundesländern die Angabe in mmol/l entsprechend den SI-abgeleiteten Einheiten benutzt. Für die Zellzahl der Leukozyten erfolgen die Angaben entsprechend in Zellen/μl oder in Gpt/l.


Der Arbeitskreis (AK) Laboratorium der Deutschen Gesellschaft für Hämatologie und Onkologie hat 1998 eine Empfehlung zur Vereinheitlichung der Darstellung gegeben (Tab. 3.1 a) [image: image]. Die entsprechenden Einheiten sind in der aufgeführten Tabelle durch Beispiele illustriert (Tab. 3.1 b). Die Darstellungen in diesem Buch richten sich nach den Empfehlungen der Fachgesellschaft.


Tab. 3.1a Empfehlungen des AK Laboratorium der DGHO zu einheitlichen Maßeinheiten






	Kenngröße

	Einheit






	Hämoglobin

	g/l






	Erythrozyten

	Zellzahl/pl






	MCV

	fl






	Hämatokrit

	I/I






	MCH

	pg






	MCHC

	g/l






	Leukozyten

	Zellzahl/μl






	Neutrophile Granulozyten

	Zellzahl/μl und %






	Eosinophile Granulozyten

	Zellzahl/μl und %






	Basophile Granulozyten

	Zellzahl/μl und %






	Monozyten

	Zellzahl/μl und %






	Lymphozyten

	Zellzahl/μl und %






	Thrombozyten

	Zellzahl/nl






	MPV

	fl






	Retikulozyten

	Zellzahl/nl und %






	Normoblasten

	Zellzahl ad 100 Leukozyten







Tab. 3.1b Anwendung der Empfehlungen auf ausgewählte Beispiele für Normalwerte (Alters-, Geschlechts- und ethnische Spezifik wurde nicht berücksichtigt).






	Kenngröße

	Beispiel für Normalwerte (Einheit und %)






	Hämoglobin

	160 g/l

	 






	Erythrozyten

	4,5/pl

	 






	MCV

	90 fl

	 






	Hämatokrit

	0,40 l/l

	 






	MCH

	30 pg

	 






	MCHC

	350 g/l

	 






	Leukozyten

	7500/μl

	 






	Neutrophile Granulozyten

	6000/μl

	60%






	Eosinophile Granulozyten

	350/μl

	4%






	Basophile Granulozyten

	100/μl

	1%






	Monozyten

	400/μl

	7%






	Lymphozyten

	2000/μl

	28%






	Thrombozyten

	250/nl

	 






	MPV

	9,0 fl

	 






	Retikulozyten

	40/nl

	1,0%







Um die Darstellung sehr großer und sehr kleiner Werte einer speziellen physikalischen Größe zu vereinfachen, ist es allgemein üblich, so genannte „Vorsätze“ für dezimale Vielfache oder Teile einer Einheit zu verwenden (Tab. 3.2).


Tab. 3.2 SI-Vorsätze zur Darstellung sehr großer und sehr kleiner Werte
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