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Vorwort zur 1. Auflage


Dieses Buch ist für die praktische Arbeit des Arztes für Allgemeinmedizin, des Internisten und des Kinderarztes geschrieben. Es soll als Leitfaden für Diagnostik und Therapie der Veränderungen des Blutzellsystems dienen und das Verständnis der immer spezieller werdenden Informationen auf diesem Gebiet erleichtern, die den in der Praxis tätigen Arzt durch wissenschaftliche Literatur, Pharmaindustrie und Befundberichte über in hämatologische Fachpraxen oder Kliniken überwiesene Patienten erreichen. Grundlage dieser Darstellung ist die langjährige Erfahrung der Autoren in einer hämatologischen Schwerpunktabteilung mit ausgedehnter hämatologischer Ambulanz, aus der diagnostischen Beurteilung von eingesandten Blut- und Knochenmarkpräparaten und aus hämatologischen Fortbildungsveranstaltungen, in denen die Informationsbedürfnisse niedergelassener Ärzte besonders deutlich werden.


Zahlenmäßig treten Erkrankungen des Blutzellsystems in der Allgemeinpraxis gegenüber den Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems und der gastrointestinalen Organe, den Alterskrankheiten und den funktionell-psychosomatischen Erkrankungen deutlich zurück. Die vielfältige und vielstufige Differenzierung der Blutzellen und ihrer Funktionen bedingt eine Vielfalt der Störungstypen mit verschiedenartiger funktioneller und morphologischer Manifestation und daher ein relativ seltenes Auftreten der einzelnen hämatologischen Erkrankungen. Diese Seltenheit erschwert die Gewinnung eigener Erfahrungen in der Hämatologie außerhalb spezieller hämatologischer Institutionen. Beispielsweise liegt die jährliche Frequenz der Erstdiagnose von akuter Leukämie bei etwa 5 pro 100 000 Einwohner; der Allgemeinarzt, der einen Bereich von 2500 Einwohnern versorgt, wird etwa einmal in acht Jahren mit den diagnostischen Problemen eines Patienten mit akuter Leukämie in der eigenen Praxis konfrontiert werden. Ähnlich niedrig liegt die Frequenz auch bei anderen, teilweise schwerwiegenden hämatologischen Erkrankungen, bei denen die frühzeitige Diagnose unbedingt erforderlich ist. Diese Forderung kann nur durch Aufgabenteilung und rationale Kooperation zwischen niedergelassenen Ärzten und speziellen Institutionen erfüllt werden.


Entscheidend für die rechtzeitige Diagnose ist der „Frühverdacht“ des primär behandelnden Arztes auf eine speziell abzuklärende Erkrankung des Blutzellsystems. Diagnosesicherung und Krankheitsklassifizierung sind bei einigen Erkrankungen mit einfachen Praxismethoden, insbesondere der mikroskopischen Beurteilung des peripheren Blutausstrichs, bei vielen anderen dagegen nur mithilfe der Erfahrung und der Labormöglichkeiten des Hämatologen möglich. In den diagnostischen Abschnitten wird versucht, diese Zusammenarbeit darzustellen.


Die Kooperation zwischen Praxis und Klinik ist ebenso wichtig bei der Therapie. In den meisten Fällen sind bei dem heutigen Grad der Spezialisierung zunächst eine eingehende Untersuchung und Therapieplanung durch den Hämatologen, bei den malignen hämatologischen Erkrankungen eine längere stationäre Behandlung notwendig. Andererseits wird der Arzt in der Praxis aus wirtschaftlichen und sozialen Gründen in zunehmendem Maße die Durchführung und Detailüberwachung auch differenzierter und potenziell gefährdender Therapien übernehmen. In Aufbau und Darstellung wurde versucht, der Situation des in der Praxis tätigen Arztes bei der Diagnostik und Therapie hämatologischer Veränderungen und Erkrankungen gerecht zu werden.


Im Kapitel über Anatomie, Physiologie und Pathophysiologie werden die heutigen Kenntnisse über den Aufbau des Blutzellsystems und seine prinzipiellen Störungen dargestellt, so weit sie für das Verständnis klinischer Manifestationen notwendig sind. Gegenüber dem Wissensstand vor zwanzig Jahren sind hier wesentliche Veränderungen eingetreten. Die Informationen aus diesem Abschnitt ebenso wie dem Kapitel über die Therapieprinzipien können durch die angegebene weiterführende Literatur vertieft werden. Erfreulicherweise sind Zuordnung, Einteilung und Nomenklatur der hämatologischen Erkrankungen durch die neuen Erkenntnisse in vielen Fällen einfacher geworden. So können wir heute die Neoplasien besser den einzelnen Zellsystemen zuordnen und rein deskriptive Klassifizierungen durch die Lokalisation der Störungen auf bestimmten Stufen der Blutzellbildung ergänzen.


Dieses Buch soll nicht nur das Wissen über das Blutzellsystem und seine Erkrankungen aktualisieren, sondern ist auch als praktisches Nachschlagewerk bei der Diagnose hämatologischer Veränderungen und der Betreuung einzelner Patienten gedacht. Diesem Zweck dienen die Beiträge über Leitsymptome und die systematischen Kapitel über die einzelnen hämatologischen Erkrankungen. Veränderungen des Blutes und der blutbildenden Organe sind häufiger Sekundärfolgen bei Erkrankungen anderer Organsysteme als Ausdruck primärer Erkrankungen der Hämatopoese; hämatologische Veränderungen bei primären Erkrankungen anderer Organsysteme werden deswegen im Kapitel über Leitsymptome berücksichtigt. Unter Verzicht auf Vollständigkeit wurde versucht, die Ausführlichkeit der Darstellung nach der Bedeutung der einzelnen Erkrankungen in der Praxis des niedergelassenen Arztes auszurichten. Für die Auswahl und Schwerpunktsetzung der Darstellung kann jedoch nicht nur die Häufigkeit einer Störung herangezogen werden; denn gerade bei schwerwiegenden, wenn auch vergleichsweise seltenen Erkrankungen wie den hämatologischen Neoplasien erwartet der betroffene, heute oft weitgehend aufgeklärte und informierte Patient auch vom mitbehandelnden und beratenden Hausarzt ein hohes Sachverständnis.


Die Autoren danken Frau Isolde Steinhauser für die Hilfe bei der Auswahl der morphologischen Präparate, Frau cand. med. Susanne Heimpel für die Durchsicht und Frau Sommer für die Hilfe bei der Erstellung des Manuskripts.





Die Autoren











Vorwort zur 2. Auflage


Die erste, unter dem Titel Hämatologie in der Praxis erschienene Auflage hat nicht nur bei Allgemeinärzten, niedergelassenen Internisten und Kinderärzten, sondern auch bei in Krankenhäusern und Kliniken tätigen Ärzten verschiedener Fachrichtungen sowie bei Internisten und Hämatologen in der Weiterbildung Anklang gefunden. Dies wurde bei der Neufassung des Textes berücksichtigt. Die Autoren haben jedoch auch in der 2. Auflage darauf Wert gelegt, unter Verzicht auf Vollständigkeit, die wesentlichen Aspekte der Pathophysiologie, Diagnostik und Therapie für den nichtspezialisierten Internisten, den Kinderarzt und den Allgemeinarzt verständlich darzustellen.


Wir haben – wiederum bewusst – darauf verzichtet, die Details der Diagnostik und Therapie darzustellen, für die es noch keine allgemein anerkannten Standards gibt und die ausschließlich in hämatologischen Fachkliniken durchgeführt werden. Dies gilt z.B. für die Therapie der akuten Leukämien und anderer maligner Bluterkrankungen. Patienten des jüngeren und mittleren Lebensalters, bei denen ein kurativer Therapieansatz gegeben ist, werden in Deutschland heute überwiegend in klinischen Studien behandelt; die Darstellung der kontinuierlich fortschreitenden Studienprotokolle würden den Rahmen dieses Buches überschreiten.


Nachdem die 1. Auflage unseres Buches vergriffen ist und der Verlag Edition Medizin die Praxisreihe nicht fortsetzt, hatte erfreulicherweise der Gustav Fischer Verlag in Jena die Herausgabe der 2. Auflage übernommen. Herr Erhard Seifried wurde als Mitautor gewonnen und hat das Kapitel über die Störungen der Blutgerinnung überarbeitet. Den übrigen Textteilen wurden neuere Erkenntnisse eingefügt, so weit sie für die Praxis der Hämatologie von Bedeutung sind.


Die Autoren danken Frau Susanne Heimpel für die erneute Durchsicht und Frau Maria Kohlhammer für die sorgfältige Erstellung der Endfassung des Manuskripts.





Die Autoren











Vorwort zur 3. Auflage


Die Sicht auf die Klinische Hämatologie, wie sich das Fach vor 20 Jahren, als dieses Buch zum ersten Mal gedruckt wurde, darstellte, mutet wie ein Blick in ein dunkles vergangenes Jahrhundert an, so vieles hat sich im Verständnis der (Patho-)Physiologie des blutbildenden Systems und in der Entwicklung neuer Therapieoptionen der verschiedenen Erkrankungen getan! Und doch bleibt die Grundidee dieses Buches so aktuell und ansprechend wie damals: Eine umfassende Übersicht über das Fach Hämatologie zu geben, die sich vor allem an all jene klinisch tätigen Ärzte richtet, die nicht in diesem Fach spezialisiert sind, an Studenten im Praktischen Jahr, an Ärzte in der Weiterbildung zum Internisten oder Pädiater, an niedergelassene Haus- oder Fachärzte. Zugunsten der Übersichtlichkeit und Konzentration auf das Wesentliche wird bewusst darauf verzichtet, alle Aspekte bis in die wissenschaftlichen Einzelheiten und in die Details der Therapieprotokolle darzustellen.


So hat das Buch bis heute seinen großen Anklang und seine Alleinstellung gewahrt – ein Faktum, dem es sicherlich zu verdanken ist, dass das Buch immerhin zwölf Jahre nach der letzten Drucklegung wiederbelebt werden konnte und nun in 3. Auflage erscheint. Während also die Grundstruktur des Werkes beibehalten wurde, sind die einzelnen Kapitel mithilfe eines Teams engagierter, vor allem (zum Teil ehemaliger) Regensburger Autoren gründlich überarbeitet und teilweise neu geordnet und gestaltet worden. Gerhard Gaedicke aus Berlin hat die pädiatrischen Aspekte des Buches eingebracht und das Kapitel zu den angeborenen und erworbenen Immundefekten geschrieben.


Die Herausgeber danken besonders Stefan Krause, der über seine Autorenschaft hinaus wertvolle Mitarbeit in der Kapitelgestaltung und inhaltlichen Abstimmung zwischen den Kapiteln geleistet hat. Frau Imbery vom Verlag Elsevier, Urban & Fischer, sei für die konstruktive editorische Begleitung gedankt.





Reinhard Andreesen and Hermann Heimpel
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Abkürzungen








	ABVD

	Adriamycin/Bleomycin/Vinblastin/Dacarbazin






	ACD

	anemia of chronic disorders






	ACE

	angiotensin converting enzyme






	ADP

	Adenosindiphosphat






	AL

	akute Leukämie






	AIDS

	acquired immunodeficiency syndrome






	AIHA

	autoimmunhämolytische Anämie






	AITL

	angioimmunoblastisches T-Zell-Lymphom






	ALAS

	Aminolävulinsäure-Synthetase






	ALCL

	großzellig anaplastisches Lymphom






	ALG

	Antilymphozytenglobulin






	ALL

	akute lymphatische Leukämie






	ALK

	anaplastic lymphoma kinase, Protein






	ALP

	alkalische Leukozyten-Phosphatase






	AML

	akute myeloische Leukämie






	AMMoL

	akute myelomonozytäre Leukämie






	AMoL

	akute monozytäre Leukämie






	ANP

	alkalische Neutrophilen-Phosphatase






	AP

	alkalische Phosphatase






	aPC

	aktiviertes Protein C






	APL

	akute Promyelozytenleukämie






	aPTT

	Aktivierte partielle Thromboplastinzeit






	AraC

	Cytosinarabinosid






	ASP

	Asparaginase






	ASS

	Acetylsalicylsäure






	AT

	Antithrombin






	ATG

	Antithymozytenglobulin






	ATP

	Adenosintriphosphat






	ATS

	akutes Thoraxsyndrom






	AUL

	akute undifferenzierte Leukämie






	BCNU

	Bichloro-Nitroso-Urea






	bcr

	breakpoint cluster region






	BEACOPP

	Bleomycin/Etoposid/Adriamycin/Cyclophosphamid/Oncovin/Procarbazin/Predniso(lo)n






	BSG

	Blutsenkungsgeschwindigkeit






	c-abl

	Protoonkogen auf Chromosom






	CAD

	Cyclophosphamid/Adriamycin/Dexamethason






	CAMT

	angeborene amegakaryozytäre Thrombozytopenie






	CD

	cluster of differentiation (von Leukozytenantigenen)






	CDA

	Chlordesoxyadenosin






	CEL

	chronische Eosinophilenleukämie






	CFC/CFU

	colony forming cells/colony forming units






	CGD

	chronic granulomatose disease






	CHOP

	Cyclophosphamid/Hydroxydaunorubicin/Oncovin/Predniso(lo)n






	CHOEP

	Cyclophosphamid/Hydroxydaunorubicin/Oncovin/Etoposid/Predniso(lo)n






	CIMF

	chronische idiopathische Myelofibrose (siehe PMF)






	CLL

	chronische lymphatische Leukämie






	CM

	kutane Mastozytose






	CML

	chronische myeloische Leukämie






	CMML

	chronische myelomonozytäre Leukämie






	c-MPL

	cellullar myeloproliferative leukemia (Gen, das für den TPO-Rezeptor kodiert)






	CMPE

	chronische myeloproliferative Erkrankungen (jetzt: MPN)






	CMV

	Zytomegalievirus






	CNL

	chronische Neutrophilenleukämie






	CR

	complete remission






	CRP

	C-reaktives Protein






	CSA

	Ciclosporin A






	CSF

	colony-stimulating factor






	CT

	Computertomographie






	CVID

	common variable immunodeficiency, variables Immundefektsyndrom






	D/da

	Dalton






	DAF

	decay accelerating factor






	DHAP

	Dexamethason/AraC/Cisplatin






	DIC/DIG

	disseminated intravascular coagulation/disseminierte intravasale Gerinnung






	DLBCL

	diffus großzelliges B-Zell-Lymphom






	DNA

	Desoxyribonukleinsäure (desoxyribonucleic acid)






	DPG

	Diphosphoglycerat






	EBV

	Epstein-Barr-Virus






	EBMT

	European Group for Blood and Marrow Transplantation






	ECOG

	Eastern Cooperative Oncology Group






	EDTA

	Ethylendiamintetraacetat (Antikoagulans)






	EF

	extended field; Bestrahlung mit angrenzenden Feldern






	EMA

	Eosin-5-maleimide






	EORTC

	European Oncology Research Trials Committee






	EPH

	edema/proteinuria/hypertension (Gestose)






	Epo

	Erythropoetin






	ET

	essenzielle Thrombozytämie






	F 1+2

	Prothrombinfragmente






	FAB

	French-American-British-Klassifikation akuter Leukämien und Myelodysplasien






	Fab

	Fragment antigen binding von Immunglobulinen (variable Region)






	FACS

	fluorescence assisted cell sorter (Durchflusszytometer)






	Fc

	fragment crystalline






	Fb(g)

	Fibrin(ogen)






	FDG

	F-Desoxyglucose






	FDP

	fibrin(ogen) degradation products






	FEIBA

	factor eight-inhibitor bypassing activity






	FFP/FGP

	fresh frozen plasma/frisch gefrorenes Plasma






	FgDP

	Fibrinogen-Spaltprodukte






	FGFR

	Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor






	FISH

	Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung






	FL

	follikuläres Lymphom






	FLH

	familiär auftretende Lymphohistiozytose






	FLIPI

	Follicular Lymphoma Prognostic Index






	FM

	Fibrinmonomere






	FPA/FPB

	Fibrinopeptide A/B






	FSC

	forward scatter (Vorwärts-Lichtstreuung)






	FU

	Fluorouracil






	G-CSF

	Granulozyten-Kolonie-stimulierender (Wachstums-)Faktor






	GFR

	glomeruläre Filtrationsrate






	GM-CSF

	Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender (Wachstums-)Faktor






	GOT

	Glutamatoxalacetattransaminase






	GP

	Glykoprotein






	G-6-PD

	Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase






	GPI

	Glykosylphosphatidylinositol






	GvHD

	Graft-versus-Host-Disease






	GvL

	Graft-versus-Leukemia






	Hb

	Hämoglobin(gehalt) des Blutes






	HBDH

	Hydroxybutyrat-Dehydrogenase






	HbE

	mittlerer Hämoglobingehalt des Erythrozyten






	HbF

	fetales Hämoglobin






	HCL

	Haarzellleukämie






	HELLP

	hemolysis, elevated liver enzymes, low platelet






	HES

	hypereosinophiles Syndrom






	HHV

	humanes Herpes-Virus






	HIPA

	heparin induced platelet activation






	HIT/HAT

	heparininduzierte/-assoziierte Thrombozytopenie






	HIV

	humanes Immundefizienz-Virus






	Hkt

	Hämatokrit






	HLA

	human leucocyte antigen






	HLH

	hämophagozytische Lymphohistiozytose






	HPA

	humanes Plättchenantigen






	HS

	hereditäre Sphärozytose






	HTLV

	human T-cell leukemia virus






	HU

	Hydroxyurea; Hydroxycarbamid






	HUS

	hämolytisch-urämisches Syndrom






	ID

	Idarubicin/Dexamethason






	IF

	involved field; lokale Bestrahlung






	IFM

	Intergroupe Francophone du Myélome






	IFN

	Interferon






	Ig

	Immunglobulin






	IL

	Interleukin






	INH

	Isoniazid






	IPI

	Internationaler Prognoseindex (der aggressiven NHL)






	IPSID

	immunoproliferative small intestine disease (immunproliferative Erkrankung des Dünndarms)






	IPSS

	International Prognostic Scoring System






	ISS

	International Staging System der International Myeloma Working Group






	ITP

	idiopathische thrombozytopenische Purpura; Immunthrombozytopenie






	JMML

	juvenile myelomonozytäre Leukämie






	KGF

	Keratinozytenwachstumsfaktor






	KMT

	Knochenmarktransplantation






	LBL

	lymphoblastisches Lymphom






	LCH

	Langerhans-Zell-Histiozytose






	LDH

	Lactat-Dehydrogenase






	LED

	Lupus erythematodes disseminatus






	LFA

	leucocyte function associated antigen






	LGL

	large granular lymphocytes






	LK

	Lymphknoten






	LOH

	loss of heterozygosity






	LPHL

	noduläres lymphozytenprädominantes Hodgkin-Lymphom






	LUC

	large unstained cells (große unklassifizierbare Zellen)






	MALT

	mucosa associated lymphatic tissue






	MAS

	Makrophagenaktivierungssyndrom






	MBL

	monoklonale B-Zell-Lymphozytose






	M-CSF

	Makrophagen-Kolonie-stimulierender (Wachstums-)Faktor






	MCH

	mittleres korpuskuläres Hämoglobin






	MCHC

	mittlere Hämoglobinkonzentration der Erythrozyten






	MCL

	Mantelzelllymphom






	MCV

	mittleres korpuskuläres Volumen






	MD/MPN

	myelodysplastisch-myeloproliferative Neoplasien






	MDS

	myelodysplastisches Syndrom






	MDS-u

	unklassifizierbares myelodysplastisches Syndrom






	MF

	Mycosis fungoides






	MGDF

	megakaryocyte growth and developmental factor






	MGUS

	monoklonale Gammopathie unbestimmter Signifikanz






	MHA

	mikroangiopathische hämolytische Anämie






	MIRL

	Membraninhibitor der reaktiven Lyse






	MMF

	Mycophenolat-Mofetil






	MOPP

	Mustargenhydrochlorid/Oncovin/Procarbazin/Prednison






	6-MP

	6-Mercaptopurin






	MPN

	myeloproliferative Neoplasien






	MPN-u

	unklassifizierbare myeloproliferative Neoplasien






	MPP

	multipotente Vorläuferzellen






	MPT

	Melphalan, Prednison und Thalidomid






	MRD

	minimal residual disease; minimale Resterkrankung






	MRT

	Magnetresonanztomographie






	MTX

	Methotrexat






	MZL

	Marginalzonenlymphom






	NADPH

	Nicotinamidadenindinucleotidphosphat






	NHL

	Non-Hodgkin-Lymphom






	NK

	natürliche Killerzellen






	NMR

	nuclear magnetic resonance






	nnb

	nicht näher bezeichnet






	NOS

	not otherwise specified (nicht anderweitig spezifiziert)






	NSAID

	nichtsteroidale Antiphlogistika






	NTBI

	non-transferrin bound iron (nicht-transferringebundenes Eisen)






	OPSI

	overwhelming post-splenectomy septicaemic infection






	PA

	Plasminogenaktivator






	PAI

	Plasminogenaktivator-Inhibitor






	PAS

	periodic acid Schiff






	PC

	Protein C






	PCR

	polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion, molekularbiologische Nachweismethode)






	PCZ

	Procarbazin






	PDGFR

	platelet derived growth factor receptor






	PET

	Positronenemissionstomographie






	Ph

	Philadelphia-Chromosom






	PIOL

	primäre intraokuläre Lymphome






	PK

	Präkallikrein






	PLL

	Prolymphozytenleukämie






	PMF

	primäre Myelofibrose






	PNH

	paroxysmale nächtliche Hämoglobinurie






	PNP

	Polyneuropathie






	POX

	Peroxidase






	PPSB

	Prothrombin (II), Proconvertin (VII), Stuart-Prower-Faktor (X), antihämophiles Globulin B (IX))






	PR

	partielle Remission






	PRCA

	pure red cell aplasia






	PTLD

	post-transplant lymphoproliferative disorders (lymphoproliferative Erkrankungen nach Transplantation)






	PTT

	partielle Thromboplastinzeit






	PUVA

	Psoralen + UV-A






	PV

	Polycythaemia vera






	PZNSL

	primäres DLBCL des ZNS






	RA

	refraktäre Anämie






	RAEB

	refraktäre Anämie mit Blastenexzess






	RAEB-T

	refraktäre Anämie mit Exzess von Blasten in Transformation






	RARS

	refraktäre Anämie mit Ringsideroblasten






	RAST

	Radioallergosorbenttest






	RCDM

	refraktäre Zytopenie mit multilineärer Dysplasie






	R-CHOP

	Rituximab/Cyclophosphamid/Hydroxydaunorubicin/Oncovin/Prednison






	RCMLD

	refraktäre Zytopenie mit multilineärer Dysplasie






	RCUD

	refraktäre Zytopenie mit unilineärer Dysplasie






	REAL

	Revised European American Lymphoma-Klassifikation






	RES/RHS

	retikuloendotheliales/retikulohistiozytäres System






	RIC

	reduced intensity conditioning






	R-ICE

	Rituximab/Ifosfamid/Carboplatin/Etoposid






	RIST

	Radioimmunosorbenttest






	RNA

	Ribonukleinsäure (ribonucleic acid)






	RT

	reverse Transkription (von RNA, oft vor einer PCR)






	SAA

	schwere aplastische Anämie






	s-AML

	sekundäre akute myeloische Leukämie






	SCF

	Stammzellfaktor






	SCID

	severe combined immunodeficiency






	(S)GOT

	(Serum-)Glutaratoxalacetat-Transaminase






	SI

	Système International d’Unités






	SLE

	systemischer Lupus erythematodes






	SM

	systemische Mastozytose






	SSC

	sideward scatter (Seitwärts-Lichtstreuung)






	STNI

	subtotal nodal irradiation






	sTR

	löslicher (soluble) Transferrinrezeptor






	SZT

	Stammzelltransplantation






	t-AML

	therapieassoziierte akute myeloische Leukämie






	TAR

	Thrombozytopenie-Radiusaplasie






	TAT

	Thrombin-Antithrombin-III-Komplex






	TCR

	T-Zell-Rezeptor (auch T-Zell-Rezeptorgen)






	TEG

	Thrombelastogramm






	TERT

	Telomerase Reverse Transkriptase






	TFPI

	tissue factor pathway inhibitor






	TfR

	Transferrinrezeptor






	6-TG

	6-Thioguanin






	TK(I)

	Tyrosinkinase(inhibitor)






	TM

	Thrombomodulin






	TNF

	Tumornekrosefaktor






	TNI

	total nodal irradiation






	TPO

	Thrombopoetin






	t-PA

	tissue-type Plasminogenaktivator






	TRH

	Thyreotropin-releasing hormone






	TSH

	Thyreotropin (thyreoidea stimulating hormone)






	TSP

	Thrombospondin






	TTP

	thrombotische thrombozytopenische Purpura






	TZ

	Thrombinzeit






	u-PA

	urokinase-type Plasminogenaktivator






	VAD

	Vincristin/Adriamycin/Dexamethason






	VBL

	Vinblastin






	VCR

	Vincristin






	VEGF

	vascular endothelial (cell) growth factor (vaskulärer endothelialer (Zell-) Wachstumsfaktor)






	VMP

	Bortezomib/Melphalan/Prednison






	VOD

	venoocclusive disease






	vSAA

	sehr (very) schwere aplastische Anämie






	vWF

	von-Willebrand-Faktor






	WAS

	Wiskott-Aldrich-Syndrom






	WHO

	World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)






	XLT

	X-chromosomal vererbte Thrombozytopenie
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1.1 Funktioneller Aufbau der Hämatopoese


Das Blutzellsystem unterscheidet sich in drei Aspekten von anderen Körpergeweben:





• Die Blutbildungsstätten sind über den ganzen Körper verteilt, stehen aber über das Lymph- und Blutgefäßsystem miteinander in Verbindung. Die Rezirkulation von Lymphozyten, normalen Stammzellen und neoplastischen Blutzellen erklärt die scheinbar paradoxe Tatsache, dass auch klonale, durch maligne Transformation einer einzigen vermehrungsfähigen Zelle entstehende Veränderungen zum Zeitpunkt der klinischen Diagnose als Systemkrankheit erscheinen.


• Im Blut und im Knochenmark finden sich in direktem Kontakt Zellen verschiedener Abstammung, Reife und Funktion. Ihrer morphologischen Vielfalt entspricht die hohe Komplexität ihrer Interaktion durch direkten Zell-zu-Zell-Kontakt und parakrin wirkende Zytokine.


• Die überwiegende Mehrzahl der Blutzellen befindet sich in raschem Umsatz durch Zellneubildung und Zelltod; quantitative Veränderungen des Blutbildes und des Knochenmarks sind deswegen als „Momentaufnahme“ dynamischer Abläufe zu verstehen.





Zellkulturen, Ergebnisse der experimentellen und klinischen Zelltransplantation, Immunphänotypisierung und molekulargenetische Analysen haben zu einem gut fundierten funktionellen Strukturmodell der Hämatopoese geführt. In Abbildung 1.1 wird schematisch und vereinfacht dargestellt, wie man sich heute den Stammbaum der Blutzellbildung vorstellt. Die beiden großen Subsysteme, die Myelopoese1 und die Lymphopoese, reagieren beim Menschen weitgehend getrennt. So zeigen die meisten Neoplasien der Hämatopoese allein oder überwiegend lymphopoetische oder myelopoetische Differenzierungsmerkmale. Ebenso betreffen die meisten Funktionsausfälle, soweit sie sich nicht noch enger auf nur eine Zellreihe beschränken, entweder das lymphatische oder das myelopoetische Zellsystem. Die beiden Subsysteme bewältigen ihre Zellproduktion jedoch nicht völlig autonom, sondern bedürfen wie in der fetalen Entwicklung einer Nachlieferung aus einer gemeinsamen Stammzellpopulation.
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Abb. 1.1 Bildung der Blutzellen
Die Hämatopoese leitet sich aus pluripotenten, zur Selbsterneuerung fähigen Stammzellen ab, die über myelozytopoetische und lymphozytopoetische Vorläufer unter der Kontrolle von Zytokinen und Wachstumsfaktoren (colony stimulating factor, CSF; Thrombopoetin, TPO; Erythropoetin, EPO) Zellen der Erythropoese (via burst forming units, BFU-E), Granulozyten/Monozyten (via colony forming units, CFU-GM), eosinophile Granulozyten (via CFU-EO), Thrombozyten (via Megakaryozyten bildender colony forming units, CFU-Meg) sowie B- und T-Lymphozyten produzieren.





Als hämatopoetische Stammzellen bezeichnet man unreife Zellen, die ihren Bestand während der ganzen Lebensspanne des Individuums dadurch erhalten, dass ein Teil ihrer Tochterzellen die Stammzelleigenschaften mit hoher Proliferationskapazität behält, während andere in den Differenzierungsprozess eintreten, der schließlich zur Bildung spezialisierter, aber nicht mehr teilungsfähiger Funktionszellen führt. Von der Leistungsfähigkeit der hämatopoetischen Stammzellpopulation kann man sich eine Vorstellung machen, wenn man weiß, dass beim erwachsenen Menschen täglich etwa 3 × 1011 Funktionszellen allein des myelopoetischen Subsystems nachgebildet werden!


Stammzellen finden sich vorwiegend im Knochenmark, machen dort aber nur einen kleinen Anteil (< 11/106!) der kernhaltigen Zellen aus und sind mikroskopisch von anderen mononukleären Zellen, vor allem von Lymphozyten, nicht zu unterscheiden. Je nach den noch vorhandenen Differenzierungsmöglichkeiten spricht man von multipotenten (Myelo- und Lymphopoese), myelopoetischen und lymphopoetischen Vorläuferzellen. Häufig wird der Ausdruck „determinierte“ Vorläuferzellen für die noch nicht morphologisch erkennbaren unmittelbaren Vorläuferzellen der Granulo-/Monozytopoese und der Erythropoese gebraucht, die in semisoliden Medien Kolonien reifer Funktionszellen bilden und deswegen als CFCs oder CFUs (Colony Forming Cells oder Colony Forming Units) bezeichnet werden. Sie besitzen nur noch eine beschränkte Selbstreproduktionsfähigkeit, sodass die Erhaltung ihres Bestands auf den kontinuierlichen Zellnachschub aus den vorgeschalteten Stammzellspeichern angewiesen ist. Sie wirken als Verstärker in der bedarfsadaptierten Regulation der Funktionszellen des myelopoetischen Systems, da die Zellzykluszeiten und die Zahl der zwischengeschalteten Reifungsschritte durch Regulationsfaktoren variiert werden kann. Frühe Stammzellen sind dadurch definiert, dass sie bei experimenteller und klinischer Transplantation gemeinsame Vorläufer für alle hämatopoetischen Zellreihen darstellen. Sie können aufgrund der Expression reifungs- und zelllinienspezifischer Marker durchflusszytometrisch (FACS) quantifiziert und präparativ angereichert werden.


Das in Abbildung 1.1 dargestellte, gegenüber der Realität sicherlich vereinfachte Strukturmodell der Hämatopoese erleichtert das Verständnis der Blutkrankheiten und ihrer für den Nichtspezialisten zunächst verwirrenden Vielfalt und Nomenklatur.









1.2 Normale und pathologische Verteilung der Blutzellbildung


Im postnatalen Lebensabschnitt werden myelopoetische Zellen nur im Knochenmark, lymphopoetische Zellen außerdem in Lymphknoten, in den submukösen lymphatischen Geweben (besonders in den Tonsillen, den Peyer-Plaques des Dünndarms und in der Appendix), in der Milz und beim Kind im Thymus gebildet. Die Ausbreitung des blutbildenden Knochenmarks innerhalb des Skelettsystems ändert sich mit dem Lebensalter (Abb. 1.2) und den Anforderungen an die Zellproduktion. Bei hohem Zellbedarf, z. B. bei chronischer Hämolyse oder prolongierten schweren Infekten, wird das gelbe Fettmark teilweise durch rotes hämatopoetisches Mark ersetzt.
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Abb. 1.2 Verteilung des hämatopoetischen Knochenmarks.





Das blutbildende Knochenmark besitzt eine für die Ansiedlung, Proliferation und Ausreifung hämatopoetischer Zellen speziell geeignete „Matrix“. Die wichtigsten zellulären Elemente des Knochenmarkstromas sind Fettzellen, Fibroblasten, Knochenmarkmakrophagen sowie die Gefäßendothelien und die diesen extraluminal anliegenden Retikulumzellen. Hämatopoetische Zellen vermehren sich extravaskulär und passieren erst nach Reifung zu den Funktionsformen (kernlose Erythrozyten, reife Granulozyten, Thrombozyten) die Wand der Knochenmarksinusoide, die mit den abführenden Venen in Verbindung stehen. Für diese mit dem Terminus Mark-Blut-Schranke charakterisierte Ausschwemmungsregulation sind spezifische Eigenschaften des Stromas, der Retikulumzellen und der Gefäßendothelien verantwortlich. Diese besitzen Rezeptorproteine für die zahlreichen Adhäsionsmoleküle unreifer hämatopoetischer Zellen, die mit zunehmender Reifung nicht mehr exprimiert werden. Bei den Granulozyten und den Monozyten spielt außerdem die mit der Ausreifung zunehmende Zellmotilität eine Rolle, die es diesen Zellen später gestattet, am Ort des Bedarfs aus den Gefäßen in das Gewebe auszuwandern.


Bei Neoplasien, seltener bei reaktiven Veränderungen der Hämatopoese, finden sich nicht nur quantitative Verschiebungen innerhalb der postnatalen Blutbildungsstätten, sondern auch Metaplasien in anderen Organen, vor allem in Milz und Leber, d. h. den Organen der frühen embryonalen Blutzellproduktion, seltener in Lymphknoten, Thymus, Nierenkapsel, Dura oder Haut (extramedulläre Blutbildung). Da in diesen Geweben die für das Stroma des Knochenmarks spezifische Ausschwemmungsregulation fehlt, sieht man ebenso wie bei Zerstörung der Knochenmarkarchitektur durch Granulome oder Karzinommetastasen oder bei Markfibrose Vorstufen der Erythro- und Granulopoese, u.U. auch Fragmente von Megakaryozytenkernen im peripheren Blut; derartige Veränderungen werden als „leukoerythroblastisches“ Blutbild bezeichnet. Die extramedulläre Blutbildung führt zur Vergrößerung von Milz und Leber. Mit bildgebenden Verfahren sichtbare Blutbildungsherde anderer Lokalisation können als Lymphom oder Karzinommetastase fehlgedeutet werden.


Aus den Blutbildungsstätten, die weitgehend auch die Stätten der Blutzellreifung sind, werden die Zellen in das strömende Blut entlassen, in dem sie unterschiedlich lange zirkulieren. Im peripheren Blut finden sich aber neben ausgereiften Funktionszellen auch lymphatische Zellen und hämatopoetische Stammzellen, die in die Blutbildungsstätten zurückkehren und sich dort vermehren können. Mit solchen Rezirkulationsvorgängen ist die Tatsache zu erklären, dass das auf verschiedene Skelettabschnitte verteilte hämatopoetische Mark wie ein Organ reagiert. Viele neoplastische Blutkrankheiten können deswegen durch Probenentnahme an einer beliebigen Stelle des Knochenmarks sicher nachgewiesen werden.









1.3 Differenzierung, Funktion und Abbau der einzelnen Blutzellen





1.3.1 Erythropoese


Aus der myelopoetischen Stammzelle gehen die Vorläuferzellen der Erythropoese hervor, deren Vermehrung selektiv und spezifisch durch das Glykoproteinhormon Erythropoetin (Epo) reguliert wird. Es entsteht in den peritubulären interstitiellen Zellen der Niere. Diese ist das Fühlorgan eines Regelkreises, der im Zusammenspiel mit Regulationsmechanismen des Kreislaufs und des Stoffwechsels die ausreichende Sauerstoffversorgung der Gewebe überwacht: Erythropoetin wird vermehrt bei Gewebehypoxie in der Niere gebildet, wie sie bei Abfall des Sauerstoffpartialdrucks oder der Hämoglobinkonzentration auftritt. Konsekutiv wird die Vermehrung der erythropoetischen Vorläuferzellen stimuliert und die Erythrozytenproduktion gesteigert (Abb. 1.3).
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Abb. 1.3 Regulation der Erythrozytenproduktion durch Erythropoetin.








Bei normaler Knochenmarkfunktion und ausreichendem Protein- und Eisenangebot kann die Erythrozytenbildung bei Blutung oder Hämolyse bedarfsorientiert bis über das 10fache der Norm erhöht werden!






Epo induziert durch Hemmung der Apoptose die Vermehrung der erythropoetischen Vorläuferzellen und ihre weitere Differenzierung mit Induktion der Hämoglobinsynthese. Die Entwicklungszeit vom Proerythroblasten bis zur Kernausstoßung beträgt etwa 5 Tage. Während dieser Reifungszeit finden 3–4 hintereinandergeschaltete Teilungen statt; aus einem Proerythroblasten entstehen also 8–16 Erythrozyten. Das Zytoplasma der unreifsten Zellen enthält viel „basophile“ Ribonukleinsäure (RNA) und erscheint deswegen in der panoptischen Färbung tiefblau. Die reifsten enthalten überwiegend „azidophiles = eosinophiles“ Hämoglobin und erscheinen deswegen rötlich. Die einzelnen Stadien des kontinuierlichen Reifungsprozesses werden nicht einheitlich benannt. Gebräuchlich ist eine Einteilung in 4 Stufen (im deutschen Sprachgebrauch weniger gebräuchliche Synonyme sind in Klammern gesetzt):





• Proerythroblasten (Pronormoblasten) sind die unreifsten erythropoetischen Zellen, die im Knochenmark mikroskopisch identifiziert werden können.


• Basophile Erythroblasten (Makroblasten) sind etwas reifere Zellen mit hohem RNA-Gehalt und eben erkennbarer beginnender lokaler Hämoglobinbildung.


• Polychromatische Erythroblasten (Normoblasten) sind die reifsten teilungsfähigen Zellen der Erythropoese. Ihre Mischfarbe ist Folge einer bereits diffusen Hämoglobinisierung.


• Oxiphile Erythroblasten (orthochromatische Erythroblasten, spätpolychromatische Erythroblasten, Normoblasten) haben einen kleinen strukturlosen Kern, der sich nicht mehr teilen kann und schließlich ausgestoßen wird. Hauptbestandteil des Zytoplasmas ist Hämoglobin; die Plasmafärbung entspricht den jungen kernlosen Erythrozyten.





Kernhaltige Zellen der Erythropoese finden sich außer in den ersten Lebenstagen des Neugeborenen normalerweise nur im Knochenmark. Die wenigen Erythroblasten, die in das strömende Blut gelangen, werden sofort in der Milz abgefangen. Eine Erythroblastose resultiert aus Verlust der Milzfunktion oder aus einer vermehrten Erythroblastenausschwemmung, z. B. bei schwerer Gewebehypoxie im Schock, Lactatazidose oder akuter Hämolyse, bei Zerstörung der Knochenmarkarchitektur oder bei extramedullärer Erythroblastenbildung.


Erythrozyten enthalten 1–2 Tage nach der Entkernung noch Spuren von RNA und Organellenreste. Sie zeigen im panoptisch, z.B. nach Pappenheim, gefärbten Blutausstrich einen bläulichen Farbstich und werden deswegen als polychromatische Erythrozyten bezeichnet. Diese Nomenklatur ist unlogisch, aber allgemein gebräuchlich. Selbstverständlich sind diese Zellen nicht RNA-haltiger, d.h. polychromatischer, als die sog. oxyphilen oder orthochromatischen Erythroblasten! Nach Vitalfärbung erscheinen sie als Retikulozyten (Abb. 6.9).


Die voll ausgereiften Erythrozyten können aufgrund der hohen Bindungsfähigkeit des Hämoglobins den Sauerstofftransport effektiv bewältigen. Sie leben etwa 110 Tage in der Blutbahn und werden in den Makrophagen der Milz und des Knochenmarks abgebaut. Ihre Lebenszeit ist auch durch Milzexstirpation nicht verlängerbar. In den Makrophagen werden sie aufgelöst; Eisen und Eiweißbestandteile werden erneut zur Biosynthese verwendet, der Porphyrinanteil des Farbstoffs wird zu Bilirubin umgewandelt, in die Leber transportiert und schließlich als Sterko- und Urobilin ausgeschieden.









1.3.2 Granulopoese


Die unreifen Vorläuferzellen der Granulopoese sind ebenso wenig mikroskopisch identifizierbar wie die der Erythropoese. Sie können in Zellkulturen zur Vermehrung und Ausreifung gebracht werden. Ihre Vermehrung lässt sich durch hämatopoetische Wachstumsfaktoren stimulieren, die vor allem von Makrophagen und/oder T-Lymphozyten gebildet werden. Die wichtigsten sind Granulozyten-Monozyten (GM-) oder Granulozyten (G-)CSFs. Ihr Nachweis im Serum hat für die diagnostische Praxis keine Bedeutung. Zusammen mit Entzündungsfaktoren, vor allem Interleukin-1, Interleukin-6 und Tumornekrosefaktoren spielen sie eine Vermittlerrolle bei der Stimulation der Granulopoese durch Bakterien und Zelldestruktionsprodukte.


Die Stimulation durch Zytokine führt neben der Steigerung der Zellproliferation zu einer Differenzierungsinduktion. Das wichtigste Reifungsmerkmal ist die Entstehung verschiedener Granula, die dieser Zellreihe den Namen gegeben haben und ihre funktionelle Spezialisierung widerspiegeln. Ebenso wie bei den Erythroblasten nimmt der RNA-Gehalt als Maß der Proteinsynthese mit zunehmender Reife ab; unreife Zellen sind also stärker basophil. Die noch heute verwendete Nomenklatur der einzelnen Reifungsstufen ist leider nicht konsequent:





• Myeloblasten sind die jüngsten mikroskopisch identifizierbaren Zellen der Granulopoese. Da sie nach der üblichen Definition keine oder nur wenige Granula enthalten, sind einzelne dieser Zellen nicht immer mit Sicherheit von unreifen Zellen anderer Zellreihen abzugrenzen. Nicht unterscheidbar sind sie von den jüngsten Vorläuferzellen der Monozytopoese.


• In Promyelozyten sieht man sog. primäre oder unspezifische azurophile Granula. Diese sind elektronenmikroskopisch als Lysosomen zu erkennen, die neben anderen Enzymen die für die Bakterienabtötung entscheidend wichtige Myeloperoxidase enthalten.


• Myelozyten lassen neben den abnehmenden primären Granula spezifische oder sekundäre Granula erkennen, die die Zellen als neutrophil definieren. Entstehung und Zahl der neutrophilen Granula gehen mit der Aktivität der alkalischen Phosphatase parallel.





Die bisher genannten Zellformen finden sich normalerweise nur im Knochenmark, können aber bei starken Reizen, z. B. bei einer Sepsis, vorübergehend auch im peripheren Blut erscheinen. Ebenso wie in der Erythropoese finden während des Reifungsprozesses mehrfache Teilungen statt, sodass aus einem Myeloblasten nach 3–5 Teilungsschritten 8–32 Endzellen entstehen.





• Neutrophile Metamyelozyten, auch als jugendliche Granulozyten bezeichnet, sind nicht mehr teilungsfähig. Sie verbleiben überwiegend im Knochenmark, erscheinen im Zuge der Linksverschiebung bei Entzündungsreaktionen aber auch im peripheren Blut.


• Stabkernige und segmentkernige neutrophile Leukozyten werden in das periphere Blut ausgeschwemmt und verweilen dort 5–10 Stunden, bevor sie, ungezielt oder durch Chemotaxis gelenkt, in die Gewebe auswandern und zugrunde gehen. Die spezifischen sekundären Granula dieser Zellen sind bei reaktiven Leukozytosen als „toxische“ Granulation besonders deutlich zu sehen. Die für die Funktion wichtigen myeloperoxidasehaltigen primären Granula sind noch vorhanden, nach Fixation des Ausstrichs aber nicht mehr sichtbar.





Neutrophile Granulozyten phagozytieren freie oder antikörperbedeckte (opsonierte) Bakterien und zerstören sie durch ihre lysosomalen Enzyme. Ein Ausfall dieser Funktion bei schwerer Neutropenie oder bei funktionellen Defekten führt zur Invasion von Bakterien und Pilzen, die normalerweise als harmlose Saprophyten Haut und Schleimhäute besiedeln, und damit zu lokalisierten und generalisierten Infektionen.


Bestimmte Vorläuferzellen der Granulopoese sind für die Entwicklung zum eosinophilen Granulozyten programmiert. Lichtmikroskopisch lassen sich neutro- und eosinophile Granulozyten im Stadium des reifen Promyelozyten oder halbreifen Myelozyten durch die Größe und Färbbarkeit der Eosinophilengranula unterscheiden. Für die praktische Diagnostik werden unreife einkernige, gelegentlich noch einige unreife basophile Granula enthaltende, und reife Eosinophile unterschieden. Im Gegensatz zu den neutrophilen Segmentkernigen haben diese meist nur zwei Kernsegmente. Eosinophile haben wie neutrophile Granulozyten die Fähigkeit zur Chemotaxis und Phagozytose. Sie haben darüber hinaus Funktionen bei der Kontrolle von Antigen-Antikörper-Reaktionen, z. B. durch Inaktivierung von Mediatorsubstanzen der Anaphylaxie. Das Material aus den Granula zugrunde gegangener Zellen ist für die Bildung der sog. Charcot-Leyden-Kristalle im Gewebe verantwortlich.


Auch die Blutbasophilen stammen aus dem Knochenmark; sie lassen sich lichtmikroskopisch erst nach Reifung zum Myelozyten von neutrophilen und eosinophilen Granulozyten unterscheiden. Dagegen erscheinen die ebenfalls von hämatopoetischen Stammzellen abstammenden Mastzellen oder Gewebsbasophilen normalerweise nicht im peripheren Blut. Mastzellen und basophile Granulozyten sind an vielen immunologischen Reaktionen beteiligt, vor allem an der allergischen Antigenreaktion mit IgE-Antikörpern. Sie erweisen sich dabei als „Minidrüsen“, die degranulieren und Substanzen wie Histamin und Heparin freisetzen.









1.3.3 Monozyten und Makrophagen


Monozyten werden aus Vorläuferzellen gebildet, die von denen der Granulopoese nicht unterscheidbar sind (Abb. 1.1). Unter dem Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren entstehen daraus Monozyten oder neutrophile Granulozyten, wie die Zusammensetzung der unter M-, GM- oder G-CSF-Stimulation entstehenden Kolonien in vitro und die Blutbildveränderungen nach Gabe der beiden Faktoren in vivo demonstriert.


Unreife Monozyten (Monoblasten, Promonozyten) können im Knochenmark aufgrund des hohen Gehalts an unspezifischer Esterase zytochemisch identifiziert werden, sind aber nach panoptischer Färbung allein kaum von anderen mononukleären Zellen zu unterscheiden. Ihre mittlere Verweildauer im Blut ist mit 1–2 Tagen länger als die der neutrophilen Granulozyten. Auch Monozyten phagozytieren und töten Bakterien. Sie gehen nach Verlassen der Blutbahn nicht zugrunde, sondern bleiben in den Geweben liegen und werden dort als Histiozyten oder Makrophagen, in der Leber auch als von Kupffersche Sternzellen bezeichnet. Diese Gewebeformen bleiben monatelang lebens- und funktionsfähig. Zumindest ein Teil von ihnen hat sich die Möglichkeit bewahrt, sich auf bestimmte Reize hin im Gewebe zu teilen und zu vermehren.


Makrophagen finden sich in allen Geweben, besonders viele in Leber, Milz, Lymphknoten und Knochenmark, sowie an Orten chronischer Entzündung, im Bereich von Granulomen und zusammen mit Zellen des lymphatischen Systems und Gewebsbasophilen im Bereich zellulärer Immunreaktionen.


Monozyten, daraus entstandene dendritische Zellen und Makrophagen haben neben der Bakterienabtötung und der Phagozytose nekrotischen Materials wichtige Funktionen im Zusammenspiel mit Zellen des lymphatischen Systems. Sie stellen den Lymphozyten am Beginn des afferenten Schenkels der Immunantwort die Information über phagozytierte Antigene zur Verfügung (Antigenpräsentation), phagozytieren Antigen-Antikörper-Komplexe und produzieren abhängig von ihrem Aktivierungszustand viele Zytokine, z. B. hämatopoetische Wachstumsfaktoren, Interleukine und Interferone.









1.3.4 Megakaryozyten und Thrombozyten


Bei den Mutterzellen der Blutplättchen, den Megakaryozyten, bleibt im Unterschied zu anderen hämatopoetischen Zellen nach der DNA-Vermehrung und Teilung ihrer Kerne die Zellteilung aus, sodass schließlich polyploide Riesenzellen mit dem 2- bis 16fachen DNA-Gehalt einer normalen Knochenmarkzelle entstehen. In normalen Megakaryozyten vereinigen sich die Kernteile wieder zu einem einzigen großen gelappten Kern. Bei manchen Erkrankungen, z. B. bei megaloblastären Anämien, sind jedoch 8–16 Einzelkerne unterscheidbar; solche Zellen werden als hypersegmentierte Megakaryozyten bezeichnet.


Aus dem granulierten Zytoplasma der reifen Megakaryozyten (Abb. 1.4) bilden sich pro Zelle etwa 4000 Thrombozyten. Unter Stimulation gebildete Makrothrombozyten haben eine höhere hämostatische Potenz als normal große Plättchen. Thrombozyten verweilen etwa 10 Tage in der Blutbahn, falls sie nicht vorher zur Blutstillung und Thrombusbildung verwendet werden. Sie sind im Gefäßbett nicht gleichmäßig verteilt. Durch Injektion von Adrenalin oder durch forcierte körperliche Bewegung lässt sich die Plättchenzahl um etwa 20% steigern. Dieser innerhalb von Minuten ablaufende Thrombozytenanstieg bleibt – obschon in abgeschwächter Form – auch nach Splenektomie erhalten. Nach Messungen bei Menschen mit und ohne Milz ist anzunehmen, dass sich im Fließgleichgewicht etwa 30% aller zirkulierenden Blutplättchen in der Milz, weitere 10% in einem rasch mobilisierbaren intravaskulären Pool befinden.
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Abb. 1.4 Ein Megakaryozyt im Knochenmark. Man erkennt zentral im Zytoplasma das Granulomer als Vorstufe der Thrombozyten.





Die Produktion der Thrombozyten wird durch Thrombopoetin (TPO) gesteuert, dessen Aminosäuresequenz zu etwa 50% der des Erythropoetins entspricht. Es wird konstitutiv in der Niere, in der Leber und in den Makrophagen des Knochenmarks gebildet. TPO reagiert mit einem Rezeptor (dem sog. c-MPL), der auf Thrombozyten, Megakaryozyten und frühen Stammzellen, nicht jedoch auf anderen hämatopoetischen Zellen zu finden ist. Die TPO-Konzentration im Plasma wird durch diese Bindung gesteuert. Sie ist deswegen bei Thrombozytopenien mit Verminderung der Megakaryozyten, z. B. nach Chemotherapie oder bei aplastischer Anämie, auf ein Vielfaches der Norm, bei megakaryozytenreichen Formen, so etwa bei ITP, nicht oder nur gering erhöht.









1.3.5 Die Zellen des lymphatischen Systems


Die Struktur des lymphatischen Systems und die Funktion der Lymphozyten wurden erst spät geklärt, da sich normale Lymphozyten verschiedener Funktion und verschiedenen Reifungsgrades morphologisch nicht sicher unterscheiden lassen. Wesentliche Erkenntnisse haben Untersuchungen an genetisch manipulierten Versuchstieren und Analysen der Zelloberflächen mit immunologischen Methoden gebracht. Aus multipotenten, aber bereits für die Lymphopoese programmierten Vorläuferzellen entstehen die beiden großen Differenzierungsreihen, die B- und die T-Lymphozyten2. Bei dieser Differenzierung spielen weitere Organe, beim Menschen vor allem der Thymus, eine wichtige Rolle, ohne den eine Entwicklung zu funktionsfähigen T-Zellen nicht möglich ist.


Aufgrund dieser Erkenntnisse können wir die Entwicklung und die Funktion mehrerer Subklassen des lymphatischen Systems definieren (Abb. 1.1):





• B-Lymphozyten sind die Vorläufer der Plasmazellen. Sie sind durch die Präsenz von Immunglobulinen im Zytoplasma und als antigenspezifische Rezeptoren auf der Zelloberfläche gekennzeichnet. Jeder B-Lymphozyt ist auf jeweils ein Antigen spezialisiert. Berührung mit diesem Antigen löst die Proliferation eines B-Zell-Klons und Reifung zu Plasmazellen aus, die Antikörper gegen dieses spezifische Antigen bilden. Jede Zelle bildet nur Immunglobuline eines Leichtkettentyps, wobei das Verhältnis κ zu λ im peripheren Blut bei etwa 2: 1 liegt.


• Plasmazellen sind durch ihre charakteristische Morphologie mit exzentrischem Kern und basophilem, d. h. für die Proteinsynthese mit vielen Ribosomen ausgestattetem Zytoplasma leicht von anderen Knochenmarkzellen abgrenzbar. Sie sind in vielen Geweben des Körpers zu finden, besonders reichlich im Knochenmark und in den Lymphknoten. Sie erscheinen bei bestimmten Virusinfektionen und bei Plasmazellneoplasien auch im peripheren Blut.


• T-Lymphozyten bilden keine Antikörper, sondern wirken durch zelluläre Interaktionen, teilweise unter Bildung von Wirkstoffen komplexer Funktion, den sog. Lymphokinen, zu denen z. B. Interleukin-2 und γ-lnterferon gehören. Sie sind als zytotoxische Effektorzellen die Funktionszellen der zellulären Immunität. Subpopulationen der T-Zellen können außerdem B-Zell-Reaktionen stimulieren (Helferzellen) oder bremsen (Suppressorzellen). T-Lymphozyten werden mithilfe monoklonaler Antikörper identifiziert, die mit zellreihen- und zellreifungsspezifischen Membranproteinen reagieren. Charakteristisch ist der T-Zellrezeptor, der ähnlich wie das Immunglobulinmolekül aufgebaut ist und die Antigenspezifität der T-Zelle bestimmt und das CD3, das in den T-Zellrezeptor-Komplex integriert ist und linienspezifisch exprimiert wird. CD steht dabei für Cluster of Differentiation (s. u.). CD-Antigene erlauben auch die Erkennung und Isolierung von funktionellen T-Zell-Subpopulationen. Dazu gehören als größte Gruppen Helfer- (CD4-) und zytotoxische (CD8-)Zellen.


• Natürliche Killerzellen (NK-Zellen, CD16, CD56, CD3 negativ) sind mononukleäre lymphozytenähnliche Zellen, die ohne vorherigen Antigenkontakt maligne und virusinfizierte Zellen lysieren können. Ihre Funktion steht in enger Beziehung zum Interferonsystem, ihre genaue Zuordnung innerhalb der Hämatopoese ist noch unklar. Morphologisch gehören NK-Zellen zu den großen Lymphozyten mit deutlicher Granulation („large granular lymphocytes“, LGL).





Werden Lymphozyten spezifisch oder unspezifisch stimuliert, so entstehen große teilungsfähige Lymphoblasten. T-Lymphoblasten werden beispielsweise bei infektiöser Mononukleose in das Blut ausgeschwemmt. Die Lebenszeit der Lymphozyten ist nicht (wie z. B. die der Erythrozyten) mit ihrer Verweildauer im peripheren Blut gleichzusetzen. Der größte Teil der Lymphozyten im Körper befindet sich nicht in der Blutbahn, sondern in Lymphknoten, Knochenmark und lymphatischen Organen. Die Zeit zwischen zwei Teilungen bzw. zwischen letzter Teilung und Zelltod kann viele Jahre betragen. Diese langlebigen Zellen sind für das immunologische Gedächtnis des Organismus verantwortlich.


Im Gegensatz zur gestaltlichen Vielfalt der myelopoetischen Zellen verläuft die Differenzierung im lymphatischen System ohne Ausprägung leicht erkennbarer morphologischer Merkmale, abgesehen von den Plasmazellen als den reifsten Endzellen der B-Lymphozyten. Lymphozyten können aber ebenso wie die im Blut – allerdings nur in geringer Anzahl – vorkommenden hämatopoetischen Stammzellen und Vorläuferzellen (CD34) aufgrund unterschiedlicher Membranantigene mit enzym- oder fluoreszenzmarkierten Antikörpern identifiziert werden. Der Immunphänotyp wurde zunächst nach den mit bestimmtem Subpopulationen reagierenden monoklonalen Antikörpern benannt, z. B. (OKT-3, -4, -8). Heute wird der Immunphänotyp hämatopoetischer Zellen nach den in einer bestimmten Zellreihe und einem bestimmten Entwicklungsstadium exprimierten Antigenen klassifiziert (Tab. 1.1 und Tab. 2.6). Seit der Frühzeit der Immunphänotypisierung werden Antigene nach ihrer Reaktivität mit verschiedenen Antikörpern gleicher oder ähnlicher Spezifität sowie Molekulargewicht nach internationaler Übereinkunft in Gruppen (CDs, von Cluster of Differentiation) geordnet. Für einen Teil dieser Moleküle ist inzwischen die spezifische, für die physiologischen Aufgaben dieser Zellart notwendige Funktion bekannt. Das CD-System umfasst derzeit etwa 200 Klassen und Subklassen und wird ständig erweitert. Da in einem frühen Differenzierungsstadium exprimierte Antigene teilweise persistieren, sind viele Zellen durch ein bestimmtes Antigenmosaik gekennzeichnet. Die Immuntypisierung erlaubt deswegen auch eine an der physiologischen Differenzierungshierarchie orientierte Subklassifizierung der Neoplasien der Hämatopoese (Kap. 5.4).




Tab. 1.1

Beispiele für Differenzierungsantigene des hämatopoetischen Systems
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1.3.6 Immunglobuline


Plasmazellen und reife B-Lymphozyten, die noch nicht die typische Gestalt dieser Endzellen angenommen haben, synthetisieren und sezernieren spezifische Funktionsproteine, die bei serologischem Nachweis als Antikörper, bei immunchemischem Nachweis als Immunglobuline, bei Nachweis in der Folienelektrophorese als Gamma-Globuline bezeichnet werden. Alle Immunglobuline weisen ein gleiches Grundgerüst auf (Abb. 1.5).
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Abb. 1.5 Immunglobulinmolekül. Fab: antikörperbildende Fragmente; Fc: kristallisierbares Fragment; [image: image] Disulfidbrücken, die die einzelnen Polypeptidketten verbinden.





Jedes Immunglobulin-(Ig-)Molekül besitzt zwei identische „leichte“ Polypeptidketten, die als Kappa-(κ-) oder Lambda-(λ-)Ketten bezeichnet werden. Funktionelle Unterschiede zwischen κ- und λ-Ketten bestehen nicht. Ihre Unterscheidung erfolgt mit speziellen Antileichtkettenseren. Ig-Fraktionen oder Antikörperpräparationen bestehen normalerweise aus einem Gemisch von κ- und λ-haltigen Molekülen. Sind im Serum eines Patienten nur Ig-Moleküle mit κ- oder mit λ-Ketten nachweisbar, so nimmt man an, dass die Bildungszellen aus einer Zelle entstanden sind, dass es sich also um ein monoklonales Protein handelt. Derartige monoklonale Immunglobuline („Paraproteine“) werden z. B. von Myelomzellen gebildet.


Jedes Ig-Molekül besitzt zwei ebenfalls identische „schwere“ Polypeptidketten. Die Unterschiede der Schwerketten bestimmen die Zugehörigkeit eines Ig-Moleküls zu einer der Ig-Klassen A, G, M, E oder D, die unterschiedliche Funktionsspektren aufweisen. Fc- und Fab-Fragmente (Abb. 1.5) entstehen bei enzymatischer Degradation der Immunglobuline in vitro. Man bezeichnet damit auch die entsprechenden Teile des intakten Ig-Moleküls, auf denen unterschiedliche Teilfunktionen lokalisiert sind.


Die immunologische Vielfalt der Antikörper resultiert aus der antigenabhängigen und antigenspezifischen Strukturvielfalt der variablen Regionen der Leicht- und Schwerketten am N-terminalen Ende des Immunglobulinmoleküls. Diese Region der Fab-Fragmente bindet sich an die korrespondierenden Antigendeterminanten oder spezifischen Rezeptoren. Viele Zelloberflächen tragen aber auch „unspezifische“ Rezeptoren für den Fc-Teil des Immunglobulins.


Die quantitative Bestimmung der einzelnen Ig-Klassen im Serum, ihre qualitative Charakteristik in der Immunfixation und die Charakterisierung von Antikörpern nach ihrer Ig-Klasse gehören heute in vielen Bereichen der Medizin zu den diagnostischen Routinemethoden. Die Kenntnis der wichtigsten strukturellen und funktionellen Eigenschaften der einzelnen Klassen ist deswegen für das Verständnis vieler Befunde wichtig.





• IgM-Antikörper werden nach Erstkontakt des Immunsystems mit einem Antigen gebildet. Das IgM-Molekül ist ein Polymer aus fünf Einzelmolekülen, die am Fc-Fragment durch Disulfidbrücken verbunden sind. Es hat deswegen mit etwa 900 000 D eine etwa fünfmal so hohe relative Molekularmasse wie die übrigen Immunglobuline. Vor der Einführung der Immunelektrophorese wurde IgM mit der Ultrazentrifuge als 19-S-Globulin charakterisiert und als Makroglobulin bezeichnet. Die „Makroglobulinämie“ bei B-Zell-Lymphomen (Morbus Waldenström) ist Ausdruck einer hohen Konzentration von monoklonalem IgM bei dieser Erkrankung.


• IgG bildet normalerweise den Hauptanteil der Gamma-Globulinfraktion. Es wird bei Antigenerstkontakt später als IgM gebildet. Wegen seines niedrigeren Molekulargewichts kann es im Gegensatz zu IgM die Plazenta passieren. Es übernimmt damit den initialen Schutz des neugeborenen Kindes. IgG-Antikörper gegen Rh-Antigene sind für die Hämolyse bei Rh-Inkompatibilität (Kap. 6.10.6) verantwortlich.


    Innerhalb der IgG-Klasse werden 4 Subklassen, IgG1–IgG4, unterschieden. Alle außer IgG4 können nach Bindung an spezifische Antigene Komplement aktivieren. IgG1 und IgG3 sind für die Opsonisation von Bakterien mit einer Polysaccharidkapsel notwendig.


• IgA nimmt dadurch eine Sonderstellung ein, dass es nicht nur wie die übrigen Immunglobuline im Serum und in Körperflüssigkeiten verbreitet ist, sondern als „sekretorisches IgA“ von submukös gelegenen Plasmazellen lokal gebildet wird. Das in den äußeren Sekreten (Darmflüssigkeit, Speichel, Bronchialsekret) enthaltene sekretorische IgA ist ein Dimer, das an ein zusätzliches Sekretstück gebunden ist. Es trägt dazu bei, das Eindringen von Mikroorganismen durch die inneren Körperoberflächen zu verhindern. Von IgA sind beim Menschen 2 Subklassen bekannt. Das in der Muttermilch vorhandene IgA spielt eine herausragende Rolle für den Infektionsschutz des Säuglings.


• IgD ist in sehr niedriger Konzentration im Serum vorhanden. Es erscheint etwas später als IgM in der Entwicklung der B-Lymphozyten als Rezeptor auf der Oberfläche. Deswegen wird angenommen, dass es für die Antigenerkennung und Induktion der spezifischen Antikörpersynthese wichtig ist.


• IgE entspricht der Antikörperklasse der Reagine, die für die allergische Reaktion vom Soforttyp, z. B. für die Anaphylaxie, verantwortlich sind. Dabei spielt eine Rolle, dass sein Fc-Fragment besondere Affinitätsrezeptoren auf Gewebs- und Blutbasophilen besitzt. Auch IgE wird lokal in Schleimhäuten gebildet und findet sich in den äußeren Sekreten. Die Serumkonzentration ist so niedrig, dass im Gegensatz zu den anderen Immunglobulinen die Bestimmung mit Immundiffusion oder Nephelometrie nicht möglich ist. Zur Bestimmung verwendet man den Radioimmunosorbenttest (RIST), der nach dem Muster anderer Radioimmuntests abläuft. Durch eine Modifikation dieses Tests (Radioallergosorbenttest, RAST) ist es auch möglich, IgE-Anteile gegen bestimmte Allergene quantitativ zu bestimmen (sog. spezifisches IgE).





Angaben über Normalwerte und wichtige Eigenschaften der einzelnen Immunglobuline finden sich in Tabelle 1.2. Bei Neugeborenen liegen die Serumkonzentrationen niedrig; sie steigen erst im Adoleszentenalter auf die Erwachsenenwerte an (Tab. 1.3). Eine Ausnahme macht lediglich das IgG, das beim Neugeborenen die Konzentration im mütterlichen Blut erreicht und im ersten Trimenon wieder abfällt.




Tab. 1.2

Wichtige Eigenschaften der Immunglobuline und Normalbereiche bei Erwachsenen
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Tab. 1.3

Altersabhängigkeit der Immunglobulinkonzentrationen. Angegeben sind die Mittelwerte in mg/dl mit 95%-Konfidenzintervall
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1.3.7 Regulation der Blutbildung: Zytokine und Wachstumsfaktoren


Wie viele fundamentale physiologische und pathologische Abläufe werden Bildung, Reifung, Aktivierung, Apoptose und Abbau der Blutzellen durch endokrine (Hormone, -poetine) und durch para- oder autokrin wirksame Faktoren (Zytokine) gesteuert. Im Gegensatz zu den Hormonen sind Zytokine pleiogen – werden also von verschiedenen (aber keineswegs von allen!), meist verwandten Zellarten gebildet – und pleiotrop – wirken also auf verschiedene Zellen. Die Wirkung der Zytokine wird über spezifische Rezeptoren vermittelt, deren Expression in verschiedenen Zellreihen und Entwicklungsstadien dieser Zellreihen unterschiedlich ist. Die Bindung hemmt die Apoptose und induziert Proliferation, Rezeptor-, Protein- oder Zytokinproduktion. Dies hat zur Folge, dass die Stimulation einer Zellart meist zu einer Kaskade weiterer Zell- und Zytokinaktivierungen führt. Den hämatopoetischen Wachstumsfaktoren fällt die Aufgabe zu, die Stammzellen zur Proliferation und Differenzierung anzuregen, den Verstärkereffekt in den determinierten Vorläuferkompartimenten zu regulieren und periphere Effektorzellen funktionell zu aktivieren. Neben den in Tabelle 1.4 aufgeführten Beispielen gibt es in jeder Gruppe eine Vielzahl weiterer Zytokine. Sie bilden durch wechselseitige Stimulation und Hemmung der Zytokinbildung selber in vivo ein komplexes regulatives Netzwerk, dessen Einzelheiten noch keineswegs vollständig bekannt sind. Neben den hämatopoetischen Wachstumsfaktoren sind die eng verwandten Interleukine (IL), die Interferone (IFN) und die Tumornekrosefaktoren (TNF) für die Hämatologie von besonderer Bedeutung. Die Bezeichnung als „Interleukin“ oder „Wachstumsfaktor“ hat teilweise nur historische Gründe, es gibt keine klare Abgrenzung.




Tab. 1.4

Übersicht über die verschiedenen Typen der für das Blutsystem wichtigen Zytokine. Zum Vergleich werden zwei „klassische“ Hormone mit aufgeführt. Erythropoetin und Thrombopoetin nehmen eine Zwischenstellung ein; sie werden trotz ihres Hormoncharakters zu den hämatopoetischen Wachstumsfaktoren gerechnet. Aus jeder Gruppe werden nur ein besonders wichtiges Zytokin und seine wichtigsten Bildungs- und Zielzellen als Beispiel angeführt
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Ein Teil dieser Faktoren steht in rekombinanter Form zur Anwendung beim Menschen zur Verfügung und wird in der Therapie hämatologischer Erkrankungen eingesetzt, z. B. Erythropoetin bei renaler Anämie und der Anämie der Frühgeborenen, G-CSF zur Dauerbehandlung der kongenitalen Neutropenie und zur Beschleunigung der hämatopoetischen Regeneration nach intensiver zytostatischer Behandlung oder Interferon zur zytoreduktiven Behandlung einiger hämatopoetischer Neoplasien. Die bei Drucklegung dieses Buches als Medikamente zugelassenen oder in klinischen Studien getesteten Zytokine (Tab. 4.1) werden in Kapitel 4.4 besprochen. Gezielte therapeutische Eingriffe sind darüber hinaus mit monoklonalen Anti-Zytokin- und Anti-Rezeptor-Antikörpern möglich, die teilweise noch Gegenstand der experimentellen und klinischen Forschung sind, aber auch bereits therapeutisch eingesetzt werden.


In den letzten Jahrzehnten wurde ein Teil der Mechanismen entschlüsselt, die intrazellulär für die Regulation der Zellfunktionen verantwortlich sind. Hämatopoetische Zellen interagieren über Rezeptoren mit verschiedenen Botenstoffen und Zytokinen sowie im direkten Zellkontakt mit Oberflächenmolekülen von Nachbarzellen. Hierdurch können sowohl kurzfristige Effekte wie z. B. die Entleerung präformierter Granula als auch – über die Veränderung der Transkription im Zellkern – langfristige Veränderungen ausgelöst werden. Die Rezeptoren und die durch sie induzierten Signalkaskaden können in verschiedene Gruppen eingeteilt werden, wobei sich unterschiedliche Signalwege kreuzen oder konvergieren können, abhängig vom zellulären Kontext, in dem sie ausgelöst werden. Ionenkanalrezeptoren sind die prototypischen Rezeptoren in der schnellen Signalübertragung des Nervensystems, spielen aber auch bei der Aktivierung von Lymphozyten eine Rolle. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (z. B. Rezeptoren der Chemokine) können über nachgeschaltete Signalwege sowohl schnelle Effekte auslösen als auch über andere Signalkaskaden in die Transkription eingreifen. Die Stimulation von Rezeptoren mit Tyrosinkinase-Aktivität (z. B. der M-CSF-Rezeptor) oder Rezeptoren, die an Tyrosinkinasen gekoppelt sind (z. B. der Epo-Rezeptor) führen über die Phosphorylierung von regulatorischen Proteinen zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren im Zellkern. Eine besondere Bedeutung hat hier die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie durch rezeptorgekoppelte JAK-Kinasen.


Das Muster an transkribierter RNA bestimmt die weitere Funktion der Zellen. So muss z. B. bei einer akuten Blutung in erythropoetischen Vorläuferzellen die Transkription der Faktoren verstärkt werden, die für eine vermehrte Proliferation notwendig ist. In den ausreifenden Erythroblasten werden all diese Gene nicht mehr transkribiert. Dafür wird in großer Menge RNA benötigt, die für Hämoglobin kodiert. In den letzten beiden Jahrzehnten wurde eine Reihe von Transkriptionsfaktoren gefunden, die für eine bestimmte Richtung der Differenzierung von zentraler Bedeutung sind. Beispiele sind der Transkriptionsfaktor PU.1, der für die Entwicklung der Monozyten und B-Zellen benötigt wird, oder der Faktor C/EBP-α, der essenziell für myeloische Zellen (und Hepatozyten) ist. Pathologische Veränderungen an Transkriptionsfaktoren oder Signaltransduktionsmolekülen können eine wesentliche Rolle für die Entstehung maligner Erkrankungen spielen: Einerseits kann durch den Verlust einer regulatorischen Domäne direkt ein unregulierter Wachstumsstimulus induziert werden, andererseits können durch das Fehlen eines differenzierungsinduzierenden Faktors unreife, für den Organismus nutzlose Zellen produziert werden.












1.4 Betriebsstörungen des Blutzellsystems


Die Mehrzahl der hämatologischen Erkrankungen kann auf einige allgemeine Störungstypen zurückgeführt werden, deren Kenntnis eine pathophysiologisch orientierte, somit gezielte rationelle Diagnostik und das Verständnis der Therapie und der Therapiekontrollen erleichtert. Diese Störungstypen werden deswegen an einigen Beispielen erklärt. Klinisch relevante spezielle Störungsmechanismen finden sich bei den einzelnen Erkrankungen.






1.4.1 Verminderung der Zellproduktion


Eine Störung der Zellproduktion kann auf verschiedenen Ebenen der in Abbildung 1.1 dargestellten Blutzellbildung wirksam werden und damit zu verschiedenen Mosaiken von Blutbildveränderungen führen. Einer Verminderung der Zellproduktion kann dabei sowohl eine Störung der Zellvermehrung als auch der Zelldifferenzierung zugrunde liegen, wie die folgenden Beispiele zeigen:





• Prototyp einer Zellbildungsstörung ist die aplastische Anämie (Kap. 8.1), bei der die hämatopoetischen Zellen in allen morphologisch und funktionell erfassbaren Abschnitten in Blut und Knochenmark vermindert sind. Im Blutbild findet sich eine Panzytopenie ohne Regenerationszeichen; im Knochenmark ist der hämatopoetische Anteil weitgehend durch Fettmark ersetzt. Ist eine solche Zellbildungsstörung auf höhere Differenzierungsstufen und damit auf einzelne Zellreihen beschränkt, so resultieren Krankheitsbilder wie die isolierte aplastische Anämie mit Fehlen der Erythroblasten im sonst normalen Knochenmark oder isolierte Bildungsstörungen der Megakaryozyten und Granulozyten.


• Ebenso wie bei der aplastischen Anämie ist auch die u. U. sehr schwere Leuko- und Thrombozytopenie nach hoch dosierter Zytostatikabehandlung durch einen Produktionsausfall bedingt. Er resultiert aus der reversiblen Schädigung späterer zelllinienspezifischer Stamm- und Vorläuferzellen und wird deswegen innerhalb von 10–20 Tagen durch reaktive Mehrproduktion ausgeglichen.


• Bei der chronischen lymphatischen Leukämie (Kap. 5.6.11) ist die Anzahl reifer B-Lymphozyten durch Mehrbildung und Apoptosehemmung akkumulativ vermehrt, die weitere Differenzierung zu Plasmazellen aber gestört; der Plasmazellanteil im Knochenmark und die Konzentration der Immunglobuline im Serum ist vermindert. In der Spätphase wird die Morbidität und Mortalität wesentlich durch ein Antikörpermangelsyndrom bestimmt.


• Als ineffektive Hämatopoese werden Zustände bezeichnet, bei denen die Zellvermehrung in den Stammzellabschnitten nicht beeinträchtigt ist und bedarfsadäquat gesteigert werden kann, bei denen aber die Zellreifung im Knochenmark gestört ist und hämatopoetische Zellen vor Ausschwemmung in das periphere Blut abgebaut werden, sodass sich die effektive Blutzellproduktion vermindert. Im Blutbild sind solche Zustände von den echten Aplasien nicht zu unterscheiden. Bei der Knochenmarkuntersuchung findet man aber keine Hypo-, sondern eine Hyperplasie der hämatopoetischen Zellen. Eine ineffektive Hämatopoese zeigt sich z. B. bei megaloblastären Anämien (Kap. 6.8). Die Hyperbilirubinämie ist dabei durch den Farbstoffanfall aus dem intramedullären Abbau bereits hämoglobinisierter Erythroblasten bedingt. Die Vermehrung der megaloblastär veränderten roten Vorstufen im Knochenmark ist dadurch bedingt, dass die aus der ineffektiven Erythropoese resultierende Anämie über eine Steigerung der Erythropoetinproduktion zur Verminderung der Apoptose im Vorläuferspeicher mit erhöhter Proerythroblastenbildung führt.


    Eine ineffektive Zellbildung mit hyperplastischem Knochenmarkbild findet man auch bei den Myelodysplasien als Folge der durch die Transformation bedingten Änderung der Genexpression intrazellulärer Regulationsmoleküle, die für die Kontrolle der Apoptose und die Entwicklung der spezifischen Ausreifungsmerkmale notwendig sind.












1.4.2 Erhöhter Zellverlust


Eine Verminderung von Blutzellen kann nicht nur auf einer verminderten Bildung, sondern auch auf einem erhöhten Verlust mit Verkürzung der Verweildauer der Funktionszellen im peripheren Blut beruhen. Zu unterscheiden sind dabei:





• ein „äußerer Verlust“ durch Blutungen und


• ein „innerer Verlust“ durch beschleunigten Zellabbau.





Die Auswirkungen einer Blutung auf das Blutbild sind für die einzelnen Blutzellreihen verschieden: Der Zellverlust macht sich umso deutlicher bemerkbar, je länger die Verweildauer einer Zellform im peripheren Blut und je geringer die relative Zellbildungsrate ist. Damit ist zu erklären, warum bei Blutungen eine Anämie entsteht, aber keine Thrombozyto- und Granulozytopenie. Üblicherweise müssen auch bei großen Blutverlusten nur Erythrozyten und Plasmabestandteile ersetzt werden. Lediglich bei Massentransfusionen, z. B. bei polytraumatisierten Patienten, kommen Blutungsthrombozytopenien vor, die eine zusätzliche Substitution von Blutplättchen erfordern. Granulozytopenien werden wegen der Kapazität der Reservespeicher und der hohen Neubildungsrate auch bei stärksten Blutverlusten nicht beobachtet, obwohl die übertragenen Blutkonserven keine lebensfähigen Granulozyten enthalten!


Hämolyse, beschleunigte Thrombozytendestruktion (z. B. Verbrauchskoagulopathie, Immunthrombozytopenie) und beschleunigte Granulozytendestruktion (z. B. akute Agranulozytose) können auch als „innerer“ Zellverlust bezeichnet werden. Im Gegensatz zum äußeren Blutverlust ist dabei meist eine bestimmte Zellreihe selektiv betroffen. Als Beispiele seltener vorkommender Kombinationsformen seien angeführt:





• Hämolytische Anämie und Thrombozytopenie bei Autoimmunerkrankungen mit gleichzeitiger Autoantikörperbildung gegen beide Zellreihen (sog. Evans-Syndrom).


• Hämolytische Anämie, Thrombozytopenie und Verbrauchskoagulopathie bei thrombotischer thrombozytopenischer Purpura (TTP) oder bei metastasierenden Tumoren (Kap. 7.2.5 und 7.2.6).





Bei intakter Markfunktion führt jeder Zellverlust zu einer kompensatorischen Mehrproduktion, die in allen Systemen bei maximaler Anforderung mehr als das 10fache der Norm erreichen kann! Die Mehrproduktion der Erythrozyten wird bei chronischen oder wiederholten äußeren Verlusten allerdings durch Eisenmangel limitiert.


Wichtig für die Diagnostik ist die richtige Interpretation der Laborbefunde bei kompensatorisch erhöhter Zellproduktion und erhöhtem Zellabbau. Sie lassen sich in drei Gruppen gliedern:





• Erhöhter Anteil jugendlicher Zellen im peripheren Blut: In der Erythropoese sind dies die polychromatischen Erythrozyten oder Retikulozyten, in der Thrombozytopoese die Riesenthrombozyten. Bei den kurzlebigen Zellen der Granulopoese ist eine quantitative Erfassung des Anteils junger Zellen nicht möglich. Für die Lymphopoese fehlen entsprechende morphologische Erkennungszeichen.


• Vermehrung von Abbauprodukten der betroffenen Zellen: Spezifische Parameter kennt man hier nur für die Erythropoese: Am wichtigsten ist die Erhöhung des indirekt reagierenden (nicht glukuronierten) Bilirubins im Serum. Ein erhöhter Anteil findet sich allerdings auch bei gesteigerter, aber ineffektiver Erythropoese. Wegweisend, aber keineswegs spezifisch ist eine erhöhte Serumkonzentration der Lactat-Dehydrogenase (LDH).


• Erhöhter Verbrauch von Bindungspartnern für Zellabbauprodukte: In der praktischen Diagnostik wird hier lediglich der Plasmahaptoglobinspiegel verwendet. Bei gesteigerter Hämolyse entstehen Haptoglobin-Hämoglobin-Komplexe, die rasch aus dem Plasma verschwinden. Eine Verminderung des Serumhaptoglobins ist ein besonders sensitiver Hinweis auf eine intravasale Hämolyse.





Für die Beurteilung des Zellumsatzes in der Erythropoese stehen also wesentlich bessere Verfahren zur Verfügung als für die anderen Zellreihen, bei denen die sichere Einordnung des Störungstyps fast immer eine Knochenmarkuntersuchung erfordert.









1.4.3 Steigerung der Zellproduktion


Die Vermehrung von Zellen des peripheren Blutes beruht mit Ausnahme der meist kurzfristigen Verteilungsstörungen im Wesentlichen auf einer Steigerung der effektiven Zellbildung im Knochenmark und/oder in lymphatischen Organen. Sie kann bedingt sein durch





• bedarfsbedingte Regulationsvorgänge: Beispiele sind die Erythrozytose bei Hypoxie oder die neutrophile Leukozytose bei bakteriellen Infektionen


• „Rebound“-Mechanismen unter Stimulation: Beispiele sind die passager erhöhten Leuko- oder Thrombozytenzahlen nach akuter Agranulozytose oder zytostatikabedingter Panzytopenie


• paraneoplastische oder durch Medikamente ausgelöste Stimulationsvorgänge


• Verlust der Proliferationskontrolle und der bedarfsgesteuerten Apoptose bei Neoplasien der Hämatopoese





Vor allem bei den letztgenannten Formen kann die Zellvermehrung per se zur Gefährdung durch rheologische Komplikationen (z. B. Mikroangiopathie bei Polycythaemia vera oder Leukostasesyndrom), Organinfiltrate oder eine Bildungsstörung funktionsnotwendiger normaler Blutzellen führen.









1.4.4 Störungen der Blutzellverteilung


Die Blutzellen sind im Zirkulationsraum nicht gleichmäßig verteilt. Von klinischer Bedeutung ist vor allem die Anreicherung von neutrophilen Leukozyten in den Gefäßen des Knochenmarks und im Randstrom der übrigen arteriellen Gefäße (sog. „marginaler Zellpool“) und die Anreicherung von Thrombozyten in der Milz. Dagegen spielt die normale Milz als Erythrozytenspeicher beim Menschen keine Rolle.


Eine kurz- oder längerfristige Umverteilung kann zu verschiedenen Normabweichungen in der Zusammensetzung des Venen- oder Kapillarblutes führen:





• Situationsleukozytosen bei akutem körperlichem oder psychischem Stress entstehen durch Verschiebung neutrophiler Granulozyten aus dem marginalen Leukozytenpool. Dies erklärt die kurzfristigen Schwankungen der Leukozytenzahl unter verschiedenen Abnahmebedingungen.


• Bei Milzvergrößerung mit Vermehrung der blutreichen roten Pulpa zirkuliert ein hoher Erythrozyten-, Thrombozyten- und Leukozytenanteil langsam in der Milz. Diese Verteilungsstörung führt zusammen mit einem gesteigerten Zellabbau in den vermehrten Milzmakrophagen zur Panzytopenie, die den Hypersplenismus auszeichnet (Kap. 8.5).


• Die Splenektomie bewirkt eine vorübergehende, seltener eine langjährig anhaltende Thrombozytose. Sie wird durch Wegfall des Milzspeichers bei zunächst gleichbleibender Thrombozytenproduktion erklärt.


• Eine Pseudopolyglobulie (Kap. 3.2) entsteht durch Verminderung des Plasmaanteils bei normalem zirkulierendem Erythrozytenvolumen.












1.4.5 Funktionsstörungen der Blutzellen


Nicht nur die Zahl, sondern auch die funktionelle Qualität der Blutzellen kann durch erbliche Defekte, Umgebungsfaktoren oder neoplastische Entartung verändert sein. Kombinierte quantitative und qualitative Veränderungen sind nicht selten. Nach der Hauptfunktion der einzelnen Blutzellreihen kann man unterscheiden:





• Störungen des Sauerstofftransports durch erbliche Veränderungen des Hämoglobinmoleküls mit Methämoglobinbildung oder funktionell ungünstige Verschiebung der O2-Bindungskurve: Bei ungenügender O2-Abgabe an die Gewebe kommt es dabei zur Erythrozytose (Kap. 3.3.2).


• Störungen der hämostatischen Funktion durch Thrombozytenfunktionsdefekte bei hereditären Thrombozytopathien, bei myeloproliferativen Erkrankungen mit Thrombozytose, bei akuten myeloischen Leukämien und unter der Einwirkung von Medikamenten: Von großer praktischer Bedeutung ist die Hemmung der Thrombozytenaggregation durch nichtsteroidale Analgetika. Bei Patienten mit hohem Risiko arterieller Thrombosen wird eine solche Thrombozytenfunktionsstörung bewusst induziert, z. B. durch Acetylsalicylsäure.


• Angeborene Störungen der Granulozytenfunktion mit Infektanfälligkeit trotz normaler Granulozytenzahl und normaler Funktion des spezifischen Immunsystems: Prototyp einer solchen Granulozytenstörung ist die angeborene chronische granulomatöse Erkrankung des Kindesalters („chronic granulomatous disease of childhood“). Dabei können die Granulozyten auf Bakterienprodukte chemotaktisch reagieren, die Bakterien auch phagozytieren, aufgrund eines Stoffwechseldefekts aber nicht abtöten. Histologisch manifestiert sich diese Erkrankung vor allem in einer Granulombildung in Milz und Leber. Angeborene Störungen anderer Teilfunktionen, z. B. der Chemotaxis und der Phagozytose, sind selten und nur in Laboratorien zu beweisen, die sich speziell mit der schwierigen und fehleranfälligen Testung von Granulozyteneigenschaften beschäftigen.


• Erworbene Störungen der Abwehrfunktion der Granulozyten findet man u. a. bei myelodysplastischen Syndromen, obwohl dabei die Granulozyten soweit ausreifen, dass sie morphologisch als stab- und segmentkernige Neutrophile erkennbar sind. Auch durch Medikamente, z. B. Kortikosteroide und nichtsteroidale Analgetika, wird die Granulozytenfunktion beeinträchtigt. Werden bei Granulozytopenie Kortikoide zur „Stimulation der Granulopoese“ gegeben, so steigen die neutrophilen Leukozyten oft kurzfristig an; dieser Anstieg ist aber nicht die Folge einer gesteigerten Granulozytenbildung, sondern Ausdruck der Verschiebung aus Reservespeichern und einer Funktionsstörung mit vermindertem Auswandern aus dem Gefäßsystem. Die Infektgefährdung des Patienten wird nicht vermindert; die Gefahr einer lokalen Gewebeinfektion erhöht sich vielmehr!


• Störungen der Lymphozytenfunktion als Veränderung funktioneller Eigenschaften bestimmter Subklassen lassen sich bisher noch nicht definieren. Die funktionellen Störungen des Gesamtsystems, z. B. eine gestörte primäre oder sekundäre Immunantwort auf mikrobielle Erreger, werden derzeit vor allem mit Verminderung einzelner Subpopulationen im Rahmen einer gestörten Immunregulation erklärt. Klassisches Beispiel ist die Verminderung der CD4-Lymphozyten bei HIV-Infektion. Wahrscheinlich wird die zukünftige Forschung auch hier Funktionsausfälle entdecken, die an Einzelzellen fassbar und molekularbiologisch erklärbar sind.















1Schwierigkeiten bereitet die in der Literatur uneinheitliche Nomenklatur: Als Myelopoese wird (wie in diesem Buch) teilweise das gesamte nichtlymphatische System, teilweise das noch weiter differenzierte System nur der Granulozyten bezeichnet.


2Nach den Geweben, in denen Lymphozyten ausreifen, steht „T“ für Thymus und „B“ für Bursa, ein bei Vögeln vorhandenes Organ. Beim Säuger wird die entsprechende Funktion vom Knochenmark übernommen.
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Die Arbeitsteilung im Bereich der Laboratoriumsdiagnostik hat sich im vergangenen Jahrzehnt erheblich verändert. Untersuchungen werden bei den Patienten niedergelassener Ärzte heute überwiegend in großen Laborgemeinschaften durchgeführt, bei Krankenhauspatienten in Zentrallaboratorien. Nur wenige Methoden werden noch direkt vor Ort vorgehalten. Aus Gründen der Wirtschaftlichkeit und der Analysenqualität sollten in der eigenen Praxis nur regelmäßig anfallende Untersuchungen durchgeführt werden. Nur dann lohnt sich die Qualitätskontrolle, die heute zu Recht auch für kleine Laboratorien gefordert wird.


Die weitgehende Zentralisierung der hämatologischen Diagnostik hat allerdings dazu geführt, dass einerseits der behandelnde Arzt mit den Verfahren und ihren Fehlerquellen kaum mehr vertraut ist, andererseits der verantwortliche Laborleiter den Patienten und die Gründe für die Anforderung nicht kennt. Die sachgerechte Interpretation übermittelter Befunde setzt die Kenntnis der methodischen Prinzipien und der Fehlermöglichkeiten voraus. Deswegen werden im Folgenden die für die hämatologische Diagnostik wichtigsten Untersuchungsverfahren beschrieben. Methoden, die nur für eine spezifische Krankheit oder Differenzialdiagnose wichtig sind, werden im entsprechenden Kapitel aufgeführt.






2.1 Blutbild


Das kleine Blutbild umfasst die Zählung der Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten, die Hämoglobin- und Hämatokritbestimmung sowie die Bestimmung der Färbeindizes der Erythrozyten. Für ein großes Blutbild wird zusätzlich zu diesen Parametern ein Differenzialblutbild angefertigt, entweder durch die mikroskopische Beurteilung und Auszählung der kernhaltigen Zellen im panoptisch gefärbten Blutausstrich mit gleichzeitiger Beurteilung der Erythrozytenmorphologie oder – heute häufiger – durch die durchflusszytometrische Differenzierung der verschiedenen Leukozytenformen. Ein ergänzender fakultativer Bestandteil des Blutbilds ist die Zählung der Retikulozyten.


Die minimale apparative Ausstattung zur Blutbilduntersuchung in der Praxis besteht aus einem Photometer zur Hämoglobinbestimmung, einer Hämatokritzentrifuge, Mischpipetten sowie Zählkammern und einem Mikroskop zur Zellzählung. Mit geeichten Zählkammern und Mischpipetten lassen sich bei sorgfältiger Ausführung ausreichend gute Ergebnisse erreichen. Aufgrund des hohen Arbeitsaufwands sind die Methoden zur manuellen Bestimmung der Parameter des kleinen Blutbildes aber fast vollständig verlassen. Stattdessen erfolgt die Messung in kleineren Analysegeräten vor Ort in der Praxis, oder die Proben werden an Großlaboratorien geschickt, die Vollautomaten verwenden.


Die Versuche, zu einer internationalen Einigung über Messgrößen und Einheiten zu kommen, haben im deutschen Sprachgebiet nicht dazu geführt, dass allseits konsequent nur SI-Einheiten verwendet werden. SI-Einheiten und konventionelle Einheiten sind unten gegenübergestellt (Tab. 2.1).




Tab. 2.1

Konventionelle Einheiten und SI-Einheiten der Blutbildparameter


[image: image]


Die Werte können je nach Messmethode von Labor zu Labor geringfügig schwanken und sind nur als Anhaltspunkt zu sehen (Abkürzungen: m, männlich; w, weiblich; l, Liter; μl, Mikroliter; dl, Deziliter: 1 dl = 100 ml; nl, Nanoliter: 1 nl = 10-9 l; pl, Picoliter: 1 pl = 10-12; fl, Femtoliter: 1 fl = 10-15 l; pg, Picogramm: 1 pg = 10-12g; G, Giga: 1 G = 109; T, Tera: 1 T = 1012). Die in diesem Buch verwendeten Einheiten – in der Mehrzahl entsprechen sie den derzeit in Befundausdrucken gebrauchten – sind durch Fettdruck hervorgehoben.












Blutentnahme und präanalytische Fehlerquellen


Als Untersuchungsmaterial wurde früher Kapillarblut aus Fingerbeere oder Ohrläppchen verwendet. Inzwischen hat sich die Verwendung von Venenblut auch für die Blutbilduntersuchung durchgesetzt. Die Unterschiede zwischen Kapillar- und Venenblut (Ohrläppchenleukozytose) sind bei korrekter Abnahmetechnik unbedeutend. Kapillarblut wird nur noch bei kleinen Kindern und Patienten mit schlechten Venen verwendet. Die geringe Blutmenge genügt nur für die manuelle Zellzählung oder für speziell auf die Bedürfnisse der Pädiatrie eingerichtete Analyseautomaten.


Zur Gerinnungshemmung für die Blutbildanalytik dient das Calcium bindende EDTA (Kaliumsalz der Ethylendiamintetraessigsäure) in einer Konzentration von etwa 1 mg/ml Blut, das als Trockensubstanz in kommerziell erhältlichen Blutbildröhrchen enthalten ist.


Mögliche Fehlerquellen liegen nicht nur bei der Messung und Zählung der einzelnen Blutbestandteile, sondern auch bei der Vorbereitung der Messproben (Präanalytik):





• Bei Kapillarblutabnahme kann das Blut durch Gewebeflüssigkeit verdünnt werden, wenn zu starker Druck auf Fingerbeere oder Ohrläppchen ausgeübt wird (sog. „Melken“). Umgekehrt kommt es bei ungenügender Durchblutung zum Anstieg der Zellkonzentration mit besonderer Anreicherung von Monozyten.


• Eine Stauung von mehreren Minuten vor Abnahme von Venenblut führt zum Anstieg der Zellkonzentration, damit auch des Hämoglobins und des Hämatokrits.


• Die Suspension Blut entmischt sich beim Stehen innerhalb kurzer Zeit, besonders bei stark beschleunigter Blutsenkungsgeschwindigkeit. Jede nicht sofort verwendete Blutprobe muss also vor der Messung oder Entnahme von Einzelvolumina gründlich durch mehrfaches Kippen durchmischt werden!


• Werden die EDTA-haltigen Probenröhrchen zu weit gefüllt oder direkt nach der Abnahme nicht mehrmals gewendet, so kann das Blut teilweise gerinnen. Solche angeronnenen Blutproben dürfen nicht zur Analyse verwendet werden.


• Werden EDTA-haltige Probenröhrchen zu wenig gefüllt, kommt es zur Schrumpfung der Erythrozyten durch die zu hohe Osmolarität: Hämatokrit und MCV werden zu niedrig gemessen.


• Bei mehrstündigem Stehen der EDTA-haltigen Blutproben verändern sich die kernhaltigen Zellen, sodass ihre Identifikation in gefärbten Blutausstrichen erschwert wird. Ausstriche sollen also möglichst rasch nach der Abnahme hergestellt werden, auch wenn sie erst später gefärbt werden.


• Bei etwa 1 % aller Patienten kommt es durch EDTA zur Aggregation der Thrombozyten und dadurch zu einer Pseudothrombozytopenie (s. unten und Kap. 7).















2.1.1 Komponenten der Blutbildbestimmung





Hämoglobin


Die Hämoglobinkonzentration (Hb) wird aus hämolysierten Vollblutproben bestimmt. Die Standardmethoden beruhten traditionell, unabhängig von den technisch-apparativen Einzelheiten, auf der Überführung der instabilen nativen Hämoglobinlösung in Cyanmethämoglobin und der photometrischen Konzentrationsmessung. In modernen Blutbildautomaten finden auch cyanfreie Reaktionslösungen den Weg in die Routine.


Die Angabe der Hämoglobinkonzentration erfolgt nach SI in g/l oder traditionell in g/dl (Tab. 2.1), vor allem in den neuen Bundesländern auch teilweise in mmol/l. Umrechnungsfaktor: Hb (g/dl) × 0,6206 = Hb (mmol/l).


Bei Patienten mit ausgeprägter Lipämie oder mit Leukozytenzahlen > 100 g/l werden zu hohe Hämoglobinwerte gemessen, da die Chylomikronen oder die suspendierten Zellkerne das Licht streuen. Da sich diese Messfehler nur auf die Hb-Messung, aber nicht auf die Erythrozytenzählung auswirken, werden in der Folge abnorme Färbeindizes errechnet. Zuverlässig ist in diesen Fällen die Hämatokritbestimmung durch Zentrifugation in Kapillaren.









Hämatokrit


Der Hämatokritwert (Hkt) gibt den Volumenanteil der Erythrozyten im Vollblut an. Da die Hämoglobinmenge in einem bestimmten Volumen gepackter Erythrozyten bei den meisten Anämien nicht verändert ist, gehen Veränderungen des Hkt und des Hb weitgehend parallel. Für die Anämie- und Polyzythämiekontrolle wäre die Bestimmung des Hb oder des Hkt ausreichend. Traditionell wird zur Beschreibung einer Polyglobulie eher der Hkt angegeben, zur Beschreibung einer Anämie der Hb. Hämatokritwerte werden im täglichen Sprachgebrauch in Volumenprozent, SI-konform als Anteil ohne Einheit ausgedrückt (Tab. 2.1).


Der Hämatokrit wurde traditionell durch Zentrifugieren von 7,5 cm langen Glaskapillaren bestimmt. Bei aufmerksamer Ablesung kann eine stark erhöhte Leukozytenzahl durch Vergrößerung dieser auch als „buffy coat“ bezeichneten oberen Schicht erkannt werden. Auf diesen separaten Arbeitsgang zur direkten Hkt-Bestimmung wird heute im Routinefall verzichtet.


Die elektronischen Zählgeräte bestimmen den Hkt nicht direkt, sondern berechnen den Wert aus der Zahl und der Volumenverteilung der Erythrozyten. Bei Anämien mit stark abnormer Erythrozytenverformbarkeit, bei hochtitrigen Kälteagglutininen, bei ausgeprägter Erythrozytose oder hochkonzentrierten Paraproteinen können stärkere Abweichungen zwischen dem Zentrifugen- und dem berechneten Hkt auftreten.









Erythrozytenzählung


Die Zahl der Erythrozyten pro Blutvolumen ist zur Feststellung einer Anämie oder Polyglobulie nicht geeignet. Sie ist aber notwendig für die Bestimmung der Erythrozytenindizes und damit für die Differenzialdiagnose der Anämien (Kap. 6) sowie für die indirekte Bestimmung des Hkt in den Blutbildautomaten. Die Erythrozytenzählung erfolgt heute fast ausschließlich maschinell.









Erythrozytenindizes


Die heute verwendeten Analysengeräte berechnen die sog. Erythrozytenindizes aus Hämoglobinkonzentration, Erythrozytenzahl und Verteilung der direkt gemessenen Einzelzellvolumina und geben die berechneten Werte aus (Referenzwerte Tab. 2.1).


Das mittlere korpuskuläre Hämoglobin (MCH), früher auch als mittlerer Hämoglobingehalt des Erythrozyten (HbE) bezeichnet, gibt den durchschnittlichen Hämoglobingehalt eines Erythrozyten an. Eine Verminderung wird als Hypochromie, eine Erhöhung als Hyperchromie bezeichnet.


Das mittlere korpuskuläre Volumen (MCV) gibt das durchschnittliche Volumen eines Erythrozyten an. Eine Verminderung wird als Mikrozytose, eine Erhöhung als Makrozytose bezeichnet. Mit denselben Bezeichnungen wird auch eine Veränderung der im Mikroskop sichtbaren Projektionsflächen der Erythrozyten benannt, durch deren Ausmessung die früher diagnostisch verwendete Price-Jones-Kurve zustande kam. Die Veränderung der mikroskopisch sichtbaren Projektionsfläche geht nicht immer mit dem Einzelzellvolumen parallel, da sie u. a. von der Verformbarkeit der Erythrozyten auf dem Ausstrich abhängig ist.


Die mittlere korpuskuläre Hämoglobinkonzentration (MCHC) gibt die Masse Hämoglobin in 100 ml gepackten Erythrozyten an. Sie wird von Analysengeräten mit angegeben, ist aber für die Diagnostik selten von Bedeutung. Abweichungen vom Normbereich weisen fast immer auf Analysefehler hin. Ausnahmen sind die Verminderung des MCHC bei schweren Eisenmangelanämien und die Erhöhung bei hereditärer Sphärozytose.









Leukozytenzählung


Die Zählung erfolgt ganz überwiegend in Blutbildautomaten zusammen mit Erythrozytenzählung und Thrombozytenzählung. Die Thrombozyten stören wegen ihrer Kleinheit im Normalfall die Leukozytenzählung nicht; Riesenthrombozyten oder kleine Thromobozytenaggregate können dagegen zu Fehlbestimmungen führen.


Die manuelle Zählkammermethode wird nur noch angewandt, wenn kein Automat vor Ort zur Verfügung steht und rasch ein Ergebnis benötigt wird. Mit der Leukozytenzählung in der Zählkammer und bei einem Teil der Blutbildautomaten werden alle kernhaltigen Zellen erfasst, neben den Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten also auch normalerweise nicht im peripheren Blut vorhandene Zellen, insbesondere kernhaltige Vorstufen der Erythrozyten.









Thrombozytenzählung


Nach der Blutabnahme ist besonders auf eine korrekte Füllung der Probengefäße und eine sofortige ausreichende Durchmischung zu sorgen, um Teilgerinnung mit Thrombozytenverlust zu verhindern. Auch hier erfolgt die Zählung bei der Bestimmung des kleinen Blutbildes im Automaten. Diese haben heute ein so gutes Auflösungsvermögen, dass die Thrombozyten zuverlässig aus Vollblutproben gezählt werden können.


Eine grobe Schätzung der Thrombozytenzahl ist in einem technisch einwandfreien, normal gefärbten Blutausstrich möglich. Finden sich in einem Ausstrich mindestens 1–2 Thrombozyten pro Gesichtsfeld mit dem 100er Ölimmersionsobjektiv, so kann eine schwere Thrombozytopenie als Ursache einer Blutung auch ohne Zählung ausgeschlossen werden.


Die Kammerzählung kommt nur noch als Reservemethode zur Anwendung. Sie wird durch die Kleinheit der Zellen und ihre physiologische Tendenz zur Adhäsion und Aggregation erschwert. Bei sorgfältiger Ausführung kann sie zuverlässige Ergebnisse bringen und hat den Vorteil, dass bei sehr niedrigen Thrombozytenzahlen mit reduzierten Blutverdünnungen gearbeitet werden kann.


Die wichtigste Fehlerquelle bei der Bestimmung ist bei einzelnen Patienten die Thrombozytenaggregatbildung in vitro, die im Laufe von Minuten bis wenigen Stunden im Abnahmeröhrchen auch bei korrekter Abnahmetechnik stattfindet. Da dieses Artefakt bei einem großen Teil der Betroffenen nur nach Antikoagulation mit EDTA, nicht aber mit Heparin und/oder Citrat auftritt, hat man sie auch als EDTA-Thrombozytopenie oder Pseudothrombozytopenie bezeichnet. Sie kann aus der Diskrepanz zwischen meist stark verminderter Thrombozytenzahl und fehlender Blutungsneigung vermutet und bei Durchsicht des Blutausstrichs nachgewiesen werden, in dem sich insbesondere in der Fahne am Ausstrichende große Thrombozytenaggregate finden. Die Zählung sollte im Verdachtsfall sofort nach der Abnahme vergleichend in einer mit Heparin oder Citrat ungerinnbar gemachten Blutprobe wiederholt werden. Sofort nach Abnahme wird man sowohl in EDTA-Blut als auch in Citrat- oder Heparinblut normale Werte finden. Bei der Kontrolle nach einer Stunde sind die Thrombozytenwerte im EDTA-Blut dann stark erniedrigt, während nach Antikoagulation mit Citrat oder Heparin ähnliche Werte gemessen werden wie direkt nach Abnahme.


Falsch hohe Thrombozytenzahlen können durch Erfassung von Plasmafragmenten oder kleinen Fragmentozyten im Thrombozytenfenster des Automaten gemessen werden und zu einer Unterschätzung des Blutungsrisikos führen.












2.1.2 Automatisierte Blutbildbestimmung


Halb- oder vollautomatische Analysengeräte bestimmen Hämoglobinkonzentration, Erythrozyten-, Leukozytenzahl mit Leukozytendifferenzierung und Thrombozytenzahl in einem Arbeitsgang für den Bediener; geräteintern werden mehrere Analysenschritte abgearbeitet.


Die Hämoglobinkonzentration wird in der Regel nach Lyse der Erythrozyten photometrisch gemessen. Für die Zellzählung werden die Zellen „im Gänsemarsch“ an einer oder mehreren Messzellen vorbeigeführt und eine wesentlich größere Zahl von Einzelzellen gemessen als bei den manuellen Zählkammermethoden. Kleinere Geräte können die Parameter des kleinen Blutbildes bestimmen, größere Geräte auch ein Differenzialblutbild und die Höhe der Retikulozyten.


Die erste Messmethode, die zur Serienreife gebracht wurde, war das Impedanzprinzip (Coulter), d. h. die Registrierung der Widerstandsänderung im elektrischen Feld bei Durchtritt von Zellen durch die Messkammer. Der elektrische Impuls ist hierbei abhängig von der Zellgröße; (normale) Thrombozyten können so zuverlässig von größeren Zellen separiert werden. Die Impedanzmethode kann dadurch variiert werden, dass anstatt einer Gleichspannung ein hochfrequentes elektrisches Feld verwendet wird. Bei dieser Messmethode können nicht nur Größen-, sondern auch Strukturunterschiede von Zellen differenziert werden. Alternativ zu elektrischen Feldern kann zur Messung Laserlicht verwendet werden. Das bei Durchtritt der Einzelzellen abgestrahlte Licht wird in verschiedenen Winkeln aufgenommen, und die resultierenden Messwerte gestatten Rückschlüsse auf die Größe und Struktur der Zellen. In einigen Geräten kann zusätzlich Fluoreszenz gemessen werden.


Vor der eigentlichen Zellmessung müssen die Zellen je nach Messprinzip und im jeweiligen Kanal gemessenen Zelltyp vorbehandelt werden, z. B. mit sanfter Detergenzienbehandlung, um gleichförmig kugelige Erythrozyten zu erhalten, mit Reagenzien zur vollständigen Lyse der Erythrozyten für die Leukozytenmessung oder zur teilweisen Lyse der Leukozyten für die Leukozytendifferenzierung. In manchen Geräten wird zusätzlich eine zytochemische Färbung der Peroxidase (Technikon-Siemens) oder eine Nukleinsäurefärbung (Sysmex) durchgeführt. Diese Vorbehandlungen geschehen automatisiert direkt im Gerät und müssen exakt justiert sein, um Fehlmessungen zu vermeiden.




Tab. 2.2

Mögliche Fehlerquellen bei der Blutbildbestimmung. Moderne Geräte können die Fehler teilweise erkennen und korrigieren oder zumindest einen Warnhinweis geben






	Ursache

	Möglicher Effekt auf die Messwerte






	Lipidämie

	Hb-Werte und MCH zu hoch






	Massive Leukozytose oder Thrombozytose

	Hb-Werte und MCH zu hoch






	Massive Hyperglykämie

	MCV zu hoch, MCHC zu niedrig






	Kernhaltige erythropoetische Vorläuferzellen im Blut

	Leukozyten zu hoch






	Lyseresistente Erythrozyten
(Neugeborene, hohe Retikulozyten u. a.)

	Leukozyten zu hoch






	Erythrozytenfragmente, Zytoplasmaabsprengungen von Leukozyten

	Thrombozyten zu hoch






	Riesenthrombozyten

	Thrombozytenzahlen zu niedrig
Leukozytenzahlen zu hoch






	Thrombozytenaggregate

	Thrombozyten zu niedrig
Leukozyten zu hoch






	Fragile Leukozyten

	Leukozyten zu niedrig






	Kälteagglutinine, Kryoglobuline

	Ery zu niedrig, MCHC zu hoch






	Kryoglobuline

	Leukozyten zu hoch
(Proteinaggregate)










Für die quantitativen Blutbildparameter existieren industriell hergestellte Richtigkeitskontrollproben. Frühere Erfahrungen mit wiederholten erheblichen Fehlbestimmungen in einzelnen Laboratorien zeigen, wie wichtig es ist, Qualitätskontrollen durchzuführen und auch für das Blutbild an Ringversuchen entsprechend den Richtlinien der Bundesärztekammer teilzunehmen.






Automatisiertes Differenzialblutbild


Die methodischen Grundlagen der Zellerkennung sind, wie oben beschrieben, je nach Gerät verschieden, wobei häufig mehrere Messmethoden (z. B. Impedanzmessung plus Anwendung von Laserlicht) kombiniert werden. Unabhängig von der Messmethode werden bei modernen Geräten die Anteile der normalerweise im peripheren Blut anzutreffenden Leukozytenformen mit weit höherer Präzision und mit geringerem Zeitaufwand bestimmt als bei der mikrokopischen Zählung.


Dabei werden stabkernige und segmentkernige neutrophile Granulozyten nicht wie im Mikroskop differenziert; eine Linksverschiebung ist daher nicht in gewohnter Weise zu erkennen. Ein Teil der Geräte kann aber „jugendliche“ Granulozyten erkennen. Ein Problem der Automaten ist auch die korrekte Zuordnung kernhaltiger roter Vorläuferzellen, die dann fälschlicherweise als „Leukozyten“ gezählt werden können. Um diese Fehlerquelle möglichst auszuschalten, verfügen moderne Geräte über spezielle Messalgorithmen.


Die Ergebnisse werden sowohl als Prozentanteile jeder Zellklasse als auch als Zahl pro Volumeneinheit Vollblut mitgeteilt. Zusätzlich erhält der Bediener eine zweidimensionale graphische Ergebnisdarstellung sowie eine Ausgabe interner Kontrollparameter der Maschine, die bei ausreichender Erfahrung Hilfestellung bei der Bewertung pathologischer Veränderungen geben können. Beispiele für einen solchen Ausdruck zeigt Abbildung 2.1.
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Abb. 2.1 Ergebnisausdruck durchflusszytometrisch erstellter („Automaten“-)Blutbilder. A: Beispiel für ein kleines Tischgerät (Symex KX-21N). Das Gerät arbeitet nach dem Widerstandsmessprinzip für Leukozyten (oben), Thrombozyten (unten) und Erythrozyten (Mitte) sowie mit Photometrie für den Hb. Eine Leukozytendifferenzierung ist nur orientierend möglich, das kleine Blutbild wird aber in der Regel zuverlässig gemessen. B: Beispiel für ein Gerät mit kombinierten Messmethoden (Abbott Cell-Dyn Sapphire). Durchflusszytometrie für die Leukozytendifferenzierung (oben), Messung der Thrombozyten (Mitte rechts) sowie Suche nach kernhaltigen roten Vorläufern. Nukleinsäurefärbung für die Beurteilung der Zellintegrität (Mitte links) und Retikulozytenzählung. Widerstandsmessung für Thrombozyten und Erythrozyten (unten). Photometrie für den Hb. Eine Zelldifferenzierung ist bei Normalpatienten und vielen reaktiven Veränderungen zuverlässig möglich. Durch die Messung einiger Parameter mit mehreren Methoden findet eine interne Plausibilitätskontrolle statt. Die zugehörige Ausgabe der Zahlenwerte ist aus Platzgründen nicht dargestellt.





„Absolute“ Zellzahlen, d. h. die Zahl einer einzelnen Zellart pro Volumen, spiegeln eine Störung eines Zellsystems besser wider als die relativen Werte. Absolute Werte werden aus Prozentzahl und Leukozytenzahl ermittelt (altersabhängige Werte Tab. 2.3). Typisches Beispiel einer Fehlinterpretation ist die Überweisung eines Patienten, bei dem 70 % Lymphozyten, 10 % Monozyten und 20 % Stab- und Segmentkernige bei einer Gesamtleukozytenzahl von 3 G/l festgestellt wurden, wegen „Lymphozytose“. Die entscheidende absolute Lymphozytenzahl ist aber mit 2,1 G/l völlig normal. Es besteht eine ausgeprägte Granulozytopenie mit 0,6 G/l!




Tab. 2.3

Altersabhängige Normalwerte für das rote und weiße Blutbild
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Der Bereich der Absolutwerte für die verschiedenen Leukozyten ist in Klammern unter den Prozentzahlen angegeben. Der Anteil der Basophilen liegt im Mittelwert in jedem Alter unter 1 %. Die in der Literatur publizierten Referenzwerte unterscheiden sich teilweise geringfügig.





Die Problematik der automatisierten Leukozytendifferenzierung liegt u. a. in der Tatsache, dass der anfordernde Arzt als Endnutzer der erstellten Befunde keine genaue Einsicht in die Analysentechnik hat, die methodenspezifischen Fehlerquellen nicht kennt und deswegen die Befunde als gegeben hinnimmt. Es ist wichtig zu wissen, dass morphologisch anomale Zellen nicht zuverlässig klassifiziert werden können. Atypische Zellen wie leukämische Blasten oder aktivierte Lymphozyten führen zu Warnsignalen des Geräts oder werden als große unklassifizierbare Zellen (large unstained cells, LUC, Technicon-Siemens) ausgegeben. In solchen Fällen ist die mikroskopische Beurteilung des Ausstrichs durch einen morphologisch geschulten Untersucher notwendig.


Es können jedoch auch echte Fehlklassifikationen vorkommen, ohne dass das Gerät mit einem Warnsignal darauf hinweist. Kleine lymphozytenähnliche atypische Zellen, z. B. bei akuten lymphatischen Leukämien oder Haarzellleukämie werden u. U. als (normale) Lymphozyten registriert. Auch kernhaltige rote Vorstufen werden nicht von allen Geräten zuverlässig erkannt; ebenso ist die Bestimmung der Basophilenzahl bei manchen Geräten problematisch. Auf die häufig fehlende Unterscheidung von Stab- und Segmentkernigen wurde bereits hingewiesen.


Zur Vermeidung schwerwiegender Fehldiagnosen müssen die Ergebnisse von den mit dem verwendeten Gerät und der Hämatomorphologie vertrauten Labormitarbeitern sorgfältig auf Plausibilität geprüft werden. Der anfordernde Arzt muss die prinzipiellen Beschränkungen des automatisierten Differenzialblutbilds kennen und die Fehlermöglichkeiten des konkret verwendeten Geräts ggf. erfragen. Bei bestimmten Verdachtsdiagnosen wie z. B. beim Verdacht auf eine Leukämie ist auf jeden Fall die zusätzliche Anfertigung eines mikroskopischen Differenzialblutbildes indiziert.












2.1.3 Das mikroskopische Differenzialblutbild


Die Betrachtung und Beurteilung der Blutzellen im Ausstrich erlaubt vielfältige Aussagen bei hämatologischen Erkrankungen und bei diagnostisch wichtigen sekundären Blutbildveränderungen. Im Vergleich zum automatischen Differenzialblutbild können atypische kernhaltige Zellen besser eingeordnet werden; so gelingt bereits aus dem Blutbild in vielen Fällen die eindeutige Diagnosestellung (z. B. einer akuten myeloischen Leukämie). Daneben können morphologische Veränderungen der Erythrozyten genau erfasst werden, was in manchen Situationen unverzichtbare Befunde für die Diagnosestellung und Behandlung erbringt. Die Quantifizierung der normalen Leukozyten ist aufgrund der geringeren Zahl beurteilter Zellen ungenauer als mit Blutbildautomaten. Bei der Bewertung der Einzelzahlen ist zu beachten, dass der zufallsbedingte relative Fehler umso höher wird, je kleiner der Anteil einer bestimmten Zellart ist. Beispielsweise liegt der „wahre“ Wert des Eosinophilenanteils bei einer einmaligen Zählung von 4/100 Zellen mit 95%iger Wahrscheinlichkeit in dem weiten Bereich zwischen 1 und 8 %.






Ausstrich


Eine saubere technische Ausführung der Ausstriche ist zwingende Voraussetzung für die weiteren Schritte. Es ist erstaunlich, wie häufig selbst in Laboratorien, in denen man große Summen für vergleichsweise geringfügige Verbesserungen der apparativen Analysen ausgibt, ungeeignete Blutausstriche angefertigt werden. Für die Herstellung technisch korrekter Ausstriche sind folgende Punkte besonders zu beachten:




Tab. 2.4

Maschinelles versus mikroskopisches Differenzialblutbild
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• EDTA-Blut soll von der Abnahme bis zum Ausstreichen nicht länger als 6 h stehen und muss vor Probenentnahme nochmals gut geschwenkt werden.


• Ein (kleiner) Tropfen Blut wird am Rand eines Objektträgers aufgebracht. Ein Deckgläschen oder ein schräg aufgesetzter zweiter Objektträger wird an den Bluttropfen geführt und wieder weggezogen, sodass ein dünner Blutfilm entsteht.


• Der Blutfilm soll nicht mehr als ¾ des Objektträgers bedecken, damit am Ausstrichende eine zungenförmige Abrisszone, die sog. „Fahne“ (Abb. 2.2), entsteht.
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Abb. 2.2 Verschiedene Blut- und Knochenmarkausstriche. A, B: Korrekte Technik. Zellen liegen hinter der Fahne einzeln ausgestrichen (Abb. 2.3). C: Missglückter Ausstrich (zu langsam oder zu großer Tropfen Blut). In diesem Präparat wird man keine gut beurteilbaren Areale finden. D: Knochenmarkquetschpräparat. Bei sauberer Ausführung gute Beurteilbarkeit, aber hohes Risiko, die Zellen zu stark zu quetschen. E, F: Hier sind wenige Knochenmarkbröckel mäanderförmig mit einem Holzstäbchen über den Objektträger gestrichen. Optimale Ausbeute an beurteilbaren Zellen, wenn nur wenig Bröckel gewonnen werden können.





• Die Länge des Blutfilms lässt sich durch die Ausstrichgeschwindigkeit und die Ausstrichdicke durch den Aufsatzwinkel regulieren (bei Anämien: Winkel > 45°, bei Erythrozytosen: < 45°).


• Ausstriche müssen rasch und vollständig getrocknet werden (evtl. Ventilator) und dürfen vor der Fixierung nicht hoher Luftfeuchtigkeit oder Wasserdampf ausgesetzt werden.


• Getrocknete ungefärbte Ausstriche lassen sich gut zur weiteren Verarbeitung versenden.












Färbung


Die besten Ergebnisse der Färbung erreicht man bis heute mit der in Deutschland üblichen May-Grünwald-Giemsa-Färbung nach Pappenheim. Die Küvettenfärbung mit senkrecht stehenden Objektträgern bringt bessere Ergebnisse als das Aufgießen von Färbelösungen auf horizontal liegende Objektträger auf Färbebänken. Färbeküvetten gibt es in unterschiedlichen Größen für unterschiedlich hohen Probendurchsatz. „Färberezepte“ gibt es in verschiedenen Modifikationen. Ein unbefriedigendes Ergebnis mit schlechter Differenzierung der Zellbestandteile findet man insbesondere bei zu sauren oder zu basischen Färbeansätzen. Bessere Ergebnisse lassen sich oft mit verdünntem Puffer (10 mM Phosphatpuffer, pH 6,8) statt mit Aqua dest. erreichen. Bei optimalem pH sind die Erythrozyten leicht rötlich-grau. Für die Küvettenfärbung hat sich z. B. das in Tabelle 2.5 angegebene Rezept bewährt: Schnellfärbungen, die einen geringeren Zeitaufwand erfordern, werden als Fertigpackungen angeboten. Der effektive Zeitgewinn ist bei guter Organisation der Laborarbeit gering. Die Qualität erreicht nicht die der Pappenheimfärbung, sodass letztere vorzuziehen ist.




Tab. 2.5

Färbung nach Pappenheim (May-Grünwald-Giemsa)
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Die Lösungen werden täglich, spätestens jeden zweiten Tag frisch angesetzt und müssen in entsprechendem Sondermüll entsorgt werden. Methanoldämpfe sind giftig.












Beurteilung


Die heute verkauften Mikroskope namhafter Hersteller entsprechen auch bei einfacher Ausführung den Erfordernissen des hämatologischen Labors. Wichtig ist die Qualität der Objektive; insbesondere bei den Ölimmersionsobjektiven sind die einfachsten Varianten von der Detailauflösung und Randschärfe her nicht ausreichend. Häufige Fehlerquellen sind verkratzte oder verölte Objektfrontlinsen und das Arbeiten bei gesenktem Kondensor oder eng gestellter Kondensorblende. „Abblenden“ durch Verengung der Kondensorblende gilt bei der Beurteilung des Blutausstrichs als schwerer Fehler. Eine Verminderung der Helligkeit darf nur durch Verminderung der Lampenspannung oder durch Neutralfilter erfolgen!


Die Beurteilung des gefärbten Ausstrichs beginnt immer mit dem Übersichtsobjektiv. Dabei wird die Ausstrichqualität beurteilt, die Leukozytenzahl geschätzt und ein Bereich im Präparat gesucht, wo die Zellen einzeln nebeneinanderliegen und gut beurteilt werden können. Mit ausreichender Übung erkennt man bereits bei dieser Vergrößerung oder mit einem 20×-Objektiv besonders ausgeprägte Veränderungen der Erythrozytenmorphologie und stark atypische kernhaltige Zellen, die dann mit der Ölimmersion genau betrachtet werden können.






BOX 2.1





 Arbeitsgang bei der Mikroskopie des Differenzialblutbildes


Übersichtsobjektiv (10×)





• Beurteilung der Ausstrichqualität. Suche nach geeignetem Bereich für die weitere Beurteilung.


• Schätzung der Leukozytenzahl und des Verhältnisses zwischen stab- und segmentkernigen sowie mononukleären Leukozytenformen.


• Durchmustern nach atypischen kernhaltigen Zellen, die dann mit der Ölimmersion genauer untersucht werden (evtl. mit 20×-Objektiv).





Immersionsobjektiv (63× oder 100×)





• Schätzung der Thrombozytenzahl (Aggregate in der Fahne?).


• Beurteilung der Erythrozytenform; Schätzung des Anteils polychromatischer Erythrozyten, Suche nach Veränderungen wie Fragmentozyten, basophiler Tüpfelung, Jolly-Körpern oder Malariaplasmodien.


• Beurteilung von morphologischen Veränderungen normaler Leukozyten (z. B. toxische Granulation, Übersegmentation der Neutrophilen).


• Suche nach abnormen kernhaltigen Zellen und deren Einordnung (Vorstufen der Granulopoese und Erythropoese, Plasmazellen, leukämische Blasten etc.).


• Schätzung der Verteilung der normalen, im peripheren Blut vorhandenen kernhaltigen Zellformen (Eosinophilie, Basophilie, Monozytose, Neutropenie, Linksverschiebung?). Für quantitativen Befund: Auszählen der kernhaltigen Zellen.













Das Auszählen wird in der Regel durch technische Assistenten geleistet, die ebenfalls vor dem Zählen den Ausstrich durchmustern und bei nicht sicher identifizierten Zellen den Arzt zu Rate ziehen. Eine sorgfältige Durchsicht ist in der Primärdiagnostik wichtiger als die Auszählung, die vor allem der Verlaufskontrolle dient.


Zur Erstellung des Differenzialblutbildes werden in der Regel 100 Leukozyten ausgezählt und der Anteil der einzelnen Zellformen in Prozent angegeben. Rote Vorläuferzellen werden zusätzlich erfasst. Nach neueren Empfehlungen werden beim Ausstreichen zerstörte Zellen beim Zählen nicht übersprungen, sondern separat als „Kernschatten“ aufgeführt, weil sich sonst insbesondere bei der CLL missverständliche Befunde ergeben. Bei der Bewertung ist zu beachten, dass die kernhaltigen Zellen auf dem Objektträger nicht ganz gleichmäßig verteilt sind. Reife Granulozyten und Monozyten sammeln sich am Ausstrichende. Repräsentative Werte erhält man nur bei korrekter Ausstrichtechnik und Zählung im dünnen Ausstrichbereich vor der „Fahne“. Um zu vermeiden, dass dieselben Zellen zweimal gezählt werden, wird dieser Bereich mäanderförmig durchfahren. Atypische Zellen, die nur in 1–2 % der kernhaltigen Zellen anzutreffen sind, können dem Untersucher entgehen, wenn nur 100 Zellen beurteilt werden.












2.1.4 Retikulozytenzählung


Werden die Blutzellen nicht wie bei den panoptischen Färbemethoden fixiert, sondern in wässriger Lösung mit basischen Farbstoffen wie Brillantkresylblau oder Methylenblau behandelt, so werden in neu gebildeten Erythrozyten aus der verbliebenen RNA klumpig-fädige, dunkelblau angefärbte Strukturen. Erythrozyten mit solchen Strukturen bezeichnet man als Retikulozyten. Sie sind mit den im panoptisch gefärbten Blutausstrich sichtbaren polychromatischen Erythrozyten identisch; letztere sind aber nicht zuverlässig zu erkennen und zu zählen.


Auch die Retikulozytenzählung ist heute mittels Durchflusszytometrie möglich und wird bei großen Blutbildautomaten als zusätzliche Bestimmung in einem Arbeitsgang mit durchgeführt. Die RNA-Reste werden dazu mit Fluoreszenzfarbstoffen wie Acridinorange angefärbt.


Retikulozyten werden im deutschen Sprachgebiet teilweise noch in Promille (‰), in anderen Ländern in Prozent (%) angegeben. Für viele Fragestellungen ist die absolute Retikulozytenzahl, d. h. die echte Zahl junger Erythrozyten/μl aussagekräftiger, da sie der effektiven Erythrozytenbildung etwa parallel geht.


Berechnung: Retikulozyten/μl = Erythrozyten/ μl × Retikulozyten (%) × 0,01.












2.2 Zytologische und histologische Knochenmarkdiagnostik


Die zytologische Untersuchung des aspirierten Knochenmarks gilt nach dem Blutbild bis heute bei vielen hämatologischen Erkrankungen als die diagnostisch wichtigste Untersuchung.






2.2.1 Aspirationszytologie


Die Markaspiration erfolgt an der Spina iliaca posterior superior (Abb. 2.4), bei Kindern unter 2 Jahren auch am Tibiakopf. Die Beckenkammpunktion ist technisch ebenso einfach, aber ungefährlicher und psychologisch für den Patienten weniger belastend als die früher häufig durchgeführte Sternalpunktion. Sie hat zudem den Vorteil, dass an einer Entnahmestelle gleichzeitig eine Stanzbiopsie für die histologische Untersuchung entnommen werden kann. Die Sternalpunktion wird nur noch bei spezieller Indikation (starke Adipositas, Vorbestrahlung der Beckenregion) angewandt. Bei korrekter Technik ist das Risiko der Punktion am Beckenkamm für den Patienten minimal. Eine Blutung nach innen nach versehentlichem Durchstoßen der inneren Kompakta des Beckenknochens kann in sehr seltenen Fällen zu einer bedrohlichen Blutung führen. Zustände mit verminderter Infektabwehr und Thrombozytopenie sind keine Kontraindikation. Die Gefahr der Nachblutung ist bei ausgeprägter Thrombozytopenie, bei sehr hohen Thrombozytenzahlen bei myeloproliferativen Neoplasien (MPN) und vor allem unter Gabe von Thrombozytenaggregationshemmern mäßig erhöht, bei schweren plasmatischen Gerinnungsstörungen, z. B. bei der Hämophilie A, ist sie hingegen deutlich erhöht. Bei solchen Blutstillungsstörungen und bei schwerer symptomatischer Thrombozytopenie sollte deshalb vor Punktion eine Verbesserung der Gerinnungssituation erreicht werden. Eine subkutane Blutung lässt sich durch Kompression in aller Regel gut beherrschen. Man verwendet am Beckenkamm eine einfache, mit einem eingepassten Mandrin versehene Aspirationsnadel mit einem Außendurchmesser von etwa 1,8 mm, für die Sternalpunktion immer mit höhenverstellbarer Schutzplatte. Heute kommen überwiegend Einmalartikel zur Anwendung.


In den zur Aspiration verwendeten 20-ml-Spritzen werden für die Anfertigung von Ausstrichpräparaten zur morphologischen Beurteilung etwa 1–2 ml 1,1%iger EDTA-Lösung vorgelegt, alternativ Citrat. Für die Immunzytologie und Zytogenetik wird bevorzugt Heparin verwendet. Knochenmark sollte innerhalb von einer Stunde nach Entnahme ausgestrichen werden, bevorzugt direkt am Patientenbett. Einsendung des aspirierten Marks und Präparation im Labor des Beurteilers sind deswegen meist nicht möglich.


Die diagnostische Ausbeute hängt entscheidend von der Qualität der Materialgewinnung und -verarbeitung ab. Zunächst wird das antikoagulierte Aspirat in ein flaches Gefäß gegeben und sanft geschwenkt, sodass sich die Knochenmarkbröckel (= kleine Gewebeverbände) am Rand absetzen. Die besten Präparate, in denen auch eine semiquantitative Schätzung der Zelldichte möglich ist, erhält man, wenn man mehrere Bröckel auf einen Objektträger aufbringt und anschließend durch sanftes Quetschen mit einem zweiten Objektträger ausstreicht (Abb. 2.3). Können nur wenige Bröckel gewonnen werden oder fehlt die notwendige Routine für die Technik der Quetschpräparate, so können alternativ einzelne Bröckel mit einem angespitzten Holzstäbchen über den Objektträger gerollt werden. Zusätzlich werden Knochenmarkblutausstriche hergestellt, in denen sich die Einzelzellen zuverlässig beurteilen lassen. Es empfiehlt sich, mehr Ausstriche anzufertigen, als für die primäre Diagnostik benötigt werden, sodass Reserven für Versand und/oder Spezialfärbungen vorhanden sind. Die getrockneten Ausstriche werden nach Pappenheim gefärbt, wie für Blutausstriche oben beschrieben.




[image: image]


Abb. 2.3 Verschiedene Areale des Blutausstrichs. Normalbefund und CML. Jeweils Aufnahme mit Übersichtsobjektiv (10x) und Ölobjektiv (63x). A und B: Dicke Stelle des Präparats, für die Zellbeurteilung nicht verwertbar. C und D: Optimale Stelle kurz hinter der Fahne. E und F: In der Fahne, Anreicherung der Leukozyten, aber Zellen teilweise zerstört und nicht mehr sauber zu beurteilen. G und H: Massive Vermehrung der Leukozyten bei CML.





Versand: Es sollten ungefärbte Präparate versandt werden, wenn verfügbar mindestens drei Quetschpräparate oder Abrollpräparate, ein Knochenmarkblutausstrich und ein peripherer Blutausstrich. Wichtig ist die Mitteilung der Fragestellung und des kleinen Blutbildes. Parallel dazu wird bei Bedarf Frischmaterial für Spezialuntersuchungen versandt.






Zytochemie


In Einzelzellen aus dem peripheren Blut und dem Knochenmark kann eine Reihe von Enzymen und Substraten zytochemisch nachgewiesen werden. Diese Untersuchungen werden an frisch ausgestrichenen, luftgetrockneten Objektträgern durchgeführt. In vielen Bereichen wurden diese Spezialfärbungen durch die Immunzytologie ersetzt. Für einige Fragestellungen in der Hämatologie wird die Zytochemie weiterhin regelhaft eingesetzt:





• Nachweis von Nichthäm-Eisen mithilfe der Berliner-Blau-Reaktion, wichtig insb. in der Diagnostik der Myelodysplasien.


• Peroxidase: Hinweis auf Zugehörigkeit einer Zelle zur Granulopoese; Standardreaktion für die zytologische Klassifikation der akuten Leukämien; Peroxidasemangel als Hinweis für Myelodysplasien.


• Sog. unspezifische Esterase, z. B. α-Naphtholesterase; Hinweis auf Zugehörigkeit einer Zelle zur Monozytenreihe; wichtig für die Diagnostik bei akuten Leukämien.





Andere zytochemische Färbungen haben ihre Bedeutung weitgehend verloren:





• Alkalische Neutrophilen-Phosphatase (ANP) war früher für die Diagnose der CML (Kap. 5.3.1) von großer Bedeutung. Heute wird jedoch in aller Regel zeitnah und mit verbesserter diagnostischer Wertigkeit eine Zytogenetik und/oder molekularbiologische Untersuchung auf bcr/abl durchgeführt.


• Saure Phosphatase: Hinweis auf T-Zell-Natur einer akuten lymphatischen Leukämie, heute abgelöst durch die Immunzytologie.


• Nachweis von Mukopolysacchariden mit der PAS-(Periodic Acid Schiff)Reaktion: Charakteristische Reaktionsausfälle bei einem Teil der akuten lymphatischen Leukämien, heute abgelöst durch die Immunzytologie; aberranter Nachweis in roten Vorläufern als Dysplasiezeichen (nicht sensitiv).















2.2.2 Knochenmarkhistologie


Die histologische Knochenmarkuntersuchung erfolgt an Stanzzylindern, die an gleicher Stelle entnommen werden wie das Material für die Aspirationszytologie (Abb. 2.4). Für hämatologische Fragestellungen reicht die Entnahme mit einer einfachen Stanznadel (z. B. nach Yamshidi, Außendurchmesser etwa 3 mm) aus der Spina iliaca dorsalis aus. Diese Technik ist kaum aufwändiger und nicht schmerzhafter als die Knochenmarkaspiration. Die Verarbeitung des gewonnenen Zylinders ist langwieriger als die Zytologie. Um gut beurteilbare Schnitte zu erhalten, muss vor Paraffineinbettung mit spezieller Technik schonend entkalkt werden. Die histologische und ggf. immunhistologische Untersuchung erlaubt zuverlässigere Aussagen über die Zelldichte und Infiltration durch knochenmarkfremde Zellen. Zelluläre Details, wichtig vor allem in der Diagnostik der Leukämien und der Myelodysplasien, sind jedoch auch bei optimaler Verarbeitung in der Histologie schwerer zu erkennen als in der Aspirationszytologie.
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Abb. 2.4 Knochenmarkentnahme. Die optimale Punktionsrichtung geht nach anterior leicht lateral. A: Korrekter Punktionsort. B: Punktionsrichtung dargestellt an einem Schnitt durch das Becken.





Indikationen zur Knochenmarkhistologie sind:





• Diagnostik und Stadieneinteilung maligner Lymphome (insb. in Kombination mit Immunhistologie).


• Erstdiagnostik myeloproliferativer Neoplasien (MPN).


• Verdacht auf aplastische Anämie, granulomatöse Markveränderungen, Markfibrose oder Knochenmarkmetastasen.


• Notwendigkeit der Mitbeurteilung des Knochens und der Gefäße.


• Diskrepanz zwischen Blutbild und Befund der Knochenmarkaspirationszytologie.


• Punctio sicca oder ungenügende Markgewinnung bei der Aspiration.









Arbeitsgang Knochenmarkentnahme


Die Knochenmarkaspiration und -biopsie kann ambulant durchgeführt werden. Da es sich um eine invasive Methode handelt, muss eine klare Indikation zu diesem Eingriff bestehen und eine ausreichende Aufklärung des Patienten erfolgen. Selbstverständlich sind die Regeln der Asepsis zu beachten:





• Lagerung des Patienten auf der Seite mit angebeugten Beinen.


• Fakultativ in Absprache mit dem Patienten unter Beachtung von Nebenwirkungen und Kontraindikationen: Sedierung z. B. mit Midazolam.


• Palpation der oben liegenden Spina iliaca posterior superior (identisch mit den äußeren Punkten der Michaelischen Raute). Hilfreich ist eine Palpation mit dem Daumen bei Platzieren der Finger auf dem Beckenkamm. Markierung der Punktionsstelle.


• Hautdesinfektion.


• Lokalanästhesie der Haut: Unter Gabe von kleinen subkutanen Depots von Lokalanästhetikum Vorschieben der Nadel und Aufsuchen der Punktionsstelle am Knochen. Wenn sich die Wirkung des Lokalanästhetikums am Knochen entfaltet: Kontrolle der korrekten Stelle mit kräftigerem Druck der Nadel. Wenn bei adipösen Patienten die optimale Stichrichtung nicht richtig geschätzt wurde: Versetzen der Einstichstelle an der Haut.


• Nochmalige Hautdesinfektion; sterile Handschuhe für den Untersucher; sterile Abdeckung der Einstichstelle; steriles Tuch zum Ablegen der Utensilien.


• Vorbereitung des Entnahmematerials (steril): 20-ml-Spritzen mit Antikoagulans, Aspirationsnadel, bei Bedarf Biopsienadel plus spitzes Skalpell.


• Einbringen der Aspirationsnadel mit Mandrin bis an den Knochen; Durchstechen der Kompakta unter Drehbewegungen; nach Eindringen in die Spongiosa (geringerer Widerstand) Nadel noch 1–2 cm weiter vorschieben.


• Mandrin entfernen und Entnahmespritze ansetzen. Stempel der Spritze ruckartig und fest anziehen, sodass ausreichend Bröckel mit dem Knochenmarkblut mitgerissen werden. Dies kann trotz Lokalanästhesie schmerzhaft sein. Patienten vorwarnen und evtl. durch tiefes Atemholen ablenken.


• Wenn nur kein oder nur sehr wenig Material zu Tage tritt: Stempel zurückziehen und festhalten, sodass ein Unterdruck bestehen bleibt. Gleichzeitig Aspirationsnadel unter leichtem „Wackeln“ millimeterweise rückwärts ziehen.


• Spritze von der Aspirationsnadel abziehen und schwenken, sodass das Knochenmarkblut sich sofort mit dem Antikoagulans vermischt. Prozedur bei Bedarf mit einer zweiten Spritze wiederholen.


• Wenn möglich, fertigt eine zweite Person direkt am Patientenbett Ausstriche an und beurteilt die Menge der gewonnenen Bröckel, sodass ggf. weiteres Material gewonnen werden kann.


• Für die Stanzbiopsie: Kleine Hautinzision mit einem Skalpell; Vorführen der Biopsienadel bis an den Knochen.


• Entfernen des Mandrins. Geradliniges Vorschieben der Nadel unter drehenden Bewegungen, um einen Zylinder aus dem Knochen zu schneiden (Ziel: 2–3 cm Länge). Leichtes Zurückziehen und schräges Vorschieben, um den Zylinder in den Innenraum der Nadel abzuscheren. Nadel zurückziehen.


• Fakultativ: Vor Verlassen der Kompakta vorsichtiger Test mit dem Mandrin, ob sich ein ausreichender Zylinder in der Nadel befindet.


• Nadel abziehen und Punktionsstelle sofort mit steriler Kompresse abdrücken. Knochenzylinder von der Nadelspitze her aus der Nadel herausschieben.


• Fakultativ bei P. sicca: Abrollen des Stanzzylinders auf einem Objektträger.


• Zylinder in ein vorbereitetes Formalinröhrchen einbringen.


• Punktionsstelle verbinden und Patienten ca. 30 min mit einem Sandsack unter der Punktionsstelle auf dem Rücken lagern. Anschließend Kontrolle auf Nachblutung.
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