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In der Hamatologie befasst man sich mit Blut, blutbildenden Organen und Bluterkrankungen.

In klinischen Laboren diagnostizieren Hamatologen verschiedene Bluterkrankungen und Krebsformen,
u. a. Hdmophilie, Leukamie, Lymphome und Sichelzellanamie, um diese entsprechend zu behandeln.
Hierzu untersuchen Hamatologen routinemal3ig Ausstriche aus peripherem Blut auf Objekttragern mit
einem Mikroskop. Dabei suchen sie nach Anomalien, die auf Bluterkrankungen hinweisen, oder nach
Blutparasiten, wie sie z. B. bei Malaria und Filariose auftreten.

Blut — Kreislauf und Blutzellen

Was ist Blut?

Blut ist eine KorperflUssigkeit, die vielfal-
tige Transport- und Regulationsfunktionen
erfullt. Das Herz pumpt das Blut stetig
durch den Korper eines Menschen (Abb. 1)
und Tiers, sodass alle Zellen mit lebens-
wichtigen Nahrstoffen bzw. Sauerstoff
werden. Daruber hinaus werden Kohlen-
stoffdioxid und andere Abfallprodukte der
Zellaktivitaten zu den Lungen, den Nieren
und dem Verdauungssystem transportiert,
damit sie aus dem Korper ausgeschieden
werden konnen. Blut hilft auflerdem bei
der Bekampfung von Infektionen und
transportiert Hormone durch den Kérper.

Der Blutkreislauf
Der Blutkreislauf besteht aus zwei Arten
von Blutgefafsen:

Abbildung 1 Der Blutkreislauf
(Nutzung gemdfs CG-by-sa 2.5)*

m Arterien transportieren sauerstoffreiches
Blut vom Herzen weg zu den unter-
schiedlichen Kérperbereichen.

m \Venen bringen das Blut zurlck zum
Herzen und zu den Lungen, wo es
neuen Sauerstoff aufnehmen kann,
der wiederum Uber die Arterien in
den Kérper verteilt wird.

Die Blutmenge, die im Kérper eines
Menschen zirkuliert, ist von dessen Korper-
grofRe und -gewicht abhdngig. Je grofer
oder schwerer ein Mensch, desto mehr Blut
bendtigt der Korper. Bei durchschnittlich
schweren, gesunden Erwachsenen macht
die Blutmenge etwa acht Prozent des
Korpergewichts aus. Eine Person mit einem
Kérpergewicht von etwa 70 Kilogramm hat
daher etwa funf bis sechs Liter Blut.

Die Farbe des Bluts

Das Blut im menschlichen Korper ist in ver-
schiedenen Farbabstufungen rot . Die rote
Farbe entsteht durch Hamoglobin, einem
Proteinmolekil in den roten Blutkorper-
chen. Hamoglobin enthalt Eisen, das mit
dem Sauerstoff im Blut reagiert und diesem
so seine typische rote Farbe verleiht. Der
Sauerstoffgehalt, also die Sauerstoffmenge
im Blut, bestimmt den Rotton. Wenn das
Blut das Herz verldsst, ist es sauerstoffreich
und hellrot. Wenn das Blut wieder zuruck
ins Herz gelangt, enthalt es weniger
Sauerstoff und ist dunkler.

Blutbestandteile und ihre Funktion
Blut besteht aus den Blutzellen, also
festen Bestandteilen, und einer flissigen
Interzellularsubstanz, dem Blutplasma.

* https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=741255
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Abbildung 2 Zusammensetzung des Bluts

Schon gewusst? Auch die meisten Tiere
haben rotes Blut. Es gibt jedoch Ausnahmen:

m Einige Kraken- und Tintenfischarten sowie
bestimmte Krustentiere haben blaues
Blut. Dies ist auf eine hohe Kupferkon-
zentration in ihrem Blut zurlckzufthren.
Kupfer reagiert mit Sauerstoff und ver-
leiht dem Blut so seine blaue Farbe.

m Das Blut des einer Skink-Art (Echse) ist
aufgrund einer hohen Konzentration
von Biliverdin, einem Abbauprodukt
der Leber, grin.
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Abbildung 3 Blutzellen

Das gelbliche Plasma macht etwa die Halfte der Blutmenge aus. Es
besteht zu 92 % aus Wasser und enthalt Nahrstoffe wie Glukose,
Proteine flr die Blutgerinnung, Hormone und Abbauprodukte.

Die andere Halfte der Blutmenge besteht aus Blutzellen.
Es existieren grundsatzlich drei Arten von Blutzellen.
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Abbildung 4 WeifSe Blutkérperchen

Was sind Blutgruppen?

Obwohl sich im Blut aller Menschen dieselben Bestandteile
befinden, ist das Blut ist nicht bei allen Menschen gleich. Es
gibt verschiedene Blutgruppen, die sich aus dem Vorliegen
oder Fehlen bestimmter Antigene und Antikorper auf der
Oberflache der roten Blutkdrperchen ergeben.

Es gibt acht Blutgruppen, die mit den Buchstaben A und B

und der Ziffer 0 bezeichnet werden. Bei Menschen mit der
Blutgruppe A befindet sich ein A-Antigen auf den roten Blut-
korperchen, bei Menschen mit der Blutgruppe B entsprechend
ein B-Antigen. Einige Menschen besitzen beide Antigene —
und haben damit Blutgruppe AB. Menschen mit der Blutgruppe 0
haben weder ein A-Antigen noch ein B-Antigen auf den roten
Blutkorperchen. Diese letztgenannte Blutgruppe ist weltweit am
haufigsten vertreten. Das Blut bekommt nicht nur einen bis zwei
Buchstaben oder eine Ziffer, sondern ist aufSerdem auch ,posi-
tiv” oder ,negativ”. Damit wird angegeben, ob das Blut eines
Menschen das sogenannte Rh-Protein enthalt (,Rhesusfaktor”).

© B-Antigen l Rhesus-D-Faktor

A-Antigen

Abbildung 5 Blutgruppen

Wenn Ihr Blut ,positiv” ist, haben Sie dieses Protein. Ist Ihr Blut
~negativ”, fehlt es. Rh-positives Blut ist haufiger als Rh-negatives
Blut. Beide Varianten sind naturlich vollig normal.

Rote Blutkorperchen (Erythrozyten)

Weil3e Blutkorperchen (Leukozyten)

Blutplattchen (Thrombozyten)

Durchmesser: 7,5 um

Durchmesser: 7 — 20 pm

Durchmesser: 2 — 3 pm

Bildung im Knochenmark

Bildung im Knochenmark oder in der Milz,
der Thymusdruse und den Lymphknoten

Enthalt das Protein Hdmoglobin, das Sauerstoff
aus der Lunge in die verschiedenen Organe und
Gewebe transportiert und fir den Abtransport
des Kohlenstoffdioxids aus den Geweben in die
Lunge sorgt. Durch das Hamoglobin entsteht
die rote Farbe des Bluts.

Bestandteil des Immunsystems, das dem Korper
hilft, sich gegen Infektionen zu wehren. Sie
kommen in Form von Granulozyten, Monozyten
und Lymphozyten vor. Die verschiedenen
Formen bekampfen verschiedene Erreger wie
Bakterien oder Viren.

Wenn ein Blutgefafs verletzt wird, sammeln

sich Blutplattchen im betroffenen Bereich und
tragen dazu bei, die , undichte Stelle” wieder
abzudichten. Gemeinsam mit bestimmten
Proteinen (den sogenannten Gerinnungsfaktoren)
stillen die Blutplattchen Blutungen im Kérper-
inneren und an der Haut.

Entwicklung dauert etwa 9 Tage, die
Lebensdauer liegt bei etwa 4 Monaten

Je nach Leukozytenart kann die Lebensdauer
zwischen einigen Tagen und mehreren Jahren
schwanken.

Die Lebensdauer liegt bei etwa 7 bis 9 Tagen.

Eine zu geringe Anzahl roter Blutkdrperchen
kann sich durch Blasse, Mudigkeit, Luftnot und
andere Symptome ausdriicken. Man spricht von
einer Anamie.

Je nach Leukozytenart unterscheidet man
zwischen unspezifischer Abwehr (Phagozytose)
und spezifischer Abwehr (Bildung von
Antikérpern).

Thrombozyten sind fur die Blutgerinnung und
die Hamostase verantwortlich.

Tabelle 1



Die mikroskopische
Blutuntersuchung

Die Rolle der Mikroskopie

Die Laboruntersuchung des Blutes ist eine der wichtigsten diag-
nostischen Routinemethoden im klinischen Labor. Himatologen
untersuchen routinemafiig Ausstriche aus peripherem Blut auf
Objekttragern mit einem Mikroskop, um nach Anomalien in den
morphologischen Merkmalen der Zellen und des Gewebes zu
suchen, die auf Bluterkrankungen hinweisen, oder nach Blutparasi-
ten, wie sie bei Malaria und Filariose auftreten. Ein mikroskopisches
Bild kann Informationen zu den Zelltypen liefern, die anhand

ihrer Morphologie zu erkennen sind, sowie zur Menge und zur
Zusammensetzung der Blutzellen. Um die verschiedenen Zelltypen
in einem Monolayer zu erkennen und zu zahlen, wird auf Licht-
mikroskopie mit bis zu 1000-facher VergréRerung gesetzt. Die
Ergebnisse werden mit einer Digitalkamera dokumentiert. Auf diese
Weise kdnnen bestimmte Bluterkrankungen oder die Entwicklungs-
stadien von Parasiten visualisiert werden. In bestimmten Fallen wird
die mikroskopische Untersuchung der peripheren Blutausstriche
durch eine Knochenmarkuntersuchung erganzt. Hierflr gibt es ver-
schiedene wichtige Mikroskopietechniken, u. a. Hellfeld, Dunkelfeld,
DIC, Fluoreszenz, Immunzytochemie und Immunhistochemie.

Blutausstrich
In einem Blutausstrich werden Blutzellen auf Anomalien hin unter-
sucht, sowohl hinsichtlich ihrer Morphologie als auch ihrer Anzahl.
Ein Blutausstrich dient der Erkennung, Diagnose und Uberwachung
von Defiziten, Erkrankungen und Stérungen, die mit der Bildung,
Funktion und Lebensdauer der Blutzellen zusammenhangen. In der
Regel wird die mikroskopische Analyse eines diinnen Blutausstrichs
vorgenommen, wenn das Blutbild oder das Differentialblutbild
anormale Ergebnisse liefert. [1]
1. Legen Sie einen sauberen Objekttrager auf einer flachen
Unterlage ab und geben Sie einen kleinen Tropfen Blut darauf.
2. Setzen Sie das Deckglas in einem Winkel von etwa 30-45° auf.
3. Wischen Sie mit der Kante des Deckglases behutsam uber das
Blut und erzeugen Sie so den Ausstrich.
4. Der Ausstrich wird luftgetrocknet, mit Methanol auf dem
Objekttrager fixiert und zur Unterscheidung der verschiede-
nen Zelltypen eingefarbt.

N

N

/e S
e

Abbildung 6 Anfertigen eines Blutausstrichs

Bei der Anfertigung des Ausstrichs kommt es ganz auf die
richtige Technik an. Ein nicht sachgemafs angefertigter Aus-
strich ist auch eingefarbt vollig wertlos. Wird das Deckglas zu
langsam oder in einem zu kleinen Winkel bewegt, entsteht ein
dicker Blutfilm, der sich nicht zur Untersuchung eignet. Wird
das Deckglas zu rasch oder in einem zu grofsen Winkel bewegt,
entsteht eine Dlnnschicht und der Grof3teil der Leukozyten
sammelt sich in der Ausstrichfahne. Auch Hamolyse (Zerstérung
der Zellen durch feuchte Finger), Kratzer oder Locher fuhren zu
nicht nutzbaren Blutausstrichen.

Knochenmarkuntersuchung

In Situationen, in denen ein Bluttest anormale Ergebnisse zeigt
oder nicht gentigend Informationen zum vermuteten Problem
liefert, kann eine Knochenmarkuntersuchung erforderlich sein.
Hiermit werden bestimmte Erkrankungen des Bluts oder des
blutbildenden Systems diagnostiziert und Uberwacht. Fragmente
aus dem Knochenmark werden in der Regel separiert oder kon-
zentriert und dann auf mehreren Objekttragern aspiriert. Zum
Anfertigen der Ausstriche werden diese Fragmente behutsam
zusammengedrickt. Erganzend werden Blutausstriche aus dem
Knochenmark angefertigt.

Abbildung 7 Beispielabbildung von Auerstdbchen in einer Knochenmarkprobe,
ZEISS Axioscope 5

Abbildung 8 Beispielabbildung von Knochenmark im Hellfeld,
ZEISS Axioscope 5, ZEISS Axiocam 208 color, Objektiv: 40x



Farbungsmethoden in

der Hamatologie

In der Hdmatologie beruhen die meisten
Farbungsmethoden auf panoptischen
Farbung nach Pappenheim sowie auf
Romanowsky-Farbungen, beispielsweise
die Wright-Farbung, die Leishman-Farbung
oder die Giemsa-Farbung. Hiermit lassen
sich Anomalien bei Erythrozyten, Leuko-
zyten oder Thrombozyten nachweisen. Die
Objekttrager missen vor der Farbung in
jedem Fall vollstandig trocknen. Andern-
falls besteht das Risiko einer Denaturierung
der weifSen Blutkdrperchen, wodurch die
ordnungsgemafse Differenzierung beein-
trachtigt werden koénnte. Der Blutausstrich
muss nach der Anfertigung so rasch wie
maoglich trocknen.

Pappenheim-Farbung*

Artur Pappenheim (1870-1916) war ein
deutscher Hdmatologe. Die Pappenheim-
Farbung (oder May-Griinwald-Giemsa-
Farbung) ist eine panoptische Differential-
farbung, die das Farbeverhalten der
Giemsa- und der May-Grlinwald-Farbung
nutzt. Hiermit lassen sich alle mikrosko-
pischen Erscheinungen in der Routine-
diagnostik klar und in unterschiedlichen
Farben vor einem sauberen Hintergrund
darstellen, sodass selbst kleinste Abwei-
chungen muhelos erkennbar werden.
Bei der Pappenheim-Farbung werden
die Praparate mit konzentrierter May-
Grunwald-Losung fixiert, mit verdlinnter
May-Grunwald-Losung gefarbt und
(nach dem Abspulen mit Aqua destillata)

Blutbestandteil Einfarbung
Erythrozyten rosa
Kerne der Leukozyten und kernhaltige rotviolett

Erythrozyten

Eosinophile Granula
Basophile Granula
Neutrophile Granula
Zytoplasma der Lymphozyten

Monozytenplasma

ziegelrot bis rotbraun
dunkelviolett bis schwarz
hellviolett

hellblau

graublau

Tabelle 2

mit Giemsa-Losung gegengefarbt. Die
Zellkerne sind in der Probe rotviolett,
das Plasma der Lymphozyten und der
Monozyten ist blaulich und das Plasma
der Granulozyten ist blassrosa.

Giemsa-Farbung*

Die Giemsa-Farbung beruht auf der
Romanowsky-Farbung und wurde nach
dem deutschen Chemiker Gustav Giemsa
benannt. Diese Differentialfarbung
umfasst eine Mischung der Farbstoffe
Azur, Methylenblau und Eosin. Die
Farbung ergibt ein Differentialblutbild,
in dem die nukledre und die zytoplas-
mische Morphologie der verschiedenen
Blutzellen unterschieden werden. Rote
Blutkorperchen werden rosa eingefarbt,
Blutplattchen blassrosa, das Zytoplasma
der Lymphozyten blau und das Chroma-
tin der Leukozyten magenta. Mit der
Giemsa-Farbung lassen sich auch Blut-
parasiten wie Malariaparasiten und andere
Spirochaten sowie Protozoen einfarben.

Anwendungsbeispiele
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Abbildung 9 Beispielabbildung des Parasiten
Trypanosoma brucei gambiense in menschlichem
Blutausstrich, Giemsa-Fdrbung

-

Wright-Farbung*

Diese Technik, eine Modifizierung der
Romanowsky-Farbung, ist nach James
Homer Wright benannt. Bei der Wright-
Farbung stehen mehrere Varianten zur
Auswahl, die sich aus dem unterschied-
lichen Verhalten der Farbung und des
Puffers sowie aus der unterschiedlichen
Filmdicke ergeben. Die Wah! der Misch-
rezeptur ist dabei weniger ausschlag-
gebend als die konsequente Anwendung
der Farbungstechnik. Die Lésung besteht
klassischerweise aus den Farbstoffen
Eosin (rot) und Methylenblau und bietet
eine ahnliche Farbung wie die panopti-
sche Methode. Bei richtiger Ausflihrung
erscheinen die roten Blutkdrperchen
gelblichrot und die Neutrophilen zeigen
dunkelviolette Kerne, rotviolette Granula
und blassrosafarbenes Zytoplasma. Diese
Methode ist beim Differentialblutbild weit
verbreitet, das in der Regel angefordert
wird, wenn Verdacht auf eine Infektion
oder bestimmte schwere Erkrankungen
besteht.

Abbildung 10 Beispielabbildung eines Blutausstriches, Giemsa-Fdrbung



Abbildung 11 Beispielabbildung von Blutgefdfsen Abbildung 12 Beispielabbildung von Blut mit
Leukozyten

Abbildung 13 Beispielabbildung polychromer Erythrozyten, anormal, Abbildung 14 Beispielabbildung von Erythrozyten
da diese Zellen nur im Knochenmark vorkommen sollten, nicht im Blut

Abbildung 15 Beispielabbildung eines Blutgefdfes, Azanfdrbung; orange: Abbildung 16 Beispielabbildung eines nicht abgedeckten Blutausstriches
Zytoplasma, rot: Zellkern, blau: Kollagen, Plan-Apochromat 20x/0,8 (Mensch), Wright-Fdrbung, Achroplan 100x/1,25 Oil

Abbildung 17 Beispielabbildung von Blutzellen eines Python in einer STEM-Aufnahme mit dem EVO® STEM-Detektor mit 20 kV



Geeignete Mikroskopausrlistung

FUr die Untersuchung eines peripheren
Blutausstrichs wahlt ein Hamatologe
zundchst ein Objektiv mit geringer Ver-
grofserung, in der Regel 20x oder 10x.

So erhalt der Hamatologe einen Uberblick
uber die Dichte der roten und weifSen
Blutkérperchen, die Anzahl der Erythrozy-
ten, die Farbe sowie Uber die allgemeine
Morphologie und etwaige auffallige
ZelleinschlUsse. Bei starkerer Vergrofe-
rung (in der Regel 60x oder 100x, bei
Knochenmark ggf. 40x) wird ein manu-
elles Differentialblutbild ausgezahlt und
die Morphologie der roten und weif3en
Blutkorperchen visualisiert (u. a. zur
Untersuchung auf Vorliegen von Einschliis-
sen oder Krankheitserregern ). Eine sehr
gute Unterscheidung der Zelltypen und
der deutlich sichtbaren zellularen Details
ist unabdingbare Voraussetzungen fur
die Hdmatologie. Hdmatologen sind auf
kristallklare Bilder angewiesen, auf denen
morphologische Details wie filigrane
Granula, stabchenférmige Einschlisse,
UnregelmaRigkeiten der Zellmembran oder
Risse im Zellkern ersichtlich werden. Auch
auf die hochstmdgliche Farbtreue kommt
es an, wenn Blutausstriche und Knochen-
markpraparate untersucht werden sollen.
Neben der Hellfeldmikroskopie kommen
bei bestimmten Proben auch die Phasen-
kontrast- und die Polarisationsmikroskopie
zum Einsatz. Hamatologische Farbungen*
bewirken eine gute Transparenz der
Probe und verleihen den Zellmerkmalen
bestimmte Farben, doch die optische
Qualitat des Mikroskops, die Wiedergabe-
treue der angeschlossenen Kamera fr die
digitale Dokumentation und das ergono-
mische Design des Instruments kénnen
die Untersuchung der Patientenproben
entscheidend beeinflussen.

Referenzen

ZEISS Axiolab 5

Axiolab 5 wurde fir die taglichen
klinischen Routinearbeiten in lhrem
Hamatologielabor entwickelt. Die weifse
LED-Beleuchtung mit extrem hohem
Farbwiedergabeindex ist ideal fur die Visu-
alisierung von peripheren Blutausstrichen
und Knochenmarkproben in Echtfarbe.

Die konstante Farbtemperatur der LED
vereinfacht den Systembetrieb und die
digitale Dokumentation. Kombiniert mit
der Mikroskopkamera Axiocam 208 color
erdffnen sich Ihnen samtliche Vorteile des
Smart Microscopy-Konzepts. Sie werden
Uberrascht sein, wie einfach lhnen diese
komplett neue Art der digitalen Dokumen-
tation von der Hand geht. Fokussieren Sie
auf thre Probe und drlcken Sie auf einen
einzigen Knopf — schon erhalten Sie ein
gestochen scharfes, farbechtes Bild. Das
4K-Livebild zeigt Ihre Probe genau so, wie
Sie sie durch das Okular sehen. Samtliche
Details und feine Farbunterschiede bleiben
deutlich erkennbar. Die Kameraparameter
mussen nicht manuell angepasst werden —
das spart Zeit, die Sie an anderer Stelle
sinnvoller nutzen kénnen. Die hochauflo-
senden Livebilder vereinfachen die Bespre-
chung kritischer Falle im Kollegenkreis.

[1] https://www.cdc.gov/dpdx/diagnosticprocedures/blood/specimenproc.html

Weiterfithrende Whitepaper

[1] https://p.widencdn.net/rg433b/EN_wp_microscopic-examination-blood
[2] https://p.widencdn.net/8azb8g/EN_wp_Axio-Lab-Al-Malaria
[3] https://p.widencdn.net/zuwbem/EN_wp_EVO_python-blood-analysis

ZEISS Axioscope 5

Axioscope 5 mit Axiocam 208 color
macht die Dokumentation lhrer Hama-
tologieproben viel effizienter. Die Plan-
Neofluar-Objektive sorgen fur die notige
Visualisierung feiner Farbunterschiede,
selbst bei anspruchsvollen Proben wie
Knochenmarkausstrichen. Der Farb-
eindruck erscheint im Kamerabild genau
so wie beim Blick durch das Okular. Dieses
smarte Mikroskop passt Helligkeit und
WeilSabgleich automatisch an, was die
digitale Dokumentation im Rahmen lhrer
klinischen Routine sehr einfach macht.

Sie mussen sich nur auf Ihre Probe
konzentrieren und den ergonomischen
Aufnahmeknopf am Mikroskop drucken.
Zudem l3sst sich die Kamera in Labor-
informationssysteme auf Basis des Twain-
Standards integrieren, sodass die Bilder
unter der Patienten-ID gespeichert
werden kdnnen.

* Der Anwender ist fur korrekte Verfahren
der Probenpraparation und Anwendung
der Farbungsmethoden verantwortlich.
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