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Zusammenfassung

Thrombozytopenien sind hiufig und werden nicht nur bei
Patienten mit klinischer Blutungsneigung, sondern auch bei
der labordiagnostischen Abklidrung anderer Erkrankungen
oder bei Routineuntersuchungen klinisch gesunder Personen
als Zufallsbefund gefunden. Die Ermittlung der Ursache der
Thrombopenie ist daher von essentieller Bedeutung. Labor-
diagnostisch steht dafiir ein breites Angebot unterschiedli-
cher analytischer Methoden zur Verfiigung. Ein grofer
Vorteil der Durchflusszytometrie besteht darin, dass nur eine
vergleichsweise geringe Menge Patientenprobe benotigt
wird, was vor allem bei der Abkldrung ausgeprigt throm-
bopenischer oder pédiatrischer Proben eine Rolle spielt. Aus
diesem Grund wird auch die immunologische Bestimmung
der Thrombozytenzahl am Durchflusszytometer derzeit als
Referenzmethode empfohlen, um eine exakte und mogli-
cherweise therapieentscheidende Quantifizierung sehr nie-
driger Thrombozytenzahlen zu erreichen. Auch die Differen-
zierung Thrombozytenbildungsstorung vs. Verbrauch durch
die Bestimmung unreifer Plittchen ist eine etablierte Metho-
de, welche durch die routinemifige Verfiigbarkeit dieses
Parameters an modernen Blutbildautomaten an Bedeutung
gewinnen wird. Eine weitere Anwendung der Durchfluss-
zytometrie besteht im Nachweis von immunologisch vermit-
telten Thrombopenien, wobei die Antikorper wie bei der
Autoimmunthrombopenie gegen Glykoproteine der Throm-
bozytenoberfliche oder wie bei der Heparin-induzierten
Thrombopenie (HIT) gegen einen Komplex aus Heparin und
Plattchenfaktor 4 gerichtet sein konnen. Dariiber hinaus
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kommen durchflusszytometrische Assays auch in der Abkli-
rung der seltenen kongenitalen Thrombopenien zum Einsatz.
Beim Bernard-Soulier-Syndrom sichern sie die Diagnose, bei
anderen Erkrankungen konnen sie zumindest den Weg fiir
eine weiterfithrende Diagnostik weisen.

Auf die Moglichkeiten der Durchflusszytometrie bei der
Abkldrung von Leukdmien und Lymphomen, die durch
verdriangende Prozesse im Knochenmark héufig zu einer
Thrombopenie fiihren, wird in diesem Beitrag nicht
eingegangen.

Schliisselworter: Durchflusszytometrie; Heparin-induzierte
Thrombozytopenie; Immunthrombozytopenie; kongenitale
Thrombozytopenie; retikulierte Thrombozyten.

Abstract

Thrombocytopenia is commonly found in patients with
apparent bleeding tendency, and in the laboratory evaluation
of patients with other disorders or in clinically healthy indi-
viduals. Identification of the underlying cause is therefore
crucial. There are several different laboratory tests available
for this purpose. Flow cytometry employs very small sample
volumes, which is of particular interest in patients with
severe thrombocytopenia or in pediatric samples. Thus, the
immunological determination of platelet numbers by flow
cytometry is recommended as the reference method to
achieve an exact quantification of very low platelet numbers,
which could influence therapeutic decisions. In addition,
flow cytometric analysis of immature platelets plays a role
in the differentiation of increased platelet destruction and
decreased platelet synthesis. As this parameter can be meas-
ured by current hematology analyzers, it will become more
important in routine use. Another field for flow cytometry is
the investigation of immunologically mediated thrombocy-
topenias. These can be caused by antibodies against platelet-
specific glycoproteins such as autoimmune thrombocyto-
penia or by antibodies against heparin-PF4 (platelet factor 4)
complexes such as heparin-induced thrombocytopenia (HIT).
Moreover, flow cytometric assays are used for the diagnosis
of rare congenital thrombocytopenias, where they are either
able to confirm a certain diagnosis, e.g., Bernard-Soulier syn-
drome, or at least establish a basis for further analyses. The
contribution of flow cytometry to the investigation of lym-
phoma and leukemia, which regularly cause thrombocyto-



88 Mauerer und Gruber: Durchflusszytometrie bei Thrombozytopenie

penia by bone marrow infiltration, is not discussed in this
article.

Keywords: congenital thrombocytopenia; flow cytometry;
heparin-induced thrombocytopenia; immune thrombocyto-
penia; reticulated platelets.

Einleitung

Die Thrombozytenzahl im peripheren Blut liegt bei Erwach-
senen methodenabhiingig bei ca. 150 bis 450 X 10%/L. Da bei
Werten > 100X 10%/L auch unter hiimostaseologischer Belas-
tung in der Regel keine Blutungsneigung besteht, wird im
klinischen Alltag hiufig erst bei Werten unter dieser Grenze
von einer Thrombozytopenie gesprochen. Sinken die Throm-
bozyten auf Werte <30 X 10°/L ist zunehmend auch mit dem
Auftreten spontaner oder schwerwiegender zerebraler und
intestinaler Blutungen zu rechnen [1].

Eine Verminderung der Thrombozytenzahl kann bei einer
Vielzahl von Erkrankungen auftreten, die man unter patho-
genetischen Gesichtspunkten in drei Hauptgruppen zusam-
menfassen kann (sieche Tabelle 1). 1) Verminderte Bildung.
Abgesehen von den seltenen hereditdren Ursachen fiithren vor
allem myelosuppressive Medikamente oder verdringende
Prozesse im Knochenmark zu einer herabgesetzten Throm-
bozytenneubildung. 2) Vermehrter Abbau bzw. Verbrauch.
Hier sind immunologische Mechanismen wie die Autoim-
munthrombozytopenie, die zu einem Abbau antikorperbela-
dener Thrombozyten in der Milz fiihrt, sowie nicht-
immunologische Mechanismen wie ein erhohter Verbrauch,
z.B. im Rahmen einer disseminierten intravasalen Gerinnung
(DIC), zu nennen. 3) Verteilungsstorung. Im Normalfall zir-
kulieren etwa 70% bis 80% der auflerhalb des Knochenmarks
befindlichen Blutplittchen im peripheren Blut, die restlichen
20% bis 30% sind in der Milz gespeichert. Dieser Anteil
kann, z.B. im Rahmen einer Splenomegalie, deutlich anstei-

Tabelle 1 Differentialdiagnose der Thrombotytopenie (mod.
nach [2]).

1. Pseudothrombozytopenie (meist EDTA-induziert)
2. Angeborene Thrombozytopenien
3. Erworbene Thrombozytopenien
3.1. Verstirkter Thrombozytenabbau
* Immunologisch-vermittelt: ITP, neonatale
Alloimmunthrombopenie, medikamentos-induzierte
ITP, posttransfusionell, Autoimmunerkrankungen,
lymphoproliferative Erkrankungen, HIV, HCV,
Helicobacter pylori, HIT
* Nicht-immunologisch vermittelt: GefdBprothesen,
DIC, TTP/HUS, HELLP, Eklampsie
3.2. Verminderte Neubildung
» Neoplasien: Knochenmarkinfiltration, therapieassoziiert
(Zytostatika)
¢ Virusinfektionen: EBV, CMV, Rételn, VZV,
Parvovirus B19
* Megaloblastire Anidmie
3.3. Verteilungsstorung
» Hypersplenismus

gen und so zu einer erniedrigten Thrombozytenzahl fiihren.
Ausgehend von diesen drei Hauptruppen sollten die einer
Thrombopenie zugrunde liegenden Ursachen durch gezielte
Anamnese (Medikamente, Infekte etc.) sowie eine griindli-
che korperliche Untersuchung (Splenomegalie, Blutungszei-
chen etc.) weiter eingegrenzt werden. Je nach vermuteter
Ursache konnen dann spezifische weiterfiihrende Untersu-
chungen (infektionsserologische Untersuchungen, Knochen-
markzytologie, Nachweis thrombozytirer Antikorper etc.)
angeschlossen werden. In diesem Zusammenhang liegt die
Domine der Durchflusszytometrie vor allem in der Abkli-
rung Autoantikorper-bedingter Immunthrombopenien, in der
Abgrenzung einer verminderten Thrombozytenproduktion
von einem erhohten Thrombozytenverbrauch durch den
Nachweis junger, unreifer Blutplittchen sowie im Nachweis
einiger seltener angeborener Thrombozytenfunktionsstdrun-
gen, die mit einer Thrombopenie einhergehen. Bevor nach-
folgend auf diese Bereiche genauer eingegangen wird, bleibt
anzumerken, dass vor allen weiterfithrenden Untersuchungen
— vor allem bei asymptomatischen thrombopenischen Patien-
ten — eine EDTA-induzierte Pseudothrombopenie ausge-
schlossen werden muss, die mit einer Haufigkeit von ca. 1%
auftritt. Dabei handelt es sich um ein In-vitro-Phidnomen, bei
dem das in den Routineblutbildrohrchen enthaltene Antikoa-
gulans EDTA zu einer Agglutination der Blutplittchen fiihrt,
die dann von Blutbildautomaten nicht mehr erkannt und
daher falsch niedrig bestimmt werden. Im Blutausstrich stel-
len sich die Thrombozytenaggregate zumeist als Mikroge-
rinnsel, seltener als Anlagerung an die Leukozyten
(,.Satellitenphénomen*) dar. Um eine genaue Zidhlung der
Thrombozyten zu erhalten und ggf. eine durchflusszytome-
trische Analytik zu ermoglichen, wird in diesen Fillen die
Blutentnahme in Zitratrohrchen bzw. die Verwendung spe-
ziell fiir diesen Zweck entwickelter Blutentnahmerohrchen
(z.B. ThromboExact, Sarstedt) empfohlen.

Die EDTA-induzierte Pseudothrombopenie hat keine patho-
logische Relevanz, sollte aber Patient und Arzt bekannt sein,
um unnétige Diagnostik und ggf. Therapie zu vermeiden.

Immunologische Bestimmung der
Thrombozytenzahl

Die Thrombozytenzahl wird an Blutbildanalyzern meist iiber
das Widerstandsmessprinzip ermittelt, das eine Zuordnung
der Zellen im Wesentlichen nach ihrer Grofle vornimmt. Bei
pathologischen Blutbildern die z.B. Mikrozyten, Zellfrag-
mente o0.4. enthalten, kann das dazu fiihren, dass die Throm-
bozyten nicht mehr sicher abgegrenzt werden konnen, was
zu einer Fehlbestimmung der Thrombozytenzahl fiihren
kann. Das ist natiirlich vor allem bei Patienten mit sehr nie-
drigen Thrombozytenzahlen unter 10000 oder 20000/.L von
besonderer Relevanz. Auch der Einsatz optischer Detektions-
systeme in modernen Himatologieanalyzern hat die Situation
nur verbessern, aber nicht befriedigend 16sen konnen. Das
International Council for Standardization in Haematology
(ICSH) empfiehlt daher als Referenzmethode die durchfluss-
zytometrische Bestimmung der Plittchenzahl nach Markie-
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rung mit thrombozytenspezifischen Antikoérpern [3]. Die
gemessene Thrombozytenzahl wird dabei in Relation zu der
parallel gemessenen Erythrozytenzahl gesetzt. Aus dieser
Ratio und der am Blutbildanalyzer ermittelten Erythrozyten-
zahl kann dann die absolute Thrombozytenzahl berechnet
werden.

Retikulierte Thrombozyten

Wenn eine Thrombopenie festgestellt wird, ist die Differen-
zierung, ob es sich um eine Bildungsstorung oder einen
erhohten Verbrauch handelt, von zentraler Bedeutung. Eine
Moglichkeit, Informationen iiber den Zustand der Throm-
bopoese zu bekommen, ist die Durchfithrung einer Kno-
chenmarkpunktion mit entsprechender zyto- bzw. histo-
logischer Aufarbeitung. Weit weniger invasiv ist die Bestim-
mung junger Thrombozyten im peripheren Blut. Diese kon-
nen durch hochaffine RNA-Farbstoffe wie Thiazolorange
angefidrbt und durchflusszytometrisch quantifiziert werden,
wobei die Spezifitit durch den Einsatz fluoreszenzmarkierter
thrombozytenspezifischer Antikorper erhoht werden kann [4,
5]. Obwohl morphologisch nicht zutreffend, werden die so
angefirbten Thrombozyten in Analogie zu den Retikulozy-
ten, den unreifen Vorstufen der Erythrozyten, als retikulierte
Thrombozyten bezeichnet. In einigen Studien konnte mitt-
lerweile gezeigt werden, dass dieser Parameter geeignet ist,
um zwischen verbrauchenden und aplastischen Ursachen ei-
ner Thrombopenie zu differenzieren [6, 7]. Wenngleich die
Bestimmung der retikulierten Thrombozyten am Durchfluss-
zytometer mit dem Einsatz fluoreszenzmarkierter Antikdrper
als Goldstandard anzusehen ist, ist diese Methode zu auf-
windig und teuer, um sich als ,,echter’* Routineparameter
bei der Abkldrung erniedrigter Thrombozytenzahlen zu eta-
blieren. Diese Liicke konnte durch die Messung dieses Para-
meters an modernen Hématologieanalyzern geschlossen
werden. So bieten derzeit die Gerite der Firma Sysmex die
Moglichkeit, den Anteil der unreifen Thrombozyten an der
Gesamtthrombozytenzahl, ausgedriickt als unreife Plittchen-
fraktion (Immature Platelet Fraction, IPF), zu bestimmen.
Die Messung erfolgt dabei nach Anfiarbung mit einem Fluo-
reszenzfarbstoff im Retikulozytenkanal. In der Durchfluss-
zelle werden dann Vorwirtsstreulicht und Fluoreszenzgehalt
analysiert. In verschiedene Studien konnte gezeigt werden,
dass die IPF bei Patienten mit erhdhtem Thrombozytenver-
brauch, z.B. im Rahmen einer Autoimmunthrombopenie
erhoht war, bzw. dass ein Anstieg der IPF ein frither Marker
fiir eine Erholung der Knochenmarkfunktion nach Chemo-
therapie oder Stammzelltransplantation ist, so dass z.B. auch
eine Steuerung der Transfusion von Thrombozytenkonzen-
traten liber diesen Parameter denkbar erscheint [8§—11]. Da
auch andere Hersteller von Blutbildautomaten an der auto-
matisierten Messung retikulierter Thrombozyten arbeiten und
in absehbarer Zeit einfiithren werden (Fa. Siemens, person-
liche Mitteilung), ist zu vermuten, dass dieser Parameter mit
der routineméBigen Verfiigbarkeit Eingang in die Basisdiag-
nostik finden wird.

Autoantikorper-induzierte Thrombopenien

Die Immunthrombozytopenie (ITP) wird durch Autoantikor-
per ausgelost, die gegen spezifische Oberflidchenantigene der
Thrombozyten gerichtet sind. Die Antikorper-beladenen
Blutplittchen werden dann verstdrkt in der Milz abgebaut
und es kommt zur Thrombopenie. Es ist somit naheliegend,
den Nachweis plittchengebundener oder frei im Serum vor-
liegender Autoantikorper gegen Thrombozyten zur Diagnos-
tik der ITP heranzuziehen, was sich in der Praxis jedoch
deutlich schwieriger gestaltet. Altere, jedoch auch heute noch
immer eingesetzte Assays weisen die Gesamt-Immunglobu-
line auf Thrombozyten nach (platelet-associated IgG,
PAIgG). Allerdings erfassen diese Teste neben den Autoan-
tikorpern auch in den a-Granula der Thrombozyten gespei-
chertes, an Fc-Rezeptoren gebundenes und unspezifisch auf
der Thrombozytenoberfliche immobilisiertes IgG, was je
nach eingesetztem Testsystem zu einer Sensitivitit zwischen
59% und 74% und einer Spezifitit zwischen 19% und 74%
fiihrt [12]. Eine deutliche Verbesserung der Spezifitit ergab
die Einfiihrung von Assays, die nicht mehr die Gesamt-
Immunglobuline, sondern nur noch spezifische, gegen
Thrombozytenglykoproteine — gerichtete Immunglobuline
nachweisen. Bereits Ende der 1980er wurde der Monoclonal
Antibody-specific Immobilisation of Platelet Antigens (MAI-
PA) als neuer diagnostischer Test entwickelt [13], der bis
heute als Goldstandard in der Pldttchenimmunologie gilt
[14]. Zusitzlich wurden eine Reihe von durchflusszytome-
trischen Assays fiir die Diagnose einer ITP entwickelt, auch
um Limitationen des MAIPA zu umgehen. Die einfachste
Methode ist der Nachweis einer Beladung der Patienten-
thrombozyten mit IgG oder IgM, was letztlich mit dem
Nachweis PAlg in einem Immunfluoreszenztest vergleichbar
ist. Die Spezifitiat der Antikorper kann dann theoretisch in
einem zweiten Schritt durch den Einsatz eines glykoprotein-
spezifischen EIA gesichert werden [15]. Dazu werden die
plittchengebundenen Antikorper Sdure-eluiert und dann in
den EIA eingesetzt. Allerdings zeigen unsere praktischen
Erfahrungen mit diesem Test, dass positive Proben in der
Regel ein identisches Reaktionsmuster im EIA aufweisen
und héufig mit mehreren getesteten Glykoproteinen reagieren,
so dass die Spezifitit dieser Methode zumindest fraglich
ist. Andere durchflusszytometrische Assays versuchen den
Nachweis plittchengebundener — glykoproteinspezifischer
Antikorper in einem Schritt zu realisieren. 1995 wurde ein
Assay vorgestellt, der auf dem Prinzip des Fluoreszenz-Reso-
nanz-Energie-Transfers (FRET) beruht [16]. Dieser Assay
konnte sich aber aufgrund der schlechten Standardisierbar-
keit nicht in der Routinediagnostik durchsetzen [17]. Ein
weiterer Assay wurde entwickelt, der auf dem durchfluss-
zytometrischen Nachweis von Antikorper beruht, die spezi-
fisch mit auf Microbeads immobilisierten GPIIb/ITla (CD41a)
reagieren [18]. Dabei wird das Plittchenlysat mit den
beschichteten Microbeads inkubiert und die Antikorperbin-
dung mit einem zweiten fluoreszein-gelabelten polyklonalen
Ziege Anti-Human Antikorper nachgewiesen. Am gewéhlten
Cut-off ergab sich in dieser Studie mit insgesamt 136 Patien-
ten, davon 62 mit ITP, eine Sensitivitdt von 86% bei einer
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Spezifitit von 100%. Ein anderer Ansatz wurde mit dem
SASPA (Simultaneous Analysis of Specific Platelet Antibod-
ies) Assay gewdhlt [19]. Dabei werden Patiententhrombo-
zyten mit monoklonalen = Maus-Antikdrpern  gegen
verschiedene humane Thrombozytenglykoproteine inkubiert.
Es kommt zur Ausbildung eines trimolekularen Komplexes
aus Glykoprotein, gebundenem humanen Autoantikdrper und
gebundenem Maus-Antikorper. AnschlieBend werden die
Thrombozyten lysiert und der trimolekulare Komplex tiber
eine Bindung an mit Anti-Maus Antikorper beschichtete
Beads immobilisiert. Der Nachweis der gebundenen Autoan-
tikorper erfolgt iiber fluoreszenzmarkierte Ziege-Anti-human
Antikorper. Der Assay wurde mit Patientenserum sowie mit
Patiententhrombozyten, die im PAIg-IFT ein positives Ergeb-
nis gezeigt hatte, evaluiert. Es ergab sich eine mit dem MAI-
PA vergleichbare Sensitivitit und Spezifitit.

Trotz aller Bemiihungen, einen einfach durchzufiihrenden
und aussagekriftigen Assay zum Nachweis thrombozytirer
Antikorper zu etablieren, wird nach heutigem Stand die Wer-
tigkeit dieser Tests, in der Diagnose der ITP aufgrund der
schlechten Standardisierung und der sehr heterogenen Per-
formance der verschiedenen Testsysteme, sehr unterschied-
lich beurteilt. Wahrend die Leitlinien der hédmatologischen
Fachgesellschaften im anglo-amerikanischen Raum eine
Bestimmung der Thrombozytenantikdrper nicht empfehlen
[20], wird diese Bestimmung in der Leitlinie ,,Thrombozy-
topenien‘‘ der Deutschen Gesellschaft fiir Himatologie und
Onkologie als eines der diagnostischen Verfahren in der
Primérdiagnostik der Thrombozytopenien aufgefiihrt [1].
Zusammenfassend kann man sagen, dass der Nachweis gly-
koprotein-spezifischer Autoantikdrper gegen Thrombozyten
aufgrund der hohen Spezifitit die Diagnose ITP erhirten
kann, ein fehlender Nachweis aufgrund der niedrigen Sen-
sitivitdt aber eine ITP nicht ausschlief3t.

Heparin-induzierte Thrombozytopenie

Eine weitere Ursache einer immunologisch induzierten
Thrombozytopenie ist die Heparin-induzierte Thrombozyto-
penie (HIT). Aufgrund des weit verbreiteten Einsatzes von
Heparin und der schwerwiegenden, z.T. lebensbedrohlichen
Komplikationen einer HIT ist der Ausschluss dieser Erkran-
kung bei Patienten, bei denen unter Heparintherapie eine
Thrombopenie festgestellt wird, von groer Bedeutung. Bei
klinischem Verdacht auf eine HIT, dessen Wahrscheinlichkeit
mit dem sog. ,,4T-Score‘‘ (Thrombocytopenia, Timing,
Thrombosis and the absence of oTher explanations) ermittelt
werden kann, werden in der Regel Antikorper gegen
Heparin-Plittchenfaktor-4-Komplexe mit immunologischen
Assays nachgewiesen. Spezifischer, aber auch mit hoherem
technischem und finanziellem Aufwand verbunden, sind
funktionelle Assays wie der Serotonin-Release-Assay oder
die Heparin-induzierte Plittchenaggregation [21]. In den
letzten Jahren wurden dariiber hinaus durchflusszytometri-
sche Assays zur HIT-Diagnostik entwickelt. Diese weisen
eine Aktivierung der Blutplittchen beispielsweise dariiber

nach, dass Seren von HIT-Patienten zu einer Freisetzung von
prokoagulatorischen Plittchen-Mikropartikeln (PMP) aus
normalen Spenderthrombozyten fiihren. Diese PMP konnen
ebenso wie anionische Phospholipide an der Oberfliache akti-
vierter Thrombozyten durchflusszytometrisch nachgewiesen
werden [22]. Eine interessante neue Methode, die den Nach-
weis von Heparin-PF4-Antikorpern mit dem funktionellen
Nachweis der Plittchenaktivierung kombiniert, wurde
kiirzlich publiziert [23]. Dabei erfolgt der Nachweis der
Antikorper mit Heparin-PF4-beschichteten Beads, die
Thrombozytenaktivierung wird mittels Annexin-V-Bindung
bestimmt.

Thrombozytopathien mit Thrombopenie

Angeborene Thrombozytendefekte sind insgesamt selten.
Wie in einer aktuellen Ubersichtsarbeit zusammengestellt
[24], weist eine ganze Reihe dieser Erkrankungen neben ei-
ner Thrombozytenfunktionsstorung auch eine mehr oder
weniger ausgeprigte Thrombozytopenie auf. Die zugrunde
liegenden Storungen dieser Erkrankungen sind zudem sehr
heterogen, so dass ein breites Spektrum verschiedener labor-
diagnostischer Methoden zur Diagnosesicherung beitrégt.
2003 wurde ein Algorithmus zur Identifizierung hereditidrer
Thrombopenien vorgestellt, der in einer Folgearbeit noch
leicht modifiziert wurde [25, 26]. Im Zentrum steht die aus-
fiihrliche Anamnese — inklusive Familienanamnese — und
klinische Untersuchung des Patienten, um syndromische
Thrombozytopenien, z.B. assoziiert mit Horverlust oder ske-
lettalen Deformititen, zu erkennen. Diese werden dann je
nach Verdachtsdiagnose weiter abgeklirt. Die nicht-syndro-
mischen Thrombopenien werden nach der Thrombozyten-
grofle im peripheren Blutausstrich in mikrozytire, normo-
zytdre und makrozytire Formen eingeteilt. Liegen keine wei-
teren morphologischen Auffilligkeiten vor, schlieBen sich in
Form einer Stufendiagnostik die Bestimmung der Ristocetin-
induzierten Plittchenaggregation, die immunhistochemische
Anfirbung der Schwerketten des Nicht-Muskel-Myosins Typ
ITA (NMMHC-IIA) in Leukozyten sowie der durchflusszy-
tometrische Nachweis der Thrombozytenglykoproteine GP
Ib/IX/V an. Mit diesem Algorithmus kann bei vielen Patien-
ten zumindest die Eingrenzung eines spezifischen Defekts
erreicht werden, die Diagnosesicherung erfolgt je nach
Defekt durch weitere spezifische Untersuchungen wie die
SDS-PAGE, molekulargenetische Methoden, Elektronenmi-
kroskopie oder auch die Durchflusszytometrie. Zu den mit
dieser Technik diagnostizierbaren Erkrankungen gehort in
erster Linie das Bernard-Soulier-Syndrom (BSS), ein selte-
ner, autosomal-rezessiv vererbter Defekt des von-Wille-
brand-Rezeptor-Komplexes GPIb-IX-V [27]. Dabei konnen
verschiedene Mutationen in den GPIb-a, GPIb-$ oder
GPIX-Genen zu einer verminderten Expression des Rezep-
tors oder zu einem dysfunktionellen Rezeptorprotein fiihren.
Das klinische Bild ist heterogen, so dass eine leichte Blu-
tungsneigung ebenso moglich ist wie eine lebensbedrohliche.
Heterozygote Triger konnen eine Makrothrombopenie bei
fehlenden oder in der Regel milden Symptomen aufweisen.
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Tabelle 2 Immunphinotyp ausgewihlter hereditirer Thrombopenien (mod. nach [24]).

Syndrom Betroffenes Gen Erbgang Phénotyp Immunphénotyp
Bernard-Soulier-Syndrom (BSS) GPIb-q, AR Sehr grofle Verminderte
Gplb-B, Thrombozyten, keine Expression von
GPIX Aggregation durch GPIb/IX/V auf

Ristocetin auslosbar Thrombozyten

X-chromosomal vererbte WAS X Kleine Thrombozyten, kein Nachweis einer

Thrombozytopenie (XLT) Immundefekt verminderten

WASP-Expression in
PBMC

Wiskott-Aldrich-Syndrom (WAS) WAS X Kleine Nachweis einer
Thrombozyten, verminderten
Immundefizienz, WASP-Expression in
Ekzem, Lymphom PBMC

Kongenitale amegakaryozytire c-MPL AR Kongenitale Nachweis einer

Thrombozytpenie (CAMT) Thrombopenie verminderten
(Plittchen normal c-MPL-Expression
grof}), im Verlauf in Thrombozyten
weitere Zytopenien

Benigne Mittelmeermakro- GPIb-a, AD VergrofBerte Nachweis einer

thrombopenie (MTCP) andere? Thrombozyten Koexpression

mit Koexpression von
Glykophorin A

von Glykophorin
A auf Thrombozyten

AR, autosomal-rezessiv; AD, autosomal-dominant; X, X-chromosomal; GP, Glykoprotein; PBMC, peripheral blood mononuclear cells.

Die durchflusszytometrische Diagnose wird durch den Nach-
weis einer verminderten Expression von CD42b (GPIb-a)
gestellt. Konformations-sensitive Antikorper konnen sogar
qualitative Defekte erkennen. Ein beachtenswertes proble-
matisches Detail ist, dass die absolute Zahl der GPIb-IX-V-
Komplexe pro Zelle auf den vergréBerten Thrombozyten
normal sein kann, die Rezeptordichte aber immer erniedrigt
ist [25]. Das kann durch Ratiobildung mit einem anderen,
regelrecht exprimierten Rezeptor wie GPIIb oder GPllla,
detektiert werden. Weitere durchflusszytometrisch erfassbare
hereditdre Thrombozytopenien sind die X-chromosomal ver-
erbte Thrombozytopenie (XLT, X-linked thrombocytopenia)
[28], das Wiskott-Aldrich-Syndrom (WAS) [29, 30], die kon-
genitale amegakaryozytire Thrombozytopenie (CAMT) [31,
32], sowie die benigne Mittelmeermakrothrombopenie mit
thrombozytirer Koexpression von Glykophorin (MTCP,
Mediterranean macrothrombocytopenia) [25]. Eine Ubersicht
tiber die durchflusszytometrische Diagnostik dieser Erkran-
kungen ist in Tabelle 2 zusammengefasst.

Fazit

In den letzten Jahren wurden eine Reihe durchflusszytome-
trischer Assays entwickelt, die zur differentialdiagnostischen
Abkldrung einer Thrombopenie eingesetzt werden konnen.
Ein Vorteil dieser Methode ist unbestreitbar, dass in der
Regel nur kleine Probenvolumina benotigt werden, was vor
allem bei der Untersuchung pédiatrischer Proben oder bei der
Abkldrung von Patienten mit ausgepridgter Thrombopenie
von Vorteil ist. Ein weiterer Vorteil ist sicherlich die Mog-
lichkeit, durch die Kombination verschiedener Fluoreszenz-
farbstoffe oder den Einsatz von Beads, in einem Ansatz

mehrere Parameter simultan zu bestimmen. Letzteres bedingt
allerdings auch eine gewisse Komplexitit, was zum einen
entsprechende Anspriiche an die technische und personelle
Ausstattung der durchfiihrenden Labore stellt, zum anderen
aber auch die Standardisierung und damit die Vergleichbar-
keit der FErgebnisse verschiedener Labore zumindest
erschwert. Eine Standardisierung ist jedoch die Vorausset-
zung dafiir, dass diese Analytik auch weitere Verbreitung fin-
den wird.

Zudem bleibt anzumerken, dass der Wert der Durchfluss-
zytometrie fiir einige der vorgestellten Erkrankungen von
untergeordneter Bedeutung ist oder nur ergéinzenden Charak-
ter hat. So ist, z.B. bei der kongenitalen amegakaryozytiren
Thrombozytopenie (CAMT), die Diagnose mittels Durch-
flusszytometrie zwar moglich, diagnosesichernd ist aber
letztlich der molekulargenetische Nachweis einer MPL-
Mutation [33].
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