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Referenzrmethoden fir die Blutzelizéhlung

EinfluB auf die Prazision der Messung

Dic beschriebenen Storgrofien wirken sich nicht nur
auf die Richtigkeit, sondern auch auf die Prizision der
Messung aus. Licgen (ausgewihlt ist cin Beispiel)
Thrombozytenaggregate vor, so ist der Thrombozyten-
wert falsch niedrig (Mittelwert 59 G/l anstatt 219 G/1)
und der Leukozytenwert ist falsch hoch bestimmt (Mit-
telwert 7.6 anstatt 6.6 G/1). Der Variationskoeffizient
als MaR fiir dic Priizision steigt von 1.1 % fiir die
Leukozytenzihlung und 0.8 % fiir die Thrombozyten-
zihlung ohne Thrombozytenaggregate auf 4.5 % fiir
die Leukozytenzihlung und 32 % fiir die Thrombo-
zytenziihlung bei der Probe mit Thrombozyten-
aggregaten. Das bedeutet, daf3 beim Vorliegen von Stor-
groBBen Korrekturberechnungen iiber Hilfs{ormeln nicht
angewendet werden diirfen.

Analytische Beurteilung

Jeder Anwender von himatologischen Analysen-
systemen muf} die MeBprinzipien und Arbeitsweise
»seines® Gerits kennen, um Storgrofien sicher erfas-
sen zu kénnen. Liegen Storgrofien vor, dann kann als
cinfaches Routineverfahren die Zahlung der Blutzellen
in der Zahlkammer empfohlen werden. Diese Vorge-
hensweise sollte konsequent angewendet werden, um
bei der Analyse jeder individuellen Probe den medizi-
nisch begriindeten Qualitidtsanforderungen zu genii-
gen.
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Bestimmung der Blutpliitichenkonzentration
mit Hilfe monoklonaler Antikérper
(CD41a/CD42b/CD61)

A. von Ruecker ', R. Dickerhoff 2,
F. Bidlingmaier ' :

Zweck der Methode, Anwendungsbereich

Trotz diverser Fortschritte in der Zellzahltechnik kann
die Bestimmung der Blutplittchenkonzentration noch
immer als Problemfall der Zellzihlungsmethoden be-
zeichnet werden. Insbesondere bei niedrigen Throm-
bozytenkonzentrationen (< 50 x 10%1) gibt es unter-
schiedliche Storfaktoren (vgl. Tabelle 1), die von
Hématologicautomaten nicht erkannt oder beriick-
sichtigt werden. Einziger Ausweg ist oft die Bestim-
mung der Blutplittchenkonzentration in der Zahlkam-
mer, mit allen Vor- und Nachteilen (z. B. optische Zu-
ordnung jeder einzelnen Zellkomponente, schlechte
Prizision, Thrombozytenaggregate bleiben beim Fiil-
len der Kammer am Deckglas hingen, hoher perso-
neller Aufwand). Die im folgenden beschriebene Me-
thode zeigt, wie mit Hilfe von monoklonalen Antikér-
pern, die spezifische Epitope auf Thrombozyten er-
kennen, die Blutplattchenkonzentration auch bei sehr
niedrigen Thrombozytenzahlen mit guter Prazision
und Richtigkeit durch einen Durchfluffzytometer be-
stimmt werden kann.

Materialien

Reagenzien und selbsthergestellte Puffer

Monoklonale FITC-konjugierte Antikérper gegen
CD41a und CD42b waren von Dianova (Hamburg),
anti-CD61 lieferte Becton Dickinson (Heidelberg).
PBS (phosphate buffered saline) bestand aus: 0,147
M NaCl; 4,1 mM Na,PO,-7H,0; 2,3 mM NaH,PO;
15 mM NaN,; 10 mM Dextrose. Alle Chemikalien wur-
den von E. Merck, Darmstadt (Reinheitsstufe p.a.)
bezogen.

Calibrite™-FITC-konjugierte Fluoreszenzpartikel
lieferte Becton Dickinson, Heidelberg. Weitere FITC-
Fluoreszenzpartikel zur Quantifizierung der Throm-
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bozyten kamen von Molecular Probes Inc. (Eugene,
OR, USA. Hierbei ist zu beachten, dafl sich die
Fluoreszenzpartikel im forward oder/und side light
sc;altter von den Blutpléttchen deutlich unterscheiden
sollen.

Gerdte

Durchflu3zytometrische Untersuchungen wurden mit
cinem FACScan (Becton Dickinson; Heidelberg)
durchgefiihrt. Zur Auswertung wurde das von der
Firma gelieferte Programm Lysis 2 fiir PC verwen-
det. Ferner wurde zur Bestimmung der Erythrozyten-
konzentrationen und FITC-Partikelkonzentrationen
ein Coulter-ZM-Partikelzahlgerit eingesetzt (Coulter
Electronics GmbH, Krefeld).

Sonstiges Zubehér/Hinweise

Falcon-Testrohrchen fiir den FACScan wurden von
Becton Dickinson (Heidelberg), 1,5 — 2 ml Testgefaf3e
von Sarstedt (Niimbrecht) bezogen. Unterschiedliche
Chargen der Fluoreszenzpartikel oder Calibrite-beads
wurden mit Hilfe eines ZM Partikelzahlers (Coulter
Electronics, Krefeld) quantifiziert. Volumetrische
Mef3pipetten (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Ham-
burg) wurden mit Hilfe gravimetrischer Messungen
geeicht, Pipetten mit einem VK iiber 3 % wurden nicht
verwendet (n = 10).

Patientenvorbereitung und Probengewinnung

Bei der Gewinnung von Blutproben zur Bestimmung

der Blutplattchenkonzentration konnen unterschied-
liche Probleme aufteten, die in Tabelle 1 zusammen-
gefaflt dargestellt sind. Standardmafig soll bei der
Messung der Blutpléttchenkonzentration vendses Blut

Tabelle 1. Stérfaktoren bei der Quantifizierung von Blutplatt-
chen im Voliblut o

Plattchen: W Plattchenagglutinate
¥ Riesenthrombozyten
¥ Mikrogerinnsel

Leukozyten: A fragile Leukozyten

(CLL, Chemotherapie, Intensiv-Patient etc.)

Erythrozyten: 4 Mikrozyten/Fragmentozyten/Stechapfel
A Erythrozyteneinschllsse (z. B. Parasiten,
Howell-Jolly-Kérperchen)

A elektron. Rauschen, Bakteridmie, cell dust
M Paraproteine

Sonstiges:

Anm.: Pfeile zeigen Veranderung an: 4 zu hoch; ¥ zu tief

in K,EDTA-haltige Réhrchen abgenommen werden.
Blutplittchen halten sich am besten bei Raum-
temperatur, Blutproben sollten nicht iilter als 4 h (ma-
ximal 24 h) sein.

Methodologie, Prinzip der Messung/Methode

Durchflufizytometer fiir die Inmunophénotypisierung
von Zellen messen im allgemeinen nicht die Partikel-
zahl in einem bestimmten Volumen (Ausnahme:
Cytoron-Absolute der Fa. Ortho-Diagnostic Systems),
sondern bestimmen den prozentualen Anteil einer be-
stinmten Partikel- oder Zellpopulation an der Ce-
samtheit aller Partikeln bzw. Zellen. Durch Zufiigeri
einer definierten Menge von Latexpartikeln zu cinem
definierten Blutprobenvolumen, kann indirekt in je-
dem Durchfluf8zytometer eine Volumenmessung vor-
genommen werden.

Beschreibung des Analysengangs

Eichung der Latexpartikelkonzentration:

Die Stammlosung einer Latexpartikelsuspension kann
auf unterschiedliche Art kalibriert werden. Hierzu eig-
net sich eine gewohnliche Zellzahlkammer (cave: nied-
rige Priizision, der VK sollte bei 10 Messungen 4 %
nicht iiberschreiten) oder ein Partikelzihlgerit (z. B.
der hier verwendete Coulter-ZM). Ferner kann man
iiber die sorgfaltige Bestimmung der Erythrozyten-
konzentration und dem im Durchflufizytometer be-
stimmbaren Verhiltnis aus Erythrozyten und Latex-
partikel indirekt auf die Latexpartikelkonzentration
schlieBen. Vor der Anwendung der zuletzt genannten
Methode muf} abgeklart werden, ob die Latexpartikel
unspezifisch an Oberflichen anhaften oder beim
Mef3vorgang, z. B. in Abhéngigkeit der Plasmaprotein-
konzentration, aggregieren konnen. Empfehlenswert
ist, bei der ersten Eichung der Partikelkonzentration
mehrere Messungen bei unterschiedlichen Partikel-
verdiinnungen durchzufiihren, wobei der VK nicht
groBer als 5 % sein sollte.

Messung einer Blutprobe:

Bestehende Grundeinstellungen (Kompensation, elek-
tronische Verstirkung) am Durchflufizytometer soll-
ten regelmiflig kontrolliert werden. Gegebenenfalls
sollte eine Kalibrierung mit Eichpartikeln (z. B.
Calibrite™) durchgefiihrt werden, um die Trennung
und Verstarkung der einzelnen Fluoreszenzen zu op-
timieren.

Patientenblutprobe (K,EDTA-Vollblut) gut mi-
schen (ca. 20 x 180° ,,iiberkopf“).

10 pl Vollblut werden mit einer Pipette entnom-
men und in ein 1,5 - 2 ml Reaktionsgefaf iiberfiihrt.
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Fine definierte Menge an FITC-Latexpartikeln in
PBS (etwa der zu erwartenden Bltplitchenzahl ent-
sprechend!) und 10 pl monoklonaler, FITC-gekop-
pelter Antikérper (anti-CD41a, anti-CD42b oder
anti-CGD61) werden hinzugefiigt (Probe P1). Eine
zweite Probe (P2) enthiilt nur Vollblue (10 pl) und
den monoklonalen FITG-Antikéarper (10 pil). Das Ge-
samtvolumen sollte jeweils bei ca. 50 pl liegen und
kann mit PBS oder cinem iihnlichen Puffer ergiinzt
werden. Nach guter Durchmischung mit cinem
Probenschiittler (ea. 5 s) wird die Probe im Dunkeln
ca. 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-
Rend wird mit 1 ml PBS verdiinnt. Wenn die Proben
nicht innerhalb 60 min gemessen werden, sollten die
Zellen mit 1.l 1 %-iger Paraformaldehyd-PBS-L6-
sung verdiinnt und fixiert werden. Die Proben wer-
den bis zur Messung im Dunkeln aufbewahrt und
sollien innerhalb 4 — 6 h gemessen werden.

Dic Probe P2 wird zuerst am DurchflufRzytometer
gemessen (side light scatter/[luorescence-1 mode). Dies
geschicht, um dic optimale Verdinnung bzw. Fluf3rate
fiir die Probe zu ermitteln. Ist die Fluf3rate zu hoch, tritt
Koinzidenz von Erythrozyten und FITC-markierten
Thrombozyten auf, d. h. Thrombozyten und Erythro-
zyten werden als Einheit registriert und es entstehen pseu-
do-FITC-fluoreszierende Erythrozyten/Leukozyten
(vgl. Abb. 1a). Ist die FluBrate richtig, tritt nur eine ge-
ringe Koinzidenz auf, die vernachldssigt werden kann
(Abb. 1b). Gewdohnlich ist die Probe richtig verdiinnt,
wenn die Fluflrate 24 x 10® Partikel bzw. Zellen
pro scc betriigt. Mit der selben Geriteeinstellung und
Probenverdiinnung wird nun die Probe P1 gemessen
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(10-50 000 Zellen). Anschliefend sollten mit einem aus-
reichenden FITC-Fluoreszenz-threshold nur die FITC-
Latexpartikel und die FITC-markierten Blutplittchen
gemessen werden (2000-10 000 FITC-positive Teilchen)
(vgl. Abb. 2). Dic Thrombozytenkonzeutration kann aus
dem Verhiltnis FITC-Latexpartikel/FITC-markierte
Pliitichen und der bekannten Latexpartikelkonzentration
berechnet werden.,

Fiir Routinezwecke geniigen meist 1 — 2 Messun-
gen des gleichen Ansatzes und es kann auf die Ver-
wendung von FITC-Latexpartikel (Probe P2) verzich-
tet werden, wenn ausreichend gezeigt wurde, daf3 die
Berechnung der Blutplittchenkonzentration auch mit
Hilfe der Erythrozytenkonzentration und des Verhalt-
nisses aus FITC-markierten Blutplattchen und Ery-
throzyten zuverlissig erfolgt. Zur Bestimmung eines
Referenzmethodenwertes sollten Messungen bei fiinf
Probenverdiinnungen und jeweils 7 Ansitzen durch-
gefiihrt werden.

Interferenzen

Die dargestellte Methode kann durch Stérungen be-
cintrichtigt werden, die z. B. durch Aggregation der
FITC-Latexpartikel mit Plasmaproteinen oder durch
Anhaften von Latexpartikeln an Oberflachen von Glas
und manchen Kunststoffen verursacht werden. Diese
Stérungen werden gut erkannt, wenn die Erythro-
zytenkonzentration mit Hilfe der FITC-Latexpartikel-
konzentration und des Verhilmisses aus FITC-Latex-
partikel und Erythrozyten berechnet wird (vgl.

=}
. B

o 1) Erythrozyten
vy
]
£
«
Q
7]
g & .
0 . Blutplattchen
Q
1)
»

2

100 i1 102 108 1

FL1\Fluorescence 1 —>

Abb. 1a, b. a) Pseudo FITC-fluoreszierende Erythrozyten/Leukozyten durch Koinzidenz mit FITC-markierten Blut-
plattchen (anti-CD41a-FITC) bei zu hoher Zellkonzentration und DurchfluBrate im DurchfluBzytometer (FluBrate ca.
14 000/s). b) Dieselbe Probe wie a) nach Verdiinnung der Probe und Erniedrigung der FluBrate (ca. 3400/s)
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Abb. 2a) und keine Ubereinstimmung mit der im
Himatologiegerit bestimmten Erythrozytenkon-
zentration vorhanden ist (Toleranzgrenze + 5 %). Zur
Beseitigung dieser Stérung geniigt oft die Verwendung
anderer Glaswaren oder Kunststoffgefifie.
Storungen bei der Markierung von Blutpldttchen
mit monoklonalen Antikorpern kénnen gelegentlich
bei pathologischen Proben beobachtet werden, z. B.
eine niedrige FITC-Fluoreszenz der Blutplattchen oder
zwei Plittchen-Populationen mit unterschiedlicher
FITC-Fluoreszenz. Dies kann die Einstellung des
FITC-threshold erschweren. Oft kénnen diese Storun-
gen beseitigt werden, wenn zwei FITC-Antikérper
gegen unterschiedliche Epitope gleichzeitig eingesetzt
werden (z. B. CD41a/CD42b oder CD61/CD42b).

Ergebnisdarstellung, Auswertung

Graphische Darsmllung

Abbildung 2 zeigt ein typisches Ergebnis, vier Fraktio-
nen werden unterschieden: Erythrozyten/Leukozyten,
FITC-Latexpartikel, Blutplattchen und Debris. Betrégt
die Blutpléttchenkonzentration iiber 20 x 10°/1 und
werden 50 000 Zellen/Partikel registriert, kann ver-
sucht werden, die Blutplattchenkonzentration sofort
mittels Dreisatz (z. B. Anzahl CD41a*-Blutpléttchen/
Anzahl FITC-Partikel x FITC-Latexpartikel-
konzentration in Probe) zu berechnen. Zur Kontrolle
sollte immer nachgesehen werden, ob aus dem Ver-
hiltnis von FITC-Latexpartikel und Erythrozyten
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auch die vom Himatologiegerit bestimmte Erythro-
zytenkonzentration annahernd erzielt wird (Toleranz-
grenze + 5 %).

Sind nur ungeniigend Blutpléttchen vorhanden
(< 20 x 10°/1), sollte die Zihlung nach Einstellung
des FITC-Fluoreszenz-threshold zum Ausschluf} von
Erythrozyten/-Leukozyten und Zelldebris wiederholt
werden, wobei mindestens 2000 Teilchen geziihlt wer-
den sollen (vgl. Abb. 2b). Dieses Verfahren hat den
Vorteil, daf3 der Anteil von Mikrothrombozyten bes-
ser beurteilt werden kann.

Statistische Auswertung, Software

Korrelationen wurden mit Hilfe des Spearman-Kor-
relationskoeffizientén berechnet. Zur graphischen
Darstellung wurde die lineare Regression benutzt.

In den aufgezeigten Untersuchungen wurde die Lysis
2 Software fiir PC von Becton Dickinson verwendet. Jede
andere Software, die in der Lage ist, list mode Dateien
zu bearbeiten, kann alternativ eingesetzt werden.

Analytische Beurteilung
Zuverldssigkeit der MefSmethode, Richtigkeit

Die Prizision in der Serie (n = 10) bei Blutproben mit
einer mittleren Blutplattchenkonzentration von ca.
14 x 10%1) war zufriedenstellend, der Variations-
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Abb. 2a, b. a) FITC-markierte Blutplattchen (anti-CD41a-FITC) in Vollblut in Gegenwart von FITC-markierten
Latexpartikeln. b) Mit FITC-markierte Blutplattchen wie in a) nach Einstellung des FITC-Fluoreszenz-thresholds
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Abb. 3. Vergleich der Methoden: Plattchenkon-
zentrationsbestimmung mittels Kammerzéhlung und
FITC-konjugierte Antikorper gegen CD41a und CD42b

koeffizient betrug 4,1 %. Die Prézision von Tag zu Tag
wurde bei drei Proben mit mittleren Blutplattchen-
konzentrationen von 5,4, 12,2 und 34,7 x 10%/1 (je-
weils n = 10) gemessen. Die Variationskoeffizienten
betrugen 9,5 %, 4,7 % und 2,9 %. Gegeniiber Messun-
gen in der Zihlkammer (bisherige ,,Referenzmethode“)
zeigte sich eine gute Ubereinstimmung (Abb. 3).

Linearititsbereich und Nachweisgrenze

Die Linearitdt wurde bestimmt durch Zugabe einer
konstanten Blutplattchenzahl zu Pléttchen-deple-
tiertem Vollblut (identischer Spender) und war in dem
MefR3bereich von 1000 bis 400 000/l sehr zufrieden-
stellend (vgl. Abb. 4). Die Nachweisgrenze im Voll-
blut liegt bei ca. 10 Blutplattchen/pl.
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Abb. 4. Linearitdtspriifung der Blutplattchenkon-
zentrationsbestimmung mittels Verdiinnungsreihe bei
konstantem Hamatokrit (0,45 /1)

Zusammenfassung

Ein als Routine- und Referenzmethode geeignetes Ver-
fahren die Blutpldttchenkonzentration mit hoher Sen-
sitivitdt und Spezifitat im Vollblut zu bestimmen, wird
beschrieben.
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