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Zusammenfassung: Die hdmatologische Labordiagnos-
tik von Thrombozyten weist eine Reihe von technischen
Schwierigkeiten auf und stellt besondere Anforderun-
gen an die Prdanalytik. Auch der Umgang mit Aggrega-
tionsphdnomenen wirft in der tdglichen Routine immer
wieder Fragen auf. Der Artikel fasst den gegenwartigen
Stand der Thrombozytenzdhlung zusammen und der not-
wendigen Differentialdiagnostik.

Schliisselwdrter:  Durchflusszytometrie; Prdanalytik;
retikulierte ~ Thrombozyten; = Thrombozytenzdhlung;
Thrombozytopenie.

Abstract: Hematological laboratory diagnostics of plate-
lets is faced with technical difficulties and requires
preanalytical considerations. The handling of platelet
agglutination needs to be addressed in daily routine. This
article summarizes the current state of platelet counting
and subsequent differential diagnosis.

Keywords: flow cytometry; platelet counting; preana-
lytics; reticulated platelets; thrombocytopenia.

Einleitung

Isolierte  Thrombozytopenien und Thrombozytosen
gehdren zum normalen Laboralltag der Blutbilddia-
gnostik, jedoch wird die Thrombozyten- im Vergleich zur
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Leukozytendiagnostik und der Andmieabkldrung oft stief-
miitterlich behandelt und lediglich ihre Konzentration zur
Kenntnis genommen. Dies hat sicherlich nicht zuletzt auch
mit dem manuellen Aufwand einer weiteren Abklarung,
den begrenzten routinediagnostischen Moglichkeiten, der
komplexen Funktionsdiagnostik und der Unkenntnis der
Differentialdiagnosen zu tun. Die Blutpldttchen werden
zu Unrecht auf ihre Bedeutung im Rahmen der Hamostase
reduziert, dabei werden Thrombozyten bei Entziindungen
vermehrt freigesetzt, sind iiber ihre Fc-Rezeptoren an Ent-
zlindungsreaktionen beteiligt und sind eines der ersten
Zeichen einer Immunantwort (akut Phase-Reaktion). Das fiir
ihre Konzentration verantwortliche Thrombopoietin wird in
der Leber gebildet, die an den meisten Entziindungsreakti-
onen beteiligt ist. Der Ubersichtsartikel soll die Differential-
diagnosen beleuchten und die notwendigen Kenntnisse im
Bereich der zytometrischen Messtechnik vermitteln.

Die Konzentrationsschwankungen der Plattchen
innerhalb eines Individuums iiber die Zeit sind deutlich
niedriger als es der breite Referenzbereich von 150.000
bis 350.000 Thrombozyten pro Mikroliter erwarten lasst
(Abbildung 1). Die Referenzbereiche werden von Labor
zu Labor und von Lehrbuch zu Lehrbuch unterschied-
lich angegeben, wobei v.a. der obere Grenzwert zwischen
350.00 bis 450.000/uL schwankt. Als untere Grenze wird
zumeist eine Zahl von 150.000 pL angegeben. Die Norm-
wertstudie des Arbeitskreises Labor an gesunden Perso-
nen nach strengen Kriterien hat jedoch gezeigt, dass die
Referenzbereiche schmadler als zumeist angenommen und
sogar geschlechtsabhingig sind (Abbildung 2) [1].

Stufendiagnostik

Hamatologische Labordiagnostik ist natiirlich eine syn-
optische Betrachtung aller Parameter, die eine Einord-
nung von Verdnderungen erlauben, die in einem direkten
oder indirekten Zusammenhang mit hdmatologischen
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Abbildung 1 Thrombozytenkonzentration.
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Abbildung 2 Die Thrombozytenkonzentration bei gesunden Spendern ist geschlechts- aber nicht altersabhéngig.

Das mittlere Thrombozytenvolumen ist dabei eine schlecht standardisierte Messgrofie. Die Whisker-Plots zeigen Median, 50er und 95
Perzentilen sowie die Extremwerte.
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Erkrankungen stehen. Das Blutbild ist die haufigste Labor-
untersuchung iiberhaupt und die Andmie ist das haufigste
pathologische Ergebnis. Sie ist mit Abstand das haufigste
Symptom einer gestérten Hamatopoese, beeintrachtigt
das Wohlbefinden des Patienten und ist immer erklarungs-
und abkldrungsbediirftig. Ahnliches gilt jedoch auch fiir
die Thrombozyten, die innerhalb enger Grenzen konstant
bleiben, wobei bei Vermehrung oder Verminderung allein
zundchst i.d.R. keine Beeintrachtigungen auftreten, abge-
sehen von petechialen Blutungen bei ITP oder Thrombo-
sen bei der ET. Daher besteht zumeist die Frage, welche
Erkrankung dem Symptom Thromozytopenie zugrunde
liegt. Wichtig ist dabei, ob es sich um eine priméare hdama-
tologische Erkrankung handelt, z.B. eine Thrombozytose
durch MPN, oder um eine sekundire Verdnderung im

Tabelle1 Laborparameter bei Thrombozytopenie.
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Rahmen einer anderen Erkrankung (z.B. Entziindung,
Infektion...) oder eine Verminderung durch Verdriangung
maligner Prozesse oder immunologischer Mechanismen.
Analoge Uberlegungen gelten natiirlich auch fiir die Ver-
anderungen der Leukozyten und Erythrozyten.

Das Laborprogramm hamatologischer Diagnostik zur
Abklarung einer Thrombozytopenie bzw. Thrombozytose
ist eine Stufendiagnostik und es wird bestimmt durch
Angebot und Nachfrage. Das Angebot ist das Parameter-
spektrum, was der Laborarzt meint fiir sein Einsenderkli-
entel zur Verfiigung stellen zu miissen und die Nachfrage
ist das was der behandelnde Arzt von seinem Labor
erwartet, im direkten wie auch im indirekten Zugriff durch
Vergabe von Unterauftragen (s. Tabelle 1). Die Abbildung 3
zeigt ein mogliches Szenario fiir eine Blutbilddiagnostik

— Thrombozytenbestimmung in EDTA parallel zu Citrat oder Thrombexakt®

— Thrombozytenzdhlung mit laseroptischen Methoden, ggf. Inmunfluoreszenz

- Grofes Blutbild, manuell differenzierter Ausstrich (Ausschluss einer Pseudothrombopenie, ALL, AML, B-NHL, T-NHL!)

- ,Retikulierte“ Thrombozyten (manuelle Firbung mit hochaffinen RNA-Farbstoffen und manuelle Auswertung notwendig)

- Glykoprotein-spezifische Antikdrper (MAIPA, SASPA)

- plattchen-assoziiertes Immunglobulin (hohere Sensitivitdt, schlechtere Spezifitat, paraneoplastisch, z.B. bei CLL?)

— Autoantikorper (ANA, Anti-phospholipid-AK, Lupus-Antikoag.)
— Quick, Albumin, Cholinesterase (Leberfunktion)
- Fibrinogen, D-Dimer (Gerinnungsaktivierung)

— Megakaryozyten im KM (Knochenmarkpuntion) gleichzeitig Ausschluss von Lymphomen (insbes. HCL, LPL), MDS

— PCR auf HBV, HCV, HIV, CMV, Parvovirus B19, H.pylori
— Thrombopoietin
— Immunglobulin-Spiegel (bei Kindern, Erwachsene v.a. IgM)

Allgemeinarzt
Chirurg...

Grofes Blutbild

l

Kleines Blutbild

]

Hamatologe

Blut + Knochenmark
mit Zielauftrag

Laborgemeinschaft Facharzt- Spezial-
bzw. Notfall-Labor Labor Labor
Normal- patholog. Alarm- Normal- . Reakt.- Alarm- éSubakuter Alarm-
Befund | Befund == Befund = Befund = Befund | Befund - Befund Befund
Gropes Blutbild Ausstrich Spezialdiagnostik:
+ Ausstrich + ausf. Anamiediagnostik FACS, FISH, PCR...
+ Entzindungsdiagnostik l l
Krankheitsvermutung Chronische Akute
’ Erkrankun amie...
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Abbildung 3 Stufendiagnostik in Abhdngigkeit vom Einsenderklientel.
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fiir die unterschiedlichen medizinischen Fachgebiete.
Uber allen moglichen Szenarien liegt eine wie auch
immer geartete Stufendiagnostik bei der auch heute noch,
selbst wenn manche Autoren etwas anderes suggerieren
mochten, das manuelle mikroskopische Differentialblut-
bild immer noch eine entscheidende Rolle spielt. Man
kann unter pragmatischen Gesichtspunkten ein diagnos-
tisches Sieb definieren, um laboré6konomisch sinnvoll mit
den Ressourcen umzugehen und eine kosteneffiziente
Diagnostik zu betreiben. Was die zelluldre Seite betrifft,
ist es in Abbildung 4 dargestellt. Hamatologiegerate
nach dem Coulter-Prinzip miissen bei Thrombozytopenie
und je niedriger umso eher durch laseroptische Gerite
kontrolliert werden, die wiederum von fluoreszenzopti-
schen Methoden mit Nukleinsdurefarbstoffen und diese
wiederum durch immunphénotypische Methoden kon-
trolliert werden. Die Aggregatbildung sollte dabei mdog-
lichst frith mikroskopisch ausgeschlossen werden, weil
die Warnhinweise (sog. flagging) bei den meisten Gerdten
auch neueren Baujahrs relativ insensitiv sind. Die Aggre-
gate liegen meist am Rand und am Ende der Fahne des
konventionellen Ausstrichs der von den automatisierten
Mikroskopen nicht untersucht wird (DM-Systeme, Fa. Cel-
laVision, Lund, SE, HemaCAM, Fa. Horn Imaging, Aalen,
DE u.d.) im Gegensatz zum kapilliren Ausstrich nach
dem Prinzip eines in der Markteinfithrung befindlichen
Gerates (Bloodhound bzw. Cobas mb511, Fa. Roche Dia-
gnostics, Mannheim, DE).

Megakaryopoese und
Thrombopoietin

Die Megakaryopoese mit Bildung von Thrombozyten
unterscheidet sich deutlich von der Erythropoese: Die
Megakaryozyten bleiben ortsstdndig im Knochenmark
und ihre in die Sinusoide der postkapilliren Venolen

Kleines Blutbild 383001388
Maschinelles DiffBB 1,5€ J8111388
Mikroskopische Kontrolle 0,4 € gl
Retikulierte Thrombozyten 1

Thrombozyten-Antikérper 15 € ﬂ
Differenzierung MAIPA, SASPA 15 € ﬂ
Molekulargenetik (PCR) 1.000-2.000 € ﬁ

Diagnostisches Sieb

Abbildung 4 Diagnostisches Sieb.
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hineinragenden Zellfortsdtze setzen fortlaufend Thrombo-
zyten frei. Je dlter und reifer die Megakaryozyten werden,
umso grofler werden sie und umso mehr Thrombozyten
konnen sie pro Megakaryozyt freisetzen (Abbildung 5).
Bei der Immunthrombozytopenie (IgG-vermittelter M.
Werlhof) ist dies im Knochenmarkbréckelausstrich beson-
ders gut zu sehen, wie durch den vermehrten Bedarf die
Megakaryozyten friihzeitig die Thrombozyten freisetzen,
wodurch sie kleiner und die praformierten Thrombozyten
deutlicher zu sehen sind (ineffektive Megakaryopoese, s.
Abbildung 6). Die Zahl der pro Megakaryozyt freigesetzten
Thrombozyten ist dabei deutlich geringer.

Im Gegensatz zu den iibrigen hdmatopoetischen
Wachstumsfaktoren wird Thrombopoetin (TPO) in den
Hepatozyten in einer konstanten Menge produziert, unab-
hingig vom Bedarf. Nach der Abgabe in das Blut wird
das TPO an Thrombozyten gebunden. In dieser Form ist
es inaktiv. Eine Stimulation auf die Megakaryozyten (MK)
erfolgt nur durch freies, ungebundenes TPO. Bei einer
Thrombozytose wird viel TPO an die Plattchen gebunden,
der freie Anteil ist klein, der Impuls auf die MK gering.
Folge: Die Thrombozytenzahl fallt. Umgekehrt ist bei einer
nicht durch Antikorper verursachten Thrombozytopenie
der Anteil des freien TPO erhoht, entsprechend starker ist
die Proliferation der Megakaryozyten und Thrombozyten-
freisetzung. Folge: Die Plittchenzahl steigt (Abbildung 7).

Im Gegensatz zu einer nicht immunologisch beding-
ten Thrombozytopenie ist bei der ITP zu wenig freies
Thrombopoetin zur Stimulation der Thrombopoese vor-
handen. Gleichzeitig werden vermehrt Pldttchen durch
die Antikorper zerstort. Die Folge ist eine Thrombope-
nie (Abbildung 8). Hinzu kann auch eine Hemmung der

Zytoplasma-
granulation

Thrombozyten

Endomitotische
synchrone
Kern-

replikation

Abbildung 5 Unterschiedliche Effizienz der Thrombozytenneubil-
dung in Abhangigkeit vom Bedarf.
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Abbildung 6 Ineffektive Megakaryopoese bei ITP und vermehrte Bildung von ,retikulierten“ Thrombozyten mit erhohtem

Nukleinsduregehalt.

Aufrechterhaltung der normalen
Thrombozytenzahl

Die blauen Pfeile geben die Menge an freiem oder ungebundenem TPO im Kreislauf an.
Modifiziert nach: Kuter DJ, et al. Thrombopoiesis and Thrombopoietins; 1997.

Nicht immunologisch bedingte
Thrombozytopenie

Grafik Fa. Amgen, mod.

Abbildung 7 Die Konzentration von freiem Serum-Thrombopoetin steuert die Bildung von Thrombozyten.

Megakaryozyten durch zytotoxische CD8-positive T-Lym-
phozyten kommen.

Retikulierte Thrombozyten

Die bei der ITP verfriiht freigesetzten Thrombozyten sind im
Mittel grofler und enthalten deutlich mehr RNA, weshalb
sie Ken Ault in Analogie zu den Retikulozyten als sog.

Hretikulierte“ Thrombozyten bezeichnet hat [2, 3], nachdem
Kienast erstmals den Zusammenhang zwischen dem RNA-
Gehalt mit der Megakaryopoese im Knochenmark auf-
gezeigt hatte [4]. Im Gegensatz zu den Retikulozyten der
Erythropoese ist eine netzférmige Struktur morphologisch
nicht nachvollziehbar (keine netzartige Prazipitation der
RNA durch Farbstoffe). Die Thrombozyten enthalten im
Gegensatz zu Erythrozyten morphologisch ein sog. Granu-
lomer, d.h. praformierte Vesikel und sekretorische Génge,
die eine unspezifische Anfarbung mit den RNA-Farbstoffen
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Allgemeine
Thrombozytopenie

L
a5,

Die blauen Pfeile geben die Menge an freiem oder ungebundenem TPO im Kreislauf an. 2
Grafik Fa. Amgen,mod.

Abbildung 8 Thrombopoetin-Regulation bei Immunthrombozytopenie.

hervorrufen (Abbildung 9). Dem kann man nur durch sehr
hochaffine RNA-Farbstoffe begegnen und teilweise durch
eine Degranulation, z.B. mit dem Peptid TRAP6. Die im
Mittel gestiegene Grof3e der Thrombozyten (mean platelet
volume, MPV) ist mehr noch als bei den im Vergleich zu
den Erythrozyten vergréfierten Retikulozyten bei den Platt-
chen eine unzuverldssige Grofle, was die Pathophysiologie
UND die Messtechnik betrifft (hohe Sensitivitit, schlechte
Sperzifitat fiir ITP bzw. vermehrte Regeneration) [5]. Das
Granulomer ist in der Pappenheimfarbung etwas kraftiger
violett abgefarbt, aber die Unterschiede sind nicht so deut-
lich wie im Knochenmark (Abbildung 4), da im Blut eine
gewisse Ausreifung eintritt. Die Farbedauer fiir die Darstel-
lung der ,retikulierten Thrombozyten muss 15 min und
mehr betragen (z.B. zwei Stunden mit Thiazolorange), was
in den Himatologieautomaten nicht erreicht wird, weshalb
die derzeit am Markt befindlichen Gerdte trotz gegenteiliger
Behauptungen eine schlechte Spezifitat fiir ,,retikulierte
Thrombozyten besitzen, auch wenn der Zusatz von RNAse
als Beweisfiihrung herangefiihrt wird und das Signal etwas
reduziert. Daher haben sich die Erwartungen in den Nach-
folgestudien zu den Originalpublikationen mit manueller
Messung am Durchflusszytometer [6-12] an Routinegera-
ten mit Retikulozytenkanal nicht oder nur teilweise erfiillt
[13-18], da die Korrelationskoeffizienten nach Spearman
bei nur etwa 0,6 liegen. Dieser klinisch wertvolle Parame-  apbildung9 Die komplexe Binnenstruktur der Thrombozyten stort
ter der gesteigerten friihzeitigen Thrombozytenfreisetzung die RNA-Firbung.
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hat daher selten Eingang in klinische Entscheidungen in
der Differentialdiagnostik der Thrombozytopenie gefun-
den. Unter korrekten Farbe- und Messbedingungen zeigt
sich dann eine gute Auftrennung zwischen Gesunden
und Kranken (Abbildung 10). Es bleibt derzeit also nur
die manuelle Firbung und manuelle Messung an einem
Durchflusszytometer oder einem Hamatologiegerdt nach
manueller Vorbereitung (Abbildung 11). Die Hersteller der
Hamatologiegerdte sehen momentan keinen Handlungs-
bedarf, da der Parameter bereits offiziell angeboten wird
und die Validierungsdaten von der Aufsichtshehérde (FDA)
akzeptiert wurden.

Thrombozytopenie

Die Hamatologen sind durch Uberweisung vom Hausarzt
oft mit der Frage der Abkldarung von Thrombozytopenien
konfrontiert (ohne vorliegende Gerinnungsanalysen),
insbesondere wenn sie nicht isoliert auftreten, sondern
von Andmie oder Neutropenie begleitet werden. Umge-
kehrt erreichen den Hadmostaseologen hdamatologische
Patienten und es wurden alle aufwandigen und teuren
Thrombozytentests gemacht, ohne dass ein Blutausstrich
untersucht worden ware. Die wesentliche Diagnostik bei
Thrombozytopenie bleibt iiberschaubar (s. Tabelle 1) und
ist, was die ITP betrifft, nicht unumstritten [19].

Pseudothrombozytopenie

Reflexartig stellt sich zundchst beim erfahrenen Arzt bei
Erstdiagnose einer Thrombozytopenie die Frage, ob die

20,0 . #PLT < 100.000 / pL
18,0, @

'S A Kontrollen
16,0 ” /

BPLT > 500.000 / ul
14,0 ® p
120, &
100/ ® "
L

8,0 ”0: .
6,0|¢ "

S B
200 &  QashAdAA 1. =
0,0 ' ! . . ' .
0.000 100.000 200.00 300.000 400.000 500.000 600.000 700.000

Thrombozyten/uL

Abbildung 10 Anteil der ,retikulierten“ Thrombozyten bei gesun-
den und unselektierten Patienten mit Thrombozytopenie oder
Thrombozytose.
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Thrombozytenzahl iiberhaupt stimmt, d.h. ob sie korrekt
ermittelt werden konnte oder durch Aggregatbildung ver-
falscht wurde. Allen und z.T. aufwdndigen Untersuchun-
gen zur Differentialdiagnose der Thrombozytopenie voran
geht daher der Ausschluss einer Pseudothrombozytope-
nie, die im Vergleich zu einer Immunthrombozytopenie
viel haufiger vorkommt und nicht nur durch EDTA bedingt
ist! Die Zuverldssigkeit der Anzeige der Aggregate bzw. ihr
Warnhinweis ist je nach Hamatologieanalyzer mehr oder
weniger unzuverldssig oder nicht vorhanden. Im Blutaus-
strich liegen die grof3en Aggregate bei EDTA vorzugsweise
am Rand oder am Ende der Fahne und konnen bei der
Leukozytendifferenzierung {ibersehen werden (Abbil-
dung 12). Angeronnene Proben weisen eher viele kleinere
homogen verteilte Aggregate auf. Die Aggregate bei Essen-
tieller Thrombozythdmie (ET), einer chronisch myelopro-
liferativen Neoplasie, enthalten oft unterschiedlich grofie
Thrombozyten und erhdhte Werte werden falschlich als
normal berichtet. Das Entnahmer6hrchen selbst wird mit
einem Holzstdbchen auf Gerinnsel gepriift. Gerade bei
vendser Abnahme bei Sduglingen kann es zu einer Ver-
wechslung der farbigen Deckel bei den Entnahmerohr-
chen kommen und das Antikoagulans hat gefehlt.

Aggregate in Form von Thrombozytenwolken haben
also vielfdltige Ursachen: In vitro: Angeronnene Proben,
eine EDTA-induzierte IgM-vermittelte Autoaggregation,
Heparin-induziert im EntnahmerShrchen durch dessen
Endotoxin-Kontamination und in vivo durch wirksame
Anti-Heparin-Antikérper des Patienten (Heparin-indu-
zierte Thrombozytopenie Typ I und Typ II nach Immuni-
sierung) oder Kilteagglutinine (gehiuft bei bestimmten
Infektionen (z.B. Mykoplasmen), Autoimmunerkran-
kungen oder Hepatits C). Ein neues Hamatologiegerdt
mit Bildanalyse statt Zytometrie (Cobas M511, Fa. Roche)
soll sogar die Thrombozyten innerhalb von Aggregaten
einzeln zdhlen kénnen.

Als Satellitenphinomen bezeichnet man die zir-
kuldre Anheftung der Thrombozyten v.a. an Neutrophile
und weniger auch an Monozyten. Dieses Phanomen findet
sich v.a. bei heparinisiertem Blut, sei es durch Heparing-
abe in vivo (Hochdosis bei akuter Thrombose) oder in vitro
zwecks Antikoagulation (Abbildung 12).

Bei der EDTA-assoziierten Pseudothrombozyto-
penie sind niedrig-titrige IgM-Antikérper die Ursache,
bei denen es sich meist um Kalteantikérper handelt. Sie
verursachen im Patienten in vivo KEINE Thrombozytope-
nie im Gegensatz zu den in vivo auftretenden Aggregaten
bei der Heparin-induzierten Thrombozytopenie nach the-
rapeutischer Gabe, v.a. von hochmolekularem Heparin
und echten Kilteantikdrpern! Die Pseudothrombozyto-
penie entwickelt oder verstarkt sich in der Zeit nach der
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Normal Erhéht
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Reticulated Platelet Reticulated Platelet
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Abbildung 11 ,Retikulierte“ Plattchen am CellDyn Sapphire bei manueller Vorinkubation mit dem hochaffinen RNA Farbstoff Syto61.
Durch ein automatisiertes Gating wird eine verbesserte Prézision erreicht. Automatisierte Verfahren (Abbott, Sysmex) mit nur sekunden-
langer Farbedauer sind wenig geeignet. Nur die zweiparametrische korrelierte Darstellung gegen die ZellgréBe erlaubt eine gute
Abtrennung.

Control (zero) and one-hour platelet and WBC counts
in three patients
Solanki & Blackburn, JAMA 250, 2514-2515 (1983)

250|

Platelets (10%/uL)

Time (min) Time (min)

Platelet Satellitism

Abbildung 12 EDTA- induzierte Pseudothrombopenie und Satellitenphdanomen.
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Blutentnahme (>2 h) und die Probe muss daher zusétz-
lich nach 24 h im Kiihlschrank erneut analysiert werden,
wenn der Verdacht im Raum steht. Bei direkter Messung
nach der Blutentnahme tritt sie meistens nicht in Erschei-
nung, was zu diskrepanten Werten zwischen Ambulanz
mit eigenem Gerdt und Zentral- bzw. Einsendelabor fiihrt.
Als Ersatz fiir EDTA und zur Ermittlung des wahren Wertes
wird zumeist Citratblut herangezogen. In ca. 10% der Falle
einer EDTA-induzierten Pseudothrombozytopenie sind
diese Antikorper jedoch auch in Citrat wirksam, weshalb
ein eigenes Abnahmerdohrchen mit Magnesiumsulfat
anstelle von EDTA entwickelt wurde (Thrombexakt® Fa.
Sarstedt, Niirmbrecht, DE), was spatestens dann zusitz-
lich herangezogen werden muss. Bei Ausstrichprdpara-
ten aus diesem neuen Entnahmesystem zeigt sich jedoch
regelmaflig eine mehr oder weniger starke Aggregation
der Leukozyten (Nebe, unverdffentlicht). Eine kapilldre
Blutentnahme aus der Fingerbeere mit direktem Ausstrich
auf einem Objekttrager ist eine Alternative, die oft verges-
sen wird.

Da das Phdanomen der EDTA-Pseudothrombozytope-
nie i.d.R. dauerhaft erhalten bleibt, sollten Patient und
seine behandelnden Arzte dariiber informiert sein, um
nicht falsche Riickschliisse zu ziehen und z.B. eine not-
wendige Operation zu unterlassen oder zu verschieben
oder Erkrankungen hineinzuinterpretieren. Aus diesem
Grund sollte die Erstdiagnose auch eindeutig gestellt
werden durch den o.g. Vergleich von EDTA mit Citrat bzw.
Thrombexakt® und ggf. eine Zeitkinetik erstellt werden,
was die Pseudothrombozytopenie von einer angeronne-
nen Blutprobe oder in vivo wirksamen Kalteantikdrpern
gegen Thrombozyten unterscheidet und es sollte ein
eigener, getrennter Befund geschrieben werden.

Auch bei Ergebnissen im normalen Konzentrations-
bereich konnen bei der essentiellen Thrombozythdmie
durch mangelhafte Auflésung der Thrombozytenwolken
nach Freisetzung im Knochenmark falsch niedrige Werte
gemessen werden. Da die erstgenannten In-vitro-Artefakte
héufiger sind als die pathogenetisch relevanten Ursachen
in vivo, hat die Beachtung des Phdnomens der In-vivo-
Agglutinate in der Praxis wenig Beachtung gefunden.

Umgekehrt kénnen Kryoglobuline, die oft als kleine
kugelformige Prazipitate auftreten, Thrombozyten vortau-
schen (Abbildung 13). Im Ausstrich sind sie manchmal
ohne Kontrastverstarkung schwer zu erkennen und sie
koénnen sich unter Immersionsél wieder auflosen. Eine
andere Storgréfle sind Zytoplasmafragmente, die durch
apoptotische Abschniirungen von leukdmischen Blasten
v.a. bei AML und lymphoblastischen Lymphomen entste-
hen kénnen und die dort auftretenden schweren Throm-
bozytopenien teilweise kaschieren.
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Abbildung 13 Kryoglobuline als artifizielle Thrombozyten.

Da die Thrombozyten bei der zytometrischen
Messung durch ihre Teilchengréfie definiert werden,
konnen auch Erythrozytenfragmente Thrombozyten vor-
tduschen, wie sie beim schweren Eisenmangel oder den
Erythrozytenfragmentationssyndromen vorkommen.
Die immunologische Konzentrationsbestimmung unter
Verwendung fluoreszenter monoklonaler Antikdrper ist
an dieser Stelle hilfreich. Besonders eindrucksvoll ist
dieser Fehler bei den Erythrozytenfragmentationssyn-
dromen zu beobachten (TTP, HUS, HELLP-Syndrom),
wo Fragmentozyten und Thrombozytopenie gleichzei-
tig vorkommen. Die Impedanzdnderung im Elektrolyten
bei Durchtritt einer Zelle durch eine runde Messéffnung
(Coulter-Prinzip, benannt nach dem Erfinder und Fir-
mengriinder Wallace Coulter) ist zwar proportional dem
Zellvolumen, kann aber den Zelltyp nicht unterscheiden.
Das Messergebnis eines Gerdtes mit dem Coulterverfahren
(bei vielen Herstellern noch verbreitet) sollte bei Werten
unterhalb von 30.000/uL mit Vorsicht betrachtet und mit
anderen Methoden kontrolliert werden. Laseroptische
Streulichtmessungen sind vorteilhaft und der Einsatz
von Farbstoffen oder besser noch Fluoreszenz-markierten
monoklonalen Antikdrpern gegen Thrombozytenantigene
(CD41, CD42, CD61) fithren zu einem korrekten Ergeb-
nis (Abbildung 14), v.a. im Zihlbereich unterhalb von
30.000 Thrombozyten pro Mikroliter, welcher bei Kon-
trollreagenzien und Ringversuchen vornehm ausgelassen
wird, was die Problematik verschleiert. Die Uberpriifung
der Plausibilitdt kann mit einfachen Methoden wie der
Zahlkammer nach Neubauer (Hdmatozytometer) unter
dem Mikroskop stattfinden oder im gefarbten Blutaus-
strich aus dem Verhdltnis Erythrozyten:Thrombozyten
geschatzt werden. Die Prazision beider Methoden erlaubt
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Abbildung 14 Probleme der Thrombozytenzdhlung in klinischen Proben.
Stoérung durch Fragmentozyten am Beispiel eines Patienten mit hamolytisch-urdmischem Syndrom (HUS). Die Markierung mit fluoreszenten

Antikorpern liefert den wahren Wert (FACS).

keine sichere Unterscheidung z.B. von 15.000 und 18.000
PLT/uL. Man zdhlt hier in der Neubauer-Kammer 15 oder
18 Thrombozyten, die bei ITP nicht so hiibsch ausse-
hen wie bei Gesunden. Bei allem Eifer fiir eine korrekte
Thrombozytenbestimmung sollten jedoch z.B. die mogli-
cherweise vorhandenen Blasten einer ursachlichen z.B.
akuten T-Zell-Leukamie nicht {ibersehen werden, weshalb
die Priifung im MGG-gefarbten Blutausstrich viel infor-
mativer ist im Vergleich zur Kammerzdhlung. Auch Ver-
unreinigungen der Gerdte- oder Waschlésungen sowie
elektrische Stérimpulse aus dem Stromnetz kénnen v.a.
beim einfachen Coulter-Verfahren falschlicherweise als
Thrombozyten gezdhlt werden und die wahre Thrombozy-
topenie verschleiern.

Bei einer Blutentnahme aus Infusionssystemen, ins-
besondere bei Intensivpatienten, kommen weitere Uberle-
gungen hinzu, die weiter unten behandelt werden.

Die dann nach Ausschluss all der Storgréf3en korrekt
ermittelte Thrombozytopenie kann als solche verschie-
dene Ursachen haben, weshalb die korrekte Bestimmung
der retikulierten Thrombozyten eine wichtige erste Ent-
scheidungshilfe in der Differentialdiagnostik darstellt. Die
Bildung und Ausreifung von Thrombozyten aus den Mega-
karyozyten wird hauptsdchlich durch Thrombopoetin
reguliert, welches ausschliefilich aus der Leber stammt.
Ausgepragte Lebererkrankungen verursachen daher regel-
haft eine Thrombozytopenie, wenn sie mit einer Synthe-
sestorung einhergehen, weshalb Funktionsparameter wie
Quick-Wert, Cholinesterase, Albuminspiegel... beachtet
werden miissen. Es sei daran erinnert, dass der Throm-
bozytenspiegel selbst iiber die Riickkopplung via freiem

Thrombopeoietin fiir einen relativ konstanten Thrombozy-
tenwert sorgt. Umgekehrt tauschen die Thrombozytenfrag-
mente mit ihren TPO-Rezeptoren bei ITP dem System einen
normalen Spiegel vor und bewirken damit eine inaddquat
niedrige Nachproduktion. Die Megakaryozyten konnen
wie oben beschrieben zu jedem Zeitpunkt ihrer Reifung
vor dem Erreichen ihrer maximalen Gréf3e bei Bedarf vor-
zeitig Thrombozyten freisetzen und dabei je vorzeitiger
umso weniger, d.h. die Megakaryopoese wird dramatisch
ineffizienter. Die mikroskopischen Bilder im KM-Brockel-
ausstrich bei ITP zeigen dies eindrucksvoll (Abbildung 6).

Immunologisch bedingte
Thrombozytopenien

Die Thrombozyten sind iiber ihre Fc-Rezeptoren am Trans-
port der Inmunkomplexe beteiligt und konnen selbst eine
Zielscheibe des Immunsystems werden (Abbildung 15).
Das immunogene Neoantigen kann ein kombiniertes
Epitop aus infektiosem Fremdmolekiil bzw. Medikament
und Thrombozytenprotein sein, wodurch die Thrombozy-
topenie nach Abklingen der Infektion bzw. Absetzen des
Medikaments wieder verschwindet, wie es bei der akuten
ITP bei Kindern nach Virusinfektionen oder z.B. HIT Typ II
in aller Regel der Fall ist. Wenn aber das vom Antikorper
erkannte Epitop aus einer reinen Thrombozytenstruktur
besteht, kommt es zur chronischen Immunthrombozyto-
penie (ITP, M. Werlhof), bei der die Plattchen in der Milz
abgefangen werden oder T-Zell-vermittelt und gegen Mega-
karyozyten gerichtet, erst gar nicht hergestellt werden,
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Abbildung 15 Pldttchen-assoziiertes Immunglobulin und Antikérper gegen Thrombozyten.

oder apoptotisch zugrunde gehen, bevor sie Thrombozyten
freisetzen konnen (Abbildung 16). Weiterhin verursacht ein
Hypersplenismus, gleich welcher Ursache, eine Thrombo-
zytopenie und manchmal auch eine Neutropenie. Stan-
dard bei der ITP-Diagnostik ist der MAIPA-Test, wie er von
Prof. Kiefel erstmals beschrieben wurde [20]. Aber auch

Normaler Megakaryozyt

Houwerzijl EJ, et al. Blood.2004;103:500-506.

die Thrombozytenantikérperbestimmung mit Immunflu-
oreszenz an autologen Plittchen (PIFT) ist recht erfolg-
reich (analog zum direkten Coombs-Test), wenn sie korrekt
durchgefiihrt wird. Beim MAIPA werden nur die Mole-
kiile des gpllb/Illa-Komplex aus Thrombozytenlysat aus
EDTA-Blut des Patienten iiber Antikdrper an die Mikrotiter

ITP-Megakaryozyt

Grafik Fa.Amgen,mod.

Abbildung 16 T-Zellen und Autoantikdrper stimulieren Apoptose bei Megakaryozyten bei ITP.
Elektronenmikroskopische Analyse eines normalen und eines ITP-Megakaryozyten zeigen dessen ausgepragte zytoplasmatische

Vakuolisierung als praapoptotischen Zustand.
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ELISA-Platte gebunden und mit einem anti-Human-IgG
im Sandwichverfahren die Autoantikorper detektiert. Es
konnen daher auch nur Autoantikérper gegen den gpllb/
IIIa-Komplex gefunden werden, der ein haufiges Target bei
der ITP darstellt und nur die Antikérper-Klassen, die vom
Zweitantikorper erkannt werden. Eine Abwandlung des
Tests priift dies auf Mikropartikel im Durchflusszytometer
(SASPA-Test, Dr. Nguyen, ehem. DRK-Blutbank Mannheim)
und hat weitere Capture-Antikérper hinzugenommen,
die auch anti-HLA-AntikGrper erfassen [21] und eine gute
Ubereinstimmung mit dem MAIPA zeigt [22]. Wichtig ist
es dabei, IgG, IgM UND IgA-Antikérper getrennt zu erfas-
sen: IgA wird im Original-Ansatz nicht gemessen, ist aber
bei 10%-20% der ITP-Falle positiv. IgM kennzeichnet das
Anfangsstadium und, wenn es allein vorkommt, wie bei
der CLL, ist bei Persistenz des IgM auch an paraneoplasti-
sche AK zu denken. Der Vorteil der selektiven MAIPA- und
SASPA-Tests ist bei gelungener Dissoziation der Memb-
ranproteine die Entfernung der stérenden Fc-Rezeptoren
(CD32) aus dem Test, die bei inkompletter Auflésung der
Membran noch vorhanden sind und so wie beim PIFT ein
Hintergrundsignal verursachen, welches die Nachweis-
grenze verschlechtert. Eine Fixierung der Thrombozyten
ist ebenfalls kontraproduktiv, sowohl im direkten als auch
im indirekten Test, denn dieser Schritt fixiert auch die FcR-
gebundenen Immunglobuline und erhéht zuséatzlich mit
Formalin die Autofluoreszenz der Zellen. Die gewaschenen
und {iber Nacht oder noch langer stehen gelassenen unfi-
xierten Thrombozyten geben die FcR-gebundenen storen-
den Immunglobuline wieder frei, wahrend die Fab-seitig
bindenden Antikorper bleiben. Damit wird eine deutlich
bessere Nachweisgrenze erreicht, die den durchflusszy-
tometrischen PIFT als Screeningtest klinisch brauchbar
macht, da er die begrenzte Sensitivitit des MAIPA kom-
pensiert. Dabei muss man den Uberbegriff einer Immun-
thrombozytopenie (ITP) von dem klassischen M. Werlhof,
der idiopathischen thrombozytopenischen Purpura (auch
und bereits frither mit ITP abgekiirzt), unterscheiden, fiir
den der MAIPA bzw. SASPA wiederum eine bessere Spezi-
fitdt besitzt. In der klinischen Praxis (Gerinnungsambu-
lanz) sind aber viele Begleitthrombozytopenien zu finden,
die v.a. im Rahmen von Infektionen, chronischer Entziin-
dungen, Infektionen oder Lymphomen (v.a. M. Walden-
strom) auftreten, die man nicht als M. Werlhof bezeichnen
mochte.

Die Thrombozytenfragmente nach Komplementlyse
(sog. ,platelet dust“) sind beim M. Werlhof noch gerin-
nungsaktiv, wo bereits wenige Antikdrpermolekiile eines
hochaffinen IgG pro Zelle zu einer Lyse fithren kénnen,
weshalb diese Patienten die niedrigen Thrombozytenkon-
zentrationen oft ohne Blutungskomplikation tolerieren.
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Die Immunkomplexe aus Membranfragmenten von
Thrombozyten und Antikdrpern sind auch im Zytometer
noch messbar (Trigger auf fluoreszenzmarkierte Thrombo-
zytenantigene wie CD61), stellen aber hohe Anforderungen
an Test (partikelfreie Losungen) und Messtechnik (Optik).
Erstaunlicherweise existieren in den wenigsten ITP-Fal-
len freie Antikorper, die im indirekten Test (analog zum
indirekten Coombs-Test bei den Erythrozyten) auf gesun-
den Test-Thrombozyten nachweisbar waren, weshalb die
meisten immunhamatologischen Laboratorien den indi-
rekten Test eingestellt haben. Eine Begriindung fiir dieses
Phdnomen steht bis heute noch aus.

Ein ungeliebtes Thema ist bei den ITP-Experten die
Frage nach der zelluldren zytotoxischen Immunantwort
gegen die Megakaryopoese und deren Anteil an der Patho-
genese der ITP beim jeweiligen Patienten, da sie im PIFT-,
MAIPA- bzw. SASPA-Test nicht gesehen wird und man heute
meint, auf die Antikérperdiagnostik und die KM-Punktion
bei der Diagnose der ITP verzichten zu kénnen [19, 23].
Dass dieser nicht-Antikérper-vermittelte Mechanismus
existiert, ist ganz einfach in der KM-Zytologie zu sehen,
da die gesteigerte Megakaryopoese trotz klinisch diagnos-
tizierter ITP vermindert ist und PIFT, MAIPA und SASPA
negativ, die retikulierten Thrombozyten nicht erh6ht und
keine apoptotischen Megakaryozyten zu finden sind. Die
Rolle der T-Zellen bei der ITP wurde bisher auf die regula-
torischen T-Zellen beschrénkt [24-28] und in einer Publika-
tion sogar die antigenprasentierenden Monozyten vor die
T-Zellen gestellt [29]. Bei einer Studie mit einem Medika-
ment, welches LGL induziert, wurde umgekehrt der posi-
tive Zusammenhang dargestellt [30]. Viele Kollegen und so
auch die Konsensusempfehlungen diagnostizieren daher
angesichts der nicht unproblematischen Labordiagnostik
die ITP allein {iber die Klinik, d.h. Anamnese und Throm-
bozytenzahl, da die o.g. Tests nicht ausreichend sensitiv
und spezifisch (PIFT) bzw. unvollstindig sind (MAIPA).
Die Anzahl der benétigten zytotoxischen T-Zellen ist wie
die der IgG-Molekiile gering und die Zahl der Targets ist
es ebenfalls, weshalb man in der Knochenmarkzytologie
morphologisch vergeblich lymphozytire Infiltrate sucht.
Wie man aus In-vitro-Untersuchungen weif3, konnen ein-
zelne zytotoxische T-Zellen ihre Targetzellen (am Beispiel
von Tumorzellen untersucht) nacheinander angreifen,
weshalb wenige Zellen ausreichend sind. In den Fillen,
in denen die ITP von klonalen T-Zellen vermittelt wird,
gelingt dann dieser Nachweis von zytotoxischen Zellen im
KM. Man dazrf sich also nicht wundern, wenn in solchen
Fallen, die nicht selten sind, die klassischen Therapiean-
sdtze bei ITP, die alle auf der Autoantikérper-Hypothese
basieren, ganz oder teilweise versagen (anti-D, intraveno-
ses Immunglobulin, Rituximab, Splenektomie). Cortison
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verzeichnet auch bei den T-Zellen zu Beginn einen Erfolg
und dann tritt eine zunehmende Resistenz der T-Zellen ein
(Apoptoseresistenz gegen Cortison). Die teuren Agonis-
ten der Thrombopoese kdénnen dennoch einen partiellen
Thrombozytenanstieg erreichen [31].

Die Oberflachenproteine der Thrombozyten sind z.T.
polymorph, was das HPA-System und die HLA-Molekiile
betrifft. Beide konnen zu einer Immunisierung fiihren. Die
ersteren sorgen fiir die Alloimmunthrombozytopenie
(analog zur Neutropenie) des Neugeborenen durch Immu-
nisierung in der Schwangerschaft und die zweiten fiir den
Thrombozytenabfall nach Transfusion HLA-ungematchter
Thrombozytenpraparate, wie sie in aller Regel verabreicht
werden.

Thrombozytopenie und Thrombozytose bei
hdamatologischen Erkrankungen

Die Thrombozytopenie bei chronisch lymphatischer Leuka-
mie (CLL) ist ein gutes Paradebeispiel fiir die unterschiedli-
chen Ursachen der paraneoplastischen Thrombozytopenie:
Es konnen eine Verdrangung der Megakaryopoese im Kno-
chenmark vorliegen oder antithrombozytare Antikdrper
oder ein Hypersplenismus durch Milzbefall der CLL oder
auch eine Kombination davon. Dies trifft natiirlich auch
auf andere B-NHL zu und beim Immunozytom (LPL) ist die
Thrombozytopenie fast die Regel.

Die B-NHL gehen oft mit einer reaktiven Vermehrung
von LGL-Zellen einher (NK-Zellen bzw. zytotoxische T-Zel-
len), die gegen das Lymphom gerichtet sein kénnen, aber
in manchen Fallen durch den zytotoxische Mechanismus
zu einer Thrombozytopenie fithren konnen mit oder ohne
Neutropenie, die beide bei den large granular lymphocyte
Leukdmien (meist T-LGL) viel haufiger auftreten.

Bei myeloproliferativen Erkrankungen kommt es
zwar zundchst zu einer Thrombozytose aber im Verlauf
mehr oder weniger zu einer fortschreitenden Fibrose, sei
es eine primdre Myelofibrose (nach neuer WHO-Klassi-
fikation als PMF, friiher als idiopathische Myelofibrose
(IMF) oder Osteomyelofibrose (OMF) bezeichnet), die oft
mit einem hyperzelluldren Stadium beginnt oder eine
sekunddre Myelofibrose nach Polyzythdmia vera (PV),
essentieller Thrombozythdmie (ET) oder bei Haarzell-Leu-
kamie (HCL).

Wenn bei einem myelodysplastischen Syndrom
(MDS) die Megakaryopoese betroffen ist, so kommt es
durch eine Reifungsstérung ebenfalls zu einer Thrombozy-
topenie und bei der PMF mit Myelodysplasie (MDS/MPN)
heben sich die beiden Effekte Myeloproliferation und Rei-
fungsstdrung gegenseitig auf, trotz vermehrter aber eben
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ineffektiver Megakaryopoese im Knochenmark. Da auch
bei ITP mit gesteigerter Megakaryopoese Dysplasien vor-
kommen, ist die alleinige morphologische Betrachtung
fiir die Diagnose eines MDS mit alleiniger Dysplasie der
Megakaryopoese ein schwieriges Unterfangen.

Ein Sonderfall in der Gruppe der MDS ist das
5q-Syndrom, welches mit einer Thrombozytose einher-
geht und eigentlich eine eigene Erkrankung darstellt, was
sich mittlerweile auch in der Therapie niedergeschlagen
hat. Frauen sind haufiger als Mdnner betroffen und es ist
auf morphologische Dysplasiezeichen zu achten.

Die KM-Metastasen solider Tumore wie auch akute
Leukdmien verursachen i.d.R. keine isolierte Thrombozy-
topenie, sondern auch eine Andmie.

Reaktive Thrombozytopenie

Die Thrombzytopenie kann auch als Begleitphdnomen
auftreten und ist als Thrombozytenabfall innerhalb von
Stunden das fritheste und fiihrende Zeichen bei disse-
minierter intravasaler Gerinnung (DIC) bzw. einer Ver-
brauchskoagulopathie, bei der jede Stunde einer fritheren
Intervention lebensrettend sein kann. Eine intelligente
Mafinahme ist es daher, in der Labor-EDV einen sog. Delta-
Check fiir Thrombozyten fiir Patienten aus Riskogruppen
einzufithren (Intensivstationen, Sepsis-Patienten...), der
Alarm schldgt, wenn die Thrombozyten plétzlich abfal-
len, d.h. bereits zu einem Zeitpunkt, wenn die Thrombo-
zytenkonzentration noch im Normbereich liegt und nicht
erst, wenn die Plattchen unter den unteren Grenzwert des
Referenzbereiches abgefallen sind.

Thrombozytenverminderungen kommen auch regel-
haft bei Verbrennungen, Sepsis und auch bei Malaria vor,
jeweils mit ungiinstiger Prognose und oft mit einer DIC
bzw. Verbrauchskoagulopathie verkniipft.

Wie haufig sind nun die o.g. jeweiligen Situationen
Ursache der Thrombozytopenie? Solche Zahlen hdngen
sehr vom Setting ab: Auf Intensivstation sind es die DIC
und Sepsis, beim Hamatologen die Lymphome, in der
Gerinnungsambulanz die ITP, beim Tropenmediziner die
Malaria... Wichtig ist, dass jeder der Spezialisten nicht nur
an sein Klientel, sondern offen in alle Richtungen denkt.

Transfusion von Thrombozyten

Nach dem zuvor Gesagten wird es verstandlich, warum es
so schwer ist, eine fixe Transfusionsgrenze fiir Throm-
bozyten festzulegen: Bei ITP ohne plasmatische Gerin-
nungsstérung ist man toleranter, wie auch bei akuter
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ITP im Rahmen von Virusinfekten und kann selbst bei
Werten unter 10.000/uL zuwarten, wiahrend bei Patien-
ten mit Gerinnungsstorung die Indikation grof3ziigiger zu
stellen ist. Ebenso wichtig wie die plasmatische Seite ist
die Thrombozytenfunktion, deren korrekte Untersuchung
jedoch an eine ausreichende Thrombozytenzahl gebun-
den ist, die gerade hier nicht vorhanden ist. Der ansons-
ten so geeignete Test des Funktionsmessgerdats PFA100
ist bei der Thrombozytopenie wenig brauchbar und fiihrt
in dieser Situation im Alltag oft zu Fehldiagnosen durch
Fehlinterpretation. Je langer man den Patienten kennt
bzw. dessen Anamnese, umso besser kann man die Situa-
tion einschatzen und die o.g. Tests entlasten. Eine Wille-
brand-Patientin mit Blutungsneigung hat einen anderen
Bedarf im Vergleich zu einem Tumorpatienten mit einer
prokoagulatorischen Situation durch die tumor-assoziier-
ten Proteasen. Ein ITP-Patient, dessen Autoantikorper die
fiir die Thrombozytenfunktion notwendigen Rezeptoren
blockiert, hat ebenso einen anderen Bedarf im Vergleich
zur normalen ITP.

Heparin-induzierte Thrombozytopenie

Innerhalb von zwei Wochen nach erstmaliger Heparin-
Gabe konnen sich in vivo Antikdrper entwickeln und zu
einer Thrombozytopenie inkl. Gewebsnekrosen an der
Injektionsstelle fithren (Heparin-induzierte Throm-
bozytopenie (HIT Typ 2). Bei zweiter Gabe treten die
Antikdperbildung und die Thrombozytopenie sofort ein.
Diagnostisch gibt es bereits verschiedene Ansdtze zum
Nachweis der HIT Typll: Der HIPA-Test, Serotonin-Frei-
setzung und ein PF4-ELISA. Der einfachste Test ist eine
Zahlung der Thrombozyten im Vergleich+Heparininkuba-
tion in vitro im Hamatologiegerat. Der Standard des HIPA-
Tests nach Prof. Greinacher dauert zwei Tage wahrend die
klinische Entscheidung (Absetzen bzw. Umstellung der
Heparin-Therapie) schnell getroffen werden muss. Der
Hit Typ 1 kommt mehr durch die weiter 0.g. Mechanismen
zustande und ist weniger dramatisch.

Andererseits gibt es auch in vivo neben der Heparin
induzierten andere Antikérper-vermittelte Thrombozyto-
penien. Wir haben eine solche Reaktion auch nach the-
rapeutischer iv.-Gabe monoklonaler Antikdrper gegen
Gerinnungsfaktoren oder Rezeptoren an Thrombozyten
gesehen.

Autoantikérper gegen Thrombozyten bzw. Immun-
komplexe auf ihrer Oberflache fiihren nicht nur oder
immer zu einer Thrombozytopenie, sei es durch Kom-
plement-vermittelte Lyse, Phagozytose oder Sequest-
ration in der Milz: Sie kénnen auch eine Stérung der

DE GRUYTER

Thrombozytenfunktion durch Blockierung der Rezeptor-
funktion verursachen, sei sie durch direkte Bindung am
Rezeptor oder sterisch bedingt (Immunkomplexe).

Die Autoimmunerkrankungen sind ein komplexes
Feld (Medikament6s-induzierte  Autoimmunerkran-
kung, Antiphospholipid-Syndrom, SLE, Rheumatoide
Arthritis, Felty-Syndrom, M. Still... u. a.) und ebenso der
Hypersplenismus inkl. der infektiologischen Ursachen,
bei der parasitdre oder intrazelluldre Erreger gerne eine
Splenomegalie verursachen mit geringer oder fehlender
CRP-Erh6hung, weshalb die infektiose DD oft gar nicht
in Betracht gezogen wird. Auch konnen eine LGL-Ver-
mehrung im Blut oder die Aufarbeitung von resezierten
Lymphknoten Hinweise auf eine infektiologische Ursache
geben, sofern daran gedacht und die Frage an den Dia-
gnostiker formuliert wird.

Die Abkldarung einer Thrombozytopenie ist also ein
komplexes Feld und Patienten mit Thrombozytopenien
sind Grenzgdnger zwischen Hamatologen, Hamostaseo-
logen und Transfusionsmedizinern, da es eine iibergrei-
fende Darstellung aller Ursachen von Thrombozytopenien
in der Form nicht gibt. Die Abbildung 17 fasst daher das
Gesagte noch einmal zusammen.

Thrombzytenmikropartikel und
Exosomen

Die Messung Kkleiner Partikel stellt eine besondere
Anforderung an die Durchflusszytometrie dar, die oft in
Unwissenheit ignoriert werden. Es hat sich daher eine
»small particle interest group* etabliert, die sich mit dem
Thema intensiv befasst. Wichtig sind die Partikelfrei-
heit aller Losungen (Hiillstromfliissigkeit, Waschlosun-
gen und AntikOrperreagenzien) und die Notwendigkeit
eines inline-Sterilfilters, der die Dreckpartikel aus den
Schlauchleitungen eliminiert, die Anpassung des Durch-
messers des Laserstrahls und das Rauschsignal des
Lasers. Da mit dem Volumen des Partikels auch seine
Fluoreszenzintensitat abnimmt, muss das Licht effektiv
gesammelt werden (numerische Apertur der 90°-Sam-
mellinse, Immersion der 90°-Linse (Ankopplung an
die Messkiivette), Anzahl der Filter im Lichtweg des
Fluoreszenzlichts, Hohlspiegel vor der Kiivette gegen-
iiber der 90°-Sammellinse, Einbringen eines Schlitzes
auf Bildebene zum Ausblenden der Umgebungsfluo-
reszenz um die Zelle herum im Laserstrahl (Reduktion
des Hintergrund aus dem ,illuminated volume®). Als
Triggerparameter sind bei kleinen Partikeln Engwinkel-
vorwartsstreulicht (FSC) und axialer Lichtverlust (ALL)
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Abklarung Thrombozytopenie
(< 20.000/l Blutungsgefahr, FACS-Zahlung!)

v

Zuerst Ausschiufd Pseudo-Thrombozytopenie
EDTA-, Citrat- bedingt oder Satellitenphanomen

v v v

v v

Bildungsstdrung Immunthrombozytopenie Mikroangiopathie parainfektiose Thrombopenie andere Ursachen I
- reticulated PIt. verm. - Plt-Immunfluoreszenz pos. - Klinik | - serologische / mikrobiolog.
- KM: Megakaryoz. verm. Untersuchungen pos.

+ A * y
neoplastische Knochen- Idiopath. thrombozytopen. Thrombotisch-thrombozy- virale Infektionen ACHTUNG | Ausschiuf e.
markserkrankungen Purpura (M. Werlhof) topenische-Purpura - Maser-Virus diss. intrav. Gerinnung (DIC)
- Leukamien - MAIPA-Test pos. (Moschkowitz-Syndrom) - Varizella-Virus (Fibrinogen, FDP...)

- NH-Lymphome akutes Nierenversagen, - Rételn-Virus
- Hodgkin Immunthrombozytopenie hémolytigche Anémjve, - EBV {Mononukleose) Hypersplenismus
- Plasmozytom bei SLE, MCTD, rheurnat. A. neurologische Ausfalle - HIv - Splenomegalie
- KM-Kan_inose ) - entspr. Autoantikorper pos - portale Hypertension
KM-Punktion notwendig ! - idiopathisch
= Hamolytisch-uramisches bakterielle Infektionen
Evans-Syndrom (+autoim- :
: munhamolytische Anamie) =ydion i ElEockakiaD
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Immunthrombozytopenie
bei CLL, NHL, Hodgkin

Medikamenten-induzierte
Immunthrombozytopenie

- Heparin-induz. (HIT Typ 1)
- andere Medikamente

parasitare Infektionen

- Malaria sonstige Ursachen
- Trypanosomen - Urémie
- Toxoplasmose - Alkoholabusus

- mechanische Schadigung
{Herz-Lungen-Maschine,
Herzklappenersatz)

- Histoplasmose

Abbildung 17 Abklarung der wichtigsten Ursachen einer Thrombozytamie.

wenig geeignet und das 90°-Streulicht (SSC) und v.a.
die Fluoreszenz von Nukleinsdurefarbstoffen und die
Immunfluoreszenz bieten sich an. Aber auch hier muss
durch logische Verkniipfungen und Mehrfarbfluoreszenz
sichergestellt werden, dass wirklich das analysiert wird,
was man meint zu messen. Blut enthdlt insbesondere
nach Erythrozytenlyse deren Fragmente bzw. Ghosts (je
nach Reagens), Kernfragmente von Granulozyten u.a.
Storfaktoren. Die paramedizinische Disziplin der Dun-
kelfeldmikroskopie lebt von einer Interpretation der
zahlreichen Mikropartikel im Blut neben den eigentli-
chen Blutzellen.

Je geringer die Konzentration der Zielpopulation
bzw. deren Anteil an den Messereignissen, umso mehr
spielt eine Multiparameterstrategie eine Rolle. Zundchst
kann eine alternative Triggerstrategie helfen (z.B. CD61
als Messschwelle) und den steigenden Messzeiten kann
man eine Voranreicherung iiber eine immunmagneti-
sche Sdule entgegensetzen. Aufgrund der anspruchsvol-
len Messung werden die Mikropartikel momentan noch
keinen Eingang in die klinische Diagnostik finden.

Thrombozytose

Ahnlich der Pseudothrombozytopenie gibt es im umge-
kehrten Sinn eine Pseudovermehrung in Form von Kryo-
globulinen, die kugelférmige Prazipitate bilden konnen
(Abbildung 13). Reaktive Thrombozytosen kénnen bei
Intensivpatienten Werte bis 1,2 Mio/uL erreichen, weshalb
die Hohe der Thrombozytenzahl kein sicheres Kriterium fiir
eine Unterscheidung zwischen einer reaktiven und einer
myeloproliferativen Erkrankung wie der ET oder PMF
darstellt. Der Thrombozytenanstieg ist oft das erste Zeichen
bei einer Infektion (TPO als akut-Phase-Protein). Die Aniso-
zytose und Grof3e der Thrombozyten ist ebenfalls kein siche-
res Zeichen zur Unterscheidung reaktiver und autonomer
Plattchenvermehrung. Hingegen konnen bei einer Throm-
bozytose (!) kleinere bis mittlere Aggregate im Ausstrich ein
Hinweis auf eine ET sein, die hdufig bei diesen Patienten
bereits im KM auftreten, wo sich die Thrombozytenwolken
nach Freisetzung bzw. Abgabe aus den Megakaryozyten
nicht mehr vereinzeln. Der Verdacht liegt insbesondere dann
nahe, wenn die Thrombozyten im Aggregat unterschiedlich
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grof} sind. Der Zusammenhang zwischen solchen In-vivo-
Aggregaten und der Thromboseneigung bei nicht wenigen
Patienten mit ET ist noch nicht geklart. Folglich muss auch
bei Thrombozytose die Thrombozytenzahl im Ausstrich
zumindest bei Erstdiagnose iiberpriift werden! Schwan-
kende Thrombozytenzahlen im Verlauf sind bei solchen
Patienten mit ET relativ typisch. Ansonsten ist der lineare
Thrombozytenanstieg {iber langere Zeitraume (Monate) ein
gutes Kriterium fiir eine CMPE, wahrend reaktive Verdande-
rungen ein An- und Absteigen verursachen bei der innerhalb
eines Individuums konstanten Thrombozytenkonzentration
(+5%, s. Abbildung 1).

Das Ausmafd der Thrombozytose bei myeloproliferati-
ven Erkrankungen ist bei einer CML geringer ausgepragt,
ebenso bei einer PV. 50% der ET sind wie die PV positiv fiir
eine Mutation im JAK2-Gen, weshalb diese wie auch das
bcr-abl-Fusionsgen sowie die MLL- und Calretikulin-Muta-
tionen via PCR bei solchen Patienten untersucht werden
miissen. Dabei kann peripheres Blut herangezogen werden
und zundchst dem Patienten eine KM-Punktion erspart
bleiben. Die primdre Myelofibrose zeigt in der préfibroti-
schen hyperproliferativen Phase ebenfalls eine Thrombo-
zytose, die zumeist unter 750.000/uL bleibt. Die Trennung
zwischen ET mit sekunddrer Myelofibrose und dem préfi-
brotischen Stadium einer primdren Myelofibrose mit ihrer
regelhaften Thrombozytose ist ein schwieriges Unterfangen
und neue molekularbiologische Untersuchungen zeigen
eine enge Verwandtschaft der beiden Erkrankungen [32].

Die Thrombozytose bei 5q-Syndrom, einer Unterform
des MDS, liegt ebenfalls meist unter 750.000/uL, der von
Wintrobe genannten arbitrdaren Grenzzahl zwischen reak-
tiver und autonomer Vermehrung bei ET, die von Kvas-
nicka und Thiele auf 500.000 gesenkt wurde [33].

Die refraktdre Andmie mit Ringsideroblasten (MDS-
RARS), eine weitere Sonderform des MDS, kann ebenfalls
mit einer Thrombozytose assoziiert sein (RARS-T), weshalb
hier neben der SF3B1-Mutation der RARS auch die o.g.
Mutationen gesucht werden miissen. Beide sind aber nicht
in allen Féallen positiv und eine Eisenfarbung eines bro-
ckelreichen KM-Ausstrichs bleibt anzustreben [34].

Ein ausgepragter Eisenmangel ist zumeist mit einer
leichten Thrombozytose assoziiert, weshalb ein Eisen-
mangel bei Entziindung oder CMPE die Thrombozytose
verstarkt (Beispiel M. Crohn). Die Thrombozytenzahlen
liegen hier meist unter 500.000/uL. Technisch kann dies
auch durch die dann ausgepragte mikrozytdare Anisopoi-
kilozytose mit Schistozyten bedingt oder verscharft sein,
weshalb in diesen Féllen die Trennung der Thrombozyten
und Erythrozyten im Histogramm bzw. der Messpunkt-
wolken kontrolliert bzw. der Warnhinweis des Gerétes bei
mangelhafter Trennung beachtet werden muss.
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Thrombozytenfunktion

Die Analyse der Thrombozytenfunktion ist eine Domé&dne
der Hamostaseologen und es gibt in dem Bereich wenig
Standardisierung. Jeder der Experten auf dem Gebiet hat
neben der PFA-100-Analyse (Fa. Siemens), wo die Ver-
schlusszeit einer Offnung nach Stimulation gemessen
wird, eine eigene Methode oder Modifikation entwickelt,
weshalb unterschiedliche Gerdte am Markt sind und
kein Konsens besteht [35]. Oft wird die Tatsache filsch-
lich vernachlassigt, dass diese Tests von einer ausrei-
chenden Thrombozytenkonzentration abhdngen und
ihre Ergebnisse bei Thrombozytopenie nicht verwertbar
sind. Die umfangreiche Bestimmung der Neoexpression
aktivierungsabhdngiger Molekiile auf Thrombozyten
u.a. im Rahmen der Arterioskleroseforschung der letzten
Jahrzehnte hat sich in der Routine nicht durchsetzen
konnen. Dies hat mit den Scherstress-Bedingungen fiir die
Thrombozyten bei der Blutentnahme zu tun (enge Nadel,
Verbindungsschlauch zwischen Entnahmenadel und Ent-
nahmerdhrchen) obwohl es mittlerweile verschiedene,
d.h. nicht standardisierte Stabilisierungslésungen gibt,
die z.T. als Geheimrezept kommerzialisiert wurden. Der
empfindlichste Aktivierungsparameter ist ihr Formwan-
del noch vor einer gesteigerten oder Neoexpression von
Oberflachenantigenen [36]. Der Formwandel der Throm-
bozyten (shape change) von diskoid zu gestreckt ist zwar
ein frither und sensitiver Marker einer Aktivierung, jedoch
erzeugt er keinen guten Signalunterscheid im Streulicht
(FSC vs SSC) bei der durchflusszytometrischen Analyse,
d.h. es gibt keine gute Messmethode dafiir. Eine interes-
sante Alternative dazu ist die bereits genannte Untersu-
chung von Zell-Zell-Interaktionen ex vivo, die recht stabil
und reproduzierbar sind. Die Anheftung von Thrombo-
zyten an Monozyten ist dabei besonders interessant und
wurde in der Arteriosklerose-Forschung bereits vor vielen
Jahren als prathrombotischer Zustand identifiziert durch
simultanen Nachweis von Monozyten- und Thrombozy-
tenmarkern auf zirkulierenden Monozyten im Vollblut
[37]. Die Adhirenz an Zellen wie Monozyten ist also ein
stabiles und ex vivo einfach messbares Korrelat ihrer Akti-
vierung in vivo und daher weiterhin aktueller Gegenstand
der klinischen Forschung [38, 39].

Die Voraktivierung von Thrombozyten bei der Blutent-
nahme ist ein heikles Thema, bei dem es unterschiedliche
Ansichten bei Experten gibt. In jedem Fall ist eine grof3lu-
mige Kaniile und eine langsame Entnahme mit geringen
Scherkraften und wenig Kontakt mit Fremdoberflache
(keine Schlduche, d.h. Butterfly) eine gemeinsame Forde-
rung. Eine detaillierte Thrombozytenfunktionsanalyse ist
immer an ein bestimmtes Labor und die Interpretation des
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jeweiligen Experten gebunden und erfordert immer eine
frische Blutentnahme, weshalb sich der Patient im jewei-
ligen Labor vorstellen muss, nicht zuletzt weil die speziel-
len Antikoagulanzien nur dort verfiigbar sind.

Praanalytik und Antikoagulantien

EDTA

Fiir die korrekte Thrombozytenzdhlung ist eine strikte
und schnelle Antikoagulation erforderlich. Unter Rou-
tinebedingungen wird im Praxisalltag derzeit nur der
Kalziumchelator EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure)
eingesetzt, obwohl auch Citrat und ACD dies gewdhrleis-
ten. Die Blutzellen reagieren unterschiedlich darauf und
die Neutrophilen am empfindlichsten. Die EDTA-bedingte
Blutalterung beginnt spatestens nach 6-8 Stunden, unter-
schiedlich je nach Person. Thrombozyten hingegen sind
iiber mehr als drei Tage fiir Zdhlzwecke stabil. Die Konfor-
mation und Expression ihrer membrangebundenen Adha-
sionsmolekiile und Rezeptoren hingegen hingt sehr vom
Antikoagulans und den Transportbedingungen ab [40,
41]. Die Temperatur beschleunigt den Vorgang, aber auch
die Kiihlung der Probe verhindert ihn nicht. Dies macht
die Versandproblematik deutlich, die die Anfertigung
eines ungefarbten Blutausstrichs direkt nach der Proben-
entnahme verlangt. Es existieren zwei Formen, K2-EDTA
und K3-EDTA. Die zwei unterschiedlichen Salze fiihren
sogar zu leicht unterschiedlichen Referenzbereichen fiir
das Bluthild, wobei die Verdanderungen nicht unumstrit-
ten sind [42, 43]. Eine der Ursachen ist, dass EDTA eine
gewisse Einwirkzeit bendtigt, was den Hydratationszu-
stand der Zellen betrifft, weshalb eine frisch entnom-
mene Blutprobe mind. 15 Minuten warten sollte, bevor die
Messung begonnen wird. Fiir Thrombozytenuntersuchun-
gen ist EDTA plus Citrat-Theophyllin-Adenosin-Dipyrida-
mol (EDTA-CTAD) als Ersatz vorgeschlagen worden [44].

Heparin

Bei einer Blutentnahme in Heparinr6hrchen kommt es
relativ hdufig zu einer Autoaggregation von Thrombo-
zyten und Neutrophilen oder zu einem sog. Satelliten-
Phdanomen, wo sich die Thrombozyten rosettenférmig an
Neutrophile anlagern. Das Phanomen ist spenderabhén-
gig unterschiedlich stark ausgeprdagt und kommt neben
der Polyanionen-Wirkung des hochmolekularen Polymer
Heparins und dessen unspezifischer Bindung, v.a. durch
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den Endotoxin-Gehalt des ungereinigten Heparins der
Entnahmerdhrchen und Aktivierung insbesondere der
Neutrophilen zustande. Heparin fiir Blutentnahmesys-
teme wird als Massenprodukt aus unsteriler Schweine-
darmmukosa aus Schlachthéfen gewonnen. Heparinblut
wird bei der Leukdmietypisierung gerne als Antikoagu-
lans eingesetzt, da zytogenetische Untersuchungen mit
Wachstum in Stimulationsmedien einen Kalziumentzug
verbietet und die ldngere Haltbarkeit bei Versand vorteil-
haft ist. Neben der stérenden Aggregatbildung fiihrt die
Anheftung der Thrombozyten an Monozyten oder myelo-
ische Blasten bei der Immunphénotypisierung zu einer
Fehlinterpretation der Expression von megakaryozytaren
Antigenen, was daher immer eine visuelle fluoreszenz-
mikroskopische Kontrolle erfordert. Eine Blutbildbe-
stimmung aus Heparinblut ist daher obsolet und fiir die
Immunphénotypisierung sind immer noch Kalziumchela-
toren erforderlich. Es ist an der Zeit, dass gereinigte Hepa-
rine bzw. Analoga wie Hirudin zum Einsatz kommen [45].

Citrat

Citrat muss in fliissiger Form vorgelegt werden und die
10%ige Verdiinnung des Blutes bei vollstindig gefiill-
tem ROhrchen muss bei Konzentrationsbestimmungen
beriicksichtigt werden, ein vollstdndig gefiilltes R6hrchen
vorausgesetzt (ebenso fiir die Rekalzifizierung bei den
Gerinnungstests). Daher liegt der Citratwert bei Vergleichs-
messungen meist falschlicherweise unter dem EDTA-Wert.
Citrat verbessert die Haltbarkeit der Neutrophilen in nur
geringem Maf3e, ist aber fiir Thrombozyten gut geeignet.
Unzentrifugiert kann es bei fehlendem EDTA-Blut als Ersatz
dienen. Die Zentrifugation zur Herstellung von Citrat-
plasma fiir die plasmatische Gerinnungsdiagnostik ist aber
ein Automatismus im Labor, der oft kaum zu verhindern ist.

Thrombozytenfunktionsuntersuchungen und Messung
der Antikdrperbeladungen werden am besten aus thrombo-
zytenreichem Plasma durchgefiihrt, welches durch einfa-
che Zentrifugation bei nur 100 g aus Citratblut gewonnen
wird.

ACD (acid citrate dextrose) ist als Zusatz in den Blut-
konserven in Verwendung und eignet sich fiir die Zahlung
in dhnlicher Weise wie Citrat. Fiir andere Thrombozyten-
tests liegen aber keine verldsslichen Validierungsdaten vor.

Entnahme aus Infusionssystemen

Methode der Wahl ist die direkte, langsame Entnahme
von vendsem Blut mit moglichst weitlumigen Stahlnadeln
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am sitzenden oder ersatzweise liegenden Patienten (Ein-
fluss auf den Hamatokrit). Auf Intensivstation ist eine
haufige Blutentnahme pro Patient an der Tagesordnung
zu der jedoch bei Entnahme aus einem Infusionsschlauch
korrekterweise eine Vorentnahme von mind. 10 mL Blut
gehort angesichts der komplexen Verkabelung und des
durch Infusion verdiinnten Blutes in der Armvene. Nach
einer Woche Intensivstation wird i.d.R. eine Menge an Blut
entnommen, die der Menge einer Blutkonserve (Erythro-
zytenkonzentrat) entspricht, was unethisch ist, wie auch
zusatzliche Blutentnahmen zu Studienzwecken ohne
Einverstandnis des Patienten. Die Vorwegentnahme wird
dann z.T. weggelassen oder vergessen, was inkorrekte
Werte ergibt und den Vorwertvergleich erschwert und
Studienergebnisse verfdlscht. Die daraus resultierende
Frage, ob eine Thrombozytopenie durch Verdiinnung aus
Infusionssystemen oder durch Infusionstherapie stammt,
lasst sich durch einen weiteren Vorwertvergleich kldren,
der i.d.R. bei diesen Patienten leicht moglich ist, da Vor-
werte z.B. aus der Notaufnahme existieren. Bei artifizieller
Verdiinnung aus dem Infusionssystem sind alle Zellkon-
zentrationen etwa um den gleichen Faktor vermindert,
wahrend bei Hamodilution durch Infusionstherapie die
Thrombozyten aus dem Knochenmark sehr schnell nach-
geschoben werden im Gegensatz zur Erythropoese, die
nur langsam reagiert.

Aufmischen der Blutprobe und
Kontrollmaterial

Beginnend mit dem Abstellen des Entnahmerdhrchens in
einen Probenstdnder beginnt die Sedimentation der Blut-
zellen (10-15 mm/h bzw. 2 mm in 10 min). Das Mischen
kann manuell oder maschinell geschehen. Beste Methode
ist ein Uberkopf-Mischen der Probe (>10-fach). Das Kon-
trollmaterial erfordert eine besondere Behandlung. Es
sollte abwechselnd manuell zwischen den Handfldchen
gerollt und Uber-Kopf gemischt werden, da es noch
griindlicher gemischt werden muss. Wird einmal aus
einer ungemischten Probe entnommen und gemessen,
ist der Fehler nicht mehr riickgdngig zu machen: Die Ent-
mischung und damit begonnene Fehlmessung setzt sich
zwangsweise bei der ndchsten Verwendung fort. Da eine
nicht korrekt geschulte Person den Fehler i.d.R. immer
gleich macht, wird der Fehler von Mal zu Mal grofier.
Eine weitere Gefahr droht von eingetrocknetem Blut v.a.
bei Systemen mit Schraubgewinde. Die eingetrockneten
und zerfallenden Erythrozyten werden als Thrombozyten
gezdhlt. Eingetrocknetes Blut bzw. Restblut am Gewinde
muss daher mit einem Papiertuch entfernt werden. Das
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Kontrollmaterial sollte idealerweise wie eine Probe am
Gerdt gesetzt werden, jedoch sind die RShrchen des
Kontrollmaterials oft unterschiedlich im Vergleich zu
Patientenproben und dann nicht mit dem Greifarm bzw.
Mischkopf des Hamatologiegerdtes kompatibel. In der
Praxis werden gerne sog. Taumelmischer eingesetzt, die
das Rohrchen drehen und gleichzeitig schaukeln (teil-
weises Uberkopf-Mischen). Uber die maximale Dauer der
beschriebenen maschinellen Mischung, bevor ein Zell-
schaden eintritt, gibt es keine Literatur. Konsens ist, dass
sich die Probe weniger als 30 min auf dem Mischer befin-
den und Kontrollmaterial von Hand gemischt werden
sollte (Eminenz-basierte Empfehlung).

Probentransport

Die Proben sollten baldmdglichst im Labor analysiert
werden. Bei Versand sind in jedem Fall Vorsichtsmaf3-
nahmen notwendig. Eine Versandtemperatur unter +4 °C
wie auch schwankende Temperaturen sind unbedingt
zu vermeiden. Eine ungeschiitzte Zugabe von gefrorenen
Kiihlelementen in eine Styroporbox mit den Proben wird
zu einer Zellschdadigung fiihren. Aufgezeichnete Verlaufs-
kurven von Temperaturloggern im Probenraum zeigen
immer wieder dieses Phdnomen. Eine Temperatur von
10-14 °C ist anzustreben. Diese Empfehlung stammt aus
einer nicht publizierten Studie einer Firma im Auftrag der
britischen Armee. Auch wenn die Fahrdienste der Labore
dickwandige Styroporbehélter einsetzen, so kam es doch
bei Overnight-Fahrten im Winter zum Einfrieren im LKW
bei Auflentemperaturen von unter -15 °C. Umgekehrt ent-
stehen im Sommer im PKW in der Sonne hinter der Wind-
schutzscheibe (z.B. Taxifahrten) schnell Temperaturen
von 50-70 °C. Temperaturlogger haben weiterhin gezeigt,
dass bei lidngeren Transportstrecken (auch innerhalb
Deutschlands), bei denen Flugzeuge eingesetzt werden,
in deren Frachtraumen Temperaturen um die O °C erreicht
werden. Dies alles zwingt bei solchen Versendungsarten
zu temperaturstabilisierten Verpackungsformen, die zuvor
einer Priifung unterzogen wurden und zu einem zumin-
dest stichprobenartigem Einsatz von Temperaturloggern.

Kontrollmaterial

Sowohl bei der Spezifikation der Kontrollmaterialien als
auch bei den Vorgaben der Richtlinien der Bundesarz-
tekammer sind die niedrigen Thrombozytenkonzentra-
tionen ein heikles Thema, welches bisher nicht gel6st
wurde, d.h. fehlende Kontrollen und Vorgaben im Bereich
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unterhalb von 50.000 Thrombozyten pro Mikroliter. Die
interne Qualitdtskontrolle anhand von Levey-Jennings-
Graphiken zeigt denn auch, dass die Thrombozyten ein
heikles Thema sind: Sie zeigen im Verlauf einer Charge
(Kontrollperiode) eine stetig steigende Konzentration
durch Zerfall der Erythrozyten und Leukozyten, was in
der Low-Kontrolle am meisten auffillt. Wir haben hierbei
alle namhaften Hersteller von stabilisiertem Kontrollblut
getestet und das Problem der niedrigen Thrombozyten-
konzentrationen in relevanten Bereichen unter 30.000/uL
ist vermutlich nur mit getrenntem Kontrollmaterial mit
kiinstlichen Mikropartikeln zu 16sen. Besserung ware hier
nur in Sicht, wenn die Ringversuchsinstitutionen und
Fachverbdnde dies thematisieren und einen entsprechen-
den Druck auf die Hersteller aufbauen, aber dies bisher
scheuen. Die Akkreditierung und Angst vor einem nicht
bestandenen Ringversuch und Zertifikat oder Wechsel
der Teilnehmer zu anderen Ringversuchsanbietern ist
dabei kontraproduktiv. Dabei wairen die Gerdte mit guten
Laserstreulicht-Analysen, Nukleinsdure-Farbungen oder
immunologischer Methode durchaus in der Lage, gute
Ergebnisse zu erzielen, wahrend andere Gerdte und
Methoden Ergebnisse wie ,,Konzentration <20.000/uL*
berichten miissten.

Referenzmethoden zur
Thrombozytenzdhlung

Die Messung niedriger Partikel- und somit auch Throm-
bozytenkonzentrationen ist Kkeinesfalls trivial: Plastik-
partikel, gesunde Thrombozyten und Thrombozyten bei
ITP oder MDS verhalten sich unterschiedlich, genauso
wie Pufferléosungen, zentrifugiertes Plasma und Patien-
tenplasma als Matrix. Alle Losungen des Geratesystems,
Reagenzien, Verdiinnungs- und Waschlésungen miissen
partikelfrei sein und die Messwege zwischen Ansaugna-
del und Messkiivette kurz und aus innenseitig hochpo-
liertem Metall. Schlauchsysteme geben Verunreinigungen
ab und die gereinigten Schlduche fiihren zur Anheftung
von Thrombozyten an die Fremdoberflache, was ja in vivo
ihre Aufgabe ist. Bei z.B. zehn Leerwertmessungen nach-
einander zur Spiilung eines Gerédtes vor der Messung einer
Probe mit niedrigen Konzentrationen, kann es zundchst
zu einem Abfall und dann wieder zu einem Anstieg des
Leerwertes kommen, da die Spiillésung Verunreinigungen
erst langsam von der Innenseite von Schlauchen und Ven-
tilen ablost.

In Gegenwart hoher Konzentration an unerwiinsch-
ten Zellen (Erythrozyten) spielen Koinzidenzen und Tot-
zeiten bei der Signalverarbeitung eine betrdchtliche Rolle.
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Der DIN-Ausschuss unter Leitung der Physikalisch-Tech-
nischen Bundesanstalt (PTB) in Berlin und das Internati-
onal Committee for Standardisation in Hematology (ICSH)
haben entsprechende Referenzmethoden publiziert, die
auf immunphdnotypischer Zahlung von Thrombozyten
basieren [46, 47].

Die Zahlung von Thrombozyten in einer Zahlkammer
im Mikroskop (sog. Himozytometer) nach Erythrozyten-
lyse und Kontrastverstirkung eignet sich zur Uberpriifung
der Plausibilitdt eines Messergebnisses, ist aber als Refe-
renzverfahren oder zur Verlaufskontrolle nicht geeignet.

Zusammenfassung

Zusammenfassend sind bei der Diagnostik der Throm-
bozytopenie die Aggregationsneigung von Thrombozy-
ten eine immer zu vergegenwartigende Storgrofle und
die Zahlung niedriger Thrombozytenzahlen immer noch
technisch anspruchsvoll. Die Differentialdiagnosen bei
Thrombozytopenie sind vielfdltig und da sie Symptom
einer schwerwiegenden Erkrankung sein kann, erfordert
sie immer eine Abklarung. Bei der Thrombozytose gibt es
einen breiten Uberlappungsbereich zwischen reaktiver
und myeloproliferativer Ursache. Die PCR-Diagnostik der
JAK2-, Calretikulin-, MPL- und bcr-abl-Mutationen, die
bei myeloproliferativen Erkankungen mit Thrombozytose
je nach Typ in unterschiedlichem Mafle auftreten, hat
hier eine Teilentlastung gebracht. Die Kombination aus
Laserstreulicht- und Immunzytometrie, intelligenter Sig-
nalprozessierung bzw. Bildanalyse wird zu einer besseren
Qualitét fiihren kénnen, wenn die Vergiitungssysteme es
erlauben. Der kaskadierte Einsatz verschiedener Messsys-
teme im Rahmen einer Stufendiagnostik unter Einschluss
der manuellen Begutachtung des Blutausstrichs ist ein in
der Zwischenzeit gangbarer Weg, um fehlerhafte Ergeb-
nisse durch Stérgroflen abzufangen.
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