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XE-2100: Bedeutung der Fluoreszenz-markierten
Thrombozyten-Bestimmung im Vergleich zur CD-61-
markierten Thrombozyten-Bestimmung
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Abb. 1: Riesenthrombozyt

Die vollautomatische Zahlung der
Thrombozyten mit einem nach dem
Widerstands- oder dem optischen
Messprinzip arbeitenden Hamatolo-
giesystem ist heute in allen hdma-
tologischen Laboratorien
diagnostischer Standard. Einer der
wichtigsten Griinde ist neben der
Zeitersparnis der deutlich geringere
statistische Fehler aufgrund der
wesentlich groferen Zahl der unter-
suchten Zellen.

Automatische Messprinzipien sind:

a) Das Widerstands-Messprinzip
ist eine Volumen-Messung, die
durch die Verwendung einer
hydrodynamischen Fokussie-
rung eine noch genauere Prdzi-
sion aufweisen kann.

b) Das rein optische
Messprinzip
(Streulicht-Messung)
ist eine GroBen- und
Granularitditsmessung.
c) Das optische Mess-
prinzip in Kombination
mit Fluoreszenz-
Markierung ist in der
Lage, neben der GroRe
der Zelle auch den
RNA / DNA-Gehalt der
Zelle zu beriicksichti-
gen.
d) Das optische Mess-
prinzip in Kombination
mit CD61-Markierung ist eine
Antigen-spezifische Membran-
Erkennung. Diese ist heute die
Referenz-Methode fiir die
Thrombozytenzahlung (nicht
beeinflussbar durch morpholo-
gische Anderungen). Diese Me-
thode ist halbautomatisch
(zeitaufwandig) und mit hohen
Kosten behaftet.

Die automatische Zahlung der
Thrombozyten kann mit einem
messtechnischen Problem behaftet
sein (Richtigkeitsproblem), wenn
die Thrombozyten ein grofBeres Vo-
lumen haben als 30 fl (Pseudo-
thrombopenie) oder wenn die
Erythrozyten kleiner sind als 25 fl
(Pseudothrombozytose). Gleicher-
maBen kénnen andere, sehr kleine
Partikel wie WBC-Fragmente oder
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andere ,,Nicht-Zell-Anteile“ als
Thrombozyten gezdhlt werden.
Dieses Problem besteht dann, wenn
man nur nach Volumen bzw. Grofe
zwischen Thrombozyten und
Erythrozyten trennt (Impedanz- und
(in machen Fillen auch) Streulicht-
Verfahren).

Klinisch relevante Richtigkeits-
Probleme der Thrombozytenzdh-
lung konnen entstehen bei:

® Myelodysplastischen Syndromen,
in den meisten Fallen Thrombozy-
topenien mit Dysplasiezeichen
wie z. B. degranulierte Thrombo-
zyten (Streulicht-Richtigkeits-
problem) oder Fragmentozyten
(Impedanz- und Streulicht-
Richtigkeitsproblem).
Hamolytischen Andmien mit
Erythrozyten-Fragmentierung
(Impedanz- und Streulicht-
Richtigkeitsproblem).
Immunthrombozytopenie (ITP),
einer Thrombozytopenie im thera-
peutischen Bereich. Haufig geht
diese Erkrankung mit dem Vor-
kommen von Riesenthrombozy-
ten einher (Impedanzrichtigkeits-
problem).
® Aplastischem Knochenmark mit
einer Thrombozytopenie im thera-
peutischen Bereich; das Vorkom-
men von Riesenthrombozyten ist
moglich (Impedanzrichtig-
keitsproblem).
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Diese Richtigkeitsprobleme ma-
chen es schwierig, eine richtige kli-
nische Entscheidung bei thrombo-
penischen Proben im therapeuti-
schen Bereich (Thrombozyten-
Transfusion) zu treffen, wenn ein
messtechnisches Problem besteht.
Die Analyse der Kurvenform erlaubt
es, eine Fehlmessung zu erkennen.
Die korrekte Thrombozytenzahl
muss unter diesen Gegebenheiten
in der Zdhlkammer ermittelt wer-
den. Der statistische Fehler ist
durch die geringe Zellzahl natiirlich
grofler und die Methode ist zeit-
und personalaufwandig.

Der xe-2100 bietet als diagnosti-
sches Feature, die Thrombozyten
auf zwei verschiedene Weisen mes-
sen zu konnen:

1. Impedanzmessung der Throm-
bozyten mit der bewdhrten hyd-
rodynamischen Fokussierung.

2. Optische Messung der Throm-
bozyten mittels Fluoreszenz-
markierung.

Fiir die optische Fluoreszenz-
markierte Thrombozytenmessung
wird ein neuartiger, patentierter
Fluoreszenzfarbstoff verwendet,
der speziell fiir Dioden-Laser entwi-
ckelt wurde. Die RNA-haltigen
Thrombozyten werden spezifisch
angefdrbt. Mehr als 30.000 Zellen
pro Probe werden durchflusszyto-
metrisch mittels Halbleiterlaser-
Technologie erfasst. Diese RNA/
DNA Farbung versetzt den xe-2100
in die Lage, Riesenthrombozyten
(gleiches Volumen wie Erythrozy-
ten, aber Unterscheidung durch
RNA) und Fragmentozyten (haben
keine RNA) richtig einzuordnen
(siehe Abb. 2 und Abb. 3).

Abb. 2: Riesenthrombozyten
x-Achse Fluoreszenzaktivitat
y-Achse Vorwdrtsstreulicht

Abb. 3: Fragmentozyten
x-Achse Fluoreszenzaktivitat
y-Achse Vorwdrtsstreulicht

Diese kostengiinstige, vollautoma-
tisierte, fluoreszenz-markierte
Thrombozyten-Messung zeigt eine
exzellente Korrelation mit der zeit-
aufwandigen und teureren Refe-
renzmethode “Immundurch-
flusszytometrische Thrombozyten-

Bestimmung mittels
CD 61”.

Dr. S.J. Machin et al
von der Universitat
London (UCLH) zeig-
ten in ihren publizier-
ten Studien (Literatur
1. und 2.),

dass eine exzellente
Korrelation besteht
zwischen der fluores-
zenz-markierten
Thrombozytenmetho-
de am xe-2100 und
der Referenz, der
durchflusszytometri-
schen RBC Ratio Me-
thode mittels Anti -
CD61- FITC (Becton
Dickinson) und Epics
XL-MCL Durchfluss-
zytometer.

In “Improved Platelet
Counting on
XE-2100” (1.) wird
eine Korrelation zwi-
schen der CD61-
Methode und der
hydrodynamisch fo-
kussierten Impedanz-
messung am XE-2100
tiber 100 x 103PLT/pL
von R2=0.98 und un-
ter 100 x 103PLT/pL
von R?2=0.78 ge-
zeigt. Die Korrelation
zwischen der CD61-
Methode und der flu-
oreszenz-markierten Methode zeigt
ein R2=0.97 bei PLT > 100 x 103 /pL
und ein R2=0.95 bei PLT < 100 x

103 /pL (siehe Abb. 4 und Abb. 5).
In (2.) illustrieren Dr. Machin et al
an 58 thrombopenischen Proben

(< 50.000/pL) die Auswirkung auf

die Entscheidung fiir die Thrombo-
zytentransfusion nach der Impe-
danz-Methode (mit Richtigkeits-
problemen) und nach der Fluores-
zenz-Methode versus CD61, bei ei-
ner Transfusionsgrenze von
10.000/pL und 20.000/pL PLT.

Abb. 4 zeigt die Auswirkung auf die
Transfusionsentscheidung (Grenze
20.000/pL) bei Impedanz-Messung
mit Richtigkeitsproblemen versus
CD61. 8 Patienten wiirden unnétig
transfundiert werden, da die PLT
unterschatzt wurden
(wahrscheinlich durch Riesen-
thrombozyten) und 7 Patienten
wiirden keine Transfusion bekom-
men, da die PLT tiberschatzt wur-
den (wahrscheinlich durch RBC-
Fragmente), obwohl sie Blutungs-
probleme haben kdnnen.

Abb. 5 zeigt die Auswirkung auf die
Transfusionsentscheidung (Grenze
20.000/pL) bei Fluoreszenz-
markierter Thrombozyten-Messung
versus CD61. Keiner der Patienten
wiirde unnoétig transfundiert wer-

den, weder bei der Grenze Literatur

20.000/pL noch bei 10.000/L,

denn es gab kein Problem, die Rie- 1.
senthrombozyten zu bestimmen.

2 Patienten wiirden keine Transfu-

sion bekommen bei einer Grenze

von 10.000/pl.

Diskussion

Die Studien zeigen, dass auch im
thrombopenischen therapeutischen
Bereich die Fluoreszenz-markierte
Thrombozyten-Methode (PLT-FL)

eine exzellente Korrelation mit der 3.
CD61-Methode aufweist.

Weiterhin demonstrieren die Ge-
nauigkeit und Richtigkeit der PLT-
FL, dass man iiberlegen konnte, die
Transfusionsgrenze von

10.000/ L auf 5.000/pL zu reduzie-
ren, ohne eine Erh6hung der Risi-
ken fiir spontane Blutungen einzu-
gehen (3.). Dieses hatte natiirlich
eine Reduzierung von Spendern,
Kosten und Alloimmunisation zur
Folge.
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Abb. 4: Impedanz PLT-Wert versus CD-61

Abb. 5: Fluoreszenz PLT-Wert versus CD-61




