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1 Einleitung

Juvenile Thrombozyten sind frisch aus dem Knochenmark entlassene Thrombozyten und
stellen das Pendant zu den Retikulozyten der Erythrozyten dar. Sie werden analog zu diesen
auch als retikulierte Thrombozyten (r-PLT = reticulated platelets) bezeichnet. Somit liefern sie
eine MessgroBBe zur Beurteilung der Regenerationsfahigkeit des Knochenmarks bei einem
erhohten Thrombozyten-Turnover bzw. bei Thrombozytopenie. War man frilher auf die
Knochenmarksuntersuchung als alleiniges diagnostisches Mittel zur Einteilung der
Thrombopenieform (in nicht-regenerativ und regenerativ) angewiesen, bietet die Bestimmung
des Anteils der retikulierten Thrombozyten im Blut nun eine weniger aufwéandige Methode. Die
hierfiir benotigte Blutprobe ist deutlich weniger invasiv zu gewinnen als ein
Knochenmarkspunktat und daher auch fiir eine engmaschige Patientenkontrolle gut geeignet.
Wiinschenswert ist die Analyse der r-PLT im Rahmen automatisierter speziesspezifischer
Blutuntersuchungen. Durch die dann identische Probenbearbeitung und —auswertung sind die

Ergebnisse vergleichbar und die Zahlen objektiv beurteilbar.

Entdeckt wurden retikulierte Thrombozyten beim Hund 1969 von Ingram und Coopersmith.
Nach einem iatrogen verursachten Blutverlust bei Beagles waren sie vermehrt auf
Blutausstrichen zu sehen, die mit Neumethylenblau gefarbt waren (Ingram und Coopersmith,
1969). Dieses Verfahren wurde abgeldst von der durchflusszytometrischen Bestimmung der mit
dem Cyanin-Farbstoff Thiazol Orange behandelten Zellen. Eingesetzt wird diese Methode beim
Menschen und verschiedenen Tierarten wie dem Hund, dem Pferd und der Ratte (Michur et al.,
2008; Monteagudo et al., 2008; Nakamura et al., 2002; Salvagno et al., 2006; Pankraz et al.,
2009; Russell et al., 1997; Pankraz et al., 2008). Da die klassische Durchflusszytometrie fiir
den Einsatz in Praxen und Kliniken zu zeitintensiv und teuer und dadurch nicht praktikabel ist,
setzt sich die Bestimmung der retikulierten Thrombozyten mithilfe von automatischen
Hématologiegerdten immer mehr durch. Thr Einsatz wurde in der Humanmedizin bei
unterschiedlichen Erkrankungen und Patienten vielfach demonstriert (Briggs et al., 2004;
Cesari et al., 2013; De Blasi et al., 2012; Di Mario et al., 2009; Saigo et al., 2008; Zucker et al.,
2006). Wie in der Humanmedizin ist ebenfalls in der Veterindrmedizin bei der quantitativen
Bestimmung der juvenilen Thrombozyten das automatisierte Himatologiesystem XT-2000iV!

der Fa. Sysmex (Kobe, Japan) herauszustellen. Unsere Arbeitsgruppe mit Dr. Alexander



Pankraz etablierte 2009 die Methode der r-PLT-Messung am Sysmex XT-2000iV* (Pankraz et
al., 2009). Somit steht in der Tierhdmatologie nun ein einfaches und automatisiertes Verfahren

zur Beurteilung der Thrombozytenregeneration mittels Vollblut zur Verfiigung.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Uberpriifung der bereits in der Literatur fiir den Sysmex XT-
20001V publizierten r-PLT-Gates sowie die Neuentwicklung der r-PLT-Messung mithilfe des
ADVIA 120/2120. Dariiber hinaus wird der Zusammenhang zwischen retikulierten
Thrombozyten und den Thrombozytenindizes untersucht. Fiir alle untersuchten Parameter

werden Referenzwerte erstellt.

! Alle in dieser Arbeit genannten Unternehmens-, Produkt- oder Markenbezeichnungen kénnen durch Markenrecht
oder andere Schutznormen geschiitzt sein. Die Verwendung erfolgt rein informativ und deskriptiv. Sie berechtigt
nicht zur Annahme, die Marke sei frei verfiigbar.



2 Literaturtibersicht

2.1  Thrombopoese

Thrombozyten werden von Megakaryozyten gebildet, die sich bei Menschen und Haustieren
primdr im Knochenmark befinden (Weiss und Wardrop, 2010b). Die Megakaryozyten selbst
entstehen hier aus pluripotenten Stammzellen. Sie produzieren einzig und allein Thrombozyten,
dies jedoch in sehr groBer Zahl. Dabei entwickeln sich die Megakaryozyten durch den
einzigartigen Prozess der Endomitose zu polyploiden Zellen und gehen anschlieend in eine
ziigige zytoplasmatische Expansionsphase tiiber. Hierbei bilden sie das demarkierende
Membransystem (DMS), zahlreiche Granula und Proteine, die fiir den Bau der Thrombozyten
notwendig sind. Mithilfe ihres Zytoskeletts strukturieren die Megakaryozyten anschlieend
ihren Zellkdrper um und bilden perlschnurartige Ausliufer, die sogenannten Proplatelets, aus

denen letztendlich Thrombozyten entstehen (Michelson, 2012).

2.1.1 Megakaryozyten

Wie alle Zellen des Blutes stammen Megakaryozyten von pluripotenten Stammzellen ab, die
sich in alle hdmatopoetischen Zelllinien differenzieren konnen. Sie sorgen so fiir die
Nachbildung von Erythrozyten, Thrombozyten, Osteoklasten und mehr als acht verschiedenen
leukozytdren Linien. Hierbei werden sie stark von ihrer zelluliren Umgebung, der
Stammzellnische, bestimmt. Diese besteht unter anderem aus Stroma- und Endothelzellen,
Osteoblasten und Adipozyten (Rieger und Schroeder, 2007). Die pluripotente Stammzelle
entwickelt sich wahrscheinlich zu einer bipotentiellen Vorlaufer-Zwischenzelle und bildet
biklonale Kolonien. Diese sind zusammengesetzt aus megakaryozytdren und erythroiden
Zellen. Daraus entwickelt sich nun die determinierte oder unipotente Vorlduferzelle (Michelson,

2012).

Die diploiden Vorldufer-Zwischenzellen, die zu der megakaryozytéren Linie gehdren, werden
basierend auf ihrer funktionellen Eigenschaft in zwei Kategorien eingeteilt. Zum einen gibt es

mit der ,,megakaryocyte burst-forming cell* eine primitive Vorlduferzelle, die sich aus einer



gemischten Linie bipotentieller erythroider und megakaryozytirer Zellen entwickelt. Von der
Morphologie dhnelt sie eher einem kleinen Lymphozyten als einem reifen Megakaryozyten. Sie
besitzt eine hohe Proliferationskapazitit und bildet grole Megakaryozyten-Kolonien. Unter
entsprechenden Kulturbedingungen kann eine ,,megakaryocytic burst-forming cell* innerhalb

einer Woche 40 bis 500 Megakaryozyten hervorbringen (Michelson, 2012).

Die zweite Kategorie beinhaltet die ,,colony-forming cell*“. Hierbei handelt es sich um einen
reiferen Megakaryozyten-Vorlaufer, welcher eine Kolonie von 30 bis 50 reifen Megakaryozyten

bildet, die in ihrem Proliferationspotential variieren (Michelson, 2012).

Den néchsten Entwicklungsschritt bildet der Promegakaryoblast, der erste morphologisch
erkennbare Megakaryozytenvorldufer im Knochenmark, mit einem Durchmesser von 10 pm.
Darauf folgen der Megakaryoblast, der Promegakaryozyt und schlieflich der Megakaryozyt.
Eine andere Bezeichnung fiir den Megakaryoblast ist Stufe [ Megakaryozyt. Er ist eine 15 — 50
pum grofle, reifere Zelle mit einem nierenformigen Nukleus, der einen verdoppelten
Chromosomensatz enthidlt (4N) und einen GroBteil der Zelle ausmacht. Er besitzt viele
Ribosomen, wihrend es ihm zu diesem Zeitpunkt noch an Granula fehlt. Weiterhin ist er durch
die blasenbildende Zytoplasmamembran ausgezeichnet und Acetylcholinesterase-positiv. Der
20 bis 80 pm groBe Promegakaryozyt oder Stufe II Megakaryozyt enthdlt nun Granula. Sein
Plasma ist weniger basophil (Michelson, 2012). Wéhrend dieser Entwicklung wandert der
Megakaryozyt in Richtung der vendsen Sinus. Zudem werden die Vorstufen des
Megakaryozyten immer grof3er bis der Megakaryozyt mit bis zu 150 um schlieflich die grof3te
Zelle des Knochenmarks darstellt. Es vergehen vier bis fiinf Tage von der Entwicklung des

Megakaryozyten bis zur Freisetzung neuer Thrombozyten (Weiss und Wardrop, 2010a).

Alle Stadien der Megakaryozyten-Entwicklung werden von Thrombopoetin beeinflusst.
Hauptsichlich wird es in der Leber gebildet, aber auch in der Niere und den Stromazellen des
Knochenmarks wird es produziert (Weiss und Wardrop, 2010b). Das Hormon ist der
hauptsdchliche Regulator der Thrombopoese. Das Thrombopoetin—Thrombopoetinrezeptor-
System ist insgesamt verantwortlich fiir den Erhalt der Thrombozytenmasse. Die
Thrombopoetinrezeptoren der Thrombozyten binden Thrombopoetin mit hoher Affinitét,
worauthin es internalisiert und abgebaut wird. Bei Thrombozytopenie ist vermehrt freies
Thrombopoetin im Blut vorhanden, das die Thrombopoese stimuliert (Weiss und Wardrop,
2010a). Vor der Polyploidie werden die frithen Stadien der Megakaryozyten-Entwicklung
zusétzlich von IL-3 (Interleukin 3) gesteuert. Zudem spielen IL-6, IL-11 und SCF (stem cell

factor) eine Rolle. Sie wirken jedoch nur in Verbindung mit Thrombopoetin und IL-3



(Michelson, 2012). Weitere Faktoren bei der Thrombopoese sind IL-1, IL-12, GM- CSF
(granulocyte-monocyte colony stimulating factor), Erythropoetin und der leukemia inhibitory

factor (Weiss und Wardrop, 2010a).

Der Megakaryozyt zeichnet sich durch seine Polyploidie aus, auf die er bei der
Thrombozytenbildung angewiesen ist. Hierbei kommt es zu DNA (desoxyribonucleic acid)-
Replikationen, ohne dass sich die Zelle teilt. Es sind zwei bis sechs Zyklen der Replikation
moglich. Meist werden jedoch beim Menschen drei Replikationsvorgénge durchlaufen
(Michelson, 2012). Beim Hund sind es in der Regel vier Durchgédnge, was zu einem 32-fachen
Chromosomensatz fiihrt. Die Polyploidie des Megakaryozyten korreliert mit der Anzahl an
Thrombozyten, die er spéter produzieren wird (Weiss und Wardrop, 2010b). Der Endomitose
fehlt nicht die komplette Mitose. Diese wird vielmehr frithzeitig beendet und es kommt zu
einem Stillstand vor der Anaphase B. Wihrend der Polyploidisierung bricht die Kernhiille auf
und es bildet sich eine verdnderte mitotische Spindel mit zahlreichen Polen. Hierbei findet keine

vollstindige Trennung der Tochterchromosomen statt (Michelson, 2012).

Nach Abschluss der Endomitose beginnt die zytoplasmatische Reifung des Megakaryozyten.
Hierbei fiillt sich das Zytoplasma mit fiir Thrombozyten spezifischen Proteinen, Organellen und
Membran-Systemen, die fiir die  Thrombozytenbildung  bendtigt  werden.
Elektronenmikroskopisch lassen sich jetzt ausgepréigte Strukturen erkennen. Dazu gehoren das
demarkierendes Membransystem, das dichte tubuldre System und die Granulabildung

(Michelson, 2012).

Das DMS der Megakaryozyten ist ein Netzwerk von Membrankanilen aus abgeflachten
Zisternen und Tubuli. Es kommt schon in Promegakaryozyten vor, ist aber am
offensichtlichsten in reifen Megakaryozyten. Bei diesen durchsetzt es das Zytoplasma mit
Ausnahme des dufleren kortikalen Zytoplasmas. Das DMS soll sich von Invaginationen der
Megakaryozytenplasmamembran ableiten und steht in Kontakt mit dem extrazelluldren Milieu.
Seine urspriinglich angenommene Funktion war das Vorformen von ,platelet territories®
innerhalb des Megakaryozytenplasmas. Aktuell geht man davon aus, dass es eine Membran-

Reserve fiir Thrombozytenausbildung und -erweiterung darstellt (Michelson, 2012).

Es wird angenommen, dass das dichte Tubulussystem der Ort der Prostaglandinsynthese in
Thrombozyten ist. Es scheint im Gegensatz zum DMS nicht in Kontakt mit der &dufleren

Umgebung zu stehen.



Die Bildung der Granula charakterisiert die Megakaryozytenreifung. Die a-Granula kommen
hierbei am héufigsten vor. Sie enthalten Proteine, die fiir die Adhdsion der Thrombozyten
wihrend der Gefélreparatur essenziell sind. Thr Durchmesser betrigt 200 bis 500 nm. Sie sind
von kugeliger Form mit einem zentralen dunklen Innenteil und entspringen dem Trans-Golgi-
Apparat. o-Granula enthalten endogen vom Golgi-Apparat synthetisierte Stoffe wie den
Plateletfaktor 4, B-Thromboglobulin und den Von-Willebrand-Faktor. Diese sind in den
Megakaryozyten enthalten, bevor Endozytoseproteine wie Fibrinogen aufgenommen werden.
Zusatzlich sind Integrin a2bf3, P-Selektin (CD62P) und CD36 enthalten (Michelson, 2012).
Ein Zwischenprodukt oder Sortierkompartiment bei der Reifung von a-Granula und dichten
Granula scheinen die ,,multivesicular bodies‘ zu sein. Sie enthalten den Von-Willebrand-Faktor,
B-Thromboglobulin, P-Selektin und CD63. Diese Granula beinhalten zunéchst 30 bis 70 nm
grof3e Vesikel und entwickeln sich dann zu Granula mit iberwiegend dichtem Material.

Dichte Granula sind ungefdhr 250 nm grofl und weisen einen elektronenmikroskopisch
sichtbaren elektronendichten Innenteil auf. Zudem beinhalten sie hdmostatisch aktive
Substanzen  wie  Serotonin, Katecholamine, ADP  (Adenosindiphosphat), ATP
(Adenosintriphosphat) und Calcium (Michelson, 2012).

Zur Thrombozytenbildung existieren verschiedene Modelle, die mittels Thrombopoetin
erforscht werden. Dieses Zytokin bindet an den megakaryozytenspezifischen Rezeptor c-MPL
und begiinstigt Wachstum und Entwicklung der Megakaryozytenausldufer. Die Theorie der
Thrombozyten-Knospung als Ursprung der Thrombozyten ist mittlerweile widerlegt, da die
beobachteten Knospen keinerlei Organellen enthalten und eventuell mit der
Pseudopodienbildung der Megakaryozyten, die fiir die anfidngliche Phase der Proplatelet-
Bildung typisch ist, verwechselt wurden (Michelson, 2012).

Die zweite These ist die der Thrombozytenbildung mittels zytoplasmatischer Fragmentation
durch das demarkierende Membransystem. Hierbei sollen sich zwischen den entstehenden
Feldern DMS-Zerfallslinien bilden. Aus den so abgetrennten Territorien sollen sich die
Thrombozyten entwickeln. Fiir diese Theorie gibt es einige Gegenargumente wie die fehlende
strukturelle Ahnlichkeit zwischen den Feldern und Thrombozyten. Diese besitzen
beispielsweise keine marginalen Mikrotubuli-Biindel, die fiir Thrombozyten allerdings typisch

sind (Michelson, 2012).

Ein anderes Modell beschreibt die Thrombopoese iiber den Zwischenschritt der Proplatelets.
Proplatelets sind lange (bis zu Millimeter lange) diinne zytoplasmatische Ausldufer, die von

Megakaryozyten ausstrahlen. Charakterisiert sind sie durch multiple thrombozytengrof3e



Schwellungen, welche durch diinne Zytoplasmabriicken verbunden sind. Man geht davon aus,
dass es sich hierbei um intermediire Strukturen beim Ubergang vom
Megakaryozytenbestandteil zum Thrombozyten handelt. Aktuelle Beweise unterstiitzen ein
modifiziertes Proplatelet-Modell. Zum einen ergibt die Reifung von Proplatelets
Thrombozyten, die strukturell und funktionell den Thrombozyten des Blutes dhnlich sind.
AuBerdem entwickeln Megakaryozyten Ausliufer, die in die Sinus des Knochenmarks ziehen,
und dartiber Proplatelets in den Kreislauf entlassen. Man geht davon aus, dass sie hier weiter in
einzelne Thrombozyten fragmentiert werden. Einen Beweis liefern Versuche an bestimmten
Knock-out-Méausen, denen zwei himatopoetische Transkriptionsfaktoren fehlen. Infolgedessen
konnen ihre Megakaryozyten in Kultur keine Proplatelets ausbilden. Die Miuse zeigen eine

schwere Thrombozytopenie (Michelson, 2012).

2.1.2 Proplatelet-Morphogenese

Erforscht wurde die Thrombozyten-Morphogenese zunédchst an Megakaryozyten in Kultur.
Hier wurde beobachtet, dass die Megakaryozyten Ausldufer entwickeln, in die fiir
Thrombozyten typische Organellen und Granula transportiert werden. Die Umstrukturierung
des Plasmas dauert vier bis zehn Stunden. Die zundchst dicken Auslaufer beugen und
verzweigen sich, reduzieren ihren Durchmesser auf zwei bis vier pum und verldngern sich mit
einer durchschnittlichen Geschwindigkeit von 0,85 pum/Minute. Sie entwickeln sich zu
perlschnurartigen Proplatelets, bestehend aus thrombozytengrofen Verdickungen, die nun
lediglich tiber diinne Zytoplasmabriicken miteinander verbunden sind. Die beschriebene
Proplatelet-Bildung beginnt an einem Pol des Megakaryozyten mit einer Auffidelung des
Plasmas und wird als Erosion beschrieben. Der Prozess schreitet so lange fort, bis der nackte
Kern des Megakaryozyten von lauter aus Proplatelets bestehenden Verzweigungen umgeben ist
(Michelson, 2012). SchlieBlich zieht sich der residuale Megakaryozyt rasch zuriick, entlésst die
Proplatelets und geht selbst in Apoptose iiber (Weiss und Wardrop, 2010b). Durch Ruptur der
Zytoplasmabriicken zwischen den thrombozytengrolen Verdickungen der Proplatelets

gelangen einzelne Thrombozyten in den Blutkreislauf (Michelson, 2012).

Das Zytoskelett des reifen Thrombozyten ist verantwortlich flir die Aufrechterhaltung der

diskoiden Form des ruhenden Thrombozyten und fiir die Forménderung bei Aktivierung.

10



Dieselben  Zytoskelettproteine  ermdglichen  die  Formédnderung  wéhrend  der
Megakaryozytenreifung. Eine entscheidende Rolle bei der Thrombozytenbildung spielen Aktin
und Tubulin. Beim jungen Megakaryozyten, der noch keine Proplatelets bildet, sind die
Mikrotubuli in der Zellmitte angeordnet und schrauben sich von hier nach auflen. Beginnt nun
die Proplatelet-Bildung werden vermehrt Mikrotubuli zusammengebaut und verdichten sich in
der kortikalen Zone. Beginnen die Proplatelets mit der Verldngerung, ziehen auch die
Mikrotubuli in sie hinein. Zur Spitze hin wird das Mikrotubuligeriist dabei immer schlanker.
Die Mikrotubuli besitzen ein Minus- und ein Plus-Ende und verldngern sich zu beiden Seiten
hin. An der Spitze der Ausldufer biegen sie sich um und formen nur hier eine Schlingen- oder
Tranenform. Somit existiert die fiir Thrombozyten typische kortikale Mikrotubuli-Anordnung
nur in jenen Proplatelets, die sich an den Spitzen der Ausldufer befinden. Und nur hier werden
reife Thrombozyten gebildet. Fiir diese Bildung ist auch das Verzweigen und Beugen der
Proplatelets nétig, welches wiederum von Aktin abhingig ist. Zusétzlich scheint hier auch der
molekulare Motor Myosin eine Rolle zu spielen. Eine Mutation im nichtmuskulédren Myosin
fithrt zum Beispiel bei der May-Hegglin-Anomalie des Menschen zu einer Thrombozytopenie
in Kombination mit riesigen Thrombozyten. Ebenso hingt die Proplateletbildung von Dynein
ab, was das Gleiten der Mikrotubuli erméglicht und eine Schliisselrolle bei der Proplatelet-
Verldngerung zu spielen scheint. Auch gibt es Anzeichen, dass Spektrin neben der Bildung des
demarkierenden Membransystems wichtig flir die Erhaltung der Proplatelet-Struktur ist

(Michelson, 2012).

Auller der beschriebenen Verldngerung ermdglichen Mikrotubuli ebenfalls den Transport von
Organellen, Membranen und Granula bei der Transformation des Megakaryozytenplasmas.
Zum einen scheint Kinesin die Organellen entlang der Mikrotubuli zu bewegen. Zum anderen
gleiten die Mikrotubuli bidirektional aneinander vorbei und sorgen so fiir einen indirekten
Transport. Erreichen die Organellen und Granula die Spitze der Ausldufer, werden sie hier
eingefangen und in die sich bildenden Thrombozyten verpackt (Michelson, 2012). Zusitzlich
gelangen die flir die Proteinsynthese nétigen SpleiBosome und pre-mRNAs (precursor-

messenger-ribonucleic acid) in diese Pakete (Weiss und Wardrop, 2010b).

In vivo wandert der Megakaryozyt wihrend seiner Reifung in Richtung der vendsen Sinus.
SchlieBlich befindet er sich im extravaskuliren Raum auf der abluminalen Seite der
Sinusendothelzellen (Weiss und Wardrop, 2010b). Mittels zusétzlicher organellenfreier
Ausléaufer ist er im Endothel verankert und entldsst die beschriebenen perlschnurférmigen
Proplateletverlingerungen in das Lumen der Sinusoide. So gelangen die Proplatelets in die

Blutbahn (Michelson, 2012).
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Bei kultivierten Mausmegakaryozyten werden die Proplatelets beim Riickzug des verbliebenen
Megakaryozyten in Ketten entlassen. Diese Ketten bestehen aus aneinandergereihten
thrombozytengrofen Partikeln. Die Mikrotubuli ziehen in dicken linearen Reihen iiber die
Lange dieses Proplateletausldufers entlang bis hin zur Spitze. An diesem Ende eines jeden
Proplatelets vollzieht sich die Reifung, bei der sich die Mikrotubuli des Schaftes in den sich
gerade ablosenden thrombozytendhnlichen Partikeln zu Ringen organisieren. Diese ringférmige
Anordnung &hnelt denen der Thrombozyten im Blutkreislauf. In Kultur bleiben jedoch viele
Proplatelets iiber Zytoplasmafdden miteinander verbunden oder es bilden sich hantelformige

Paarstrukturen (Michelson, 2012).

Die Entlassung der Megakaryozytenfragmente wurde bereits intravital mittels Fluoreszenz-
Mikroskopie dargestellt (Junt et al., 2007). Hier wurde jedoch beobachtet, dass die entlassenen
Fragmente groBer als Thrombozyten sind. Daher wird vermutet, dass sich ihre Entwicklung in

der Blutbahn fortsetzt (Michelson, 2012).

Hinsichtlich der Theorie, dass Thrombopoese zumindest teilweise oder final im Blut ablauft,
gibt es verschiedene Uberlegungen. Megakaryozyten entstehen, wie oben beschrieben, im
Knochenmark. Da sie dieses verlassen konnen, konnte eine Thrombozytenbildung auch
auflerhalb des Knochenmarks ablaufen. Stadien der Thrombopoese wurden zudem in Lunge
und Blut gefunden. Auch in vitro bilden Megakaryozyten Proplatelets aus. Die Bildung von
Thrombozyten in Kultur scheint jedoch hinsichtlich ihrer Effizienz nicht an die im
Knochenmark heranzureichen. Von daher ist davon auszugehen, dass sie durch die Zell-Zell-
Kontakte, die endothelialen zellspezifischen Adhéisionsmolekiile und Zytokine des
Knochenmarks beeinflusst wird. Es existiert jedoch die Theorie, dass die letzten Stufen der
Thrombopoese ausschlieflich im Blutstrom ablaufen. Dafiir spricht das Vorkommen von
Megakaryozyten und ihren Ausldufern im Blut. Diese Fragmente konnen im Blutplasma 5 bis
20 % der Thrombozytenmasse ausmachen. Werden die Fragmente isoliert, so verlangern sie
sich, zeigen dabei das fiir die Thrombopoese typische Kriimmen und teilen sich schlief8lich. Es
entstehen diskoide Strukturen, die Thrombozytenketten dhneln. Lauft die Thrombopoese in
vitro ab, bleiben viele der thrombozytengroBen Partikel iiber Zytoplasmabriicken verbunden.
Es wird vermutet, dass die Scherkrdfte im Blut oder ein hier vorliegender unentdeckter
Teilungsfaktor fiir die Trennung der Proplatelets in einzelne Thrombozyten notwendig sind

(Michelson, 2012).

Fiir die These der Thrombozytenbildung in der Lunge sprechen Funde von sich in den

Lungengefden befindenden Megakaryozyten. Aullerdem verringert sich die Zahl der
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Megakaryozyten nach Lungenpassage, wihrend die Thrombozytenzahl steigt. Dariiber hinaus
konnten die Scherkrifte in den Lungenkapillaren zu dem oben erwidhnten Zerreiflen der
Plasmabriicken zwischen den thrombozytengroen Partikeln fithren. Die Theorie der

Thrombopoese in der Lunge bleibt jedoch aktuell noch ungeklért (Michelson, 2012).

Passend zur Theorie der im Blutkreislauf fortgesetzten Thrombopoese wurden in humanem und
murinem Blut thrombozytendhnliche Strukturen gefunden, aus denen durch Formverdnderung
jeweils mindestens zwei Thrombozyten entstehen (Schwertz et al., 2010; Thon et al., 2010;
Thon et al., 2012). Wahrend Schwertz et al. sich in ihrer Arbeit nicht festlegen, ob diese Objekte
eine Zwischenstufe zwischen den von Megakaryozyten entlassenen Proplatelets und den
vollstindig entwickelten Thrombozyten darstellen, stufen Thon et al. sie als eine solche
Zwischenstufe ein. Sie isolierten sogenannte zirkuldre Preplatelets und hantelformige
Proplatelets aus Megakaryozytenkulturen (Thon et al., 2010). Diese beiden
Thrombozytenvorldufer, Preplatelets und hantelformige Proplatelets, entstehen laut Thon et al.
durch die Teilung der langen, von Megakaryozyten entlassenen Proplatelets. Preplatelets sind
anukleédre diskoide Strukturen mit einem Durchmesser von 3 — 10 um (Thon et al., 2012). Sie
weisen dicke randstindige Mikrotubuli-Biindel auf und besitzen die Féhigkeit, sich reversibel
zu hantelformigen Proplatelets umzuformen (Thon et al., 2010). Zu dieser Umformung sind
lediglich Preplatelets von einer Grofle zwischen 3 — 10 um im Stande. Durch das
Zusammenspiel von peripheren Mikrotubuli-Biindeln und dem Druck der aufenliegenden
Aktin-Myosin-Spektrin-Rinde wird die strukturelle Verdnderung moglich (Thon et al., 2012).
Hierbei bildet sich aus der zirkuldren Struktur ein langliches Gebilde. Die mittig gelegenen
Mikrotubuli drehen sich nun um sich selbst und verbinden sich an ithrem Drehpunkt. So bildet
sich eine diinne Zytoplasmabriicke mit einer zentralen Einschniirung zwischen zwei
trinenformigen thrombozytengroBen Mikrotubulischlingen. Letztendlich ergeben sich hierbei
zwei in Hantelform miteinander verbundene Zellkérper, wodurch sich der englische Name
,barbell proplatelet erklart. Wird jedoch in Versuchen der Mikrotubulibau verhindert, wird
auch die Entwicklung vom Preplatelet hin zu hantelférmigen Proplatelets gestoppt, was die
entscheidende Rolle der Mikrotubuli bei diesem Prozess zeigt. Beide Pole der hantelférmigen
Proplatelets enthalten Organellen wie dichte Granula und a-Granula, die zudem zwischen den
beiden Polen umher wandern. Abschlieend spaltet sich die Zytoplasmabriicke an ihrer
zentralen Mikrotubuliwindung. Thre Enden schnellen zu dem jeweiligen Tochterfragment
zuriick und es werden zwei einzelne Strukturen frei (Thon et al., 2010). Die entstehenden
Objekte sind strukturell nicht von Thrombozyten zu unterscheiden und zudem funktionsféhig

(Schwertz et al., 2010). In humanem Blut wurde ein Anteil von 3,63 % der zirkuldren
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Preplatelets an der gesamten Thrombozytenpopulation mittels eines Laser-Scan-Zytometrie-
Assays gemessen. Der Anteil der hantelférmigen Proplatelets an der Thrombozytenpopulation
betrug 0,05 % (Thon et al., 2012). In vitro wurde von Schwertz et al. nach sechsstiindiger Kultur
eine relative Zahl von ca. 5 % an Zellen mit thrombozytendhnlichen Auslidufern gefunden
(Schwertz et al., 2010). Der im Vergleich sehr viel niedrigere Anteil der hantelformigen
Proplatelets in vivo ldsst sich anhand der im Blutstrom wirkenden Scherkrifte erklaren. Unter
dem Einfluss von Scherkriften verschiebt sich rasch das Verhiltnis von Proplatelets hin zu
Thrombozyten, was fiir einen beschleunigten Zerfall der Proplatelets in Thrombozyten spricht
(Thon et al., 2010). Es liegt der Schluss nahe, dass in vivo hantelférmige Proplatelets rasch

nach ihrer Entstehung aus Preplatelets in einzelne Thrombozyten getrennt werden.

2.2 Allgemeines zu retikulierten Thrombozyten

Retikulierte oder auch juvenile Thrombozyten sind das Pendant zu den Retikulozyten der
Erythrozyten und stellen die frisch aus dem Knochenmark entlassene Population der
Thrombozyten dar. Sie sollen eine Messgrofle zur Beurteilung der Regenerationsfahigkeit des

Knochenmarks bei einer Thrombopenie liefern.

Diese These wird durch die Beobachtungen von Kienast et al. bekriftigt. Sie zeigten beim
Menschen, dass der prozentuale Anteil der retikulierten Thrombozyten im Blut mit der Anzahl
an Megakaryozyten im Knochenmark korreliert. Thrombozytopenische Patienten, deren
Megakaryozytenzahl normal bis erhoht war, wiesen hier auch erhdhte prozentuale r-PLT-Zahlen
auf. Die Thrombozytenpopulation der Patienten, deren Knochenmark reduziert
Megakaryozyten enthielt, besal entsprechend keinen erhohten r-PLT-Anteil. Es féllt jedoch auf,
dass bei Patienten mit erhohten Megakaryozytenzahlen sowie erhdhten prozentualen r-PLT-
Zahlen die absoluten r-PLT-Zahlen im Mittel trotzdem etwas erniedrigt waren (Kienast und
Schmitz, 1990). Dieses Phdnomen kann damit erklart werden, dass bei einem erhohten
Verbrauch an Thrombozyten die gesamte Population vermindert wird und somit auch die jungen
Thrombozyten betroffen sind. Demzufolge sinkt auch deren absolute Anzahl. Dies kann bei
sehr niedrigen r-PLT-Zahlen der Fall sein. Hierbei weist eine geringe absolute r-PLT-Zahl nicht
zwingend auf eine verminderte Thrombopoese hin, da die retikulierten Thrombozyten

moglicherweise nicht lange genug leben, um nachgewiesen zu werden (Ault et al., 1992).
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Betrachtet man die Thrombozytenzahl und den prozentualen r-PLT-Gehalt im Zusammenhang,
so fdllt auf, dass sich die Zahlen von adulten und retikulierten Thrombozyten zueinander
gegenldufig verhalten (Ault et al., 1992; Briggs et al., 2004). Dies trifft beim Hund ebenfalls zu
(Pankraz et al., 2009). Hanahachi et al. fordern sogar, beim Hund diese beiden Werte im
Zusammenhang zu interpretieren, da sie stets gegenldufig sein sollten (Hanahachi et al., 2001).
Bei Blutbildern von Hunden, wie auch bei denen von Mensch und Maus konnte beobachtet
werden, dass ein Anstieg der Fraktion der retikulierten Thrombozyten einer Zunahme der
Thrombozytenzahl voraus geht (Ault et al., 1992; Briggs et al., 2004; Kickler et al., 2006;
Zucker et al., 2006; Pankraz et al., 2009). Wéhrend dann die Thrombozytenzahl zunimmt, fallt
zeitgleich der prozentuale r-PLT-Wert wieder ab (Pankraz et al., 2009). Dies scheint der Fall zu
sein, wenn die ehemals jungen Thrombozyten nun zu den adulten Zellen gezéhlt werden. Fiir
den Hund wurde in der Tat ebenfalls gezeigt, dass die mithilfe von Thiazol Orange gefarbten
und mittels Durchflusszytometrie bestimmten retikulierten Thrombozyten unter 24 Stunden alt
sind und nach dieser Zeit anscheinend in den Pool der adulten Thrombozyten libergehen. Dazu
wurde in der betreffenden Studie die sich aktuell im Blut befindende Thrombozyten-Population
eines Hundes in vivo mittels Biotin markiert. Eine darauf folgende durchflusszytometrische
Auswertung der Blutprobe mit Thiazol Orange zeigte die darin enthaltene Population der
juvenilen Thrombozyten. Innerhalb von 24 Stunden verschwand die Population der mit Thiazol
Orange und Biotin markierten Zellen und wurde durch eine neue r-PLT-Population ersetzt, die
zwar Thiazol-Orange-positiv, aber nun nicht biotinmarkiert und somit neu gebildet war (Dale

et al., 1995).

Ein weiterer deutlicher Hinweis fiir die Aussagekraft der r-PLT-Messung sind die
Beobachtungen bei der Gabe von MGDF (megakaryocyte growth and development factor).
Humanen Patienten wurde MGDF, eine rekombinante Form von Thrombopoetin, verabreicht
(O'Malley et al., 1996). Der Einfluss von Thrombopoetin auf die Megakaryozyten ist bereits
bekannt (Michelson, 2012). Nach dreitdgiger Behandlung mit MGDF war bei den Behandelten
eine deutliche Erhohung der retikulierten Thrombozyten festzustellen. Dieser Erhohung
wiederum folgte der schon beschriebene Anstieg der Thrombozytenzahl (O'Malley et al., 1996).
Auch Zucker et al. beschrieben die Korrelation der Thrombopoetinwerte mit der IPF (immature

platelet fraction) (Zucker et al., 2006).

Die frisch ins Blut entlassene Generation der Thrombozyten ist zudem aktiver, verglichen mit
den élteren Thrombozyten des Blutes. Nach Aktivierung mit Thrombin zeigen die jiingeren, neu
gebildeten Thrombozyten des Hundes im Vergleich eine auffallend gesteigerte Aktivitit (Peng
et al., 1994). Ihre Biosynthese ist gegeniiber adulten Thrombozyten sogar zehnfach erhoht, wie
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fiir den Menschen demonstriert wurde (Kieffer et al., 1987). Diese beiden Punkte, Aktivierung
und Biosynthese, stehen in einem engen Zusammenhang miteinander. Zwar enthalten
Thrombozyten keinen Zellkern, doch scheinen sie durchaus zur Proteinsynthese befdhigt zu
sein. Bei vergleichender Untersuchung ihres Transkriptoms und ihrer Proteine, wurde fiir 69 %
der Sekretionsproteine die iibereinstimmende mRNA gefunden (McRedmond et al., 2004).
Diese RNA (ribonucleic acid) ist unabhédngig von der Aktivitit der Thrombozyten, das heif3t,
sie ist bei aktivierten und ruhenden Zellen identisch. Die aktivierten Blutplédttchen bilden mittels
der mRNA jedoch Proteine (Lindemann et al., 2001). Diese Translation konnte in Versuchen
durch Thrombin induziert werden. Die so aktivierten Thrombozyten synthetisierten Bcl-3, ein
Mitglied der IkB-a-Familie der regulatorischen Proteine (Weyrich et al., 1998). Der Vorgang
der Translation von Bcl-3 in den Thrombin-aktivierten Thrombozyten ist von dem Integrin
amPs abhidngig (Pabla et al., 1999). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass speziell
markierte Aminosduren zusétzlich in andere Proteine eingebaut wurden, was einen weiteren
Beleg fiir die Proteinbiosynthese in Thrombozyten darstellt (Weyrich et al., 1998). In einer
anderen Studie wurden Blutpléttchen mithilfe von Thrombin, ADP, Kollagen oder Epinephrin
aktiviert, worauthin sie ebenfalls mit Translation reagierten und deutlich mehr IL-1f bildeten

(Lindemann et al., 2001).

Ein weiterer Unterschied zwischen jungen und alten Thrombozyten ist der den ersteren eigene
Schutz vor Apoptose. Die genetische Programmierung der Thrombozyten beinhaltet ihr Sterben
durch Apoptose, die durch das proapoptotische Bak kontrolliert wird. Dessen Gegenspieler ist
Bcl-xL, ein Mitglied der Bcl-2-Protein-Familie. Junge Blutpléttchen enthalten mehr Bel-xL. Da
dieses die proapoptotische Aktivitdt hemmt, sind die jungen Zellen so vor Apoptose geschiitzt.
Mit der Zellalterung nimmt jedoch die Bcl-xL-Konzentration ab und es kommt zur Apoptose.
Dies wurde gezeigt, indem genetisch oder medikamentds die Bcl-xL-Funktion gemindert
wurde. Méuse ohne funktionierendes Bcl-xL weisen einen erhohten Thrombozytenumsatz auf,
was zu einem erhohten Anteil von retikulierten Thrombozyten an der gesamten Population

fiihrt. Bel-xL stellt also den Schutz vor frithzeitiger Apoptose sicher (Mason et al., 2007).

Die Moglichkeit, anhand der r-PLT-Zahl Riickschliisse auf die Thrombogenese zu ziehen, wird
primér bei Thrombopenien genutzt. Mittlerweile wurde die Aussagefdhigkeit der retikulierten
Thrombozyten auch in anderen Fragestellungen entdeckt. Ein weiterer zusétzlicher
Einsatzbereich fiir die Messung der retikulierten Thrombozyten ist die Sepsis-Fritherkennung.
De Blasi et al. zeigten, dass bei humanen Patienten, die bei ihrer Authahme auf die ICU
(intensive care unit) keine Sepsis zeigten, die IPF ansteigt, noch bevor eine Sepsis manifest

wird (De Blasi et al., 2012). Die Erhohung der IPF stand in einem signifikanten Zusammenhang
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zu dem positiven Ergebnis der Blutkultur, wie Di Mario et al. darstellten. Sie legten
Blutkulturen von Patienten mit Verdacht auf Sepsis, einer Korpertemperatur iiber 38°C,
Neutrophilie und normalen bis erhohten Thrombozytenzahlen an. Die IPF war bei Patienten mit
positiver Blutkultur signifikant héher verglichen mit der IPF bei Patienten, deren Blutkultur
negativ war. Die IPF eignet sich somit als Marker zur frithzeitigen Erkennung einer Sepsis und

erlaubt ein rasches Handeln, bevor das Ergebnis der Blutkultur vorliegt (Di Mario et al., 2009).

Guthikonda et al. demonstrierten fiir den Menschen, dass eine erhohte IPF mit einer
gesteigerten Aspirinresistenz sowie hoheren COX-2- (Cyclooxygenase-2) und Serum-
Thromboxan-B2-Werten gekoppelt ist. Dieses offensichtlich verminderte Ansprechen auf
Aspirin kann durch nichtinhibierte COX-1 und COX-2 bedingt sein (Guthikonda et al., 2007).
Auch Cesari et al. stiefen in ihrer Studie auf eine signifikante Korrelation zwischen dem Anteil
retikulierter Thrombozyten und dem Vorliegen von RPR (residual platelet reactivity). Die
erhohte RPR trotz dualer Antiplatelet-Therapie bei Patienten, die an akutem Koronarsydrom
leiden, wurde hier zusammen mit einer Erhohung des r-PLT-Werts beobachtet. Unklar ist noch,
ob das vermehrte Vorkommen der r-PLT die erhohte RPR auch bedingt. Dies konnte auch hier
durch die bei diesen jungen Thrombozyten noch ungehemmte COX-1- und COX-2-Aktivitét

verursacht sein (Cesari et al., 2008).

2.3 Die Messung retikulierter Thrombozyten

Ingram und Coopersmith beschrieben als erste das Vorkommen retikulierter Thrombozyten,
nachdem sie diese Zellen bei Hunden nach akutem Blutverlust feststellten. Wahrend Ingram
und Coopersmith retikulierte Thrombozyten noch wunter Zuhilfenahme von mit
Neumethylenblau gefarbten Blutausstrichen untersuchten, setzte sich durch Kienast und
Schmitz die durchflusszytometrische Bestimmung der retikulierten Thrombozyten durch
(Ingram und Coopersmith, 1969; Kienast und Schmitz, 1990). Sie beschrieben das Anfarben
mit Thiazol Orange, das schon gute Ergebnisse bei der Retikulozytenbestimmung lieferte (Lee
et al., 1986). Diese Féarbung dringt in die Zellen ein, ohne dass eine Vorbehandlung nétig ist,
und bindet an RNA und DNA. Dadurch kommt es zu einem deutlichen Anstieg der Fluoreszenz.

Thiazol Orange absorbiert und emittiert Wellenldngen im Bereich von 509 bis 533 nm. Durch
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den hohen RNA-Gehalt der retikulierten Thrombozyten lassen sich diese mittels Thiazol

Orange markieren.

Doch gibt es viele sich widersprechende Angaben bezliglich der RNA-spezifischen Anfarbung
mit Thiazol Orange bei Thrombozyten. Mehrere Versuche haben gezeigt, dass die Farbung
durch den Einsatz von RNAse zum grofiten Teil wieder aufgehoben wird und folglich den
RNA-Gehalt anzeigt (Dale et al., 1995; Salvagno et al., 2006). Andere Autoren wiederum gehen
von einem zusatzlichen Anférben der in den dichten Granula enthaltenen ADP mit Thiazol
Orange aus (Ault et al., 1992; Harrison et al., 1997). Entgegen den von Salvagno et al. mit
TRAP (thrombin receptor activating peptide) erzielten Ergebnissen wurde von Robinson et al.
beschrieben, dass fast die Hélfte des Thiazol-Orange-Signals durch Thrombozytenaktivierung
mittels TRAP aufgehoben werden konnte (Salvagno et al., 2006). Dieses Level war &hnlich bei
Patienten mit einem Defekt der dichten Granula (Robinson et al., 1998). Zusétzlich zu dieser
Diskrepanz  kommt es zu erheblichen Unterschieden in den Referenzwerten bei
unterschiedlichen Farbemethoden mit Thiazol Orange (Schmitz et al., 1998). Eine Erklarung
hierfir kann das Benutzen einer grélReren Thiazol-Orange-Menge oder eine langere Einwirkzeit
sein (Harrison et al., 1997). Tatséchlich ist die Thiazol-Orange-Féarbung der retikulierten
Thrombozyten sowohl zeit- als auch konzentrationsabhéngig. Eine hohe Thiazol-Orange-
Konzentration sowie eine Inkubationszeit tber 2,5 Stunden fiihren zu inakzeptabel hohen
prozentualen Werten der retikulierten Thrombozyten. Dies kann auf ein unspezifisches
Anfarben der dichten Granula oder anderer Zellkompartimente zuriickzufiihren sein (Kienast
und Schmitz, 1990). Dass bei einer passenden Methode der Grad der Anfarbung unabhéngig
von den dichten Granula ist, zeigt ein Versuch von Joseph et al. Hierbei wurden keinerlei
Verdnderungen der r-PLT-Werte zwischen aktivierten und nicht aktivierten Thrombozyten
festgestellt (Joseph et al., 1998). Weitere Unterschiede, die zu einer Diskrepanz in den
Messwerten fiuhren konnen, liegen eventuell an den verwendeten Antikoagulantien, der
Bezugsquelle der Reagenzien, der Datenanalyse oder der Interpretation der Ergebnisse
(Harrison et al., 1997). Gerade zu Beginn der Technik gab es grof3e Probleme, die Farbung von
retikulierten Thrombozyten mit Thiazol Orange zu standardisieren (Harrison und Goodall,
2008).

Eine weitere Hurde in der alleinigen Verwendung von Thiazol Orange liegt in der Trennung
der r-PLT-Population von der Retikulozytenpopulation und fihrt daher zu eventuell
fehlerhaften Messergebnissen (Ivory et al., 2007). Um dies zu vermeiden, wird oft eine
Doppelmarkierung mit Thiazol Orange und einem spezifischen Thrombozytenantikdrper
durchgeftihrt (Robinson et al., 2000).
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Die Schwierigkeit der Standardisierung besteht in diesem AusmaR bei dem Einsatz von
automatisierten H&matologiesystemen nicht. Hierbei weisen die F&rbebedingungen wie
Inkubationszeit und Reagenz keine derartigen Schwankungen auf und die Ergebnisse sind von
Gerdt und Untersucher unabhangig. Zusatzlich ist die Auswahl der Zellpopulation
standardisiert. Dadurch wird zwar kein auf den individuellen Patienten angepasstes Gate
gewahlt, es wird jedoch auch die vom jeweiligen Untersucher abh&ngige Varianz
ausgeschlossen. Zudem ist eine Messung der r-PLT mit einem Hamatologiegerat wesentlich
billiger, einfacher und zudem schneller durchfuhrbar. Damit ist sie, im Gegensatz zur

durchflusszytometrischen Analyse, im Praxisalltag anwendbar.

Beim Menschen wird bereits auf vielen Gebieten der Sysmex XE-2100 zur Bestimmung der
,immature platelet fraction” genutzt. Die IPF gibt hierbei den Prozentsatz der retikulierten
Thrombozyten von der ebenfalls optisch gemessenen Gesamtthrombozytenzahl an. Zudem
wird von einigen Autoren die H-IPF (highly fluorescent immature platelet fraction) angegeben.
Sie beschreibt die Thrombozyten mit der starksten Fluoreszenz unter den retikulierten
Thrombozyten. Jung et al. ermittelten Referenzwerte fir den Menschen. Dariiber hinaus wurden
in dieser Studie, welche 2039 gesunde Individuen, 150 Patienten mit idiopathischer
thrombozytopenischer Purpurea (ITP) und 51 Patienten mit aplastischer Andmie (AA)
untersuchte, Cut-Off-Werte fiir die Diagnose der ITP festgelegt. Hierbei liegt ein signifikanter
Unterschied in den IPF-Werten von ITP und AA vor. Fiir die Unterscheidung zwischen diesen
beiden Diagnosen wurde ein Cut-Off-Wert von 7,3 % festgelegt. Die Spezifitat hierflr betragt
54,0 % und die Sensitivitat 92,2 % (Jung et al., 2010). Dieses Ergebnis spricht dafir, dass die
IPF eine akzeptable Aussagekraft bzgl. der Thrombopoeseleistung besitzt. Dies wurde auch in
einer Studie von Kickler et al. demonstriert. Hier wurde die Methode des Sysmex XE-2100 an
171 Patienten mit Thrombozytopenie sowie 80 gesunden Menschen untersucht. Es wurden drei
Patientengruppen einander gegenuber gestellt, und zwar die Thrombopenie aufgrund
vermehrter Thrombozytenzerstérung (beinhaltet autoimmun bedingte Thrombozytopenie und
DIC unter Therapie), die Gruppe mit beginnender Wiederherstellung des Knochenmarks (nach
einer myeloablativen Chemotherapie oder Knochenmarkstransplantation) und die
Thrombopenie unter Suppression des Knochenmarks. Auch hier konnten mithilfe der IPF die
Patienten zum groRten Teil den einzelnen Gruppen zugeordnet werden. Diese Studie beweist,
dass die Methode bei einem Cut-Off-Wert von 6,5 % mit einer Sensitivitat von 79 % und einer
Spezifitat von 89 % zwischen einem vermehrten Verbrauch und einer reduzierten Bildung der
Thrombozyten unterscheiden kann (Kickler et al., 2006).
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Die Aussagekraft der IPF des Sysmex XE-2100 nutzt man auch bei der Entscheidung, ob
Kinder nach einer Chemotherapie eine Thrombozytentransfusion bendtigen. Laut Saigo et al.
kann bei gentigend hoher IPF und dem Nichtvorhandensein zusatzlicher Komplikationen auf
die Transfusion verzichtet werden. Die erhohte IPF kindigt hier eine ausreichende baldige
Zunahme der Thrombozytenzahl an (Saigo et al., 2008). Dies wurde zudem fir die
Regeneration nach einer Stammzelltherapie bei Erwachsenen gezeigt. Auch hier geht der mit
dem Sysmex XE-2100 gemessene Anstieg des IPF-Wertes dem der gesamten
Thrombozytenzahl voraus (Zucker et al., 2006). Im Allgemeinen verhélt es sich derart auch bei
Kindern, die eine Stammzelltransplantation erhielten. Jedoch wurden schon Falle in der
Pédiatrie beobachtet, bei denen einem IPF-Anstieg kein Anstieg der Thrombozytenzahl folgte.
Daher ist der Verzicht auf eine Thrombozytentransfusion anhand hoher IPF-Werte hier nicht

zu empfehlen (Hennel et al., 2012).

Die IPF ist zusatzlich ein Parameter, um die Wahrscheinlichkeit einer Sepsis bei stationdren
Patienten mit Fieber oder Neutrophilie abzuschétzen (De Blasi et al., 2012; Di Mario et al.,
2009). Dieser Wert ist schneller verfugbar als das Ergebnis einer Blutkultur und erlaubt den
frihen Beginn der Therapie und des Antibiotikaeinsatzes. Dieses frihe Handeln tréagt
maRgeblich zum Uberleben des Patienten bei (Di Mario et al., 2009).

Dariiber hinaus ist die IPF ein hilfreicher Faktor, um das Risiko nach einem akuten
Koronarsyndrom (ACS) abzuschédtzen. Cesari et al. zeigten, dass ein hoher IPF-Wert signifikant
mit dem Versterben des Patienten innerhalb von zwdolf Monaten nach einem ACS korreliert
(Cesari et al., 2013). Auch die Werte dieser Studie wurden mithilfe des Sysmex XE-2100

gewonnen.

Die beschriebenen Studien demonstrieren, wie vielféltig der Einsatz der ,,immature platelet
fraction in der Humanmedizin ist. Mit dem Sysmex XE-2100 hat ein automatisiertes
Hiamatologiegerit mit r-PLT- und IPF-Messung Einzug in Diagnostik und Forschung erhalten,

dessen Gebrauch hier inzwischen fest verankert ist.

Auch in der Tiermedizin ist die Messung der retikulierten Thrombozyten mithilfe eines
hédmatologischen Analysegerites etabliert. Pankraz et al. zeigten dies fiir den Hund am Sysmex
XT-20001V. Hierbei verglichen sie bei 58 Hunden die entwickelte Sysmex-Methode mit der
Gold-Standard-Methode, bei der durch Thiazol Orange angefiarbte Zellen mittels
Durchflusszytometrie bestimmt werden. Zur exakten Identifizierung der Thrombozyten fiihrten

Pankraz et al. zusédtzlich eine Inkubation mit CD61-Antikérpern durch (Pankraz et al., 2009).
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Der verwendete Sysmex XT-2000iV nutzt zur r-PLT-Messung eine Supravitalfairbung, die
Polymethine und Oxazine enthélt und die in den Zellen enthaltene RNA farbt. Die dadurch
emittierte Fluoreszenz wird im Zusammenhang mit der ZellgroBe interpretiert. Folglich arbeitet
sowohl der Sysmex XT-2000iV als auch die in vielen Studien beschriebene
Durchflusszytometrie mittels Thiazol Orange nach einem dhnlichen Prinzip. Werden nun die
beiden Parameter, ZellgroBe und Fluoreszenz, gegeneinander in einem Punktwolkendiagramm
(Scattergramm) aufgetragen, ergeben sich zwei Zellpopulationen. Die groeren Zellen stellen
Erythrozyten und Retikulozyten dar. Deutlich kleiner sind die Thrombozyten inklusive der
retikulierten Thrombozyten. Das zur r-PLT-Bestimmung von Pankraz et al. gesetzte Gate
bezieht die Thrombozyten ab einer bestimmten Fluoreszenz mit ein, und zwar unabhéngig von
der GroBe der Thrombozyten. Gemessen wurden 40 gesunde und 18 thrombozytopenische
Hunde. Der Cut-Off-Wert wurde hier bei > 0,975 % r-PLT festgesetzt. Die Sensitivitit, um
retikulierte Thrombozyten mit dem Sysmex XT-20001V zu erfassen, lag bei 94,74 % und die
Spezifitit bei 85,71 %. Hierbei lieferten die Ergebnisse der Durchflusszytometrie den
Vergleichswert. Pankraz et al. bezogen sich hierbei auf das Referenzintervall 1,91 = 1,29 % r-
PLT. Das Referenzintervall des Sysmex XT-20001V war 0,56 + 0,82 %. Fiir die Patientengruppe
ergab sich ein Mittelwert von 3,98 + 3,25 %. Aulerdem wurde ein Hund mit immunmediierter
Thrombozytopenie mithilfe des Analysegerits ab Beginn der immunsuppressiven Therapie
iiberwacht. Wie auch schon fiir die Verlaufskontrolle bei Hunden mittels Thiazol Orange und
vielfach fiir den Menschen beschrieben wurde, zeigt sich auch hier die typische inverse
Beziehung zwischen der Anzahl der retikulierten und der gesamten Thrombozyten (Michimoto
et al., 2004). Dem Anstieg im Anteil der r-PLT folgte 24-48 Stunden spéter ein eindeutiger
Anstieg der Thrombozytenzahl (Pankraz et al., 2009).

Auch die Arbeitsgruppe um Gelain fiihrte die Messung der retikulierten Thrombozyten mithilfe
des PLT-O-Kanals (optische Thrombozytenmessung) des Sysmex XT-20001V durch. Bei ihrer
Analyse orientierten sie sich an der von Pankraz et al. veroffentlichten Methode. Hierbei
verglichen sie u. a. das morphologische Erscheinungsbild der Scattergramme sowie die
relativen und absoluten Werte der retikulierten Thrombozyten von 86 gesunden Hunden, 10
Norfolk Terriern und 44 Hunden mit Thrombopenie, wobei diese in 37 Fillen durch
hidmatopoetische Neoplasien und in 7 Féllen durch erh6hten Verbrauch oder Zerstorung bedingt
war. Fiir die Kontrollgruppe ergab sich hierbei ein Referenzintervall von r-PLT = 1,4 + 0,7 %
bzw. 4 + 2,5 (10°/1). Fiir Hunde mit nicht regenerativer Thrombopenie ergibt sich ein relativer

Wert von 8,3 + 5,6 % und ein absoluter Wert von 4,4 + 3,3 (10%/1). Die Werte der Hunde mit
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regenerativer Thrombopenie waren mit 16 + 9,3 % bzw. 10,4 = 10 (10°/1) deutlich erhdht
(Gelain et al., 2010a).

2.4  Retikulierte Thrombozyten, Thrombozytopenie und ThrombozytengroRe

Schon 1972 hat Karpatkin beschrieben, dass Thrombozyten mit zunehmendem Alter kleiner
werden, weniger Proteine synthetisieren und ihren RNA-Gehalt verringern (Karpatkin, 1972).
Dass unter 24 Stunden alte Thrombozyten mehr RNA enthalten und zudem vermehrt Proteine
synthetisieren, wurde nachvollziehbar demonstriert (Dale et al., 1995; Kieffer et al., 1987).
Zudem ist bekannt, dass sich Thrombozytenzahl und Groe zueinander gegenldufig verhalten
(O'Malley et al., 1996). Die Annahme, dass junge Thrombozyten grof3 und gealterte klein sind,
ist differenzierter zu betrachten. Auch in der Veterindrmedizin gibt es die Auffassung, dass
groBBe Thrombozyten bzw. ein hoher MPV (mean platelet volume) auf eine gesteigerte
Thrombopoese hinweisen (Tvedten, 2009). Fiir diese Auffassung sprechen die Entdeckungen
einiger Autoren. Balduini et al. beispielsweise untersuchten 13 Brustkrebspatientinnen wihrend
einer hoch dosierten Chemotherapie. Nach dem Abfall der Thrombozytenzahl ging ihr erneuter
Anstieg mit einer Zunahme von MPV, PDW (platelet distribution width) und P-LCR (platelet
large cell ratio) einher (Balduini et al., 1999). Kaito et al. zeigten zudem, dass MPV und
besonders PDW und P-LCR bei 39 Patienten mit Immunthrombozytopenie signifikant héher
waren als bei 40 Patienten mit aplastischer Andmie. Zudem zeigte sich eine ausreichende
Spezifitit und Sensitivitit dieser Thrombozytenparameter beziiglich der Diagnose einer
Immunthrombozytopenie (Kaito et al., 2005). Auch Abe et al. stellten einen signifikant hoheren
MPV-Wert bei humanen Patienten mit Immunthrombozytopenie fest (Abe et al., 2006). Sullivan
et al. betrachteten den MPV-Wert im Zusammenhang mit dem FErgebnis einer
Knochenmarksuntersuchung bei 60 thrombozytopenischen Hunden. Es ergab sich fiir die
Aussagekraft eines hohen MPV iiber die addquate Reaktion der Megakaryozyten eine
Sensitivitit von 88 % und eine Spezifitit von 80 % (Sullivan et al., 1995).

Interessant sind auch die Versuche von McDonald et al. Hierbei wurde Ratten Antiplatelet-
Serum verabreicht. An den Tagen 2,3,4,5,6 und 7 nach der Injektion wurden die Thrombozyten
untersucht. Es zeigte sich, dass der MPV-Wert junger Thrombozyten grundsitzlich héher war
als der von alten. Dariiber hinaus war er an Tag 2 nach Injektion insgesamt hoher als an allen

anderen Tagen. In dieser Zeit stieg die Thrombozytenzahl noch, bis sie nach vier Tagen wieder
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einen normalen Wert erreichte. Somit ist das Auftreten der groBen Thrombozyten einem Anstieg
der Gesamtthrombozytenzahl vorausgegangen (McDonald et al., 1964). Dieser Ablauf
entspricht dem Verlauf, der bereits von der relativen Zahl der retikulierten Thrombozyten
bekannt ist. Diese geht ebenfalls einem Anstieg der Gesamtthrombozytenzahl voraus. Einen
vergleichbaren Versuch fiihrten Thon et al. bei Méusen durch. Hierbei wurde Platelet-rich-
plasma von Méusen gewonnen, und zwar vier Tage vor und vier Tage nach Injektion von
Antiplatelet-Serum. Wie erwartet zeigte sich nach der Injektion eine signifikant hdhere Zahl
der hantelféormigen Proplatelets (Thon et al., 2012). Hantelférmige Proplatelets und Preplatelets
gehen ineinander tiber und liegen zeitgleich im Blut vor. Daher liegt der Schluss nahe, dass es
sich bei den von McDonald beobachteten groBen Thrombozyten um zirkuldre Preplatelets
handelte. Zudem wurden Maiusen Proplatelets transfundiert, die mittels 5-
Chloromethylfluorescin-Diacetat markiert waren, und im Anschluss die Zahl der entstehenden
CMFDA (5-Chloromethylfluorescin-Diacetat)- markierten Thrombozyten gemessen. Diese
stieg rasch an und erreichte ihr Maximum nach 12 Stunden (Thon et al., 2010). Folglich bildeten
sich in diesen 12 Stunden Thrombozyten aus den von Thon beschriebenen und applizierten
Thrombozytenvorldufern. Ault et al. zeigten, wie lange der Ubergang der retikulierten
Thrombozyten in adulte Thrombozyten dauert. Dazu injizierten auch sie Mausen Antiplatelet-
Serum. 72 Stunden spéter waren zu 80 % retikulierte Thrombozyten vorhanden. Nach weiteren
24 Stunden zeichnete sich eine signifikante Population adulter Thrombozyten ab (Ault et al.,
1992). Es ist folglich davon auszugehen, dass sich innerhalb dieser 24 Stunden retikulierte
Thrombozyten zu Adulten entwickeln. Auffillig ist, dass sowohl einem Anstieg der retikulierten
Thrombozyten als auch einer Transfusion der von Thon beschriebenen Thrombozytenvorlaufer
eine deutliche Zunahme der Thrombozytenzahl folgt und zwar in beiden Féllen innerhalb von
24 Stunden. Diese Tatsache spricht dafiir, dass es sich bei retikulierten Thrombozyten und den
genannten Thrombozytenvorldufern um Strukturen handelt, die in der zeitlichen Reihenfolge
der Thrombopoese eng benachbart oder sogar identisch sind. Die Preplatelets unter den
Thrombozytenvorldufern beschreiben Thon et al. als 3 bis 10 um grof3 (Thon et al., 2012).
Schwertz et al. beschrieben, dass sich auch thrombozytendhnliche Zellen unter 4 pm zu
vermehrungsfahigen Thrombozytenvorldufern entwickelten (Schwertz et al., 2010). Daher ist
davon auszugehen, dass nicht ausschlieBlich grofle sondern auch kleinere Thrombozyten bzw.
thrombozytendhnliche Zellen das Ergebnis einer aktuell ablaufenden Thrombopoese sind.
Hierbei muss erwihnt werden, dass Thrombozyten und retikulierte Thrombozyten in der Regel
in EDTA (ethylene diamine tetraacetic acid)-Blutproben gemessen werden. Allerdings

entwickeln sich in EDTA-Blut jedoch keine hantelférmigen Proplatelets und zirkuldre
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Preplatelets stellen sich zudem anders da. Verglichen mit in Natriumcitrat-Blut vorliegenden
Preplatelets erscheinen Preplatelets in EDTA-BIut kleiner und weisen dickere Mikrotubuliringe
auf (Thon et al.,, 2012). Dieser Umstand ldsst sich durch das typische Aufkugeln der
Thrombozyten in EDTA-Blut erkldren. Diese Verdnderung der Preplatelets erschwert ihren
morphologischen Vergleich mit retikulierten Thrombozyten in EDTA-Blut.

Entgegen der zuvor genannten Studien, die flir einen Zusammenhang zwischen MPV und
addquater Thrombopoese sprechen, gibt es auch Argumente gegen einen solchen
Zusammenhang. Kickler et al. untersuchten unter anderem die Thrombozytenzahl im
Zusammenhang zu dem MPV-Wert. Stieg bei thrombozytopenischen Menschen die
Thrombozytenzahl wieder auf den Normalwert an, blieb der MPV-Wert unveréndert. Die
HFPF% (high fluorescent platelet fraction) normalisierte sich hingegen (Kickler et al., 2006).
Abe et al. verglichen die ROC (Receiver-Operating-Characteristic )-Kurven von MPV und IPF
und schlossen, dass sich die IPF deutlich besser eignet, um zwischen adédquater und inadéquater
Thrombopoese zu unterscheiden (Abe et al., 2006). Diese Feststellung wird bestitigt durch die
Korrelation zwischen der Megakaryozytenzahl im Knochenmark und der relativen Zahl der
retikulierten Thrombozyten (Kienast und Schmitz, 1990). Dass sich der MPV-Wert nicht als
Ersatz fiir die relative Zahl der retikulierten Thrombozyten eignet, wurde in verschiedenen
humanmedizinischen Studien demonstriert (Salvagno et al., 2006; Di Mario et al., 2009; Joutsi-
Korhonen et al., 2000). Auch in der Veterindrmedizin gibt es Zweifel an dem Zusammenhang
zwischen Thrombopoese und Thrombozytengréfe. In der Studie von Pankraz et al. existierte
kein signifikanter Unterschied zwischen MPV, PDW und P-LCR zwischen 40 gesunden und 8
kranken Hunden, die entweder eine Thrombozytopenie oder normale Thrombozytenzahlen mit
einer gesteigerten Thrombopoese zeigten (Pankraz et al., 2009). Eine bereits erwéhnte und fiir
die Humanmedizin beschriebene inverse Beziehung zwischen Thrombozytenzahl und -gréfe
beobachteten Santoro et al. beim Greyhound (Santoro et al., 2007). Auch interessant ist eine
Studie iiber die Blutwerte von Sibirian Huskys. Sassnau beschrieb eine Verdnderung der
Thrombozytenzahl und —grofe in Abhingigkeit vom Training der Hunde. Verglichen mit den
Blutwerten von 15 Tieren nach einer circa fiinfmonatigen Ruhephase verdnderten sich die
beiden Thrombozytenwerte nach der fiinfmonatigen Trainingsphase signifikant. Es kam zu
einem Anstieg der Thrombozytenzahl und einer Verringerung des MPV (Sassnau, 2007).
Zudem kommen erhohte MPV- und PDW-Werte laut Moritz et al. bei Hunden mit

inflammatorischen Erkrankungen vor (Moritz et al., 2005).

Bommer et al. zeigten, dass es keine diagnostische Beziehung zwischen den Griinden fiir die

Thrombopenie bei 159 Hunden und den Werten MPV, PDW und Large Platelets gibt. In vielen
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Féllen wurde jedoch auch hier eine inverse Beziehung zwischen Thrombozytenzahl und —grof3e
und auch zwischen Thrombozytenzahl und PDW beobachtet. Zudem gab es Tiere, die zwar
groBe Thrombozyten aufwiesen, bei denen jedoch aufgrund der Erkrankung nicht mit einem
Anstieg der Thrombozytenzahl zu rechnen war (Bommer et al., 2008). Folglich konnen diese
Thrombozytenparameter  anscheinend nicht zur klinischen Interpretation  der
Thrombozytopenie beitragen. Northern et al. beschrieben, dass drei von neun Hunden mit einer
Makrothrombozytose eine primédre Knochenmarkserkrankung hatten (Northern und Tvedten,

1992).

Auch mit einigen Erbkrankheiten geht eine Makrothrombozytose einher. So haben Cavalier
King Charles Spaniel mit einem B1-Tubulin-Defekt deutlich gréere Thrombozyten, was sich
auch in einem erhohten MPV bemerkbar macht. f1-Tubulin ist eine Isoform des f-Tubulin und
kommt primdr in Megakaryozyten und Thrombozyten vor (Davis et al., 2008). Es ist
verantwortlich fiir die Mikrotubuliausbildung und —struktur in Thrombozyten, fiir den Erhalt
der typischen diskoiden Thrombozytenform und fiir die Proplatelet-Bildung (Schwer et al.,
2001). Bei Cavalier King Charles Spaniels mit B1-Tubulin-Defekt zeigt sich in der
Fluoreszenzmikroskopie ein stark verdndertes Bild der Mikrotubuli. Im Vergleich zu gesunden
Hunden sind die Mikrotubuli bei betroffenen Hunden weder intakt noch kontinuierlich im
Randbereich der nicht aktivierten Thrombozyten angeordnet. Stattdessen erscheint ihre
Struktur granuldr und diskontinuierlich. Dieses Bild tritt sowohl bei fiir diesen Defekt homo-
als auch heterozygoten Hunden auf (Davis et al., 2008). Wihrend bei Cavalier King Charles
Spaniels mit Makrothrombozytose oft niedrige Thrombozytenzahlen auftreten, kann der
Thrombokrit durchaus normal sein. Dieser muss jedoch, um aussagekriftig zu sein, mithilfe des
QBC (quantitative buffy coat) gemessen werden (Bertazzolo et al., 2007). Zudem stellten
Bertazzolo et al. einen signifikant hoheren Anteil der Thiazol-Orange-positiven Thrombozyten
bei Cavalier King Charles Spaniels im Vergleich zu Kontrollhunden fest (Bertazzolo et al.,
2007). Dazu passend zeigt das Zytogramm der optischen Thrombozytenanalyse mit dem
Sysmex XT-2000iV bei betroffenen Cavalier King Charles Spaniels eine verschobene
Verteilung der Thrombozytenpopulation hin zu RNA-reichen grofleren Thrombozyten, wenn
man das Zytogramm mit dem eines nicht betroffenen Spaniels vergleicht (Tvedten et al., 2008).
Auch beim Norfolk Terrier kommt eine vererbte Form der Makrothrombozytose vor. Gelain et
al. untersuchten eine Gruppe von 14 miteinander verwandten, klinisch gesunden Norfolk-
Terriern. 11 dieser Hunde wiesen eine Makrothrombozytose sowie bei der manuellen und der
Impedanz-Zellzihlung Thrombozytenzahlen unter 100 x 10%/1 auf. Die mittels QBC ermittelte

Thrombozytenzahl war jedoch normal (Gelain et al., 2010b). Im Rahmen einer anderen Studie
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wurde eine Gruppe von 20 gesunden Norfolk und Cairn Terriern untersucht. Zwar war bei
keinem der Hunde die bei Cavalier King Charles Spaniels bekannte Punktmutation im B1-
Tubulin-Gen zu finden, doch wiesen 11 der Hunde eine andere Punktmutation im 1-Tubulin-
Gen auf. Vier dieser Hunde waren homozygot betroffen und es zeigte sich bei diesen vier
Hunden eine Makrothrombozytopenie mit Thrombozytenzahlen zwischen 19 000 und 110 000
PLTs/ul. Im Gegensatz zu der bei Cavalier King Charles Spaniels entdeckten Mutation trat bei
lediglich heterozygot betroffenen Hunden weder eine Makrothrombozytose noch eine
Thrombozytopenie auf. Aufgrund der Position der Mutation wird vermutet, dass bei
homozygotem Auftreten die GTP (Guanosintriphosphat)-Bindung derart beeintrachtigt ist, dass
die Thrombozytenbildung gestort ist (Gelain et al., 2012). Betrachtet man die mit dem Sysmex
XT-20001V gemessenen r-PLT bei Norfolkterriern mit Makrothrombozytopenie, fillt auf, dass
hier sowohl die relativen als auch die absoluten Werte signifikant erhoht sind. Dariiber hinaus
iibertreffen sie sogar die Resultate, die bei Hunden mit Thrombozytopenie durch erhdhten
Verbrauch oder gesteigerte Zerstorung, also bei vermutlich regenerativer Thrombozytopenie,
gemessen wurden. Die Scattergramme der Norfolk Terrier mit Makrothrombozytopenie dhneln
stark den Scattergrammen von Hunden mit hohen relativen r-PLT-Werten (Gelain et al., 2010a).
Dies wurde auch bei Cavalier King Charles Spaniels mit Makrothrombozytose beobachtet

(Tvedten et al., 2008).

Daher liegt der Schluss nahe, dass retikulierte Thrombozyten in ihrer Morphologie stark den
Makrothrombozyten der Norfolk Terrier und Cavalier King Charles Spaniels &hneln. Thon et
al. wiesen darauf hin, dass die Umformung von zirkuldren Preplatelets in hantelférmige
Proplatelets und damit auch die Entwicklung vom Preplatelet hin zu einzelnen Thrombozyten
stark von der Dicke und dem Durchmesser der Mikrotubuli-Windungen abhédngt. Dazu passend
weisen grofle Thrombozyten bei Patienten mit dem Gray-PLT-Syndrom, der May-Hegglin-
Anomalie und dem Epstein-Syndrom 20- bis 30-fach erhdhte Zahlen an peripheren
Mikrotubuli-Windungen auf. Zusétzlich sind die meisten dieser Makrothrombozyten eher von
kugeliger als von diskoider Form. Dies kénnte damit zusammen héngen, dass ihre zahlreichen
peripheren Mikrotubuli wie Wollknéule angeordnet sind (Thon et al., 2012). Moglicherweise
findet bei diesen Thrombozyten aufgrund der verdanderten Mikrotubulianordnung keine Bildung
von hantelférmigen Proplatelets aus Preplatelets und somit keine Teilung in normalgrof3e
Thrombozyten statt. Der gleiche Mechanismus konnte bei den grofen Thrombozyten der
Norfolk Terrier vorliegen, sodass auch ihre Preplatelets nicht in der Lage sind sich
weiterzuentwickeln. Dies konnte die Makrothrombozytose, die hohe Zahl an retikulierten

Thrombozyten und die an retikulierte Thrombozyten erinnernde Zellpopulation der
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Scattergramme erkldren. Somit sind auch, wie schon beobachtet, Makrothrombozyten der
Norfolk Terrier und Cavalier King Charles Spaniels ohne weitere Untersuchungen nicht von

retikulierten Thrombozyten zu unterscheiden (Gelain et al., 2010a; Tvedten et al., 2008).

Wie aus diesen Erlduterungen und den widerspriichlichen bisherigen Ergebnissen zu der
Beziehung zwischen Thrombozytenzahl, -gro3e und -nachbildung hervorgeht, ist die Theorie

der jungen grofBen Thrombozyten vor allem beim Hund noch nicht ausreichend geklért.
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2.5  Messprinzipien des Sysmex XT-2000iV

Abbildung 1; (Quelle: mit freundlicher Genehmigung der Sysmex Europe GmbH)

Das vollautomatische Hématologiesystem Sysmex XT-20001V arbeitet bei der Analyse mit
einer Kombination aus Impedanztechnologie und Fluoreszenz-Durchflusszytometrie. Dabei

werden folgende Leistungen geboten:

Fluoreszenz-Durchflusszytometrie:
e Leukozytendifferenzierung (WBC DIFF)
e Retikulozytenmessung (RET)

e Thrombozytenmessung (PLT-O)

Impedanzmethode:
e Erythrozytenmessung (RBC)
e Hématokritbestimmung (HCT)

e Thrombozytenmessung (PLT-I)
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Cyanid-freie Sodiumlaurylsulfat (SLS) -Methode:

¢ Himoglobinbestimmung (HGB)

Im Folgenden werden die fiir die Thrombozyten- und Retikulozyten-Analytik relevanten

Ablédufe beschrieben.

2.5.1 Impedanzmessung

Die Bestimmung der Thrombozyten und Erythrozyten geschieht in der Regel mittels der
Impedanzmethode. Zundchst werden 4 pl des EDTA-antikoagulierten Vollblutes durch eine
Pumpe angesaugt und mittels des Probendosierventils im Verhiltnis 1:500 mit der CELLPACK-
Losung verdiinnt, bevor die so verdiinnte Probe in die RBC-Reaktionskammer gelangt. 11,7 pl
der verdiinnten Probe gelangen nun in den RBC/PLT-Detektor. Hier wird die hydrodynamische
Fokussierung genutzt. Nach ihrem Eintritt in die konische Kammer wird die verdiinnte Probe
von einer Mantelfliissigkeit umbhiillt (Sysmex Corporation, 2012). Durch die unterschiedlichen
FlieBgeschwindigkeiten von Proben- und Mantelstrom entsteht eine laminare Stromung, sodass
die Zellen vereinzelt und in Reihe durch den Messbereich flieBen. So wird das Auftreten von
abnormalen Zellimpulsen verhindert, eine Kontamination der Flusszelle reduziert und die

Genauigkeit der Messung erhoht (Sysmex Corporation, 2012; Moritz, 2000).

Die vereinzelten Zellen werden durch eine kapillare Offnung gesaugt. Beidseits dieser
Messoffnung befinden sich zwei Elektroden, zwischen denen Gleichstrom flieft. Durchflief3t
nun eine Zelle diesen Bereich zwischen den Elektroden, erhdht sich kurzzeitig der Widerstand,
da Blutzellen weniger leitfahig sind als die umgebene Elektrolytlosung. Fiir jeden Zelltyp und
jede Tierart sind unterschiedliche Schwellenwerte (thresholds) festgelegt. Wenn sich der von
der durchquerenden Zelle verursachte elektrische Impuls zwischen einem oberen und unteren
Schwellenwert (25 und 250 fl, Erythrozyten) befindet, wird er verstirkt und gezédhlt (Dunker,
2011). Damit wird die Zelle erfasst, wobei die Impulshéhe proportional zum Zellvolumen und
die Anzahl der Impulse proportional zu der Zellzahl ist (Nakagawa, 2010). Diese GroB3en
werden in Histogrammen dargestellt. Bei der automatischen Auswertung der
Volumenverteilungskurven kommen unterschiedliche Diskriminatoren zum FEinsatz. Der

Messbereich fiir die Thrombozyten befindet sich zwischen 2 und 30 fl (Dunker, 2011).
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Abbildung 2; Stationen der Erythrozyten-/Thrombozytenanalyse (Quelle: Software of
Automated Hematology Analyzer for Animal, XT-2000iV/XT-1800iV, Instructions for Use
(Sysmex Corporation, 2012), mit freundlicher Genehmigung der Sysmex Europe GmbH)

RBC/PLT analysis reagent 1
CELLPACK (lI} : 1.996 mL CELLPACK (II)

Sample rotor valve

RBC/PLT detector

=

Sample tube RBC sample chamber
{blood: 4.0 L)

Die Diskriminatoren sind variable Schwellenwerte, die sich innerhalb gewisser vorgegebener
Grenzen befinden, sich aber innerhalb dieser automatisch das entsprechende Tal zwischen den
Zellpopulationen suchen. Der untere Diskriminator (PL) liegt hierbei zwischen 2 und 6 fL und
der obere zwischen 12 und 30 fl. Zusétzlich gibt es fiir die Messung der groBen Thrombozyten
einen fixen Diskriminator bei 12 fl. Er gibt die groBen Thrombozyten bezogen auf die
Gesamtthrombozytenzahl an (PLCR, platelet large cell ratio). Zudem wird die
Gesamtverteilungsbreite (PDW, platelet distribution width) berechnet und angegeben.
Betrachtet man die Thrombozytenverteilungskurve, wird die Grenze fiir die PDW im unteren
und oberen GroBenbereich jeweils bei 20 % der maximalen Kurvenhohe festgesetzt (Sysmex

Corporation, 2012).
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Abbildung 3; Thrombozytenverteilungskurve (Quelle: Software of Automated Hematology
Analyzer for Animal, XT-2000iV/XT-1800iV, Instructions for Use (Sysmex Corporation, 2012), mit
freundlicher Genehmigung der Sysmex Europe GmbH): Die Grenze fiir die
Gesamtverteilungsbreite (PDW) befindet sich bei 20 % der maximalen Kurvenhéhe.

100% [— . P-LCR

(D) (12f)
. POW

Eine weitere ausgegebene Grofe ist der Thrombozytenkrit (PCT, platelet hematocrit, platelet
volume ratio). Das Thrombozytenvolumen wird als MPV (mean platelet volume) angegeben

und nach folgender Formel berechnet:

MPV (f1 PCT O%) 10000
= k
U =57 (x 103 /pl)

(Sysmex Corporation, 2012)
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Es ergeben sich fiir den Impedanzkanal die folgenden Thrombozytenparameter:
e Thrombozytenzahl (PLT-])
e Mittleres Thrombozytenvolumen (MPV)
e Prozentuale Zahl der grolen Thrombozyten (P-LCR)
e Thrombozytenverteilungsbreite (PDW)

e Thrombozytenkrit (PCT)

Der Kurvenverlauf wird automatisch tiiberpriift. Bei Abweichungen gibt der XT-2000iV
entsprechende Warnhinweise (flags) an. So wird der Anwender auf eventuelle Stérfaktoren wie
Riesenthrombozyten, Mikroerythrozyten oder fragmentierte Thrombozyten hingewiesen.
Ergebnisse, die durch Anomalien nur unzureichend verlésslich sind, werden mit ,,** oder

»-—-- kenntlich gemacht. Der Asterisk bedeutet hierbei, dass die angezeigten Ergebnisse wenig
verlésslich sind. Die Bindestriche geben an, dass aufgrund eines Analysefehlers keine Daten
ermittelt werden konnen (Sysmex Corporation, 2012). Bei abnormalen Impedanzkurven bietet
der Sysmex XT-20001V die Moglichkeit, bei der Thrombozytenmessung auf die Lasermethode
auszuweichen. Auf dieses Vorgehen weist das Gerédt durch einen Warnhinweis in Form eines
,»& “-Zeichens hinter der Thrombozytenzahl hin (Dunker, 2011). Dem Nutzer steht zudem die
Moglichkeit offen, bei der Informationsquelle fiir die Thrombozytenzahl frei zwischen dem

Impedanz- und dem optischen Kanal zu wihlen.

2.5.2 Optische Messung

Retikulozyten, Thrombozyten und retikulierte Thrombozyten erfasst der Sysmex XT-20001V
optisch. Hierfiir werden 4 pl EDTA-antikoaguliertes Vollblut benétigt (Sysmex Corporation,
2012). In diesem liegen Thrombozyten bereits in isovolumetrisch aufgekugelter Form vor,
sodass es nicht zu Fehlmessungen aufgrund der variierenden Ausrichtung der asymmetrischen
bikonkaven Zellen kommt (Moritz, 2000). Das Blut wird mit der manuellen Aspirationspipette
aspiriert und gelangt in das Probenrotorventil. Hier werden nun die genannten 4 pl des EDTA-
antikoagulierten Vollblutes abgemessen und mit 0,996 ml ,,RET SEARCH (II) diluent* versetzt.

Von hier aus gelangt die so verdiinnte Probe in die Reaktionskammer und wird im Verhiltnis
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1:255 mit 20 ul ,,RET SEARCH (II) dye solution* versetzt (Sysmex Corporation, 2012). Der
erste Zusatz perforiert die Zellmembranen von Erythrozyten, Retikulozyten, Thrombozyten,
retikulierten Thrombozyten und Leukozyten, sodass im zweiten Schritt durch ,,RET SEARCH
(IT) dye solution* eine quantitative Anfarbung der Nukleinsduren erreicht wird (Dunker, 2011).
Nach einer Reaktionszeit von 31 Sekunden ist die Probe gefarbt. 2,8 ul der geféarbten Probe
werden nun im optischen Detektorblock mittels Durchflusszytometrie und Einsatz eines
Halbleiterlasers bei einer Wellenldnge von 633 nm analysiert. Die Zahlung und Einteilung der
Zellen wird mittels Vorwértsstreulicht und Intensitét der Fluoreszenz erreicht. Auch hier kommt
die oben bereits beschriebene hydrodynamische Zellfokussierung zum Einsatz, sodass die
Zellen vereinzelt und in Reihe die Flusszelle durchqueren. Dabei trifft der Strahl eines

Halbleiterlasers auf jede einzelne Zelle (Sysmex Corporation, 2012).

Abbildung 4; Prinzip der lasergestiitzten Fluoreszenzdurchflusszytometrie (Quelle: Software of Automated
Hematology Analyzer for Animal, XT-2000iV/XT-1800iV, Instructions for Use (Sysmex Corporation, 2012), mit
freundlicher Genehmigung der Sysmex Europe GmbH): Es werden Vorwartsstreulicht, Seitwartsstreulicht und
Fluoreszensintensitat erfasst.
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Trifft der Laserstrahl nun auf eine Zelle, wird sein Licht in verschiedene Richtung gestreut. Die
Intensitét des Streulichts ist von verschieden Faktoren, wie Zellgrofle, Zellgranularitit und dem
Winkel der Detektion, abhéngig (Sysmex Corporation, 2012). Erfasst und verarbeitet wird das
Streulicht von Photodetektoren (Photodioden), die in definierten Winkelbereichen angebracht
sind. Das Vorwirtsstreulicht (Kleinwinkelstreulicht, 1 - 6°) ist ein relatives Mal} fiir die
ZellgroBe, wihrend das Seitwirtsstreulicht (GroBwinkelstreulicht, > 8°) eine Aussage tiber die

intrazelluldre Beschaffenheit ermdglicht (Moritz, 2000).

In den optischen Detektorblock ist zudem die Messung der Fluoreszenz integriert. Wenn Licht
auf speziell gefarbte, fluoreszierende Zellen trifft, entsteht Licht einer groBBeren Wellenlinge,
verglichen mit der des urspriinglich auftreffenden Lichtes. Die Intensitdt des Fluoreszenzlichtes
ist hierbei proportional zur Konzentration des Farbstoffes und dadurch proportional zum DNA-
bzw. RNA-Gehalt der Zellen. Der XT-20001V erfasst das seitwérts emittierte Fluoreszenzlicht
(Sysmex Corporation, 2012). Die Intensitit des Fluoreszenzlichts (DNA-/RNA-Gehalt) wird in
Beziehung zu dem Vorwirtsstreulicht (ZellgroBBe) gesetzt, wodurch die Abgrenzung der
Erythrozyten, Retikulozyten, Thrombozyten und retikulierten Thrombozyten moglich wird. In
dem entsprechenden Scattergramm werden die Intensitét des seitlichen Fluoreszenzlichtes auf
der x-Achse und die des Vorwirtsstreulichts auf der y-Achse aufgetragen. Die ausgegebenen
Werte beinhalten die prozentuale und absolute Retikulozytenzahl, ihre Verteilungsbreite
(RDW), die Erythrozyten- und die Thrombozytenzahl. Dariiber hinaus werden die
Retikulozyten in eine niedrig-, mittel- und hochfluoreszierende Fraktion (LFR, MFR, HFR)
eingeteilt und deren prozentuale Zahlen berechnet. Die ,,Immature Reticulocyte Fraction* (IRF)
beinhaltet die mittlere fluoreszierende (MFR) und die hochfluoreszierende Fraktion (HFR)

(Sysmex Corporation, 2012).
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Abbildung 5; RET-Scattergramm, x-Achse: Intensitdt der Seitenfluoreszenz (SFL), y-Achse: Intensitdt des
Vorwirtssteulichts (FSC) (Quelle: Software of Automated Hematology Analyzer for Animal, XT-2000iV/XT-
1800iV, Instructions for Use (Sysmex Corporation, 2012), mit freundlicher Genehmigung der Sysmex Europe
GmbH): Durch die kombinierte Betrachtung der Fluoreszenzintensitit und des Vorwartsstreulichts wird die
Abgrenzung von Erythrozyten, Retikulozyten und Thrombozyten moglich.

RET

W _~Mature red blood cells
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/

Abbildung 6; Einteilung in drei RET-Zonen anhand der Intensitit des Fluoreszenzlichtes (Quelle: Software of
Automated Hematology Analyzer for Animal, XT-2000iV/XT-1800iV, Instructions for Use (Sysmex Corporation,
2012), mit freundlicher Genehmigung der Sysmex Europe GmbH): Mit zunehmender Fluoreszenzintensitat
nimmt der Reifungsgrad der Zellen ab.

b
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Folglich ergeben sich aus dem RET-Kanal diese Parameter:
e Thrombozytenzahl (PLT-O)
e Relative und absolute Retikulozytenzahl (RET (%, #))
e Anteil der Retikulozyten mit niedriger Fluoreszenz (LFR)
e Anteil der Retikulozyten mit mittlerer Fluoreszenz (MFR)
e Anteil der Retikulozyten mit hoher Fluoreszenz (HFR)

e Fraktion der unreifen Retikulozyten (IRF)

Die Zahl der retikulierten Thrombozyten wird nicht standardméBig angegeben. Durch das
Festlegen eines manuellen Gates ist die Detektion dieser Zellen jedoch moglich, wie Pankraz
et al. zeigten (Pankraz et al., 2009). Beim Sysmex XT-20001V ist es dem Nutzer grundsétzlich
moglich, eine Zellpopulation mithilfe eines Gates selbst einzugrenzen. Diese Einstellungen
konnen gespeichert und bei der Analyse von weiteren Proben wiederholt angewandt werden,

sodass eine auf die Bediirfnisse des einzelnen Nutzers angepasste Analyse realisiert wird.

Bei abnormaler Impedanzkurve der Thrombozyten aus dem Erythrozyten- und
Thrombozytenkanal, wird auf den Thrombozytenwert des RET-Kanals zuriickgegriffen. Durch
das Erfassen der Zellaktivitdt mittels Fluoreszenz konnen Erythrozyten und Thrombozyten
besser voneinander unterschieden werden. Einen automatischen Wechsel der Bezugsquelle
zeigt das Gerit in Form eines ,,&“-Zeichens hinter der Thrombozytenzahl an (Dunker, 2011).
Zudem kann der Nutzer wihlen, ob er standardmidfig den Thrombozytenwert aus dem

Impedanz- oder dem optischen Kanal beziehen mochte.
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2.6 Messprinzipien des ADVIA 120/2120

Abbildung 7; (Quelle: ADVIA 2120i/2120/120 Trainingshandbuch
(Siemens, 2009), mit freundlicher Genehmigung von Siemens Healthcare
Diagnostics)

Der ADVIA 120/2120 ist ein vollautomatisches Hiamatologiesystem. Der Probendurchsatz
betrdgt 120 Vollblutproben in der Stunde. Die Messtechnologie des ADVIA 120/2120 basiert
auf einer Doppelwinkel-Laser-Streulicht-Messung. Mithilfe der Multispezies-Software liefert

das Gerit in der Veterindrmedizin folgende Ergebnisse:

e Kileines Blutbild (CBC)

e Kieines Blutbild und Leukozyten-Differenzierung (CBC/DIFF)

e Absolute, prozentuale und Index-Zahlen der Retikulozyten (RETI)
e CBC/DIFF und RETI (CBC/DIFF/RETI)

e CBC/RETI (Siemens, 2009)

Im Folgenden werden die fiir die Thrombozyten- und Retikulozyten-Messung relevanten

Eigenschaften des ADVIA 120/2120 erlautert.
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Zunachst wird die zu messende Probe eingesaugt und durch das Scherventil anteilsmaBig fiir
die verschiedenen Tests aufgeteilt. Der Probenanteil wird mit dem passenden Reagenz in die
entsprechende Reaktionskammer geleitet, in der die Mischung und die zytochemische Reaktion
ablaufen (Siemens, 2009). Nachfolgend gelangt eine konstante Menge der aufbereiteten Probe
in die Flusszelle. Dabei ist sie von einem Mantelstrom umgeben und flieft mit diesem
zusammen in die Flusszelle ein. Der Mantelstrom kanalisiert den Probenfluss und fiihrt so
gemeinsam mit dem kleinen Kapillarlumen dazu, dass die Zellen die Flusszelle einzeln
passieren (Siemens, 2005; Moritz, 2000). Eine Durchmischung kommt jedoch nicht zustande.
Beide Fliissigkeiten flieBen in unterschiedlicher Geschwindigkeit, sodass die laminare
Stromung einer Durchmischung entgegenwirkt (Moritz, 2000). Zudem verhindert der optisch
transparente Mantelstrom den direkten Kontakt der Probe zur Flusszelle, wodurch
Verstopfungen und Verfarbungen und somit eine Beeintrichtigung der Messung verhindert
werden (Siemens, 2005). Die Flusszelle selbst besteht aus Quarz, durch welches Licht,

einschlieBlich UV-Licht, ungehindert passieren kann (Moritz, 2000).

Die Flusszelle ist in die Laser-Optik eingebettet, die zudem einen Illuminator und Detektoren
enthilt. In dem Illuminator befindet sich bei dem ADVIA 120/2120 eine Laserdiode, die eine
Wellenlédnge von 670 nm erzeugt (Siemens, 2009). Ihr Licht ist auf die Flusszelle gerichtet und
auf den zu erwartenden Durchmesser des zu messenden Partikels fokussiert (Moritz, 2000).
Dadurch und durch die hydrodynamische Fokussierung werden die grofftmogliche Einwirkung
auf die Zelle und der geringstmogliche Fehler durch Mehrfachreflexionen erzielt. Die im
Flussstrom enthaltenen Zellen passieren den Laserstrahl, wodurch es zur Streuung und,
zusitzlich bei den Retikulozyten, zur Absorption kommt (Siemens, 2005). Physikalisch setzt
sich die Streuung aus Lichtbeugung, Lichtbrechung und Reflexion zusammen. Bei der
Erythrozyten/Thrombozyten-Methode und der Retikulozytenmethode werden das
Kleinwinkelstreulicht bei 2 - 3° und das GroBwinkelstreulicht bei 5 - 15° von Detektoren
erfasst. Ein weiterer Detektor registriert die Absorption. Die Photodetektoren wandeln die
optischen Informationen in elektrische Signale um. Das Kleinwinkelstreulicht liefert
Informationen tiiber die ZellgroBe, wihrend das GroBwinkelstreulicht uns Daten iiber die
intrazelluldre Beschaftenheit der Zelle und insbesondere {iber ihre Granularitét liefert (Moritz,

2000).
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2.6.1 Erythrozyten-/Thrombozyten-Methode

Erythrozyten und Thrombozyten werden beide in der ERY-Reaktionskammer vorbereitet und

anschlieBend simultan im selben Kanal und mit derselben Technik gemessen.

Bei der zytochemischen Reaktion der Erythrozyten- und Thrombozyten-Methode werden die
Erythrozyten zundchst in der Reaktionskammer ohne Volumenidnderung mithilfe von
Laurylsulfat aufgekugelt (Siemens, 2005). Die Thrombozyten sind bereits durch das
Antikoagulanz EDTA aufgekugelt (Moritz, 2000). Dadurch scheidet die individuelle Form als
Variabilititsfaktor aus. Im zweiten Schritt werden die Erythrozyten und Thrombozyten mit
Glutaraldehyd fixiert (Siemens, 2005). Nun flieB8t ein konstanter Probenstrom aus der ERY-
Reaktionskammer durch die Flusszelle. Dabei wird dieser komplett von der Spiillosung
(Sheath-Rinse-Reagenz) umschlossen. Es kommt zur hydrodynamischen Fokussierung,
wodurch jede Zelle einzeln gemessen und beurteilt wird (Siemens, 2009). Im Laser-Messkanal
werden bei 670 nm die Vorwirtsstreulichtsignale jeder Zelle im Niedrigwinkel (2 - 3°) und
Hochwinkel (5 - 15°) von Detektoren aufgefangen. Diese beiden Streulichtsignale werden
aufgezeichnet, elektronisch verstirkt und in vier Signale zerlegt. Zur Analyse der Erythrozyten
dienen ein Kleinwinkelstreulichtsignal und ein GroBwinkelstreulichtsignal. AuBerdem wird zur
Analyse der Thrombozyten ein Kleinwinkelstreulicht um das 30-fache und ein GroBwinkel-
streulicht um das 12-fache verstérkt (Siemens, 2005). Bei der Thrombozytenanalytik werden
die Doppelwinkelsignale jeder Zelle mithilfe der MIE-Mappe in das individuelle Zellvolumen
und den Brechungsindex umgerechnet (Siemens, 2009). Der Brechungsindex liegt fiir den
Thrombozyten bei 1,35 - 1,4. Durch Einbeziehung des Brechungsindex werden Thrombozyten
bis zu einer Gréfe von 60 fl erfasst. Thrombozyten mit einem Volumen von {iber 20 fl werden
als groe Thrombozyten (LPLT) registriert und anteilig (%GR. THROMBOS, %LPLT)
angegeben. Dieser Parameter basiert auf der integrierten Analyse, die der Unterscheidung von
Thrombozyten, groen Thrombozyten, Erythrozyten, ERY-Fragmenten und ERY-Ghost-
Signalen dient (Siemens, 2005).

Thrombozyten sind in der MIE-Mappe im unteren linken Ursprungsbereich angesiedelt.

Genauer betrachtet werden die Thrombozyten im PLT-Scatter.
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Abbildung 8; PLT-Scatter und MIE-Mappe (Quelle: ADVIA 2120i/2120/120 Trainingshandbuch (Siemens,
2009), mit freundlicher Genehmigung von Siemens Healthcare Diagnostics): Mithilfe der MIE-Mappe
werden Doppelwinkelsignale jeder Zelle in individuelles Zellvolumen und Brechungsindex umgerechnet.
Die genauere Betrachtung der Thrombozyten erfolgt im PLT-Scatter.
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Bei dieser 2D-Thrombozytenmessmethode werden die Anzahl (PLT, 10° Zellen/l), die GroBe

und die GroBenverteilung gemessen. Zudem werden ermittelt:
. MPV: das mittlere Thrombozytenvolumen (fl)
. PCT: der Thrombokrit (%)
. Large PLT: die groBen Thrombozyten (large platelets, 10° cells/ul)

. PDW: die Thrombozytenverteilungsbreite (platelet distribution width, %); die
PDW kann auch als Standardabweichung der Thrombozytenverteilungskurve

um das Maximum in % beschrieben werden

o MPC: die mittlere Konzentration innerer Thrombozytenbestandteile oder die
Thrombozytendichte, die den Granula der Thrombozyten entspricht (mean
platelet component concentration, g/dl); sie ist mit der mittleren korpuskuldren

Hamoglobinkonzentration der Erythrozyten zu vergleichen (MCHC)
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J PCDW: die Verteilungsbreite der ,,mean platelet component concentration®
(g/dl); sie ist ein MaB fiir die Anisozytose der Thrombozyten und entspricht der
Hamoglobinverteilungsbreite der Erythrozyten

o MPM; die mittlere Thrombozytenmasse (Mean Platelet Mass, pg); sie ist das
Produkt aus MPV und MPC/100 und ist die Entsprechung der Thrombozyten
zum mittleren Hadmoglobingehalt der Erythrozyten (MCH)

. PMDW: die Verteilungsbreite der Thrombozytenmasse (Platelet Mass
Distribution Width, pg)

. RBC Fragments: Erythrozytenfragmente; diese enthalten Himoglobin
. RBC Ghosts: leere Erythrozytenmembranen ohne Himoglobin

o Clumps Count: Thrombozytenagglutinate (Moritz, 2000; Meyer, 2005)

2.6.2 Retikulozyten-Methode

Der Probenanteil gelangt zundchst in die RETI-Reaktionskammer. Auch hier lauft die
zytochemische Reaktion mit dem entsprechenden Reagenz in zwei Schritten ab. Zunéchst
werden die Erythrozyten durch ein zwitterionisches Netzmittel (Surfactant) ohne jegliche
Volumenédnderung aufgekugelt. Auch hier sind die Thrombozyten bereits durch das
Antikoagulanz EDTA aufgekugelt. Im néchsten Schritt farbt der kationische Farbstoff Oxazin
750, ein Neumethylenblauabkommling, die in den Zellen enthaltene RNA an (Siemens, 2005).
Die so vorbereitete Zellsuspension fliel3t jetzt durch die Flusszelle. Dabei ist sie vollstindig von
einem Mantelstrom umschlossen. Durch die so erreichte hydrodynamische Fokussierung
passieren die Zellen einzeln den Laserstrahl. Wie bei der Erythrozyten- und Thrombozyten-
Methode erfolgt die optische Messung bei 670 nm. Detektoren fangen das Vorwértsstreulicht
im Niedrigwinkel (2 - 3°) und im Hochwinkel (5 - 15°) und zudem die Absorption jeder Zelle
auf (Siemens, 2009).
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Abbildung 9; Retikulozyten-Methode (Quelle: ADVIA 2120i/2120/120 Trainingshandbuch (Siemens, 2009), mit
freundlicher Genehmigung von Siemens Healthcare Diagnostics): Detektoren erfassen das Niedrigwinkelsignal,
das Hochwinkelsignal und die Absorption der einzelnen Zelle.

Retikulozyten

Hochwinkel -
Detektor (5 - 15°C)
{Hamoglobinkonzentration)

Absorption
RN& Gehalt

MNiedrigwinke! -
Detektor (2 - 3°C)
(Erythrozytervolumen)

Der Hochwinkeldetektor gibt Aufschluss tiber die Himoglobinkonzentration der Erythrozyten
und der Niedrigwinkeldetektor iiber das Volumen der beiden Zelltypen. Die Absorption liefert
eine zum RNA-Gehalt proportionale Grole. Die drei Signale werden elektronisch verstérkt,
sodass sich nun insgesamt sechs Signale ergeben: Das Niedrigwinkelstreulichtsignal wird 28-
fach, das GroBwinkelsignal 12-fach und das Absorptionssignal 33-fach verstirkt (Siemens,
2005). Die Trennung der adulten von den juvenilen Zellen wird durch die Kombination von
Hochwinkelstreulichtsignal und Absorption mdoglich. Dies wird beim ADVIA 120/2120 zur
Bestimmung der Retikulozyten genutzt. Hierbei wird im Reti-Streulicht-Abs-Zytogramm das
niedrig verstirkte Hochwinkelstreulichtsignal (ZellgroBe) auf der y-Achse und das hoch
verstarkte Absorptionssignal (Zellreifung) auf der x-Achse aufgetragen (Abbildung 10). In
diesem Zytogramm wird nun ein Schwellenwert eingesetzt, um die Erythrozyten (Abbildung
10, Punkt A) und Retikulozyten von der Thrombozytenpopulation (B) abzugrenzen (Abbildung
10, Punkt 1) (Siemens, 2005).
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Abbildung 10; Retic Scatter Absorption (eigene Messung, nach Siemens, 2009: ADVIA 2120i/2120/120
Trainingshandbuch): Durch Schwellenwerte werden Erythrozyten (A), Thrombozyten (B), Koinzidenz-
Ereignisse (C) und Retikulozyten voneinander abgegrenzt und Retikulozyten in verschiedene Reifungsgrade
unterteilt.

Retic Scatter Absorption

Ein weiterer Schwellenwert (2) grenzt die Erythrozyten von Koinzidenz-Ereignissen ab (C).
Die auf der x-Achse aufgetragene Absorption ist proportional zum RNA-Gehalt. Somit
befinden sich Zellen mit hoherer Absorption und folglich hherem RNA-Gehalt weiter rechts.
In der Population der Erythrozyten stellen diese Zellen deren juvenile Stadien, die
Retikulozyten, dar. Sie werden von den Erythrozyten abgegrenzt (3) und kdnnen sogar mithilfe
zweier weiterer Schwellenwerte in drei Reifungsstadien eingeteilt werden (Siemens, 2005).
Retikulozyten, die sich ganz rechts befinden, besitzen den hochsten RNA-Gehalt und sind
demnach am jlingsten. Verfolgt man die x-Achse nach links, so nimmt der RNA-Gehalt ab und
die Reifungsstufe zu. Das erlaubt die Subklassifikation der Retikulozyten in N-, M- und H-
Retikulozyten (Siemens, 2009). Somit ergeben sich insgesamt folgende Parameter fiir die

Beurteilung der Retikulozyten:
e RETIC count: absolute und relative Retikulozytenzahl (10°%/1 , %)

e N-Retikulozyten mit niedriger Absorption, als prozentuale oder absolute Zahl (%, 10°/1);

sie stellen die reifste Gruppe der Retikulozyten dar
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M-Retikulozyten mit mittlerer Absorption, als prozentuale oder absolute Zahl (%, 10°/1)

H-Retikulozyten mit hoher Absorption, als prozentuale oder absolute Zahl (%, 10%/1);

sie bezeichnen die juvenilsten Retikulozyten

MCVr: mittleres Retikulozytenvolumen (f1)

RDWr: Retikulozytenverteilungsbreite (%)

CHCMTr: mittlere Himoglobinkonzentration der Retikulozyten (g/dl)

HDWr: Hémoglobinverteilungsbreite der Retikulozyten (g/dl) (Moritz et al., 2004;
Moritz, 2000)
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3 Material und Methoden

3.1 Tiere

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden retrospektiv die Daten von 362 Hundeblutproben
analysiert. Sie stammen von 348 Hunden sowie 14 Verlaufskontrollen. Die Proben wurden von
Juli 2006 und April 2007 sowie von Juni 2009 bis Februar 2010 untersucht. Bei den Hunden
handelt es sich zum einen um Patienten der Kliniken des Fachbereichs Veterindrmedizin der
Justus Liebig Universitit Gieen. Hierbei wurden sowohl gesunde Patienten (z. B. im Rahmen
einer Vorsorgeuntersuchung oder Blutspende) als auch kranke Tiere (zum Teil mit
Verlaufskontrollen) miteinbezogen. Zum anderen stammen die Daten von gesunden Beagles
aus dem Institut fiir Toxikologie, Merck Serono GmbH, Darmstadt, die im Rahmen einer
Kontrolluntersuchung vor Studienbeginn hdmatologisch untersucht wurden. Diese Studien
erfolgten in Einklang mit den Arzneimittelprifrichtlinien und dem Deutschen Tierschutzgesetz
(Artikel 8) und wurden beim Regierungsprésidium Darmstadt angezeigt. Diese Beagle
stammten vom Ziichter Marshall (Marshall BioResources, USA) und waren zwischen zehn und
vierzehn Monaten alt. 77 waren méannlich und nicht kastriert, 76 Tiere weiblich und ebenfalls
nicht kastriert. Die Haltung erfolgte fiir 20 Stunden pro Tag in Gruppen von 3 bis 5 Tieren und
4 Stunden pro Tag in Einzelhaltung in 6,54 m? groBen Standard-Boxen mit Auslauf bei
natiirlicher Beleuchtung. Einmal téglich wurden die Hunde mit 300g eines pelletierten Futters
der Marke Kliba (Provimi Kliba AG, Kaiseraugst, Schweiz) gefiittert. Trinkwasser stand ihnen
ad libitum zur Verfligung. Die gesamten Hunde waren gegen Staupe, Leptospirose, Parvovirose,
Parainfluenza, Tollwut, Bordetella sowie Adenovirus geimpft und zudem entwurmt. Die 153

Hunde waren klinisch unauftallig.

Aus beiden Quellen ergab sich eine Datensammlung von 169 Proben kranker und 193 Proben
gesunder Hunde. 175 Hunde waren minnlichen und 173 Hunde weiblichen Geschlechts
(ménnlich unkastriert n=144; mannlich kastriert n=31, weiblich unkastriert n=120; weiblich
kastriert n=53). Die Tiere waren zwischen 3 Monaten und 16 Jahren alt, wobei das
Durchschnittsalter bei 4 Jahren lag (arithmetischer Mittelwert). 156 Hunde gehorten zur Rasse
Beagle und 55 waren Mischlingshunde. Darauf folgten der Deutsche Schiferhund (n=14),
Labrador Retriever (n=10), Golden Retriever (n=8), Berner Sennenhund (n=8), Border Collie
(n=7) und mehrere andere Rassen (Afghane (n=1), Airedale Terrier (n=2), Alaskan Malamute

(n=1), Altdeutscher Hiitehund (n=1), American Pitbull Terrier (n=1), American Staffordshire

45



Terrier (n=1), Basset Hound (n=1), Berger de Pyrénées (n=1), Bernhardiner (n=1) , Bordeaux
Dogge (n=1), Bouvier de Flanders (n=1), Boxer (n=1), Briard (n=1), Bullmastiff (n=1),
Cavalier King Charles Spaniel (n=1), Chihuahua (n=1), Cocker Spaniel (n=1), Collie
(Langhaar) (n=1), Dachshund (n=2), Dalmatiner (n=3), Deutsch Drahthaar (n=1), Deutsch
Kurzhaar (n=1), Deutsche Dogge (n=6), Dobermann (n=3), Englische Bulldogge (n=2), English
Setter (n=1), Flat Coated Retriever (n=1), Fox Terrier (n=1), Groenendale (n=1), Grofler
Miinsterldnder (n=1), Hovawart (n=2), Husky (n=2), Jack Russel Terrier (n=4), kleiner
Miinsterlander (n=2), Leonberger (n=1), Malinois (n=1), Malteser (n=1), Mops (n=2),
Neufundldnder (n=1), Pekingnese (n=2), Pinscher (n=1), Pudel (n=2), Rauhhaardackel (n=5),
Rehpinscher (n=1), Rhodesian Ridgeback (n=2), Riesenschnauzer (n=2), Schnauzer (n=2),
Scottish Terrier (n=1), Sheltie (n=1), Shih Tzu (n=1), Wachtel (n=1), Weiler Schaferhund
(n=1), Welsh Terrier (n=1), West Highland White Terrier (n=4), Wolfsspitz (n=1), Yorkshire

Terrier (n=2), Zwergschnauzer (n=1), Zwergspitz (n=1)).

3.2  Blutentnahme

Das Blut wurde mit einer sterilen Einwegkanile (0,9 x 40mm, Henke Sass Wol GmbH,

Tuttlingen bzw. 19G, Terumo Deutschland GmbH, Eschborn) aus der Vena cephalica
antebrachii, Vena saphena oder aus der Vena jugularis gewonnen. Daraufhin gelangte das Blut
freilaufend in 1,3 ml, 5 ml bzw. 10 ml fassende K3-EDTA-antikoagulierende Rohrchen (Firma
Sarstedt, Numbrecht). Die Messung der Blutproben erfolgte innerhalb von 6 Stunden nach

Entnahme.

3.3  Blutzellzdhlung

3.3.1 Sysmex XT-2000iV

Die Messungen wurden mit dem Sysmex XT-20001V und der ,,veterinary software version 00-

8“ sowie ,,00-10%, jeweils unter der Einstellung Hund und der Testanforderung CBC/DIFF/RET
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(kleines Blutbild, Differentialblutbild, Retikulozyten), durchgefiihrt. Hierbei misst das Gerat 80
Proben/Stunde und benétigt im Modus ,,Manual“ 85 ul Blutvolumen. Die Kalibration erfolgte
durch Mitarbeiter der Firma Sysmex. An den Tagen der Analyse wurden Qualitdtskontrollen

entsprechend den Herstellerangaben durchgefiihrt.

3.3.2 ADVIA 120/2120

Ein Teil der Messungen wurde mit dem ADVIA 2120 der Firma Siemens Healthcare
Diagnostics und der Multispecies System Software V 5.3.1-MS und der andere Teil mit dem
ADVIA 120, ausgestattet mit der Multispecies System Software V 3.1.8-MS, durchgefiihrt. Da
die Gerdte ADVIA 120 und 2120 beziiglich der hier relevanten Parameter mit derselben

Methode arbeiten, erfolgte eine zusammengefasste Betrachtung ihrer Ergebnisse.

Die Gerite arbeiteten unter der Einstellung Hund und der Testanforderung
KI.BB(CBC)/DIFF/RETI (kleines Blutbild, Differentialblutbild, Retikulozyten). Hierbei
betragen das Ansaugvolumen 175 pl im offenen Modus und der Durchsatz im gewéhlten Modus
74 Proben/Stunde. Der Hersteller Siemens fiihrte die Kalibration der Gerite durch. Weiterhin

wurden tdglich Qualitdtskontrollen mit vom Hersteller bezogenen Materialien durchgefiihrt.
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3.4  Analyse

3.4.1 Sysmex XT-2000iV

Bei der Analyse der Dateien mithilfe der ,,veterinary software version 00-11* wurden folgende

Thrombozyten-Parameter inklusive der zugehorigen Parametermarkierungen ermittelt:

Parameter:
e PDW (f])
e MPV(fl)

e P-LCR (%)
e PCT (%)
e PLT-I(10°/1)
e PLT-O (10°/1)
Parametermarkierungen:
e +, -: Daten aullerhalb der Referenzintervalle
e (@ : Daten auBlerhalb des Linearititsbereichs
e *:Daten sind anzuzweifeln
e - keine Analyse
Sowie folgende flags:
e PLT Abn Distribution: abnormale Verteilung der Thrombozyten (bzgl. Morphologie)
e Thrombocytopenia: Thrombozytopenie
e Thrombocytosis: Thrombozytose

e PLT Abn Scattergram: abnormale Thrombozyten-Punktwolke (bzgl. Anzahl)
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Ein Herausstellungsmerkmal des XT-2000iV der Firma Sysmex ist die benutzerfreundliche
Reanalyse inklusive Gating direkt am Gerét. Die Software ermdglicht es, ein individuelles Gate
zu generieren, dieses zu speichern und in dieser Einstellung anschliefend automatisch den
gewiinschten Datensatz zu reanalysieren. Mithilfe der ,,veterinary software version 00-11
wurde im Laufe dieser Arbeit zunéchst ein Gate um die gesamte Population der Thrombozyten
gelegt. Dann wurden verschiedene weitere Gates generiert, um die retikulierten Thrombozyten
zu erfassen. Neben mehreren eigenen Gates orientierten wir uns bei zwei Gates an den Arbeiten
von Pankraz et al. und Gelain et al. (Pankraz et al., 2009; Gelain et al., 2010a). Diese beiden
Gates dienten als Referenzmethode bei der Beurteilung der Messung der retikulierten
Thrombozyten mithilfe der anderen Sysmex-Gates sowie mithilfe des ADVIA 120/2120. Das
hier als ,,Gelain® bezeichnete Gate wurde sowohl von Pankraz et al. als auch von Gelain et al.
beschrieben. Die von Pankraz et al. etablierte Methode der r-PLT-Messung bezog sich jedoch
auf das hier als ,,Pankraz* bezeichnete Gate (personliche Mitteilung Dr. Alexander Pankraz).

Die Gefahr von klinisch bedeutsamen Interferenzen durch kleine Erythrozyten bestand, wenn
das Gate 4 (s. Abbildung 11) tliber 5 % der insgesamt in Gate 1 und 4 gemessenen Events
enthielt. In diesem Fall war eine Verfilschung der Gesamtthrombozytenzahl zu befiirchten.

Dieser Verdacht wurde mittels visueller Uberpriifung der Scattergramme verifiziert.
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Abbildung 11; schematische Darstellung des PLT-O-Scattergramms mit dem Gate nach Gelain et al, FSC:
Vorwartsstreulicht, SFL: Seitenfluoreszenz, RBC: Erythrozyten, LFR: Retikulozyten mit niedriger Fluoreszenz,
MPFR: Retikulozyten mit mittlerer Fluoreszenz, HFR: Retikulozyten mit hoher Fluoreszenz, PLT: Thrombozyten,
r-PLT: retikulierte Thrombozyten, Gate 4: Gate mit moglichen Interferenzen, griines Gate: erfasst alle
Thrombozyten nach Gelain et al., rotes Gate: erfasst r-PLT nach Gelain et al.

FsC PLTO-EXT ScCattergram

1 2 3

SFL

Abbildung 12; schematische Darstellung des PLT-O-Scattergramms mit dem Gate nach Pankraz et al., griines
Gate: erfasst alle Thrombozyten nach Pankraz et al., rotes Gate: erfasst r-PLT nach Pankraz et al.

FSiC FLTO-EXT Scattergram

SFL
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Abbildung 13; schematische Darstellung des PLT-O-Scattergramms mit dem Gate nach Oellers et al., griines
Gate: erfasst alle Thrombozyten nach Oellers et al., rotes Gate: erfasst r-PLT nach Oellers et al.

FSC FLTO-EXT Scattergram

SFL
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Abbildung 14; schematische Darstellung verschiedener XT-2000iV-Gates anhand reprasentativer
Scattergramme eines gesunden Hundes (links) und eines Hundes mit erhdhter r-PLT-Nachbildung (rechts)

=L =FL
FSC FLTO-EXT ScCattCergram FSiZ FLTO-EXT ScCattergram
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SFL SFL
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PLT-O Tatal

SFL SFL
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Abbildung 15; schematische Darstellung verschiedener XT-2000iV-Gates anhand reprasentativer
Scattergramme eines gesunden Hundes (links) und eines Hundes mit erhohter r-PLT-Nachbildung (rechts),
dargestellt sind die Gates nach Gelain et al. und Pankraz et al.

FsC PLTO-EXT Scattergram =re FsC FLTO-EXT Scattergram =re

PLT-O Tatal

SFL SFL

SFL arL
F 5 FLTO-EXT Scatterqgram F5cC FLTO-EXT ScCattergram

PLT-0 Total PLT-O Tatal

SFL SFL
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Abbildung 16; schematische Darstellung verschiedener XT-2000iV-Gates anhand reprasentativer
Scattergramme eines gesunden Hundes (links) und eines Hundes mit erhohter r-PLT-Nachbildung (rechts),
darunter das Gate nach Oellers et al.

okL orL
FSC FLTO-EXT Scattergram FSC FLTO-EXT ScCattergram

SFL SFL

orL =rL
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3.4.2 ADVIA 120/2120

Die Rohdaten der wie oben beschrieben gemessenen Proben wurden gespeichert und fiir diese
Arbeit reanalysiert. Dies erfolgte mit der aktuellen Multispecies System Software V 5.9.0-MS.

Folgende fiir diese Arbeit relevante Parameter wurden dabei gewonnen:

e PLT (x 102 cells/ul)

e MPV (fl)
o PDW (%)
e PCT (%)

e Large PLT (x 103 cells/ul)

e MPC (g/dl)

e PCDW (g/dl)

e MPM (pg)

e PMDW (pg)

e #PLT Clumps

e % PLT Clumps

e RBC_ Fragments (x 10° cells/ul)

e RBC Ghosts (x 10° cells/pl)

Zudem wurden die fcs-Rohdateien des RETIC-Kanals generiert und mit der Software WinMDI
Version 2.9 (fiir Windows, The Scripps Research Insitute, La Jolla California USA,

http://facs.scripps.edu/software.html) zur Bestimmung der retikulierten Thrombozyten

analysiert. Hierbei wurde zunichst ein Gate um die gesamte Population der Thrombozyten
gelegt, um Erythrozyten, Retikulozyten und Debris auszuschlieBen. Dann wurde nach
morphologischer Priifung zahlreicher Scattergramme ein Gate gewdhlt, das den Grof3teil der
adulten Thrombozyten ausschlieBt und eine Population von Zellen beinhaltet, deren
morphologisches Muster dem der retikulierten Thrombozyten gleicht. Nachfolgend wurde

dieses Gate in mehrere Gates unterteilt, welche Thrombozyten unterschiedlicher Absorption
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einbeziehen. Das am besten geeignete Gate wurde anschlieend ausgewéhlt. Die nachfolgenden
Abbildungen zeigen typische Scattergramme einer normalen Probe und einer Probe mit
erhohter r-PLT-Zahl. Erythrozyten und Retikulozyten sind hierbei rot dargestellt. Reife
Thrombozyten erscheinen griin. Rechts davon sind retikulierte Thrombozyten in verschiedenen

Gates zu sehen.

Abbildung 17; Darstellung des ADVIA-r-PLT-Gates bei einem gesunden Hund, rot: Erythrozyten mit
Retikulozyten, griin: adulte Thrombozyten, blau: r-PLT, x-Achse: Absorption, y-Achse: Zellgr6Be; rechts neben
der griinen Punktwolke befinden sich die verschiedenen getesteten r-PLT-Gates
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Abbildung 18; Darstellung des ADVIA-r-PLT-Gates bei einem Hund mit erh6hter r-PLT-Zahl, rot: Erythrozyten mit
Retikulozyten, griin: adulte Thrombozyten, blau: r-PLT, x-Achse: Absorption, y-Achse: Zellgrée
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3.5  Statistik

Die gemessenen Daten sowie Angaben zu Alter, Geschlecht und Rasse wurden in eine Excel-
Tabelle iibertragen. Die statistische Auswertung erfolgte auerdem bei Gewinnung der
Referenzwerte mit der Software ,,Reference Value Adviser Version 2.1 fiir Microsoft Excel
und bei dem Methodenvergleich mit dem Statistikprogramm ,,Analyse-it*“ Version 2.04 fiir
Microsoft Excel. Die Receiver-Operating-Characteristic-Kurven wurden mit der Software
,MedCalc* Version 12.7.5.0 erstellt. Bei der Uberpriifung auf signifikante Unterschiede
zwischen den verschiedenen Gates zur r-PLT-Messung wurde das Programm ,,GraphPad Prism*
Version 6 verwendet. Es wurde der Kruskal-Wallis-Test eingesetzt und die p-Werte fiir multiple
Vergleiche adaptiert.
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3.5.1 Prazision

Die Prizision wurde nach dem CV (Variationskoeffizienten) bewertet. Es wurden der
arithmetische Mittelwert, die Standardabweichung und der Variationskoeffizient errechnet.
Hierflir wurden beim Sysmex XT-20001V 25 Messungen derselben Blutprobe beurteilt. Dabei
markierte der XT-2000i1V die Parameter MPV, PCT, P-LCR und PDW mehrerer Messungen
und gab hier keine Werte an. Somit wurden fiir diese Parameter nur 7 Werte in die Berechnung
mit einbezogen. Bei der Beurteilung der Prizision des ADVIA 120/2120 wurden 22 Messungen
einer Blutprobe beurteilt.

3.5.2 Methodenvergleich

Die Messergebnisse der retikulierten Thrombozyten wurden mithilfe des Spearman-
Rangkorrelationskoeffizienten, der Bland-Altman-Analyse und der Passing-Bablok-Analyse
ausgewertet. Hierbei dienten die von Pankraz et al. und Gelain et al. beschriebenen Methoden
zur Messung der retikulierten Thrombozyten mithilfe des Sysmex XT-20001V als
Referenzmethode. Dariiber hinaus wurde zur Bewertung der ADVIA-Methode das Gate nach
Oellers et al., das ein verbessertes ,,Gelain-Gate* darstellt, als Referenzmethode herangezogen.
Auch der Zusammenhang zwischen retikulierten Thrombozyten und Thrombozytenindizes

wurde anhand des Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten bewertet.

Ergibt sich fiir den nach Spearman berechneten Korrelationskoeffizienten (spearman’s rank
correlation coeffizient (rs)) ein Wert von 1, korrelieren beide Methoden vollstandig. Die Bland-
Altman-Analyse lieferte den Mittelwert der Differenz zwischen beiden Methoden (,,bias*) mit
den Grenzen der Ubereinstimmung (,,95% limits of agreement®). Y-Achsenabschnitt (,,y-
intercept®) und Steigung (,,slope*) mit 95%igem Konfidenzintervall wurden mittels Passing-
Bablok-Analyse ermittelt. Diese Ergebnisse werden zum einen in einem
Punktwolkendiagramm dargestellt, das dariiber hinaus die mittels Passing-Bablok-Analyse
ermittelte Hauptkomponentengerade enthilt. Zum anderen wird die Bland-Altman-Analyse
graphisch dargestellt. Beim Bland-Altman-Diagramm werden die Differenzen der beiden
Methoden gegen den Mittelwert beider Methoden als Punktwolkendiagramm aufgetragen.

Zusitzlich kennzeichnen horizontale Geraden die Grenzen der Ubereinstimmung (,,limits of
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agreement). Sie entsprechen dem Mittelwert der Differenz + und — 1.96 x Standardabweichung
der Differenz. Der Mittelwert der Differenz zwischen beiden Methoden (,,bias®) gibt den
systematischen Fehler des zu testenden Geréts an. So wird deutlich, um welchen Wert die

Ergebnisse des ADVIA 120/2120 hoher oder niedriger im Vergleich zum XT-20001V sind.

Nachfolgend wurden fiir den Vergleich zwischen den Messungen der retikulierten
Thrombozyten mithilfe des Sysmex XT-2000iV und mithilfe des ADVIA 120/2120
Grenzwertoptimierungskurven (Receiver-Operating-Characteristic-Kurven, ROC-Kurven)
erstellt. Die ROC-Kurven-Analyse erlaubt Riickschliisse darauf, ob der ADVIA 120/2120 in
der Lage ist, eine Erhohung des Anteils der retikulierten Thrombozyten richtig zu erkennen.
Entscheidend hierbei sind Sensitivitdt, Spezifitit und Cut-Off-Wert. Die Sensitivitit ist die
Féhigkeit der Methode, die nach der Referenzmethode positiven Proben ebenfalls als solche zu
erkennen. Es wird der Anteil der korrekt als positiv erkannten Proben, bezogen auf die
tatsdchlich positiven Proben, in Prozent angegeben. Die Spezifitit gibt den Anteil der korrekt
als negativ erkannten Proben, bezogen auf die Gesamtheit der tatsdchlich negativen Proben
(nach Referenzmethode), an. In der ROC-Kurve sind sowohl Sensitivitit als auch Falsch-
Positiv-Rate fiir den betreffenden Cut-Off-Wert eingetragen. Existiert fiir die beurteilte
Methode keinerlei Trennschirfe, sondern handelt es sich stattdessen eher um einen
Zufallsprozess, gleicht die ROC-Kurve einer Diagonalen. Weist die Methode jedoch eine hohe
Sensitivitdt und Spezifitét, d.h. eine groBe Trennschérfe, auf, bewegt sich die Kurve in die obere
linke Ecke des Diagramms und unterscheidet sich deutlich von einer Diagonalen. Dabei nimmt
die Fliche unter der Kurve zu. Diese AUC (area under the curve) spiegelt die Giite der Methode
wieder. Sie nimmt Werte zwischen 0,5 und 1 an, wobei ein Wert von 0,5 das schlechteste

Ergebnis und ein Wert von 1 das Optimum ist.

AuBerdem wurde gepriift, ob ein signifikanter Unterschied zwischen den Methoden besteht. Es
wurde der Kruskal-Wallis-Test eingesetzt und die p-Werte fiir multiple Vergleiche adaptiert. Zur
Beurteilung der Signifikanz wird der p-Wert angegeben. Fiir p < 0,05 wird das Ergebnis als
signifikant bezeichnet.

Auch werden der Medianwert sowie Maximum und Minimum (Range) angegeben.
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3.5.3 Referenzintervalle

Die Referenzwerte wurden mit ,,Reference Value Adviser Version 2.1 fiir Microsoft Excel
ermittelt und fiir verschiedene Gruppen gesunder Hunde der untersuchten Population
angegeben. Eine Gruppe beinhaltet die gesamten gesunden Hunde (n = 193), d.h. die einheitlich
gehaltenen Beagle und die gesunden Hunde verschiedener Rassen. Aulerdem werden die
Referenzwerte separat zum einen flir die Gruppe der gesunden Beagle (n = 153) und zum
anderen fiir die Gruppe der gesunden Hunde anderer Rassen (n = 40) angegeben. Fiir die ersten
beiden Gruppen ist laut der Richtlinien der ASVCP (American Society of Veterinary Clinical
Pathology) die Anzahl der Proben ausreichend grofl (n > 120) um zur Berechnung der
Referenzwerte die nichtparametrische Methode anzuwenden (Friedrichs et al., 2011). Die
Gruppe gesunder Hunde anderer Rassen umfasst 40 Hunde. Auch hier kann die
nichtparametrische Methode angewandt werden. Empfohlen wird die robuste Methode fiir
Probenzahlen von 40 < x < 120. Sie erfordert keine Normal-Verteilung nach GauB, jedoch eine
symmetrische Verteilung der Daten. Liegt diese nicht vor, wird sie mittels Box-Cox-
Transformation erreicht. Liegt auch nach Transformation keine Symmetrie vor, wird zusitzlich
zur nichtparametrischen Methode die parametrische Methode angewandt, wenn die Werte eine
Normalverteilung nach Gaufl aufweisen oder diese durch Transformation erreicht wurde.
Innerhalb der Gruppe der gesunden Hunde anderer Rassen existieren fiir einige Parameter keine
40 Messwerte, da der Sysmex XT-20001V bei einigen Proben keine Werte zu den
Thrombozytenparametern MPC, PDW, P-LCR und PCT ausgibt. Fiir diese Probenanzahl (20 <
x < 40) wird die robuste oder bei Normalverteilung die parametrische Methode empfohlen
(Friedrichs et al., 2011). Bei jeder Gruppe werden 95 % der untersuchten Population in die
Berechnung eingeschlossen. Das 90%-Konfidenzintervall der hier angegebenen

Referenzintervalle wurde mit der nichtparametrischen Bootstrap-Methode ermittelt.
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4 Ergebnisse

In den nachfolgenden Kapiteln werden zunéchst die Prizision, der Methodenvergleich und
nachfolgend die ermittelten Referenzwerte fiir retikulierte Thrombozyten und
Thrombozytenindizes angefiihrt. ADVIA 120 und 2120 arbeiten beziiglich der hier relevanten
Parameter mit derselben Analysemethode, die bereits in den vorherigen Kapiteln beschrieben
wurde. Daher werden die Ergebnisse dieser beiden Gerdte in der vorliegenden Arbeit
gemeinsam betrachtet. Die in Bezug auf den Methodenvergleich genutzte Referenzmethode ist
die Messung der retikulierten Thrombozyten mithilfe des Sysmex XT-2000iV nach den
Methoden von Pankraz et al. und Gelain et al. sowie die Methode nach Oellers et al. als
Optimierung der Methode nach Gelain et al. Nachfolgend werden die Ergebnisse der Beziehung
zwischen retikulierten Thrombozyten und Thrombozytenparametern angegeben. AbschlieBend

folgen die ermittelten Referenzwerte.

4.1 Prazision

Die Ermittlung der Prézision innerhalb der Serie erfolgte in dieser Arbeit fiir jedes Gerit durch
die retrospektive Auswertung mehrerer Messungen derselben Probe. Fiir den ADVIA 120/2120
wurden 22 Messungen ausgewertet, wihrend es beim XT-20001V 25 Messungen waren. Fiir die
Parameter MPV, PCT, P-LCR und PDW gab der XT-20001V jedoch nur 7 Werte an, sodass hier
weniger Werte fiir die Berechnung des Variationskoeffizienten zur Verfiigung standen. Fiir
jeden Parameter werden der Mittelwert mit Standardabweichung und der Variationskoeffizient

angegeben.
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4.1.1 Prazision ADVIA 120/2120

Tabelle 1; Prézision des ADVIA 120/2120, n=1, 22-fache Messung

Mittelwert +
Parameter Einheit Standardabweichung Variationskoeffizient
e CV (%)
r-PLT ADVIA % 0,73 £0,26 35,64
r-PLT ADVIA 10°/1 1,78 £ 0,66 36,97
PLT 10°/1 318,45 +21,97 6,90
MPV fl 11,16 £ 0,61 5,49
PDW % 57,56 + 2,38 4,14
PCT % 0,35+0,03 7,32
MPC g/dl 21,17 £0,80 3,77
PCDW g/dl 6,92 + 0,40 5,79
MPM pg 2,07 +£0,02 1,03
PMDW pg 0,78 £ 0,02 2,85
Large PLTs 10°/1 24,36+ 6,22 25,54
RBC Ghosts 10'%/1 0,03 +£ 0,01 29,50
RBC Fragments 10'%/1 0,03 + 0,00 17,78
% PLT Clumps % 12,37 £ 52,97 428,31
# PLT Clumps Number (Events) 2022,36 £9270,91 458,42

Die Variationskoeffizienten der Thrombozytenzahl und —indizes MPV, PDW, PCT, MPC,
PCDW, MPM, PMDW befinden sich in einem Bereich von 1,03 bis 7,32 %, wéhrend fiir die
iibrigen Parameter inklusive r-PLT-Messung hohe bis sehr hohe Werte zwischen 17,7