NEWS AUS DER INDUSTRIE

VON DER KUNST,

EINE TEILCHENKONZENTRATION

IN PRP ZU BESTIMMEN

Blut ist nicht nur biologisch, biochemisch und physikalisch

eine komplex rusammengesetzte Suspension, deren vielfiltige
Kempeonenten untereinander aber auch mit ihrer ,Umgebung”
Wechselwirkungen eingehen kinnen.

Im Infobrief-Beitrag 03/2021 haben wir versucht aufruzeigen,
wie schwer es ist, aus dem Vollblut bestimmte Partikelfraktionen
zu isolieren. In diesem Beitrag machten wir, nach einer kurren
Einfiihrung in die Welt der Partikel, einen fliichtigen® Eindruck
iiber die Herausforderungen der Partikelzihlung - genauer der
Thrambozytenzihlung in plittchenreichem Plasma - vermitteln.

EINFUHRUNG

Die Physik bietet eine allgemeine Definition fir den Begriff
«Partikel"; er leitet sich vom lateinischen Wort particula fir
JTeilchen” ab und beschreibt - allgemein - ,einen Korper, der
klein gegenuber dem Malistab des betrachteten Systems ist”

Je nach Standpurkt des Betrachters kénnen mit diesem
Begriff also sowohl feinste, nur wenige Nanometer (10% m)
grofie, feste oder flissige Stoffe, die in einem Zimmer von z.B.
48 m? schweben, aber auch die im leeren ,von den besten Tele-
skopen beobachtbarem Universum® (Radius 13,8 Mrd. Licht-
jahre = 1,306 * 10 m) verteilten Galaxien (r = 4,75 = 10% m)
beschrieben werden,

Befinden sich Partikel in einer Flissigkeit, so spricht man
von einer Suspension; die Partikel sind in der flissigen Phase
nsuspendiert”.

In allen Mafistiben kénnen sich die untersuchten Partikel in
vielerlei Hinsicht in ihren physikalischen Eigenschaften unter-
scheiden, z.B. in: Art, Gréfle, Form, Farbe, Aufbau, Alter. Je
nach beobachteter Suspension kénnen zahlreiche weitere Par-
tikelmerkmale unterschieden werden.
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METHODEN DER PARTIKELZAHLUNG
UND GROSSENANALYSE

Fur die Bestimmung der Partikelanzahl in einem Probenvoly-
men und der zugehorigen Verteilung der Partikelgréfen und
der Partikelarten stehen vielfiltige Messmethoden zur Verfi-
gung.' Sie nutzen primdr, insbesondere die unterschiedlichen
physikalischen Eigenschaften der zu analysierenden Partikel-
systeme aus; die konkrete Wahl des Verfahrens ist abhangig
u.a. von derfden PartikelgréBe(n), der Partikelkonzentration,
der vorherrschenden kontinuierlichen Phase.

Gegebenenfalls missen die Proben vor der Analyse, z.B.
durch Verdiinnung oder Abreicherung von Stérpartikeln, auf-
bereitet werden.

Bei komplexen Partikelsystemen, z.B. bei Blutuntersuchun-
gen kommen ggf. abgeleitete und/oder kombinierte Verfahren
zum Einsatz.

BLUT - EIN HETEROGEMES STOFFGEMISCH AUS
VERSCHIEDENEN IN PLASMA SUSPENDIERTEN
BIOLOGISCHEN PARTIKELN

Das merphologisch als flissiges mesenchymales Organsystem
anzusprechende Blut dbernimmt im Kgrper zentrale Vitalfunk-
tionen. Seine Zusammensetzung wird daher permanent Uber
verschiedene 2.T. redundante Mechanismen in engen Grenzen
konstant gehalten. Samtliche Blutkomponenten unterliegen ei-
nem standigen Auf- und Abbau, wobei die verschieden Blutpar-
tikel unterschiedliche Halbwertszeiten aufweisen; wahrend die
Lebensdaver der Thrombozyten ca. 3-10 Tage betrigt, iber-
leben die Erythrozyten zwischen 30 und 120 Tage. Wihrend
ihrer Lebenszeit kinnen die Zellen ihre Morphologie dndern,
wodurch sich zelltypeharakteristische Gréllen-Haufigkeitsver-
teilungen ergeben, die bei einer Stérung des Gleichgewichts
2wischen den jeweiligen Auf- und Abbauraten typische Ver-
schiebungen erfahren,

Die Meubildung der Blutzellen, die Hamatopoese, fuhrt
dazu, dass im Blut ein breites Spektrum von morphologisch
unterscheidbaren Bestandteilen der verschiedenen Zellarten
koexistiert (Abb. 1). Hierzu gehoren jeweils die Zellen der Ery-
thropoese, der Granulozytopoese, der Lymphorytopoese, der
Monorytopoese, und der Thrombozytopoese.
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DIE BLUTPARTIKELANALYSE

Die Tatsache, dass die Blutplasmazusammensetzung sowie die
Haufigkeiten der Blutpartikel und deren jeweiligen morpho-
logischen Beschaffenheit von zentraler Bedeutung fir die Ge-
sundheit sind, ldsst die Untersuchung des Blutbilds eine zent-
rale Rolle bei der Diagnose von Erkrankungen einnehmen. Ziel
hématologischer Untersuchungen ist daher die Zdhlung und
Differenzierung der unterschiedlichen korpuskuliren Bestand-
teile und v.a. die Detektierung pathologischer Zustinde. Hier-
zu werden u.a. die Zellmerkmale: Grifle, Form des Kerns und
Grofenvergleich zwischen Kern und Zelle, Chromatinstruktur
des Kerns, Granula im Zytoplasma und deren Grélle und Vertei-
lung, sowie die Anfarbbarkeit der verschiedenen Zellbestand-
teile, mit unterschiedlichen Methoden untersucht.

Nicht nur die Konzentrationen der Plasmabestandteile
miissen in ihren jeweils eng begrenzten Referenzbereichen

1 ua.: Diffusionsladungsanalytik,
dynamische Lichtstrevung, elek-
trische Mobilititsanalyse, Fitter-I
Siebanalyse, Flusreszenzspekino-
skopie, Impaktionsabscheidung,
Impedanripektroskopie (dielektrische
Spektroskopie), Kondensationshern-
zahlung, Laserbeugung, Lichtmikro-
skopie, Opazimatrie, Photoakustische
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vorliegen, sondern auch jede Partikelart in ihrer typischen
Haufigkeits- und Groflenverteilung. Eine Abweichung von
der physiologischen Morm weist direkt (spezifisch) oder indi-
rekt auf eine akute und/oder chronische pathologische Form
metabolischen oder hamatopoetischen Geschehens sowie
eine verringerte Blutfunktionalitat (u.a. O,-CO -Transport, Ge-
rinnungsfihigkeit, Puffereigenschaften) hin. Die Untersuchung
des Blutbilds im Hinblick auf (jedwede) pathologische Verdnde-
rungen ist daher fir diagnostische Zwecke, aber auch zur The-
rapieerfolgskontrolle, unersetzlich.

Im Folgenden soll eine der wichtigsten Methoden der Par-
tikelanalyse zur Erfassung von Blutwertabweichungen skizzen-
haft beleuchtet werden und dabei die Komplexitat des Mess-
verfahrens, das sonst hinter der Black-Box* des Analysegerats
verborgen ist, angedeutet werden.

Spektroskopie, Photosedimentation, Abb. 1: Zahireiche verschiedene Partikel sind im Blut suspendiert (Beispiele). Neben den von der klinischen

Reflektisnsmessung, Schalldimp-

Chemie erbrachten Analysen der sus dem Blutplasma gewonnenen Parametern, st die Analyse der Hiufig-

funguspektroskopie, Uitrmchalidimp-  keiten und Morphologien der karpuskuliren Blutbestandteile von zentraler diagnostischer Bedeutung,

fungsspektroskopie, Wagung.
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IMPEDANZSPEKTROSKOPISCHE ANALYSE DER
KORPUSKULAREMN BLUTBESTANDTEILE

Die Bestimmung der sich in eimem Volumen befindlichen Teil-
chenanzahl und der Teilchengréfien erfolgt in der Zellbislogie
in der Regel mit einem impedanzspektroskopischen Verfahren
(Durchflusszytometrie zum Zéhlen mikroskopischer Teilchen
vorgegebenen Typs und vorgegebener Grifle),

Zur Bestimmung des kleinen Blutbilds und des Differen-
tialblutbilds mit den jeweils abgeleiteten Kennzahlen zur Cha-
rakterisierung der zelluliren Blutzusammensetzung werden
u.a. aus den Primarinformationen .Anzahl* und ,Grofe" de-
tektierter Partikel auf Basis von (vereinfachenden) Modellan-
nahmen Rickschlisse auf das Vorliegen konkreter Zelltypen
gezogen.

Die Theorie ist beliebig komplex* und die praktischen Vor-
richtungen messtechnisch anspruchsvoll; das zugrundeliegen-
de Messprinzip wird daher hier nur sehr vereinfacht skizziert
und versucht eine Sensibilisierung fir die nicht immer offen-
sichtlichen Fallstricke der Blutpartikelmesstechnik zu schaf-
fen. Dies auch vor dem Hintergrund der Messung der fir die
Beurteilung der Qualitat von plittchenreichem Plasma (PRP)
oftmals - grob vereinfachend und dabei die Komplexitit des
Produkts vernachlassigend - alleinig herangezogenen Werte
der Thrombozytenkonzentration in den jeweiligen PRP-Zube-
reitungen.?

Das klassische Analysegerdt in der medizinischen Labor-
diagnostik zur Bestimmung der Leuko- und Erythrozytenkon-
zentration ist das 1947 von Wallace Henry Coulter erfundene
Durchflusszytometer, dem Coulter-Zihler, Zahlreiche Modi-
fikationen und Erweiterungen dieser Grundtechnologie sowie
messtechnische Erganzungen haben zu den heutigen vollaute-
matischen .On-desk"-Himoanalysegeriten zur gleichzeitigen
Bestimmung sémtlicher Routine-Blutparameter gefihrt.

Antikoaguliertes Blut
€3.1:300 isotonisch
(2.B. 0.9% NaCl)

Vereinzelu
der Part

MESSPRINZIP

Prinzipiell kénnen alle Arten von Partikeln impedanzspektro-
skopisch detektiert werden, die nur schwach- oder (besser)
nicht elektrisch leitend sind (Dielektrikum) und in einer Elek-
trolytlésung suspendiert sind.

Passiert ein solches Teilchen ein von aufien angelegtes
elektrisches Feld geeigneter Stérke, wird in diesem Teilchen
eine Ladungstrennung induziert; das Teilchen wird polarisiert
und erzeugt dabei ein eigenes elektrisches Feld, wodurch der
Stromfluss in der Messzelle verringert wird (Abb. 2).

Liegt ein (sinusférmiges) Wechselspannungsfeld an, ist die
Anderung der Polarisation auf Grund der beschrinkten Beweg-
lichkeit der Ladungstriger gegeniiber der Anderung des elek-
trischen Feldes zeitlich verschoben. Hierdurch kommt es zu
einer zeitlichen Verschiebung (Phasenwinkel §) des Strom- und
Spannungsverlaufs zwischen den aullen anliegenden felder-
zeugenden Elektroden. Das Ausmall der frequenzabhingigen
Verschiebung ist teilchenmaterialspezifisch (u.a. Dielektrizi-
tatskonstante ¢, Leitfahigkeit k) und unabhingig von der Teil-
chenmorphologie.

Die Hahe des vom Teilchen erzeugten Wechselstromwider-

stands [Ohm, (3] wird als Impedanz (lat. impediere Jhemmen®,
whindern®) bezeichnet; die gemessene Hohe der durch das Teil-
chen verursachten Jinderung des Stromflusses im Messsystem
ist direkt proportional zum Teilchenvalumen.
Wie bei allen quantitativen Messungen muss die zur Ana-
lyse kommende Frobe beziiglich der Zusammensetzung der
LOrundgesamtheit® reprisentativ sein, um auch die Konzen-
trationen selten oder aullergewdhnlich (weil pathologisch)
vorkommender Partikel mit statistisch hinreichender Genauig-
keit .richtig” abbilden zu kénnen. Dies setzt den Einsatz eines
(homegenen) Mindestprobenvolumens baw. der Zahlung einer
Mindestanzahl aus der Probe zu zdhlender Partikel*! voraus.

2 Eine gute Alternative zum Konzen-
trationswert ist der Parameter
Thromborytenwiedergewinnung™;
18 [y ® Vi) 1 V. mit
€, = TZ-Knnpentration,
m';ﬁ fi | gmmenes PRP-Volumen,
o 7859 s Vollbiutvoh
Die Einheit von r ist [TZ-Anzahlim
PRP pro pl Vllblut).

Erhdhung des elekirischen Widerstandes
direkt proportional zur Partikeloberflache und -dicke

Abb. 2: Stark vereinfachte Darstellung des Messprinzips eines Durchflusszytometers. Passiert 2.B. ein
{Blut-) Partikel die Messkammer, so bewirkt es im, durch eine sinusfarmigen Wechselspannung erzeugten
elektrischen Feld, eine frequenz- und amplitudenabhingige sperifische Widerstandsinderung, die sich als
Spannungs- oder Stromimpuls messen ldsst. Die Partikelkonzentration der Probe ergibt sich aus der Anzahl
won detektierten Impulsen und dem Probenvelumen, das wahrend der Messung durch die Kaniile gestramt
ist. Typische Kanilendurchmesser sind 20 pmi bis 400 pm. E = Erythrozyt, N = Neutrophiler Granulozyt,

TI = Thrombaozyt.
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Zeit bzw. Volumen
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Abb. 3: Uberfiihrung der Messignals (inks) in eine PartikelgrdBenverteilung (Mitte) und Partikelvolumen-
verteilung (rechts) unter Zuhilfenahme verschiedener Modelle. Voraussetzung in diesem Beispiel ist, dass
a) jeder Impuls genau einem Teilchen entspricht und b) die Impulsh&he eine Funktion der Partikelgrifle ist.
U ) irm nBehsten Schritt die Partikelgrifle einer Partikelart ruweisen ru kinnen, muss (idealerweise] jede
Partikelart durch eine distinkte (eindeutige) Grifle gekennzeichnet sein. Theoretisch kinnten in diesem
Beispiel sieben Partikelarten erfasst worden sein. Um hieriber Klarheit ru bekommen, milssen weitere

Informationen iiber die Partikel in die Ergebnisinterpretation einflieflen.

MESSTECHMISCHE BESCHRANKUNGEN

Wie jedes Messverfahren ist auch die Impedanzspektroskopie
durch prinzipbedingte Randbedingungen limitiert. Micht nur
das Volumen des Partikels, sondern w.a. auch seine Form und
Paosition im elektrischen Feld nehmen Einfluss auf die elektri-
schen Phinomene und damit auf die Hihe, Daver und Form
des ausgeldsten Messsignals: Da das sich im Messbereich be-
findliche Teilchen - bildlich gesprochen - einen .elektrischen
Schatten” erzeugt, ergeben sich Effekte, welche die Messge-
nauigkeit beeintrachtigen. Zum Beispiel tauschen kugelfarmi-
ge Partikeln Volumina vor, die ca. 1,5-mal gréfier sind als die
wahren.

Abweichungen von der Kugelgestalt, z.B. bei Blutzellen,
natirlich (physiologischer® oder pathologischer Natur®) oder
durch duflere Einfliisse (z. B. als Folge von Verformungen wih-
rend der Passage durch die Messkaniile) verursacht, erschwe-
ren zusdtzlich die Analytik. Weichere® Zellen, die sich durch
die stromungserzeugten Scherkrifte leicht verformen kénnen,
erscheinen haufig kleiner, als sie sind. Die Gréflenbestimmung
bei volumengleichen, aber nicht gleichférmigen Partikeln ist
beim Impedanzverfahren erschwert.

Im Randbereich des elektrischen Felds registrierte Partikel
erscheinen wiederum gréfer, wodurch z.B. ein Thrombozyt
einen Impuls auslésen kann, der die Gréfle eines (kleinen) Ery-
throzyten vertduscht.*

Ebenso ist das Vierfahren prinzipiell empfindlich gegeniber
der Messung mehrerer gleichzeitig oder sehr kurz hinterein-
ander die Messzelle passierender Partikeln (Koinzidenzfehler),
die dann als ein einzelnes grofles Teilchen regjstriert werden,
(Michtlinearitdt zwischen Messsignal und Teilchengréfie).
Deshalb sollte der Durchmesser der Messkaniile einerseits so
gewshit werden, dass sich nur ein Teilchen darin befinden kann,
jedoch muss andererseits gleichzeitig sichergestellt sein, dass
das Messvolumen deutlich grofier ist, als die groften zu zahlen-
den Teilchen, um Verstopfungen zu vermeiden. Durchmesser
(Aperturen) mit ca. dem 2- bis 50-fachem Teilchendurchmes-
ser werden als ginstig angesehen.” Der Einsatz mehrerer Ka-
niilen gleichzeitig erméglicht die Messungen von Suspensionen
mit einem breiten Partikelspektrum.
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VON DEN ROHDATEMN ZUR INFORMATION
UBER DAS PARTIKEL

Die Uberfiihrung des Messsignals in eine differenzierende
Information uber die Partikeleigenschaft(en) erfolgt unter
verschiedensten Annahmen Uber die jeweiligen physikali-
schen - material- bzw. zellspezifischen - Eigenschaften (u.a.
Dielektrizitatskonstante £, Leitfahigkeit k) der (erwarteten)
Partikel und modellhaften Vereinfachungen beziiglich u.a. de-
ren geometrischen Merkmale (z. B. Form, Grofle); (Abb. 3).

Trotz der zahlreichen modellbasierten Auswertelogiken zur
Transformation des primaren Messsignals in eine Ergebnisdar-
stellung® steht und fallt die Qualitat der Analyse mit der Quali-
tat der Probengewinnung und -aufbereitung. Dies gilt nicht nur
fur die Impedanzspektroskopie, sondern generell auch fir die
anderen Methoden der Partikelanalyse.

3 Beispiel einer statictischen Abschitrung: Es soll sine Partikelart detektiert
werden, welche an der Grundgessmtheit aller Partikel sinen Hiufigkeitsanted
won 0,1% hat. Diese Partikelart soll mit einer 99.9% Wahrscheinlichleit von
ginem Analysegerat mit siner Messgensugheit fir diese Teilchenart von 955
mindestens sinmal erfasst werden. Die Mindestarzahl n von Partikeln dee sus
der Probe untersucht werden miissen, um dieses Ereignis statistisch sicher zu
erfassen betragt 7.268, nach: n 2 Um = [in{l - al/in{l - p}], mit m = Messgenauy-
igkeit der Apparatur = 0.95; 0 = Mindestwahrscheinkchkeit die erreicht werden
soll = 0.999: p = Wahrscheinkchkeit, einen Treffer zu erzielen = 0,000, Je nach-
dem, wie hoch die Trefferzahl sein muss, damit sie eine dagnostische Relevarg
bekommt, muss die sus der Probe zu anslysierende Gesamtteilchencahl ent-
sprechend erhht werden. Uinter Beriicksichtigung des rur Analyse bendtigtem
Probenverdinnungsgrads tust sich das notwendige Mindestprobenvolumen
bestimmen.

47, B. Erythrozyten

51 B. Sichelrellen

 Rowan RM. Blood Cell Volume Analysis. London: Albert Clark, 1983,

7 Bei der Mettung von susichhieflich Thrombozyten mit emner Vorrichtung, die
filr Analyse von Vollblut kalibriert ist, besteht also die Gefahr, dass der ver-

wendete Kanilendurchmesser zu grofl i, um ein optimales Messergebnis 2y
ermbglichen.

a5



Haufigkeit [%]

g

P

NEWS AUS DER INDUSTRIE

Abb. 4: Bimodale Velurmen-/Hiufigkeitsverteilung nach der Messung
von Thrambozyten und Erythrozyten. Aus diesen VYerteilungen lassen
sich fiir Disgnosezwecke weitére Kennzahlen ableiten. Bei den Ery-
throzyten 2. B. die Parameter MCV = Mean Corpuscular Volume, und
RDW-5D = Red Cell Distribution Width. SD = Standardabweichung.
Entsprechende Kennzahlen (MPY = Mean Platelet Velume, PDW-5D

= Platelet Distribution Width) k&nnen auch aus der Thrombozytenver-

teilung bestimmt werden. Volumenangabe in Femtoliter (1077 1.

£ Hinter den Modellen der _Blsck-Box-Automatiken® sind v.a. auch _Fuzry-
lLogic®-Routinen versteckt, die versuchen, aus unscharfen Informationen
Stirfaktoren ru erfassen und diese bei dor Ergebnisberechnung im Hinter-
grund® ru berdcksichtigen, um hierdurch 2.B. klarelre) Mengenzuweisungen Tu
ermaglichen,

9 Prianalytische Fehler, die eine Blutpartikelgrifenverteilungsanalyse beein-

flissen, missen unbedingt vermieden werden; hierzu gehren wa.: unachisame

Blutentnahme, falsches Antikoagulant-Blut-Yerhiitnis, verségerte Probenver-
arbeitung (Lagerung aw hohe La gstempaeratur, nicht-isobenische

Probenverdinnung, etc.; die Verwendung falscher Zentrifugationsparameter
(- wd. In-vitrs-Himalyse) oder eine wnsachgemalle Extraktion der Zielpartikel
wom Zentrifugat sind weitere potenzielle Fehlerguellen.
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DIE BESTIMMUNG DER THROMBOZYTEN-
KONIENTRATIOMN IN BLUT UND PRP
- EINE MESSTECHNISCHE HERAUSFORDERUNG

Aufgrund ihrer geringen Gréfle und intrinsischen Fahigkeit zur
Interaktion ist die Untersuchung der Thrombozytenanzahl und
der zugehérigen Volumenverteilung (Abb. 4] in einer Blut- baw,
PRP-Probe im Vergleich zur Bestimmung der gleichen Parame-
ter fiir die anderen Blutpartikel besonders schwierig.

Das Auftreten von induzierten Partikelfragmenten, 2.B. in Fol-
ge einer unsachgemafien Probennahme und -aufbereitung,”
kann die Zahistatistik relevant beeinflussen, indem die Anzahl
kleiner Partikel auf Kosten der Anzahl der grofien (< Erythro-
ryten) falsch hoch angegeben wird.

Meben der manuell durchgefihrten Kammerzahlung mittels
Phasenkontrastmikroskopie als Referenzmethode kommen bei
der automatisierten Untersuchung der Thrombozyteneigen-
schaften und -funktionalitit auch folgende Methoden zum
Einsatz:

= Durchflusszytometrische Bestimmung

= Optische Streulichtanalyse

= Widerstandsmessverfahren

Zur Erhdhung der Messgenauigkeit werden diese Verfahren oft
auch in Kombination durchgefihrt.

Das Ergebnis einer Thrombozrytenmessung hangt von zahl-
reichen Faktoren ab, die zum Teil schwer zu kontrollieren sind.
Der Vergleich zweier Messergebnisse, die von unterschiedlich
aufbereiteten und prozessierten Proben eines Patienten ge-
wonnen worden sind, wird hierdurch erschwert und ggf. un-
maglich.

Abb. 5: Groflenvariabilitdt der
Thrembozyten im Vergleich tu
einem  Standard-Erythrozyten®,
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Wihrend die deskriptiven Patientenmerkmale Geschlecht, Al-
ter, etc. einfach .herausgerechnet® (Referenzbereiche) wer-
den kénnen, ist dies bei zahlreichen weiteren Einflussfakteren
kaumn lésbar. Bereits die Vorgehensweise bei der Blutabnahme
(u.a. Tageszeit, Patientenvorbereitung, Stauung, Aufziehge-
schwindigkeit, Fillmenge, ungeniigendes Mischen der Blutpro-
be mit dem Antikoagulans) kann Effekte, die u.a. die Thrembo-
zytenaktivierung und -aktivierungsgrad sowie das Ausmall der
Aggregation beeinflussen, auslGsen, die zum Teil irreversibel
sind. Nicht ohne Grund missen die Probenentnahmen z.B. bei
der Uberpriifung der Thrombozytenaktivierung mittels Anti-
gen-Antikorper-Reaktion (Durchflullzytometer) oder zur Kla-
rung von Thrombozytenfunktionsstérungen mittels induzierter
Thrombozytenaggregation (Photometer) maglichst schonend
vorgenommen werden, da die Messmethoden und damit die
klinisch-chemischen Befunde besonders storanfallig fir Fehler
in der Praanalytik sind.

Die Wahl des Antikoagulans (u.a. EDTA, Citrat™) und gewahl-
te Konzentration, das Matenial des Zentrifugenrghrchens, die
Lagerbedingungen (u.a. Temperatur, aber auch Bewegung und
Zeitspanne awischen Blutabnahme und Analyse), die folgende
Blut- bzw. PRP-Aufbereitung und sogar die Wahl des Gerate-
typs nehmen weiteren Einfluss auf die Thrombozytenparameter,

Unter bestimmten Umstanden konnen sich die Vertei-
lungskurven im Bereich der grofien Thrombozyten und kleinen
Erythrozyten dberlappen (Abb. 5). Hier ist der (vor-Jgewahite
Schwellwert zur Diskrimination (z.B. 20 fi) entscheidend; bei
diffizilen Problemstellungen bedarf seine Einstellung besonde-
res Fingerspitzengefihl.

. . .TZ-H'
& " g?
L

NEWS AUS DER INDUSTRIE

PSEUDCTHROMBOZYTOPEMIE

Aufgrund der Fahigkeit der Thrombozyten sich an Oberfldchen
zu adhérieren und auch miteinander zu agglemerieren kénnen
in der zu messenden Probe (in-vitro) thrombozytenspezifische
Phanomene auftreten, die bei der automatischen Zytometrie
ein falsch-niedriges Zahlergebnis verursachen kdnnen. Hier-
zu gehoren die durch Thromborytensatellitismus” und Bildung
von Thrombozytenagglomeraten®™ entstandenen Artefakte ohne
Krankheitswert (Abb. 6). Sind diese Phinomene ausgeprigt,
tauschen sie im Laborbefund eine pathologische Thrombozyto-
penie vor (Pseudothromborytopenie).

10 A EDTA-Proben wird oftmals wa, eine statistisch signifikant sine hohere
TZ-Anzshl und gin hiheres TZ-Volumen bestimmt als sus gleich behandelten
Citratpraben, wodifch ein Ergebaisvergleich tweier ungleich antikoaguiierten
Proben kritisch betrachiet wenden muss.

M Rosettenférmagen Anlagerung von Thrombaryten an Meutrophile oder selten
Monozyten, Verstirkung bei 2u niedriger Temperatur.

12 Haufigste Ursache: EDTA-indusierte T2-Agghutination: weiterhin wa.: ru nied-

rige Temperatur, Teilgerinnung des Blutes bei ungeniugender Mischung mit dem
Antikoagulans. Nur seften: Citrat-induzierte Pseudothromborytopense.

%
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Abb. 6: Auswirkung von Thrembozytensatellitismus (links) und Pseudothrombeozytopenie (rechts) auf die
exakte Detektion von Thromboryten in der Messkammer des Analysegerdts. Die Ursachen der falschnied-
rigen Konzentrationsbestimmungen werden deutlich. Wihrend ersteres Phanemen im leukerytenarmen
Regen PRP® insbesondere aufgrund der selektiven Abtrennung ven Neutrophilen Granuloryten nicht auf-
tritt, ist die Bildung von reversiblen Thrombozytenagglomeraten als Folge der leichten Thrombozytenvor-
aktivierung” (u.a. Borosilikat-Rohrchen) nicht unwahrscheinlich. Im gezeigten Beispiel wirde die Analyse
25 Thrombaoryten (TZ) nicht erfassen. Die Notwendigkeit, potentiell in der Probe vorhandene Thrombozy-
tenagglomerate vor der Zytometrie durch sachtes Agitieren des Probengefilles aufrulésen wird evident.
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PSEUDOTHROMBOZYTOPEMIE BEI REGEN PRP?

Aufgrund der einzigartigen Regenlab-Trenngeltechnologie be-
findet sich das fertige Regen PRP® am Ende der Zentrifugation
oberhalb des als physikalische Sperre dienenden Trenngels.
Statt am oberen Rand eines nur schwer abzugrenzenden Buf-
fy Coats befinden sich im Regenlab-Zentrifugenrshrchen die
Thrombozyten einzeln oder - als Nebeneffekt der gewinsch-
ten und durch das Borosilikatrohrehen ausgelosten leichten
PLT-Voraktivierung — gelegentlich, dber ihre Dentriten ingin-
andergreifend, agglomeriert (unregelmafige, langliche Flock-
chen*) auf der Trenngeloberfliche (Abb. 7a).

Um die Thrombozyten in das tiberstehende Plasma zu re-
suspendieren, muss gemall der Regen PRP®-Herstellungsvor-
schrift das Zentrifugenrdhrchen circa 20= sorgsam um 180*
hin und her geschwenkt werden: nicht schiitteln! Diese Proze-
dur fuhrt dazu, dass sich ein homogenes Regen PRP® einstellt
(Abb. 7b) und sich auch die sehr selten vorliegenden Agglome-
rate wieder zu einzelnen Thrombozyten aufidsen (Deglomera-
tion).*

Bei der Uberfihrung des Regen PRP*® sollte darauf geach-
tet werden, dass sich noch eventuell in Schwebe befindliche
Restagglomerate mit in die Spritze aufgezogen werden; bei
der Passage durch den das geschlossene System bewahrende
Transferadapter lasen sich diese Gebilde aufgrund der Scher-
kréfte auf (Abb. 7c).

FALLBEISPIEL

Die technischen Aspekte, die bedacht werden miissen, um
eine sachgerechte Messung der Thrombozytenkonzentration
in einer PRP-Aufbereitung durchzufiihren, sind, wie oben aus-
gefiihrt, umfangreich. Zu diesen Anforderung kommen weitere
Faktoren hinzu, welche die Bestimmung und den Vergleich von
Konzentrationswerten erschweren.

Hierzu gehoren u.a. die Effekte der sich im individuellen
circadianen Rhythmus natirlich verdndernden Blutparameter,
aber auch Vorfeldaspekte®, wie z.B. die chronische Einnahme
bestimmter Medikamente, psychische und physische Belastun-
gen oder Stérungen im Wasserhaushalt, welche (u.ll.) einen
relevanten Einfluss auf die Konzentration, die Morphologie und
auch die Aggregationsfihigkeit der Thrombozyten ausiben
konnen. Dass diese Effekte auch die PRP-Qualitat beeinflussen
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Abb. 7: a) Regen PRP* mit reversiblen Agglomeraten (A) ven
Thrembozyten; vor der Resuspendierung. Die Funktion des Trenngels
wird deutlich. b) Regen PRP® mit resuspendierten und vereinzelten
Thrembezyten; deutlich ist die Triibung durch die nun homogen
dispergierten Thrombeoryten erkennbar. ¢) sterile Uberfihrung des
fertigen Regen PRP® in die Applikationsspritze.

kénnen, ist evident und lasst Uberlegungen uber die magliche
Bedeutung einer lingerfristigen Patientenvorbereitung - im
Sinne einer Prehabilitation” - bei geplanter PRP-Therapie (z. B.
Vitaminsubstitution, ggf. allgemein werbesserte Erndhrung,
etc.) zu.

Dach auch der (akute) Patienten-"Life-style® vor der Blut-
abnahme zur PRP-Gewinnung kann einen (passageren) Effekt
auf die PRP-Qualitat haben.

Ein besonders eindringliches Beispiel hierfur ist der Fall
eines bisher metabolisch unauffalligen Patienten (o, 32a,
BMI = 24,7 kg/m?), welcher ca. 2 Stunden vor der Blutentnah-
me fiir seine 2. PRP-Injektion (celuian marri®, Regenlab SA,

13 Agglomerat: Ansammbung von Partikeln mit schwacher Partikel-Partikel-Bin-
dung; reversibel. Aggregat: Ansamemiung von Partikeln mit starker Bindung der
Partikel untereinander; imeversibel.

14 Was im kiintschen Einsatz ohne Bedeutung ist, muss jedoch im Viorfeld

einer genauen Partikelkonzentrationsanalyse bericksichtigt werden: Um die
PLT-Kanzentration im Regen PRP® maglichst genau bestimmen zu kinnen, wird
i Rahmen der Prianatytik empfohlen, das Regen PRP™ 15 Minuten sanft zu
schwerken [ - Taumelrollenmischer).

Abb. B: a) Schon ver der Thrembozyten-Resuspendierung und der
Homegenisierung mit der vorgelegten Hyaluronsiure (ceLiuisr
warr® = Regen PRP® + Hyaluronsaure, hergestellt in ginem ge-
schlossenen System) ist die PRP-Phase des Probanden ungew&hnlich
milchig-triib. Dieser Effekt entsteht durch im PRP fein-dispergierte
Lipidtrépfchen. b) Dieses scgenannte Fatty PRP“ ist fir eine Throm-
borytenkonzentrationsmessung ungeeignet. Ob dieses vollstindig
aufbereitete PRP-Produkt eine erfolgreiche Therapie einleitet, |asst
sich diskutieren; nicht nur, weil die Thrombozytenkonzentraticn nach
dem Essen niedriger ist. c) zeigt eine gelungene ceuar marrn®-Auf-
bereitung mit einem klar-durchscheinendem PRP - vor dem Schwen-
ken. d} Fertige Mischung aus Regen PRP® und HA mit der qualitats-
anzeigenden Triibung als Folge der Thromborytenresuspension.
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Schweiz) eine XXL-Portion mit reichlich Mayonnaise _getopp-
ter® Pommes-Frites und Salat verzehrt hat. Die PRP-Aufberei-
tung lieferte das in Abbildungen 8a und 8b gezeigte Ergebnis,
welches nicht nur als Praxisbeispiel einer nicht gelingenden
Thrombozrytenkonzentrationsmessung gelten kann, sondern
auch das Thema ,Verhaltenstipps vor der Blutabnahme® in den
Blickpunkt riickt.

SCHLUSSFOLGERUNG

Die sachgerechte Analyse eines komplexen Partikelsystems,
wie Blut es darstellt, bedarf professioneller Fachkenntnisse.
Damit auch Messtechniklaien Routineanalysen vornehmen
kénnen, sind zahlreiche Messautomaten am Markt erhaltlich.

Hinter der Funktionalitdt der modernen ,On-desk®-Hoch-
leistungsmessautomaten, 1.B. fir den Einsatz in einem pra-
xiseigenen Labor, stehen eine Vielzahl u.a. von gebindelten
Kenntnissen, Annahmen, Interpretationsmodellen und Sicher-
heitsabfragen, die es dem Laien ermdglichen, nahezu .garan-
tiert-sicher* ohne grofien Aufwand eine Standardblutprobe
unter Standardbedingungen beziiglich verschiedenster Blut-
partikelparameter zu untersuchen. Dennoch, trotz aller (auch
leidlich fehlertoleranten, weil _mitdenkenden®) Automatik be-
darf der Analyseprozess nicht nur die sachgerechte Bedienung
des Analysegerats, sondern auch immer der Einhaltung der all-
gemeinen und fachspezifischen GLP-Regeln, von der Pra- bis
zur Postanalytik; hamatologische DIN-Normen und die Guide-
lines der relevanten Fachgeselischaften™ prazisieren die Vor-
gehensweisen.

Da in der Regel nicht die Rohdaten und stattdessen nur be-
reits die daraus abgeleiteten und vorinterpretierten (z.B. durch
Einordnung in die jeweiligen Referenzbereiche) Analyseergeb-
nisse ausgegeben werden, besteht stets die Gefahr der unkri-
tischen Ubernahme® des Ergebnisses bzw. Interpretationsvor-
schlags in die Befundung und Diagnose.

Was bei Standardanalysen noch eher unwahrscheinlich ist,
trifft bei der Durchfiihrung von Nicht-Routineanalysen - hierzu
gehért sicherlich die Bestimmung der Thrombozytenkonzent-
ration in PRP - schnell auf Grenzen. Werden hier die spezifisch
notwendigen praanalytischen Mafinahmen nicht sachgerecht
umgesetst und erfasst die aktuelle (interne) Geratekonfigu-
ration nicht die Abweichung vom 5Standard, wird die Analyse
zwangslaufig nicht _lege artis* durchgefiihrt. Eine belastbare
Ergebnisinterpretation wird unmdglich.
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Solange unter GLP-Beriicksichtigung abgenommene und auf-
bereitete Standardblutproben unter kontrollierten Standard-
bedingungen analysiert werden, sind die Ergebnisse automa-
tischer Hamoanalyzer fir den routinemafligen Praxisbedarf
hinreichend genau, d.h. sie liefern Ergebnisse, die der \Wahr-
heit* nahekommen. Zur Klarung spezieller Fragestellungen
soliten hingegen spezialisierte Fachlabore fiir die Blutanalyse
beauftragt werden.

Von drztlicher Seite aus ist vor Beginn der PRP-Therapie da-
rauf zu achten, dass auf die Blutzusammensetzung negativ ein-
flussnehmende Faktoren, wie z.B. (chronische) Medikationen
von Aspirin, ASS, Voltaren, lbuprofen oder dhnliche Schmerz-
und Rheurnamittel (NSAR), im Rahmen einer ausfihrlicheren
Anamnese erfasst und im Vorfeld der Behandlung ggf. tempo-
rar (3 - 7 Tage) reduziert werden.” Im Vorfeld jeder PRP-Injek-
tion, z.B. im Rahmen des Aufkldrungsgesprachs, ist immer ein
an die jeweilige Patientensituation angepasstes Mal an _Preha-
bilitations®-Malinahmen in Erwdgung zu ziehen. In besonderen
Fallen kann sogar eine linger angesetzte gezielte .Diat brw.
N&hrstoffaufnahme* zur Verbesserung u.a. der antioxidativen
Kapazitit des Plasmas, des Plasmalipidprofils und der Blutplatt-
chenfunktion (z.B. _Mittelmeerdidt’, veqetarisch orientierte
Erndhrung, ggf. erginzt durch die Gabe von z.B. Bromelain,
Glutathion, Vitamin-C- und/oder Vitamin-E-Komplexen) sinn-
voll sein; zumindest sollten die Patienten angewiesen werden,
24 - 48 Stunden vor der PRP-Therapie wa. Mahrungs- und
Trinkexzesse (u.a. kein Kaffee, keine Energiegetranke) zu ver-
meiden und vor der Blutabnahme niichtern zu bleiben. Nur aus
eingm gesundem Blut kann ein reines und hochwertiges PRP
gewonnen werden.

Literatur auf Anfrage bei Regen Lab SA,

Ansprechpartner: Fir lhre Fragen und Anmerkungen sowie fir
weitere Informationen stehen wir lhnen gerne zur Verfligung. Bitte

nehmen Sie mit uns Gber unsere Internetprasenz https:lf'www.regen-
lab.com Kontakt auf.

16 Die Einnahme von MSARS solite, wenn moglich, auch 2 - 4 Wochen nach der
PRP-Behandlung vermieden werden.

Dr. med. Raul Borgmann' MScl Christoph Wille®
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