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»Vagnesiumsulfat als alternatives in vitro Antikoagulans fiir die morphologische und
funktionelle Thrombozytenanalytik*

selbststandig verfasst und keine anderen Hilfsmittel als die angegebenen benutzt habe. Die
Stellen, die anderen Werken dem Wortlaut oder dem Sinn nach entnommen sind, habe ich in
jedem einzelnen Fall durch Angabe der Quelle kenntlich gemacht.

Ich erklare hiermit weiterhin, dass ich meine wissenschaftlichen Arbeiten nach den Prinzipien
der guten wissenschaftlichen Praxis gemal der giiltigen ,,Regeln zur Sicherung guter
wissenschaftlicher Praxis und zur Vermeidung wissenschaftlichen Fehlverhaltens* an der

Universitdt Rostock angefertigt habe.
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Abkiirzungsverzeichnis

ADP = Adenosin-Diphosphat
AG = Aktiengesellschaft

APC = Allophycocyanin

ASS = Acetylsalicylsdure

AT III = Antithrombin III

ATP = Adenosin-Triphosphat
AUC = Area under the curve
BSA = Bovine Serume Albumin

B-TG = B-Thrombogolin

ECGTF = Endothelial Cell Growth Factor
EDTA = Ethylendiamintetraacetat

EGF = Epidermal Growth Factor

FITC = Fluorescein isothiocyanate

fl = Femtoliter

GATA-1 = GATA-bindender Faktor-1

Hb = Hamoglobin
ICAM-1 = Intracellular Adhesion Molecule-1
ICSH = International Council for

Standardization in Hematology

LAMP-3 = Lysosomal-Associated Membrane
Protein-3

Ltd. = Limited

MCH = Mean Corpuscular Haemoglobin
MCHC = Mean Corpuscular Haemoglobin
Concentration

MCYV = Mean Corpuscular Volume

Ca*" = Kalzium

cAMP = zyklisches Adenosin-Monophosphat
CD = Cluster of Differentiation

Co. = Company

CTAP-3 = Connective Tissue-Activating
Protein-3

DG = Diacylglycerol

DNA = Deoxyribonucleic Acid

DTS = Dense Tubular System

GDP = Guanosin-Diphosphat

GmbH = Gesellschaft mit beschrinkter
Haftung

GMP-140 = Granule Membrane Protein-140
Gp = Glykoprotein

GTP = Guanosin-Triphosphat

Ig = Immunglobulin

IP3 = Inositol-1,4,5-trisphosphat
K = Kalium

kDa = Kilo-Dalton

Mg?* = Magnesium

MgSO4 = Magnesiumsulfat

pl = Mikroliter

MIP-1a = Macrophage Inflammatory
Protein-1 alpha

ml = Milliliter

MPYV = Mean Platelet Volume

mRNA = messenger Ribonucleid Acid



Na = Natrium

NF-E2 = Nuclear Factor-Erythroid-Derived 2
nm = Nanometer

NRBC = Nucleated Red Blood Cell

n.s. = nicht signifikant

0.g. = oben genannten

pH = potentia Hydrogenii

PIP = Phosphoinositol-4, 5-biphosphonat
P-LCR = Platelet Large Cell Ratio
PSGL = P-Selectin Glycoprotein Ligand
PTCP = Pseudothrombozytopenie

RBC = Red Blood Cell

TRAP = Thrombinrezeptor-aktivierendes
Peptid

TXA:? = Thromboxan A>

u.a. = unter anderem

USA = United States of America

vWF = von Willebrand- Faktor

WBC = White Blood Cell

z.B. = zum Beispiel

z.T. = zum Teil

PDGF = Platelet-Derived Growth Factor
PDW = Platelet Distribution Width
PE-Cy7 = Phycoerythrin-Cyanin 7
PerCP = Peridinin Chlorophyll

PF-4 = Plattchenfaktor-4

PGL:2 = Prostazyklin

RNA = Ribonucleic Acid

ROS = Reactive Oxygen Species

SCS = Surface Connected Open Canalicular
System

SEM = Standard Error of the Mean
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1. Einleitung

1.1. Vom ,,seltsamen kleinen Kiigelchen*“ zum Thrombozyten

Es ist nicht sicher belegt, wem die Erstbeschreibung des Thrombozyten und seiner Funktion
tatsdchlich zuzuschreiben ist. Im Jahr 1835 beschrieben Friedrich und Hermann Nasse im Rahmen
mikroskopischer Blutuntersuchungen neben den ,,Blutkiigelchen (Globuli)* auch ,,Blutkérnchen®,

die sich ,,zu unregelmifBigen, langlichen Haufen (Flocken)* verbinden [1].

In seiner Arbeit ,,Ein heizbarer Objecttisch und seine Verwendung bei Untersuchungen des Blutes
beschrieb Max Schultze im Jahr 1865 ,Kliimpchen farbloser Kiigelchen und verwies auf
Voruntersuchungen seines Kollegen Schulten aus dem Jahr 1858, der ,,weisse Korperchen in grosser
Anzahl und von sehr verschiedener Grosse, so dass die kleinsten kaum die Halfte der grosseren
Blutscheiben, die grossten wohl das Doppelte und Dreifache derselben betragen mussten®

beschrieben hatte [2, 3].

Im Gegensatz zu Schulten, der seine Beobachtung dem ,Puerperalfieber seiner untersuchten
Patientin zuschrieb, ging Schultze von einem ,,normalen Formbestandtheil*“ des menschlichen Blutes

aus.

Im Jahr 1882 befasste sich Julius Bizzozero in seiner Arbeit ,,Ueber einen neuen Formbestandtheil
des Blutes und dessen Rolle bei der Thrombose und der Blutgerinnung.” mit den Beobachtungen
seiner Kollegen und deren unterschiedlichen Methoden der mikroskopischen Blutuntersuchung. Er
erkannte erstmals die Rolle des Thrombozyten als funktionellen Bestandteil der Blutgerinnung und
beschiftigte sich mit den unterschiedlichen Substanzen, die experimentell von ihm und seinen
Kollegen zur Verhinderung der Gerinnung eingesetzt wurden. Ein Teil seiner drztlichen Kollegen,
wie z.B. Riess, lehnte die Vorstellung, dass Thrombozyten an der Gerinnung beteiligt sind ab, da man
sie ja schlieflich auch vor selbiger schon beobachten konne. Vielmehr handele es sich um
Zerfallsprodukte der weilen Blutkdrperchen [4]. Erst im Jahr 1897 befasste sich James Homer Wright
im Rahmen von Farbungsversuchen und mikroskopischen Beobachtungen néher mit der Herkunft der
Blutpléttchen und kam dabei zu der Erkenntnis, dass Thrombozyten durch Abschniirungsvorginge
aus den Megakaryozyten des Knochenmarks hervorgehen. Die Ergebnisse seiner Untersuchungen
verOffentlichte er 1910 in seiner Arbeit ,,Die Histogenese der Blutpldttchen®, in der er sich kritisch

mit den Theorien zur Thrombozytenentwicklung seiner Kollegen auseinandersetzt. [5, 6].

Im gleichen Jahr erkannte William Duke bei Untersuchungen eines jungen Mannes, der unter einer
Thrombozytopenie litt, einen Zusammenhang von gemessener Thrombozytenzahl und

Blutungsdauer. Er beobachtete, dass die nach einer Transfusion erhhte Thrombozytenzahl zu einer
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Verkiirzung der Blutungsdauer fiihrte und somit die Blutplittchen offenbar fiir die Hadmostase
notwendig sind. Er schlussfolgerte aus seinen Beobachtungen, dass eine Thrombozytopenie die

Ursache einer Purpura ist [7].

1.2. Morphologie und Funktion der Thrombozyten

Thrombozyten entstehen unter dem Einfluss der Transkriptionsfaktoren GATA1 und NF-E2 und dem
Hormon Thrombopoetin durch Abschniirungsvorgdnge aus dem Zytosol polyploider
Megakaryozyten des Knochenmarks [8, 9]. Ein einzelner Megakaryozyt kann zwischen 5000 und
10 000 Thrombozyten freisetzen, wobei ein gesunder Erwachsener tiglich 10'! Blutplittchen

produziert [10].

Nach ihrer Freisetzung stellen die Blutplittchen den kleinsten zelluliren Bestandteil des
menschlichen Blutes dar. Unter physiologischen Umstédnden betrdgt ihre Zahl etwa 150 000 bis
450 000 pro ul Blut. Das mittlere Thrombozytenvolumen betrdgt zwischen 5 fl und 13 fl, abhingig
von der angewandten Messmethode und dem verwendeten in-vitro Antikoagulans [6, 11-13]. Die
mittlere Lebensdauer der Thrombozyten liegt bei etwa 5 bis 9 Tagen, bei einer tdglichen
Erneuerungsrate von ca. 20 % der Gesamt-Thrombozytenzahl. Der Abbau von iiberalterten
Blutpléttchen erfolgt durch Phagozytose in den Kupffer-Zellen der Leber und in der Milz. Ungetéhr
ein Drittel aller vitalen Thrombozyten befindet sich in der Milz, wo sie im Austausch mit den im
peripheren Blut zirkulierenden Blutpldttchen stehen [10, 14]. Da Thrombozyten durch
Abschniirungsvorgénge aus Megakaryozyten hervorgehen, besitzen sie statt eines Zellkerns nur
kleine Mengen mRNA. Obwohl die Thrombozyten nur bedingt zur Proteinsynthese, z.B. von Faktor
XIII befdhigt sind, schétzt man das thrombozytire Proteom auf iiber 5000 Proteine [15-17]. Das
Zytosol von Thrombozyten enthélt u.a. Enzyme der Glykolyse und des Pentosephosphatweges. In
den Mitochondrien von Thrombozyten laufen die enzymatischen Schritte des Zitratzyklus und der
Elektronentransportphosphorylierung ab. Die Glykolyse durch die Blutpléttchen erfolgt durch die
Aufnahme von Glukose aus dem Plasma, aber auch durch den Abbau zelluldrer Glykogenvorrite

[18].

Im nicht aktivierten Zustand liegen Thrombozyten in einer diskoiden Ruheform vor. Erfolgt eine
Aktivierung der Blutplittchen durch Agonisten wie z.B. ADP oder Thrombin, bilden die
Blutpléttchen Pseudopodien aus und verlieren ihre diskoide Form, was auch als ,,shape change*
bezeichnet wird. In der aktivierten Form kann man Thrombozyten mikroskopisch als

Echinosphidrozyten beobachten [14, 19].



Ultrastrukturell kann man beim Thrombozyten eine periphere Zone, die der Plasmamembran und der
in ihr verankerten Glykoproteine entspricht, erkennen. Sie enthélt u.a. auch die Phospholipide
Phosphatidylcholin, Phosphatidylinositol und Sphingomyelin und dariiber hinaus Rezeptoren fiir
l16sliche Aktivatoren (z.B. ADP und Thrombin) und den von-Willebrand-Faktor (vWF), sowie fiir

Fibrinogen.

Die strukturelle Zone besteht aus Strukturproteinen, wie z.B. Mikrotubuli, Aktin und Myosin. Sie
sind fiir die Aufrechterhaltung der diskoiden Ruheform, aber auch fiir den Ablauf des ,,shape
changes* und die Reorganisation der Zellorganellen wéhrend der Thrombozyten-Aktivierung

verantwortlich.

Zu den Zellorganellen im Zytoplasma zéhlen neben den Mitochondrien und Glykogenspeichern
verschiedene Speichergranula. Bei den elektronendichten Granula handelt es sich um ca. 200 nm
groBe Organellen, die u.a. Ca**-Ionen und aggregationsfordernde Substanzen wie ATP, ADP,
Serotonin, GTP und GDP enthalten [14, 20]. Ein Thrombozyt enthélt zudem etwa 35 a-Granula, die
ungefdhr 15 % des Thrombozytenvolumens ausmachen und den Speicher fiir Adhdsionsproteine wie
Vitronektin, Fibronektin und Thrombospondin, aber auch Wachstums- (EGF, ECGF und PDGF) und
Gerinnungsfaktoren (Plasminogen, Faktor V und Faktor XI), sowie Chemokine (PF-4 und 3-TG) und
Immunglobuline (IgA, IgG, IgM und IgE) darstellen [8, 20]. Die lysosomalen Granula enthalten
hydrolytische Enzyme wie Kollagenase, Elastase und Heparinase [20].

Das intrazelluldre Membransystem entspricht ebenfalls einer strukturellen Zone. Man unterscheidet
ein ,,surface connected open canalicular system (SCS)* von einem ,,dense tubular system (DTS)*.
Das SCS durchzieht in verzweigten Kandlen den Thrombozyten und vermittelt durch die Verbindung
der Plasmamembran mit dem Zellinneren die Freisetzung granulirer Inhalte. Ahnlich der
Plasmamembran sind auf der Membranoberfliche des SCS Molekiile wie Gp Ib und Gp IIb/Illa
lokalisiert, die bei der Aktivierung an die Thrombozytenoberfliche exprimiert werden [10, 20]. Das
DTS geht aus dem glatten endoplasmatischen Retikulum des Megakaryozyten hervor und stellt den
wichtigsten Speicherort fiir Ca**-Ionen innerhalb des Thrombozyten dar. Im ruhenden Thrombozyten
liegt das DTS als diinnes, ldngliches Membransystem vor; nach Stimulation (z.B. durch Thrombin)

rundet es sich zu einer vesikulidren Form ab und setzt Ca** ins Zytoplasma frei [14, 21].

Tritt der Thrombozyt mit beschddigtem Endothel in Kontakt, so fiihren die dort freigelegten
endothelialen Matrixproteine wie Kollagen, Fibronektin und Laminin iiber die Interaktion mit den
thrombozytdren Adhésionsrezeptoren Gp VI, bzw. Gp Ic/lla und Gp Ila zu einer Adhidsion des
Thrombozyten am beschiddigten Endothel. Die Wechselwirkung von kollagengebundenem von-
Willebrand-Faktor (vWF) auf Seiten der Endothelschddigung und dem thrombozytiren Glykoprotein

Gp Ib-V-IX-Komplex fiihrt zu einer Stabilisierung der Thrombozyten-Endothel-Bindung auch bei
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hohen Scherkriften. Eine weitere Stabilisierung erfolgt dann durch die thrombozytdren Laminin-,
Kollagen- und Fibronektin-Rezeptoren. Die Aktivierung des Kollagenrezeptors fiihrt beim
Thrombozyten zur Aktivierung und zum damit einhergehenden ,,shape change®“. Der Thrombozyt
bildet mittels des Enzyms Cyclooxygenase-1 aus freigesetzter Arachidonsdure Thromboxan A2,
welches einerseits am Endothel vasokonstriktorisch wirkt und andererseits durch die Induktion der
thrombozytdren ADP-Sekretion das Fortschreiten des Aktivierungsvorgangs bewirkt. Mittels des
aktivierten Fibrinogenrezeptors Gp IIb/Illa rekrutiert der adhérierte Thrombozyt weitere
Thrombozyten aus dem zirkulierenden Plasma, um dadurch eine vollstindige Abdeckung des
Endotheldefekts zu erreichen. Dieser Ca’?"-abhingige Vorgang ist fiir die Bildung von
Thrombozytenaggregaten verantwortlich, wobei ein einzelner Thrombozyt zwischen 60 000 und

100 000 Gp IIb/IlIa-Rezeptoren aufweist [ 14, 22, 23].

Die aggregierten Thrombozyten erfahren eine weitergehende Aktivierung durch exprimierte
Agonisten. Durch die Bindung von Thrombin wird das Enzym Phospholipase C aktiviert, das
nachfolgend zu einer Freisetzung der im ,,dichten tubuliren System* befindlichen Ca?"-Ionen und zur
Spaltung von Phosphoinositol-4, 5-biphosphonat (PIP2) in Inositol-1, 4, 5-triphosphat (IP3) und
Diacylglycerol (DG) fiihrt. Das durch DG aktivierte Enzym Proteinkinase C aktiviert indirekt den
Fibrinogenrezeptor innerhalb des Gp IIb/Illa-Komplexes und interagiert schlussendlich mit den

umgebenden Thrombozyten [14, 18, 24].

Neben seinen Funktionen im Rahmen der Blutgerinnung ist der Thrombozyt an
antiinflammatorischen und antiinfektiven Prozessen beteiligt. Er ist in der Lage Pathogene zu
internalisieren und Leukozyten zu rekrutieren. So kann der Kontakt mit Bakterienspezies wie
Streptococcus pyogenes und Escherichia coli eine Degranulierung und Aggregation des
Thrombozyten auslosen [25], was durch den Glykoproteinrezeptor IIb/Illa vermittelt wird, der u.a.
als Bindungstelle von Borrelia burgdorferi identifiziert wurde [26]. Aktivierte Blutplittchen
internalisieren Bakterien und Viren iiber ihr SCS und fiihren sie den a-Granula zu, wo sie durch
Kontakt mit ,, Thrombozidinen* inaktiviert werden [8, 27-29]. Auch die Freisetzung bakterizider und
fungizider Proteine wie PF-4 und CTAP-3 sind Teil der thrombozytiren Immunkompetenz [30]. Von
Thrombozyten sezerniertes Serotonin wirkt im Rahmen von Entziindungen als Radikalfanger und
kann umliegendes Gewebe vor den von Granulozyten freigesetzten reaktiven Sauerstoffspezies

(ROS) schiitzen [31].

Durch Zell-Zell-Kontakte mit Leukozyten und Endothelzellen unterstiitzt der Thrombozyt die

leukozytidre Migration aus dem Endothel hin zum Ort der Entziindung. Die Bindung der Leukozyten

an Thrombozyten wird durch thrombozytires P-Selectin und leukozytiares PSGL vermittelt [32]. Die

thrombozytdre Sezernierung von PF-4, MIP-1a und B-TG fiihrt zur Rekrutierung und Aktivierung
4



von Leukozyten. So wird z.B. durch PF-4 die Ausschiittung von Histamin aus basophilen
Granulozyten und die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen gefordert. MIP-1a wirkt
chemotaktisch auf CD8" T-Lymphozyten und setzt ebenfalls Histamin aus basophilen Granulozyten
frei [8, 33, 34].

1.3. Thrombozytenparameter und Thrombozytenfunktionsmessungen

Zu der Zeit als Thrombozyten von Bizzozero als eigenstindiger Blutbestandteil beschrieben wurden
[4], war die physiologische Thrombozytenzahl nicht genau bekannt. Bizzozeros Kollege Hayem, der
Thrombozyten fiir Vorstufen von Erythrozyten hielt und sie deshalb als ,,Hdmatoblasten*
bezeichnete, hatte jedoch damals schon mikroskopische Zdhlungen an Blutproben von
Neugeborenen, Kindern und Erwachsenen vorgenommen und war, je nach Altersgruppe, von einer
physiologischen ,,Hdmatoblastenzahl* von 200 000 bis 346 000 pro ml ausgegangen [35]. Die
Mikroskopie, bzw. die Kammerzdhlung war bis zur Entwicklung des Impedanz-Messverfahrens
durch Wallace Coulter im Jahr 1953 [36] die einzige Moglichkeit der Thrombozytenzdhlung. Da die
Widerstandsidnderung abhéngig von der GroBe des erfassten Partikels ist, war durch dieses Verfahren
erstmals auch die automatische Bestimmung des Zellvolumens mdglich. Die automatische Messung
von Zellzahlen und Zellvolumina ist heutzutage Teil der labormedizinischen Routine. Fiir spezielle
Fragestellungen, wie die Messung von Funktionsparametern und des Aktivierungsgrades, kommen

unterschiedliche Messverfahren zum Einsatz, die im folgenden Abschnitt beschrieben werden.

1.3.1. Mikroskopische Thrombozytenzihlung nach Fonio

Fiir die Durchfithrung der Zahlmethode nach Fonio wird kapilldres Blut in einem Tropfen einer 14-
prozentigen Magnesiumsulfatlosung aufgenommen und daraus ein Trockenpréparat hergestellt,
welches anschlieBend nach Jenner oder nach Giemsa gefarbt wird. Im nédchsten Schritt wird
untersucht wie viele Thrombozyten bei der mikroskopischen Zahlung von 1000 Erythrozyten erkannt
werden. Das so ermittelte Verhiltnis von Erythrozytenzahl zu Thrombozytenzahl erlaubt die

Bestimmung der Thrombozytenzahl anhand der Gesamt- Erythrozytenzahl [37].

1.3.2. Direkte Bestimmung der Thrombozytenzahl nach Brecher

Ein Fortschritt in der mikroskopischen Thrombozytenzahlung (Zdhlkammermethode) wurde im Jahr
1953 durch die Einfithrung der Phasen-Kontrast-Mikroskopie erzielt, da sich mit diesem Verfahren

Thrombozyten deutlicher von Zelltriimmern unterscheiden lassen [38, 39]. Die direkte
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mikroskopische Zdhlung nach Brecher gilt seit 1988 als Referenzmethode fiir die manuelle
Bestimmung der Thrombozytenzahl [40]. Hierbei wird das Blut mit einer hypotonen
Ammoniumoxalat-Losung versetzt, was zu einer Lyse der storenden Erythrozyten fiihrt und die

mikroskopische Thrombozytenzéhlung in einer Neubauer-Zahlkammer ermoglicht.

Seit dem Jahr 2001 gilt die RBC/Platelet Ratio-Methode als Referenzmethode fiir die
Thrombozytenzidhlung. Dabei wird die durchflusszytometrisch gemessene Zahl spezifisch mit anti-
CD41/CD61 gelabelter Thrombozyten in Relation zu der mittels Impedanz-Messverfahren
gemessenen Erythrozytenzahl in EDTA-antikoagulierten Vollblutproben gesetzt [41].

1.3.3. Automatisierte Thrombozytenzihlung
1.3.3.1. Impedanz-Methode (Coulter-Prinzip)

Das Impedanz-Messverfahren, das 1953 von Wallace Coulter entwickelt wurde [36], basiert darauf,
dass Blutzellen eine messbare Zunahme des elektrischen Widerstands auslosen wenn sie eine
Messkammer passieren, an die eine elektrische Spannung angelegt ist. Das Ausmall der
Widerstandszunahme ist dabei proportional zum Volumen des durchtretenden Partikels. Dadurch
ermdglicht dieses Messprinzip neben der Bestimmung der Zellzahl auch die Gewinnung von
Volumeninformation der detektierten Zellen und damit eine Unterscheidung von Thrombozyten und

Erythrozyten [39].

1.3.3.2. Streulicht-optische Methode

Zur Identifizierung und Zahlung von Zellen kann auch die Streulicht-optische Methode verwendet
werden. Dabei erzeugt eine Laserdiode einen monochromatischen Lichtstrahl, der auf die
Durchflusszelle gerichtet ist. Die Mie-Theorie iiber Streulichteigenschaften besagt, dass die an einem
bestimmten Winkel gemessene Intensitdt von monochromatischem Streulicht vom Volumen einer

Zelle und der Differenz der Refraktionsindizes von Zelle und Medium abhingig ist [42, 43].

1.3.3.3. Fluoreszenz-optische Methode

Die fluoreszenz-optische Methode basiert auf der Farbung der zelluldiren Nukleinsduren mit einem
Fluoreszenzfarbstoff nach vorheriger partieller Lyse der Zellmembran. In der Durchflusszelle konnen
die verschiedenen Zellpopulationen anhand ihres Vorwiértsstreulichts und der Fluoreszenzintensitét,
die abhéngig vom Nukleinsduregehalt ist, voneinander unterschieden werden [44]. Dieses Verfahren

erlaubt jedoch keine Bestimmung des Thrombozytenvolumens.
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1.3.3.4. Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie ermoglicht eine schnelle, automatisierte Identifizierung,
Zihlung und Sortierung verschiedener Zellpopulationen. Die Zellen passieren, suspendiert in einem
hydrodynamisch fokussierten Fliissigkeitsstrom, eine Messkammer und werden dabei von einem
monochromatischen Lichtstrahl (Laser) erfasst. Entsprechend ihrer Gréf3e und Zellstruktur wird das
Laserlicht in bestimmten Winkeln gestreut und von unterschiedlich angeordneten Fotozellen erfasst.
Unterschiedliche Zellen werden iiber eine Anderung des Streuungswinkels der erfassten Vorwirts-,
bzw. Seitwartsstreulichts identifiziert. Diese Verdnderungen ermoglichen die Identifizierung der
passierenden Zellen. Durch weitere Modifikationen dieses Prinzips, z.B. den Einsatz von
Fluoreszenz-Farbstoffen oder fluorochrom-markierten Antikérpern, lassen sich zusétzliche
Informationen, wie z.B. der RNA/DNA-Gehalt der Zelle oder die Expression von

Oberflachenmarkern gewinnen [45, 46].

1.3.4. Thrombozytenfunktion und Thrombozytenaktivierung

Neben der Bestimmung von Thrombozytenzahl und Thromboztenvolumen kann auch der Erhalt der
Thrombozytenfunktion, z.B. im Rahmen einer Clopidogrel- oder ASS-Therapie, Gegenstand
labormedizinischer Untersuchungen sein. Die thrombozytare Expression spezifischer Marker und die
Formierung von Thrombozyten-Leukozyten-Komplexen héngen wu.a. vom Ausmall der

Thrombozytenaktivierung ab und kdénnen mittels Durchflusszytometrie bestimmt werden.

1.3.4.1. Aggregation nach Born

Die turbidimetrische Aggregationsmessung nach Born wurde im Jahre 1962 entwickelt. Dabei wird
die Zunahme der Lichttransmission durch plattchenreiches Citrat-Plasma gemessen, die nach der
Stimulation der Thrombozyten mittels ADP, Ristocetin, Arachidonsdure, Epinephrin oder Kollagen

aufgrund der Bildung von Thrombozytenaggregaten auftritt [47, 48].

1.3.4.2. Impedanzaggregometrie (MultiplateR)

Das Messprinzip eines Impedanzaggregometers basiert ebenfalls auf der Tatsache, dass
Thrombozyten nach einer Stimulation durch physiologische Agonisten wie ADP, Arachidonséure,

Ristocetin, Thrombin oder Kollagen aktiviert werden und eine Aggregation ausgelost wird.



Nach erfolgter in vitro Aktivierung durch einen dieser Agonisten exprimieren Thrombozyten den
Glykoprotein-Rezeptor GplIb/Illa, der die Anlagerung der Thrombozyten an die Sensor-Elektroden
in der Messzelle ermoglicht. Die Aggregation der Thrombozyten an der Oberfliche der beiden
Sensor-Elektroden verursacht eine Zunahme des elektrischen Widerstands (Impedanz) zwischen
diesen. Diese Widerstandszunahme wird im zeitlichen Verlauf von 6 Minuten gemessen und in der

dimensionslosen Einheit AUC (area under the curve) angegeben [49, 50].

1.3.4.3. Durchflusszytometrische Messung der Thrombozytenaktivierung

Aktivierte Thrombozyten zeigen eine erhohte Expression von P-Selectin (CD62p) und Granulophysin
(CD63), die in vivo u.a. die Interaktion mit Endothelzellen und Leukozyten vermitteln [51, 52].
Neben der durchflusszytometrischen Messung der CD62p- und CD63-Expression wird auch die
tatsdchliche Formierung von Thrombozyten-Leukozyten-Komplexen gemessen, indem man
durchflusszytometrisch die Leukozyten erfasst, die neben ihren spezifischen Markern auch einen fiir

Thrombozyten spezifischen Marker aufweisen [53].

1.4. In vitro Antikoagulanzien

Fiir die Durchfithrung von Thrombozytenuntersuchungen ist die Hemmung der Blutgerinnung im
Probengefi3 eine notwendige Voraussetzung. Die Anforderungen an das Antikoagulans umfassen
neben der korrekten Abbildung der in vivo vorliegenden Situation auch deren zeitliche Stabilitét, da
zwischen der Blutentnahme und der Messung undefinierte, bzw. nicht immer zu kontrollierende
Zeitrdume liegen. Abhédngig von der Fragestellung ist das jeweils geeignete Antikoagulans zu wihlen,
da die gerinnungshemmende Wirkung der verschiedenen Antikoagulanzien an unterschiedlichen
Stellen des Gerinnungsvorgangs ansetzen und in unterschiedlicher Weise auch die Funktion der

Thrombozyten beeinflussen.

1.4.1. Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

EDTA wurde bereits in den 1940ziger Jahren auf seine gerinnungshemmenden Eigenschaften
untersucht [54] und hat sich seit seiner Einflihrung im Jahr 1951 [55] als in vitro Antikoagulans in
der hdmatologischen Diagnostik bewéhrt. Es gilt seit Anfang der 1990ziger Jahre als das Standard-

Antikoagulans fiir die Zdhlung und Gréenbestimmung von Blutzellen [56].

Ethylendiamintetraacetat ist eine mehrprotonige Sdure mit der Eigenschaft, Metallionen 1:1 in

Metall-EDTA-Komplexen zu binden. Die freien Ca®*-Ionen im Blut gehen eine irreversible Bindung
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mit den Carboxylgruppen des EDTA ein und stehen fiir den Ablauf des Gerinnungsvorgangs nicht
mehr zur Verfiigung [57]. EDTA wird in den Formulierungen Na,EDTA, KoEDTA und K3EDTA als
Antikoagulans verwendet [57, 58]. Obwohl der International Council for Standardization in
Hematology (ICSH) die Verwendung von KoEDTA befiirwortet [56], kommt in Teilen der USA und
Grof3britannien immer noch die K3EDTA-Formulierung zum Einsatz [57, 58]. Ein bekanntes
Phinomen ist der Verlust der diskoiden Form und eine zeitabhingige Zellschwellung von

Thrombozyten in EDTA-antikoagulierten Blutproben [57, 59, 60].

1.4.2. Natrium-Citrat

Fiir Untersuchungen der plasmatischen Gerinnung werden vornehmlich mit Natrium-Citrat
antikoagulierte Blutentnahmesysteme verwendet [61]. Bereits im Jahr 1891 wurde von Pekelharing
beschrieben, dass die Wirkung von Ca?" auf den Ablauf der Blutgerinnung durch die Zugabe von
Natrium-Citrat neutralisiert werden kann [62]. Bei Citrat handelt es sich um das Salz der
Citronensiure, das eine Bindung mit freien Ca’'-lonen eingeht und diese damit der
Gerinnungskaskade entzieht. Die antikoagulatorische Wirkung von Citrat ist durch die Zugabe von
Ca?" zum Probenmaterial reversibel [63]. Wird die Bestimmung von absoluten Zellzahlen aus Citrat-
antikoagulierten Blutentnahmesystemen vorgenommen, muss der Verdiinnungseffekt durch die
Zugabe von fliissigem Citrat beachtet und die Ergebnisse mit einem Faktor von 1,1 korrigiert werden
[64]. Aufgrund osmotischer Effekte ist ein im Gegensatz zu EDTA erniedrigtes Thrombozyten- und
Erythrozytenvolumen in Citrat-antikoagulierten Blutproben zu beobachten [65]. Neben der
labormedizinischen Routine kommt die Citrat-Antikoagulation auch in vivo im Rahmen der renalen

Ersatztherapie zum Einsatz [66].

1.4.3. Heparin

Die erstmalige Beschreibung von Heparin geht auf das Jahr 1918 zuriick als William Henry Howell
und Emmett Holt sich der ndheren Identifizierung und Charakterisierung von Gerinnungsfaktoren
widmeten. Bereits zwei Jahre zuvor hatte Howells Kollege Jay McLean Extrakte aus Tierlebern
gewonnen, die in vitro antikoagulatorische Wirkung zeigten [67]. Howell und Holt griffen McLeans
Voruntersuchungen wieder auf und es gelang ihnen, ein Phosphatid zu extrahieren, das aufgrund
seines mengenmadfig hohen Anteils in der Leber fortan als Heparin bezeichnet wurde [68]. In der
Labormedizin wird Heparin in den Formulierungen Lithium-Heparinat oder Natrium-Heparinat flir
die Untersuchung von klinisch-chemischen Parametern und Elektrolyten im Blutplasma genutzt [69].

Es kommt im menschlichen Organismus in hoher Konzentration in den Gewebe-Mastzellen der
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Leber, der Lunge und der Diinndarm-Mukosa vor. Das industriell hergestellte und in der Medizin
angewandte Heparin wird u.a. aus der Darmmukosa von Schweinen und aus Rinderlungen gewonnen.
Heparin wirkt dadurch gerinnungshemmend, dass es die Aktivierung von Antithrombin III (AT III)
um ein vielfaches verstiarkt [70, 71]. Antithrombin ist ein 58 kDa grofles Glykoprotein, das unter
physiologischen Bedingungen in einer Konzentration von ca. 125 pg/ml im menschlichen Blut
vorkommt. Es wirkt als Serin-Proteaseinhibitor und fiihrt daher zur Inaktivierung der
Gerinnungsfaktoren [Xa, Xa, XIa, XIla und Thrombin [72]. Unter physiologischen Bedingungen
verlduft dieser Prozess langsam, da AT III nur eine geringe Reaktivitdt aufweist. Die Bindung von
Heparin an AT III fiihrt zu dessen Konformitédtsdnderung und einer damit einhergehenden erhéhten

Reaktivitdt gegeniiber den Faktoren Xa, IXa und Thrombin [69, 73].

1.4.4. Hirudin

Bereits im Jahr 1884 beschrieb John Haycraft in seiner Arbeit: ,,Ueber die Einwirkung eines Secretes
des officinellen Blutegels auf die Gerinnbarkeit des Blutes® Experimente, die sich mit den
antikoagulativen Eigenschaften des Speichels von Blutegeln befassten [74]. Hirudin leitet sich
namentlich vom Blutegel Hirudo medicinalis ab und wirkt durch die Hemmung von Thrombin
antikoagulatorisch. Es bindet mit hoher Affinitdt und verhindert dadurch die Thrombin-induzierte
Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin [75]. Da die Zusammensetzung und Konzentration der
Elektrolyte im Probenmaterial nicht beeinflusst wird, sind Hirudin-antikoagulierte
Blutentnahmesysteme fiir die Untersuchung der Thrombozytenfunktion geeignet und kommen am

Multiplate-Analyzer zum Einsatz [49].

1.4.5. Magnesiumsulfat

Julius Bizzozero beschrieb Magnesiumsulfat im Jahr 1882 als ,,das beste gerinnungswidrige Salz®,
das vorher schon von Hayem (1878) und Hoffman (1881) experimentell eingesetzt wurde, um
Blutproben auf gldsernen Objekttragern mikroskopisch untersuchen zu koénnen [4]. Im Jahr 1909
antikoagulierte Anton Fonio mit einer 14-prozentigen Magnesiumsulfatlosung kapillares Blut fiir die

mikroskopische Thrombozytenzéhlung [37].

1986 verwendete die japanische Arbeitsgruppe um Nakamoto Magnesiumsulfat erfolgreich als in
vitro Antikoagulans, um die tatsichliche Thrombozytenzahl bei Fillen von EDTA-induzierter
Pseudothrombozytopenie zu bestimmen [76]. Da die Ergebnisse dieser Studie nur in einem
japanischen Journal publiziert wurden, blieben sie einer breiten Offentlichen Kenntnisnahme

vorenthalten. Auch eine 2002 publizierte Arbeit liber himatologische Untersuchungen an MgSO4-
10



antikoaguliertem Blut von Kondo und Kollegen fiihrte nicht zu einer breiten Anwendung von
Magnesiumsulfat als Antikoagulans im hdmatologischen Routinebetrieb [77]. Eine im Jahr 2013 von
der eigenen Arbeitsgruppe verdffentliche Arbeit zur Korrektur der Thrombozytenzahl bei Féllen von
EDTA-induzierter Pseudothrombozytopenie mittels MgSOs-antikoagulierter Blutentnahmesysteme
[78] hatte die kommerzielle Einfiihrung von Magnesiumsulfat als in vitro Antikoagulans in die

labormedizinische Routine zur Folge.

Die vielfiltige Wirkung von Magnesiumsalzen auf die Gerinnung, sowohl auf zelluldrer als auch auf
plasmatischer Ebene wurde in verschiedenen Untersuchungen beschrieben [79-81]. So konnte u.a.
eine dosisabhidngige Hemmung der thrombozytiren Thromboxan A2-Synthese [79] und die
Hemmung der mittels ADP und Arachidonséure induzierbaren Thrombozytenaggregation [78] durch

Mg** nachgewiesen werden.

1.5. Antikoagulanzien-induzierte Pseudothrombozytopenie

Die erstmalige Beschreibung einer Agglutination von Thrombozyten durch einen Serum-Faktor in
EDTA-antikoaguliertem Blut geht auf das Jahr 1969 zuriick [82]. Die Prévalenz dieses in vitro
Phidnomens wird in der Literatur mit 0,1 % bis 0,21 % angegeben [58, 83]. Umgekehrt sind allerdings
1,25 % bis 15,3 % aller thrombopenischen Patienten pseudothrombozytopenische Fille (PTCP) [57].
Grundlage einer EDTA-induzierten PTCP sind Auto-Antikorper, die sich gegen den thrombozytdren
Fibrinogen-Rezeptor Gpllb/Illa richten, der durch EDTA demaskiert wird. Da ein solches Phidnomen
auch fiir andere in vitro Antikoagulanzien beschrieben ist und teilweise kombinierte

Unvertraglichkeiten auftreten, spricht man auch von Antikoagulanzien-induzierter PTCP [84-86].
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2. Fragestellung

In vorangegangen Untersuchungen hat sich Magnesiumsulfat als in vitro Antikoagulans fiir die
Korrektur  der  Thrombozytenzahl  bei  Féllen von  Antikoagulanzien-induzierter

Pseudothrombozytopenie bewéhrt [78, 86]. Allerdings setzt das eine erneute Blutentnahme voraus.

Wird eine vorliegende Pseudothrombozytopenie nicht als solche erkannt, so besteht die Gefahr, dass
aufgrund der niedrigen Thrombozytenzahlen therapeutische Fehlentscheidung getroffen werden [87].
Hinzu kommt, dass eine Pseudothrombozytopenie in einigen Féllen, aufgrund der fehlerhaften

Messung von Aggregaten als Leukozyten, mit einer Pseudoleukozytose einhergeht [88].

Nachdem die MgSOs-antikoagulierte Monovette zum Ausschluss einer PTCP zunehmend Akzeptanz
in den Routinelaboratorien fand, ergab sich die Frage, ob diese nicht auch als Standard fiir die
Messung des gesamten Blutbildes und/oder thrombozytirer Marker und Funktionen alternativ zur
EDTA- und Citrat-Antikoagulation zur Anwendung kommen kann. Hierdurch wiirde sich die
parallele Blutentnahme eines EDTA-Probenréhrchens eriibrigen. Zur Beantwortung dieser Frage sind
Untersuchungen zur zeitlichen Stabilitdt und zur Reproduzierbarkeit der gemessenen Parameter,
sowie zur Abhingigkeit von der verwendeten Gerétetechnologie notwendig. Eine weitere Frage ist,
inwieweit die verschiedenen Antikoagulanzien die Thrombozytenparameter beeinflussen, da
antikoagulanzienbedingte Verdnderungen von Blutbild- oder Funktionsparametern mit in die

Bewertung von Magnesiumsulfat als alternatives in vitro Antikoagulans einzubeziehen sind.
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3. Material und Methoden

3.1. Patienten, Probanden

Die Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden an unterschiedlichen Patienten-,
bzw. Probandenkollektiven durchgefiihrt. Die Einwilligung der Patienten, der Blutspender und der
freiwilligen Probanden (Studierende und Labormitarbeiter), ihre Blutproben fiir die
wissenschaftlichen Untersuchungen zur Verfligung zu stellen, wurde schriftlich dokumentiert,
nachdem die Patienten, bzw. Blutspender und Probanden iiber die Ziele der vergleichenden
Untersuchungen und die den Untersucher verpflichtende Datenanonymisierung informiert worden

waren.

Fiir die Untersuchungen war zuvor ein zustimmendes Votum der Ethikkommission eingeholt worden

(Registrierungsnummer: A 2011/44).
Ein Teil der Untersuchungen wurde in kooperierenden externen Laboratorien durchgefiihrt:

Universitatsklinikum Carl Gustav Carus Dresden; Institut fiir Klinische Chemie und

Laboratoriumsmedizin, Direktorin Frau Prof. Dr. G. Siegert.

SLK Kliniken Heilbronn GmbH; Institut fiir Laboratoriumsmedizin, Chefarzt Priv.-Doz. Dr. Dr. A.
Pickert.

Tabelle I: Ubersicht iiber die an unterschiedlichen Patienten- und Probandenkollektiven durchgefiihrten Untersuchungen.

Untersuchung Kollektiv Personenzahl (n)
Vergleich der Blutbildparameter Rostocker Patienten 100
Geritevergleich Rostocker Patienten 61
Blutbildvergleich, Zeitkinetik Rostocker Probanden 20
Thrombozytenaktivierung,
Thrombozytenfunktion Rostocker Probanden 6/14

Blutbildvergleich, Zeitkinetik Heilbronner Probanden 9
Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion Dresdner Probanden 24

13



3.2. Blutentnahme

Alle Untersuchungen wurden in vendsem Blut, das schonend bei gedffnetem Stauschlauch aus der
Kubitalvene entnommen wurde, durchgefiihrt. Das Blut wurde in unterschiedlich antikoagulierte
Entnahmerdhrchen aufgenommen (EDTA: S-Monovette? EDTA K 2,6 ml, MgSOu: S-Monovette®
ThromboExact 2,7 ml, Citrat: S-Monovette® Coagulation 2,9 ml und Hirudin: S-Monovette® Hirudin
2,7 ml; Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland). Die entnommenen Blutproben wurden vorsichtig aber
griindlich durch mehrmaliges Schwenken durchmischt, um eine optimale Antikoagulation und

Zellverteilung zu erreichen.

Die Patientenproben wurden in den Poliklinischen Ambulanzen abgenommen, sodass ein zeitnahes
Eintreffen im Labor gewihrleistet war und die Messungen spédtestens 30 bis 60 Minuten nach der

Blutentnahme durchgefiihrt werden konnten.

Die Blutentnahmen fiir die zeitkinetischen und durchflusszytometrischen Untersuchungen erfolgten
direkt im Labor, um spitestens 10 Minuten nach der Blutentnahme mit der Messung beginnen zu

konnen.

Die unterschiedlich antikoagulierten Blutproben wurden zwischen den einzelnen Messpunkten bei
Raumtemperatur gelagert. Bei Messungen im Citrat-Blut wurde der durch den Citratzusatz bedingte

Verdiinnungseffekt mit dem Faktor 1,1 korrigiert.

3.3. Bestimmung der Parameter des Kleinen und Groflen Blutbildes
3.3.1. Ermittlung der Thrombozytenzahl und des mittleren Thrombozytenvolumens

Um den Einfluss der unterschiedlichen Antikoagulanzien und der unterschiedlichen apparativen
Messmethoden auf die Thrombozytenzahl und das mittlere Thrombozytenvolumen zu untersuchen,

kamen 3 verschiedene apparative Gerétetechnologien zum Einsatz:

1. XE 5000 (Sysmex, Norderstedt, Deutschland)
2. Unicel DxH 800 Coulter (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland)
3. Advia 120 (Siemens Healthcare Diagnostics, Eschborn, Deutschland)

Sowohl mit dem XE 5000, als auch mit dem DxH 800 erfolgt die Bestimmung der
Thrombozytenparameter mit Hilfe der Impedanzmessung, d.h. der Anderung des elektrischen
Widerstands, die wiederum abhingig vom Volumen der die Messkammer durchtretenden Zelle ist.
Die Thrombozytenzahl entspricht der Anzahl an Impulsen, die durch Zellen mit einem Volumen
zwischen 2 fl und 30 fl ausgelost werden [39]. Das mittlere Thrombozytenvolumen wird durch
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Division des Thrombokrits (Summe der gemessenen Plittchenvolumina) durch die Zahl der
gemessenen Thrombozyten errechnet und als MPV angegeben [89]. Dariiber hinaus verfiigt der XE
5000 mit der Fluoreszenzmessung von Nukleinsduren im Retikulozytenkanal {iber eine weitere

Moglichkeit zur Bestimmung der Thrombozytenzahl [90].

Der Advia 120 arbeitet ausschlieBlich auf optischer Grundlage, der sogenannten Streulichtmethode.
Dabei werden die Zellen mittels des iso-osmotischen RBC/plt-Reagenz in eine sphirische Form
gebracht. Sie passieren anschlieBend einen Kleinwinkel-Scatter (2° bis 3°), der Informationen iiber
die Zellvolumina liefert (MCV, bzw. MPV), und einen GroBwinkel-Scatter (5° bis 15°), der
Aufschluss zur Komplexitit des Zellinneren (Refraktionsindex) gibt. Der Refraktionsindex dient zur
Unterscheidung der Thrombozyten von Zelltriimmern, insbesondere Erythrozyten-Fragmenten und
lasst Riickschliisse auf die tatsdchliche Zahl und laut Literatur mdglicherweise auch auf den

Aktivierungsgrad der Thrombozyten zu [42, 91, 92].

Die unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben wurden weitgehend zeitgleich gemessen, sowohl
fiir die einmaligen Messungen (Patientenkollektiv), als auch fiir die Erfassung von Verdanderungen in
zeitlich definierten Abstdnden nach 0, 20, 40, 60 und 180 Minuten, bzw. nach 0, 4 und 24 Stunden,;
in dem Blutspenderkollektiv Heilbronn nach 0, 4, 6, 8, 12 und 24 Stunden. Zwischen den Messungen

wurden die Vollblutproben bei Raumtemperatur gelagert.

3.3.2. Apparative Bestimmung weiterer Parameter des Kleinen Blutbildes und des

Differentialblutbildes

Bei dem Rostocker Patientenkollektiv wurden aus den unterschiedlich antikoagulierten
Vollblutproben neben den Thrombozytenparametern, die Erythrozyten- und Leukozytenzahlen, das

Himoglobin, der Himatokrit sowie die Winthrobe-Indices am XE 5000 bestimmt und verglichen.

In einem anderen Probandenkollektiv (Heilbronn) wurden die Verdnderungen der
Differentialblutbilder iiber die Zeit (0, 4, 6, 8, 12 und 24 Stunden) und in Abhdngigkeit vom
verwendeten Antikoagulans (EDTA, Citrat und Magnesiumsulfat) untersucht und miteinander

verglichen.
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3.3.3. Untersuchungen zur zeitabhingigen firberischen und morphologischen Integritit

von Leukozyten

Um die Zeitabhiangigkeit des Einflusses der zu untersuchenden Antikoagulanzien nicht nur auf die
maschinell ermittelten Leukozytenzahlen, sondern auch auf deren Anfarbbarkeit und die
morphologische Integritdt hin zu untersuchen, wurden die in den entsprechenden Zeitintervallen
angefertigten Blutausstriche von 3 Probanden aus dem Heilbronner Probandenkollektiv verblindet
mit Hilfe der digitalen Mikroskopie (Cellavision™ DMO96, Siemens Healthcare Diagnostics,
Eschborn, Deutschland) auf morphologische Anderungen der Neutrophilen hin untersucht.

In Vorversuchen habe ich solche Verdnderungs- oder Schidigungszeichen zu definieren und nach

Schadigungsgrad wie folgt zu klassifizieren versucht:
Morphologisch unauffillig (Verinderungen Grad 0)

Regelrechte runde Zellkonfiguration mit gleichmaBiger Granulierung des Zytoplasmas, sowie gut

abgrenzbare, segmentierte Zellkerne mit unauffalligem Kernchromatin.

- .
n_ O__?

Abb. 1 a: Aufnahmen von Neutrophllen, deren morphologlsche Integritit dem Grad 0 entspricht.

Morphologische Verinderungen: Grad I
Beginnende Rarifizierung der zytoplasmatischen Granulierung. Membrannahe Aufhellungen mit

kontrastarmer Membrankontur bei erhaltener runder Zellkonfiguration. Form und Chromatin-

Beschaffenheit des Kerns unauffillig.
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Abb. 1 b: Aufnahmen von Neutrophllen, deren morphologische Integritdt dem Grad I entspricht.
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Morphologische Verinderungen: Grad 11

Weitergehende Rarifizierung der Zytoplasmagranulierung mit homogen aufgehellten Arealen und
zunehmender Vakuolisierung des Zytoplasmas bei noch weitgehend erhaltener Zellform.
Beginnende Verdichtung des Kernchromatins.

.'l re

Abb. 1 ¢: Aufnahmen von Neutrophilen, deren morphologische Integritit dem Grad II entspricht.

Morphologische Verinderungen: Grad III
Weiterer Verlust der Zytoplasmagranulation mit Bildung groBerer, z.T. konfluierender Vakuolen.

Stellenweise Auflosung der Zellmembran und Entrundung der Zellform. Verdichtung des

Zellchromatins und Authebung der urspriinglichen Kernkonfiguration.

Abb. 1 d: Aufnahmen von Neutrophilen, deren morphologische Integritét dem Grad III entspricht.

Morphologische Verinderungen: Apoptose
Klassische Vorstufe des programmierten Zelltodes mit typischer Chromatinverdichtung und
Abschniirung von Kernsegmenten, die in der Regel eine kugelige Form annehmen und ausgestof3en

werden.
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Abb. 1 e: Aufnahmen von Neutrophilen, die Zeichen von Apoptose zeigen.
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3.4. Durchflusszytometrische Bestimmung der Expression von Thrombozytenaktivierungs-

Markern in unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben

Die spontane und durch Agonisten induzierte Expression von Thrombozytenaktivierungs-Markern in
unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben (EDTA, Citrat und MgSO,4) wurde am Mehrfarben-
Durchflusszytometer (Navios™, Beckman Coulter; Krefeld, Deutschland) untersucht. Dazu wurden
Fluorochrom-markierte Antikorper, welche gegen die Aktivierungsmarker CD62p (P-Selectin) und
CD63 (Granulophysin) gerichtet sind, verwendet. Zur Identifizierung der Thrombozyten wurde ein

gegen CD41 gerichteter AntikOrper eingesetzt.

Die Blutentnahme bei den 6 Probanden erfolgte im Labor, sodass ein mdglichst zeitnaher Beginn der

Messungen sichergestellt wurde.
Entsprechend eines vorgegebenen Protokolls wurde dann wie folgt vorgegangen:

1. Herstellung einer 10 % BSA-Pufferlosung (Bovine Serum Albumin).
2. Blutabnahme und Bestimmung der Thrombozytenzahl am XE 5000
(Sysmex, Norderstedt, Deutschland)
3. Ansatz einer Blut-Puffer-Suspension (eingestellt auf 10 000 Plittchen / ml)
4. Inkubation von 40 pl der Suspension mit 2,5 pl Anti-CD62p, 2,5 ul Anti-CD63 und
2,5 ul Anti-CD41 bei 37°C fiir 5 min.
4a. Parallele Inkubation von 36 pl der Suspension mit 4 ul ADP, bzw. Arachidonsdure bei
37°C fiir 10 min.
4b. AnschlieBende Inkubation von 40 pl der stimulierten Suspension mit 2,5 pl Anti-CD62p, 2,5
ul Anti-CD63 und 2,5 pl Anti-CD41 bei 37°C fiir 5 min.
5. Zugabe von 2 ml der BSA-Pufferlosung.
6. Messung am Durchflusszytometer (Navios, Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland).
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Tabelle I1: Eingesetzte Materialien und Geréte fiir die Messung der Thrombozytenaktivierung.

Blutentnahmesystem/ Antikoagulans Hersteller Niederlassung
S-Monovette® EDTA K 2,6 ml Sarstedt AG & Co. Niimbrecht, Deutschland
EDTA

S-Monovette® ThromboExact 2,7 ml

MgSO4

S-Monovette® Coagulation 2,9 ml

Citrat

Gerit Hersteller Niederlassung
Navios Beckman Coulter GmbH  Krefeld, Deutschland
Antikorper / Fluorochrom Hersteller Niederlassung
Anti-CD41 / PE-Cy7 BioLegend Inc. San Diego, USA
Anti-CD62 / FITC

Anti-CD63 / APC

Zubehor Hersteller Niederlassung

Albumin, Bovine 500g

Sigma Chemical Co.

St.Louis, USA

IsoFlow Sheath Fluid Beckman Coulter GmbH Krefeld, Deutschland
ADP (2 x 10 M) moLab GmbH Langenfeld, Deutschland
Arachidonséure (5 mg/ml) moLab GmbH Langenfeld, Deutschland

Centrifuge Tube 50 ml

Greiner Bio-One GmbH

Frickenhausen,
Deutschland
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3.5. Impedanzaggregometrische Messung der Thrombozytenfunktion in unterschiedlich

antikoagulierten Vollblutproben

Um den FEinfluss der wunterschiedlichen in vitro Antikoagulation auf die mittels
Impedanzaggregometrie messbare Thrombozytenfunktion zu untersuchen, wurden Messungen mit
Citrat-, MgSQOu- und Hirudin-antikoagulierten Vollblutproben am Gerit Multiplate® durchgefiihrt.
Die Stimulation der Thrombozyten erfolgte durch ADP, TRAP, Kollagen, Ristocetin und

Arachidonséure.

Tabelle I1I: Eingesetzte Materialien und Geréte fiir die Thrombozytenfunktionsmessung.

Blutentnahmesystem/ Antikoagulans  Hersteller Niederlassung
S-Monovette Hirudin 2,7 ml Sarstedt AG & Co. Niimbrecht, Deutschland
Hirudin

S-Monovette ThromboExact 2,7 ml
MgSO4

S-Monovette Coagulation 2,9 ml

Citrat

Gerit Hersteller Niederlassung
Multiplate analyzer Roche Diagnostics Ltd.  Mannheim, Deutschland
Reagenzien Hersteller Niederlassung

ADPtest 3 x 1 ml (0,2 mM) Roche Diagnostics Ltd. Mannheim, Deutschland

COLtest 3 x 1 ml (100 pg/ml)

RISTOtest 3 x 1 ml (10 mg/ml)

ASPItest 3 x 1 ml (15 mM)

TRAPtest 3x 1 ml (1 mM)

Zubehor Hersteller Niederlassung

Aqua B.Braun Ecotainer 1000 ml B.Braun Melsungen AG Melsungen, Deutschland
Test cell Roche Diagnostics Ltd. Mannheim, Deutschland
Eppendorf Safe-Lock Tubes 0,5 ml Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
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3.6. Durchflusszytometrische Untersuchungen zur Erfassung von Thrombozyten-Leukozyten-

Komplexen in unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben

Um die Interaktionen zwischen Thrombozyten und Leukozyten, insbesondere den Monozyten,
Granulozyten und Lymphozyten zu untersuchen, wurden am FACS Canto II der Firma BD Bioscience
eine semiquantitative durchflusszytometrische Bestimmung des Anteils an CD42b-positiven Zellen

an unterschiedlichen Leukozytenpopulationen durchgefiihrt.

Zur Identifizierung der Leukozyten wurde ein fluorochrom-markierter Antikorper gegen CD45
eingesetzt. Um innerhalb der gesamten Leukozyten die Population der Monozyten zu identifizieren,

wurde zusétzlich ein fluorochrom-markierter Antikorper gegen CD14 verwendet.

Die Vorbereitung und Durchfiihrung der Messungen sind im Folgenden dargestellt:

1. Blutabnahme in EDTA, Citrat und MgSO4 und anschliefende Messung des Differential-
Blutbildes am XE 5000.

2. Senkrechte Lagerung der Monovette fiir 2 Stunden. Durch die Sedimentation der
Erythrozyten entsteht ein plittchenreiches Plasma im Uberstand.

3. Abpipettieren des Uberstandes.

4. 200 pl Uberstand werden mit 400 pl Puffer (CellWASH) gemischt

5. In ein leeres Tube werden 2,5 pl Anti-CD14, 2,5 pl Anti-CD45 und 10 pl Anti-CD42b

vorgelegt.

. Zugabe von 100 pl der Verdiinnung (von Punkt 4).

. Inkubation fiir 15 min in Dunkelheit bei Raumtemperatur.

. Zugabe von 500 ul Puffer (CellWASH)

. Messung am Durchflusszytometer (FACS Canto II).

O o0 3 O
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Tabelle IV: Eingesetzte Materialien und Gerite zur Bestimmung der Leukozyten-Thrombozyten-Interaktion.

Blutentnahmesystem / Antikoagulans | Hersteller Niederlassung
S-Monovette? EDTA K 2,6 ml Sarstedt AG & Co. | Niimbrecht, Deutschland
EDTA

S-Monovette? ThromboExact 2,7 ml

MgSO4

S-Monovette® Coagulation 2,9 ml

Citrat

Gerit / Software Hersteller Niederlassung

BD FACS Canto 11/ BD FACS Diva | BD Bioscience Heidelberg, Deutschland
Antikorper / Fluorochrom Hersteller Niederlassung
Anti-CD42b / APC BD Pharmingen Heidelberg, Deutschland

Anti-CD45 / APC-H7
Anti-CD14 / PerCP-Cy 5.5

Zubehor Hersteller Niederlassung

CellWASH (Puffer) BD Biosciences Heidelberg, Deutschland
Cytometer Setup & Tracking Beads
(Qualitatskontrolle)

Falcon Tubes
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Abb. 2: Ausdruck der FACSDiva-Auswertungssoftware zur Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion.

23



3.7. Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung der Messwerte (Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben und
Spearman-Rangkorrelation), sowie die Erstellung der Graphiken wurden mit der Software SigmaPlot
11.0, bzw. Excel 2013 durchgefiihrt. Der Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben (Wilcoxon
signed rank test) ist ein Rangsummentest, der die Differenzen der entsprechenden Wertepaare in
aufsteigender Reihenfolge ordnet und ihnen Rénge zuweist. Anhand der Rangzahlen wird die
TestgroBe ,,z* errechnet. Ist sie grofBer als 1,96, liegt bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05 ein
statistisch signifikanter Unterschied vor. [93, 94]. Die Spearman-Rangkorrelation errechnet das Mal3
fiir die Starke des Zusammenhangs zweier ordinalskalierter Merkmale. Der Korrelationskoeftizient
nach Spearman kann Werte von -1 (starke negative Korrelation) bis +1 (starke positive Korrelation)
annehmen [94]. Um die Verteilung der Messwerte innerhalb der jeweiligen Gruppe zu zeigen, wurde
die Boxplot-Darstellung gewéhlt. Eine Box umfasst die Messwerte innerhalb der 25ten und der 75ten
Perzentile und enthilt somit 50 % der Messwerte. Der Median wird durch eine Linie innerhalb der
Box dargestellt. Die beiden Antennen reprisentieren die 10te, bzw. die 90te Perzentile, die Punkte
unterhalb, bzw. oberhalb der Antennen stehen fiir die Ste, bzw. die 95te Perzentile. Die Boxplot-
Darstellung erlaubt somit den graphischen Vergleich der Lage und Verteilung von Messwerten

innerhalb einer Gruppe von Proben [95].
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4. Ergebnisse

4.1. Vergleich der an verschiedenen automatischen Himatologieanalysatoren gemessenen
Thrombozytenzahl und des Thrombozytenvolumens in EDTA- und MgSO4-antikoagulierten
Vollblutproben

Die Thrombozytenzahlen und die mittleren Plattchenvolumina wurden in zeitgleich entnommenen
EDTA- und MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben von 61 Patienten an den automatischen
Hématologieanalysatoren XE 5000, DxH 800 und Advia 120 gemessen. Die Messungen wurden 4

Stunden, bzw. 24 Stunden nach Probenentnahme wiederholt.

4.1.1. Vergleich der Thrombozytenzahl
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Abb. 3: Vergleich der parallel an drei verschiedenen Messgerdten gemessenen Thrombozytenzahl aus zeitgleich
entnommenen EDTA- und MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben von 61 Patienten [XE 5000 (nicht schraffiert); DxH
800 (grob liniert); Advia 120 (fein liniert)].

Abbildung 3 zeigt die an verschiedenen Hématologiegeridten gemessene Thrombozytenzahl. In den
EDTA -antikoagulierten Vollblutproben betrigt sie fiir den XE 5000 im Mittel 258,9 +/- 104,0%10"9/1
(Median: 242*1079/1) und fiir den DxH 800 im Mittel 234,1 +/- 95,3*10"9/1 (Median: 219*10"9/1),
bzw. 292,9 +/- 121,0*1079/1 (Median: 280*10"9/1) bei Messung am Advia 120.

Die Thrombozytenzahl der zeitgleich entnommenen MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben betragt
219,1 +/- 86,3*10"9/1 (Median: 205*1079/1) am XE 5000, 221,9 +/- 88,8*10"9/1 (Median:
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218*1079/1) am DxH 800 und 252,0 +/- 104,9*10"9/1 (Median: 233*10"9/1) am Advia 120.
Die statistische Bewertung der Differenzen ist in Tabelle V zusammengefasst. Die Resultate aller
Messgerite unterscheiden sich sowohl bei den EDTA-, als auch bei den MgSOs-antikoagulierten
Proben signifikant voneinander. Eine Ausnahme stellt bei den MgSOs-antikoagulierten Proben der
Messwertvergleich vom XE 5000 zum DxH 800 dar. Die Differenzen der in EDTA- und MgSOs-
Proben gemessenen Thrombozytenzahlen sind statistisch signifikant, unabhéngig vom verwendeten
Messgerit.

Tabelle V: Statistische Bewertung (Wilcoxon signed rank test) der Differenzen der Thrombozytenzahlen, gemessen in

unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben an drei verschiedenen Hématologieautomaten (p < 0,001 = hoch
signifikant; n.s. = nicht signifikant).

Geritevergleich EDTA MgSOq4 Gerit EDTA vs. MgSOq4
XE 5000 vs. DxH 800 p <0,001 n.s. XE 5000 p <0,001
XE 5000 vs. Advia 120 | p <0,001 p <0,001 DxH 800 p <0,001
DxH 800 vs. Advia 120 | p <0,001 p <0,001 Advia 120 p <0,001

4.1.2. Vergleich des mittleren Plittchenvolumens (MPV)

Wie Abbildung 4 zu entnehmen ist, betrdgt das MPV in EDTA-antikoagulierten Proben 10,4 +/- 1,0
fl (Median: 10,2 fl), wenn die Messung am XE 5000 durchgefiihrt wird. Die am DxH 800, bzw. am
Advia 120 gemessenen Volumina betragen im Mittel 8,8 +/- 1,1 fl (Median: 8,6 f1), bzw. 8,5 +/- 1,0
fl (Median: 8,3 fl).
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Abb. 4: Vergleich der parallel an drei verschiedenen Messgeriten gemessenen mittleren Plattchenvolumina aus zeitgleich
entnommenen EDTA- und MgSOs- antikoagulierten Vollblutproben von 61 Patienten [XE 5000 (nicht schraffiert); DxH
800 (grob liniert); Advia 120 (fein liniert)].

26



In MgSOg4-antikoagulierten Proben betrégt das mittlere MPV 9,5 +/- 0,8 fl (Median: 9,4 1), wenn die
Messung am XE 5000 vorgenommen wird, am DxH 800 7,7 +/- 0,8 fl (Median: 7,7 fl) und am Advia
120 werden 9,4 +/- 0,9 fl (Median: 9,4 fl) gemessen. In der Tabelle VI sind die statistischen
Signifikanzniveaus der Differenzen der ermittelten MPV-Werte zusammengefasst. Fiir die EDTA-
Proben gilt: Die Messwerte aller Messgerite unterscheiden sich signifikant voneinander. Das gilt auch
fiir die Werte der MgSO4-Proben, die sich signifikant voneinander unterscheiden, mit Ausnahme des
Vergleichs XE 5000 zum Advia 120. Die Differenzen der in EDTA- und MgSO4-Proben gemessenen
Thrombozytenvolumina sind statistisch hochsignifikant, unabhingig vom verwendeten Messgerit.

Tabelle VI: Statistische Bewertung (Wilcoxon signed rank test) der Differenzen der Thrombozytenvolumina, gemessen

in unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben an drei verschiedenen Hdmatologieautomaten (p < 0,001 = hoch
signifikant; n.s. = nicht signifikant).

Geritevergleich EDTA MgSOg4 Gerite EDTA vs. MgSOq4
XE 5000 vs. DxH 800 p <0,001 p <0,001 XE 5000 p <0,001
XE 5000 vs. Advia 120 p <0,001 n.s. DxH 800 p <0,001
DxH 800 vs. Advia 120 p <0,001 p <0,001 Advia 120 p <0,001

Abbildung 5 zeigt die in EDTA-antikoagulierten Vollblutproben ermittelten Thrombozytenzahlen und
mittleren Plattchenvolumina der 61 Patienten in aufsteigender Reihenfolge und die Werte der jeweils
zugehorigen MgSOg-antikoagulierten Vollblutproben. Hierbei wird deutlich, dass sich die
Thrombozytenzahlen in den verschieden antikoagulierten Vollblutproben nicht nur im Mittel
voneinander unterscheiden, sondern fast ausnahmslos eine hohere Thrombozytenzahl in EDTA-
antikoagulierten Proben gemessen wird als in den entsprechenden MgSQOjs-antikoagulierten Proben.
Das gilt auch fiir die mittels Impedanz-Messverfahren gemessenen MPV-Werte. Bei der streulicht-
optischen Methode des Advia 120 ergibt sich eine deutlich andere Wertelage. Hier werden in den
EDTA -antikoagulierten Proben fast ausschlieBlich niedrigere mittlere Pliattchenvolumina gemessen

als in den korrespondierenden MgSOs-antikoagulierten Proben.
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Abb. 5: Auf den Einzelabbildungen a-c sind die von den verschiedenen Gerédten gemessenen Thrombozytenzahlen der
EDTA-Proben (®) in aufsteigender Reihenfolge und die Werte der entsprechenden MgSO4-Proben dargestellt (V).
Analog sind auf den Einzelabbildungen d-f die MPV-Werte dargestellt.
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4.1.3. Einfluss einer verlingerten Probenlagerung (> 4 Stunden) und unterschiedlicher
Analysesysteme auf die Thrombozytenzahl und das Thrombozytenvolumen in EDTA- und

MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben

Um zur Stabilitit der Parameter Thrombozytenzahl und Thrombozytenvolumen in EDTA- und
MgSOg4-antikoagulierten Vollblutproben eine Aussage machen zu kénnen, wurden die Proben auch
nach 4 Stunden und nach 24 Stunden untersucht. Die Resultate der Thrombozytenzahl- und MPV-
Messungen von 61 Patienten sind in Tabelle VII und VIII, sowie in den Abb. 6 a-c und Abb. 7 a-c
dargestellt. Die statistische Bewertung der Werte ist den Tabellen IX und X zu entnehmen.
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Abb. 6 a-c: Zeitlicher Verlauf der parallel an drei verschiedenen Messgerdten gemessenen Thrombozytenzahlen aus

zeitgleich entnommenen EDTA- (weifl) und MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben (schraffiert) von 61 Patienten [XE
5000 (a); DxH 800 (b); Advia 120 (c)].

Die zeitnah nach Probenentnahme am XE 5000 gemessene mittlere Thrombozytenzahl betrdgt in
EDTA -antikoagulierten Proben 258,9 +/- 104,0*1079/1 (Median: 242*10"9/1), nach 4 Stunden betragt
sie 262,7 +/- 106,9*10"9/1 (Median: 256*1079/1) und nach 24-stlindiger Lagerung 253,2 +/-
106,9*1079/1 (Median: 243*1079/1). Werden die Messungen am DxH 800 durchgefiihrt, erhdlt man
fiir die 3 Messzeitpunkte Werte, die etwa 10 % niedriger ausfallen: 234,1 +/- 95,3*1079/] (Median:
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219*10M9/1); 232,3 +/- 96,3*%1079/1 (Median: 227*1079/1) und 227,6 +/- 94,3*10"9/1 (Median:
223*10"9/1). Die Zahlergebnisse, die mittels streulichtbasiertem optischem Messverfahren (Advia
120) nach 4 Stunden ermittelt werden, sind deutlich hoher als die der Impedanz-Messverfahren (XE
5000 und DxH 800). Sie betragen 292,9 +/- 121,0¥10"9/1 (Median: 280*10"9/1), bzw. 289,3 +/-
121,8*10"9/1 (Median: 275*%1079/1). Nach 24-stiindiger Lagerung wird ein Riickgang auf 255,8 +/-
111,2*¥1079/1 (Median: 247*1079/1) sichtbar.

Die entsprechenden Werte der Magnesiumsulfat-antikoagulierten Vollblutproben sind generell
niedriger. Die am XE 5000 gemessene Thrombozytenzahl betragt 219,1 +/- 86,3*%1079/1 (Median:
205*1079/1), bzw. 215,7 +/- 84,4¥*10"9/1 (Median: 201*10"9/1) nach 4 Stunden und 205,3 +/-
82,5*10"9/1 (Median: 193*10"9/1) nach 24 Stunden Lagerungszeit. Am Gerdt DxH 800 sind die
Werte nur marginal um 1,10 % bis 2,40 % hoher als am XE 5000. Sie betragen 221,9 +/- 88,8*10"9/1
(Median: 218*1079/1), bzw. 218,0 +/- 88,3*%1079/1 (Median: 203*1079/1) nach 4 Stunden und 210,3
+/- 87,1*10"9/1 (Median: 198*1079/1) nach 24 Stunden. Die mittels Streulichtmessung (Advia 120)
ermittelten Werte sind mit 252,0 +/- 104,9*1079/1 (Median: 233*1079/1), bzw. 243,0 +/- 100,2*10"9/1
(Median: 227*1079/1) nach 4 Stunden und mit 213,7 +/- 91,2*10"9/1 (Median: 199*10"9/1) nach 24

Stunden Lagerungszeit hoher als die Werte der Impedanzmessungen.

Unabhéngig von der Messmethode und der Lagerungszeit fallen die in MgSO4-antikoagulierten
Proben gemessenen Thrombozytenzahlen niedriger aus als die in EDTA-antikoagulierten Proben
ermittelten Werte. Die prozentualen Unterschiede zu den EDTA-Proben betragen am XE 5000
zwischen 15,4 % und 18,9 %, bzw. zwischen 5,2 % und 7,6 % fiir die Messungen am DxH 800 und
zwischen 12,9 % und 16,5 % am Advia 120.
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Abb. 7 a-c: Zeitlicher Verlauf der parallel an drei verschiedenen Messgerdten gemessenen mittleren Plattchenvolumina
aus zeitgleich entnommenen EDTA- (weifl) und MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben (schraffiert) von 61 Patienten
[XE 5000 (a); DxH 800 (b); Advia 120 (c)].

Das am Gerdt XE 5000 in EDTA-Proben gemessene MPV betriagt 10,4 +/- 1,0 fl (Median: 10,2 f1);
nach 4 Stunden 10,6 +/- 1,0 fl (Median: 10,4 f1) und nach 24 Stunden 10,8 +/- 1,0 fl (Median: 10,6
fl). Erfolgt die Messung am DxH 800, so betrdgt das zeitnah nach der Blutentnahme gemessene MPV
8,8 +/- 1,1 fl (Median: 8,6 fl), bzw. 8,9 +/- 1,0 fl (Median: 8,6 fl) nach vierstiindiger Lagerung und
9,0 +/- 1,0 fl (Median: 8,8 fl) nach 24 Stunden. Die entsprechenden Werte am Advia 120 fallen wie
folgt aus: 8,5 +/- 1,0 fl (Median: 8,3 1), 9,0 +/- 1,0 fl (Median: 8,8 fl) und 10,4 +/- 1,0 fl (Median:
10,2 f1).
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Das initiale MPV in den MgSOs-antikoagulierten Proben wird am XE 5000 mit 9,5 +/- 0,8 fl (Median:
9.4 1), nach 4 Stunden Lagerung mit 9,6 +/- 0,9 fl (Median: 9,5 fl) und nach 24 Stunden mit 9,6 +/-
0,8 fl (Median: 9,5 1) gemessen. Am DxH 800 betrigt das unmittelbar gemessene MPV 7,7 +/- 0,8
fl (Median: 7,7 f1), nach 4 Stunden 7,8 +/- 0,8 fl (Median: 7,7 fl) und nach 24 Stunden 7,9 +/- 0,8 fl
(Median: 7,8 fl). Die entsprechenden Messungen MPV am Advia 120 ergeben Werte von 9,4 +/- 0,9
fl (Median: 9,4 1), 9,7 +/- 0,9 fl (Median: 9,7 fl) und 10,1 +/- 0,9 fl (Median: 10,0 f1).

Tabelle VII: Tabellarische Darstellung der Messwerte der zu unterschiedlichen Zeitpunkten an verschiedenen
Messgerdten ermittelten Thrombozytenzahlen (n= 61 Patienten).

Plt count [10°9/1] EDTA / MgSOs4

XE 5000 DxH 800 Advia 120
Oh 4h 24h Oh 4h 24h Oh 4h 24h
Min 47/40 39/41 26/39 44/45 35/45 19/42 56/52 30/53 22/49

10% 126/113 | 126/114 124/101 = 115/114 | 110/112 | 106/109 | 148/130 | 139/125 121/101
Median | 242/205 = 256/201 243/193 = 219/218 | 227/203 | 223/198 = 280/233 | 275/227 247/199
90% | 403/332 | 394/331 406/327 = 368/352 | 359/349 | 363/343 | 475/413 | 464/388 401/363
Max | 509/418 = 519/403 500/397 | 460/420 | 460/415 | 431/410 | 583/485 | 566/479 524/438

Mean | 259/219  263/216 = 253/205 = 234/222 | 232/218 | 228/219 | 293/252 = 289/243 256/214

Tabelle VIII: Tabellarische Darstellung der Messwerte der zu unterschiedlichen Zeitpunkten an verschiedenen
Messgeriten ermittelten mittleren Pléttchenvolumina (n = 61 Patienten).

MPV [f]] EDTA / MgSO4

XE 5000 DxH 800 Advia 120
Oh 4h 24h Oh 4h 24h Oh 4h 24h
Min 8,4/8,0  8,5/8,1 | 8,882 | 6,6/63 6,8/6,1 6,9/6,3 6,8/7,1 7,5/7,8 8,5/8,4
10% 9,3/8,5  9,3/8,6 | 9,7/8,6 | 7,5/6,8 7,8/6,8 8,0/6,9 7,5/8,4 7,9/8,9 9,2/8,9

Median = 10,2/9.4 10,495 10,6/9,5 8,6/7,7 @ 8,6/7,7 = 88/7,8  83/94 | 88/9,7 10,2/10,0
90%  11,8/10,7 12,1/10,7 12,1/10,6 10,4/89 10,3/9,0 = 10,4/9,1 = 9,7/10,6 = 10,6109  12,0/11,4

Max  12,6/11,6  12,9/122 | 13,4/12,0 11,3/10,0 11,4/102 11,5104 @ 112/11,4  11,1/11,6 12,7/12,1

MW 10,4/9,5 ' 10,6/9,6 | 10,8/9,6 | 8,8/7,7 8,9/7,8 9,0/7,9 8,5/9,4 9,0/9,7 10,4/10,1
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Tabelle IX: Statistische Bewertung (Wilcoxon signed rank test) der Differenzen der in EDTA- und MgSO4-Proben
gemessenen Thrombozytenzahl, bzw. des MPV zu unterschiedlichen Zeitpunkten.

Thrombozytenzahl MPV
XE 5000 0h 4h 24h 0h 4h 24h
EDTA vs MgS0O4 | p<0,001 p <0,001 p <0,001 p <0,001 p <0,001 p <0,001
Thrombozytenzahl MPV
DxH 800 0h 4h 24h 0h 4h 24h
EDTA vs MgSOs | p<0,001 | p<0,001 < 0,001 < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Thrombozytenzahl MPV
Advia 120 0h 4h 24h 0h 4h 24h
EDTA vs MgSOs | p<0,001 | p<0,001 p<0,001 < 0,001 p < 0,001 p < 0,001

Tabelle X: Statistische Bewertung (Wilcoxon signed rank test) der Differenz der in EDTA-, bzw. in MgSO4-Proben
gemessenen Thrombozytenzahl, bzw. des MPV der Zeitpunkte ,,0 h* und ,,24 h*.

XE 5000 DxH 800 Advia 120
EDTA MgSO4 EDTA MgSO, EDTA MgSO4
Thrombozytenzahl p<0,05 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001

MPV p <0,001 n.s. p<0,001 | p<0,001 | p<0,001 | p<0,001

Verdnderung

vonOhzu24h
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4.2. Einfluss der Antikoagulation auf die Thrombozytenaktivierung

4.2.1. Spontane und durch Agonisten (ADP, Arachidonsiure) induzierte

Thrombozytenaktivierung in Abhéangigkeit von der in vitro Antikoagulation

& g ) g
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Abb. 8: Vergleich der zeitabhdngigen Zunahme der spontanen thrombozytiren CD62p-Expression in unterschiedlich

antikoagulierten Vollblutproben.

Wie der Abbildung 8 zu entnehmen ist, fiihrt die Lagerung von EDTA-antikoagulierten

Vollblutproben zu einer spontanen thrombozytiren Expression des Aktivierungsmarkers CD62p, die

nach etwa 3 bis 5 Stunden ihr Maximum erreicht. Der Anteil der spontan aktivierten Thrombozyten

ist von 7,99 +/- 7,86 % zum Zeitpunkt ,,0 Minuten* nach 5 Stunden auf 43,57 +/- 12,92 % (Median:

43,35 %) angestiegen. In MgSO4- und Citrat-antikoagulierten Vollblutproben ist eine solche

Spontanaktivierung von Thrombozyten iiber einen Zeitraum von 5 Stunden nicht nachweisbar.

Tabelle XI: Von der Lagerungszeit abhingige spontane und durch Agonisten induzierte CD62p-Expression der
Thrombozyten in unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben.

0 min

40 min

180 min

300 min

EDTA

spontan

7,99 +/- 7,86 %

30,05 +/- 18,46 %

40,77 +/- 14,71 %

43,57 +/- 12,92 %

ADP

47,93 +/- 13,07 %

54,99 +/- 18,84 %

55,89 +/- 21,73 %

60,99 +/- 19,13 %

Arachidonsdure

20,62 +/- 6,71 %

43,16 +/- 16,92 %

50,35 +/- 16,22 %

60,62 +/- 13,46 %

MgSOg4

spontan

2,24 +/- 1,66 %

3,90 +/- 2,11 %

5,96 +/-2,33 %

6,07 +/- 2,14 %

ADP

49,34 +/- 9,64 %

57,07 +/- 13,58 %

55,36 +/- 16,35 %

63,34 +/- 19,54 %

Arachidonsdure

24,93 +/- 16,30 %

33,98 +/- 24,30 %

40,89 +/- 17,73 %

45,42 +/-22.34 %

Citrat

spontan

1,44 +/- 0,89 %

2,31 +/-1,18%

6,70 +/- 2,60 %

8,93 +/-3,36 %

ADP

41,34 +/- 12,40 %

50,08 +/- 16,70 %

52,49 +/- 14,72 %

60,73 +/- 14,83 %

Arachidonsdure

22,29 +/- 18,60 %

25,86 +/- 21,44 %

35,13 +/- 16,39 %

42,81 +/- 18,36 %

34




~
(=]

Arachidonsdure-Stimulation

90 ADP-Stimulation

@
=]

o~

[SINS]
%
o

40

& w
o o

(¥5)
o
A CD62p- Expression (%)

A CD62p- Expression (%)

]
o

Zeitpunkt nach der Probenentnahme (min) Zeitpunkt nach der Probenentnahme (min)

Abb. 9 a + b: Differenzen der prozentualen Anteile an CD62p-positiven Thrombozyten in unstimulierten und durch ADP
(a), bzw. Arachidonsdure (b) stimulierten, verschieden antikoagulierten und unterschiedlich lang gelagerten
Vollblutproben von 6 Probanden (weill = EDTA; schraffiert = MgSOs; hellgrau = Citrat).

Abbildung 9 a zeigt die Differenzen der prozentualen Anteile an CD62p-positiven Thrombozyten in
unstimulierten und durch ADP stimulierten, verschieden antikoagulierten und unterschiedlich lang
gelagerten Vollblutproben. In EDTA-antikoagulierten Vollblutproben betrdgt diese Differenz
unmittelbar nach der Blutentnahme 39,94 +/- 13,29 %. Da im Verlauf von 5 Stunden der Anteil der
spontan CD62p-exprimierenden Thrombozyten zunimmt, verringert sich die Differenz zu dem Anteil
der zusitzlich durch ADP aktivierten Thrombozyten auf 17,41 +/- 11,18 %. In MgSOs-
antikoagulierten Vollblutproben liegt die Differenz zu Beginn der Messung bei 47,10 +/- 10,80 %.
Nach 5 Stunden steigt diese Differenz auf 57,27 +/- 19,30 %. In Citrat-antikoagulierten
Vollblutproben betrigt die Differenz zwischen spontaner und durch ADP-Stimulation ausgeldster
CD62p-Expression zum Zeitpunkt ,,0° 39,89 +/- 12,97 %. Sie erhoht sich im Verlauf von 5 Stunden
auf 51,80 +/- 14,50 %.

In Abbildung 9 b sind die Differenzen der prozentualen Anteile von spontaner und durch
Arachidonséure-Stimulation ausgeloster CD62p-Expression von Thrombozyten in unterschiedlich
antikoagulierten Vollblutproben dargestellt. In EDTA-antikoagulierten Proben betrdgt sie,
unmittelbar nach Probenentnahme, 12,63 +/- 7,82 %. Im Verlauf von 5 Stunden erhoht sich diese auf
17,05 +/- 11,55 %. Bei den MgSO4-antikoagulierten Proben ist eine Zunahme der Differenz von 22,69
+/- 16,49 % zum Zeitpunkt ,,0“ auf 39,36 +/- 22,47 % nach 5 Stunden zu beobachten.

In Citrat-antikoagulierten Vollblutproben liegt der Unterschied zwischen spontaner und induzierter
CD62p-Expression nach Probenentnahme bei 20,85 +/- 18,97 %, nach flinfstiindiger Lagerung ist

eine Zunahme auf 33,88 +/- 18,45 % zu verzeichnen.
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Tabelle XII: Differenz der spontanen und der durch ADP induzierten CD62p-Expression der Thrombozyten in
unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben im Verlauf von 300 Minuten.

0 min

40 min

180 min

300 min

EDTA

39,94 +/- 13,29 %

24,95 +/-12,17 %

15,12 +/- 9,38 %

17,41 +/- 11,18 %

MgSOg4

47,10 +/- 10,80 %

53,17 +/- 15,05 %

49,40 +/- 17,11 %

57,27 +/- 19,30 %

Citrat

39,89 +/- 12,97 %

47,77 +/- 17,55 %

45,79 +/- 15,41 %

51,80 +/- 14,50 %

Tabelle XIII: Differenz der spontanen und der durch Arachidonséure induzierten CD62p-Expression der Thrombozyten
in unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben im Verlauf von 300 Minuten.

Zeitpunkt nach der Probenentnahme (min)

0 min 40 min 180 min 300 min
EDTA 12,63 +/- 7,82 % 13,11 +/- 5,39 % 9,58 +/- 5,24 % 17,05 +/- 11,55 %
MgSOg4 22,69 +/- 16,49 % 30,08 +/- 25,32 % 34,94 +/- 17,52 % 39,36 +/- 22,47 %
Citrat 20,85 +/- 18,97 % 23,55 +/- 22,50 % 28,43 +/- 16,23 % 33,88 +/- 18,45 %
95100 EDTA MgS04 Citrat
@ ' ' ] i q ' . ' ' . ' '

Abb. 10: Vergleich der zeitabhdngigen Zunahme der spontanen thrombozytiren CD63-Expression in unterschiedlich
antikoagulierten Vollblutproben.

In Abbildung 10 ist der Anteil der spontan CD63-positiven Thrombozyten in EDTA-, MgSO4- und

Citrat-antikoagulierten Vollblutproben dargestellt. In EDTA-antikoagulierten Proben ist eine

Zunahme des Anteils der CD63-positiven Thrombozyten von im Mittel 1,34 +/- 1,08 % zum

Zeitpunkt ,,0 Minuten‘ auf einen mittleren Wert von 6,70 +/- 7,23 % zum Zeitpunkt ,,300 Minuten*

zu erkennen. In MgSOs- und Citrat-antikoagulierten Proben kommt es zu keiner zeitabhingigen

Zunahme des Anteils an CD63-positiven Thrombozyten.
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Tabelle XIV: Von der Lagerungszeit abhdngige spontane und durch Agonisten induzierte CD63-Expression der
Thrombozyten in unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben.

0 min 40 min 180 min 300 min

EDTA spontan 1,34 +/- 1,08 % 2,71 4/-2,85% 5,14 +/- 6,36 % 6,70 +/- 7,23 %
ADP 7,94 +/- 3,45 % 11,81 +/- 8,03 % 14,90 +/- 11,17 % | 21,27 +/- 8,10 %
Arachidonséure 1,68 +/- 0,91 % 5,85 +/- 5,66 % 8,99 +/- 8,83 % 13,10 +/- 8,41 %

MgSO; | spontan 1,07 +/- 0,90 % 1,31 +/-0,92 % 1,41 +/- 0,67 % 1,44 +/- 0,70 %
ADP 10,37 +/- 4,65 % 13,91 +/- 6,22 % 13,60 +/- 6,61 % 18,68 +/- 10,01 %
Arachidonsdure | 3,14 +/- 2,48 % 5,95 +/-7,96 % 5,07 +/-2,94 % 7,55 +/- 4,84 %

Citrat spontan 0,55 +/- 0,39 % 0,75 +/- 0,44 % 1,04 +/- 0,51 % 1,50 +/- 0,91 %
ADP 8,36 +/- 5,33 % 10,80 +/- 5,82 % 14,88 +/- 6,60 % 21,24 +/- 10,70 %
Arachidonsdure | 4,23 +/- 6,96 % 4,56 +/- 6,27 % 5,80 +/- 3,44 % 9,41 +/-7,23 %
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Abb. 11 a + b: Differenzen der prozentualen Anteile an CD63-positiven Thrombozyten in unstimulierten und durch ADP
(a), bzw. Arachidonsdure (b) stimulierten, verschieden antikoagulierten und unterschiedlich lang gelagerten
Vollblutproben von 6 Probanden (weill = EDTA; schraffiert = MgSOs; hellgrau = Citrat).

Abbildung 11 a zeigt die Differenzen der spontanen und der durch ADP induzierten Anteile an CD63
exprimierenden Thrombozyten in Abhédngigkeit von der Aufbewahrungszeit der unterschiedlich
antikoagulierten Vollblutproben. In EDTA-antikoagulierten Vollblutproben betrdgt der Unterschied
gleich nach der Probenentnahme 6,61 +/- 3,78 %, im Verlauf von 300 Minuten erhoht sich die
Difterenz auf 14,57 +/- 8,18 %. Die Differenz der CD63-Expression der MgSOs-antikoagulierten
Vollblutproben betriagt initial 9,30 +/- 4,94 % und nimmt innerhalb von 300 Minuten auf 17,25 +/-
10,22 % zu. In Citrat-antikoagulierten Vollblutproben liegt die Differenz der CD63-Expression nach
Stimulation, bezogen auf die Spontanexpression, zu diesem Zeitpunkt bei 7,81 +/- 5,38 %, sie steigt

innerhalb von 300 Minuten auf 19,74 +/- 11,34 %.
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In Abbildung 11 b sind die Differenzen der spontanen und der durch Arachidonsdure-Stimulation

ausgelosten thrombozytiren CD63-Expression in unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben in

Abhidngigkeit von der Lagerungszeit der Proben dargestellt.

In EDTA-antikoagulierten Proben betrédgt sie nach Probenentnahme 0,35 +/- 1,21 %. Innerhalb von

300 Minuten erhoht sich dieser Wert auf 6,40 +/- 6,74 %. In MgSQO4-antikoagulierten Vollblutproben

betrdgt die Differenz direkt nach der Probengewinnung 2,08 +/- 2,70 %. Sie steigt innerhalb von fiinf

Stunden Lagerungszeit auf 6,11 +/- 4,95 % an. In Citrat-Proben betrégt diese Differenz anfangs 3,69

+/- 6,96 %, nach 300 Minuten liegt sie bei 7,91 +/- 7,83 %.

Tabelle XV: Differenz der spontanen und der durch ADP induzierten CD63-Expression der Thrombozyten in

unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben im Verlauf von 5 Stunden.

0 min

40 min

180 min

300 min

EDTA

6,61 +/-3,78 %

9,11 +/-7,62 %

9,77 +/- 6,83 %

14,57 +/- 8,18 %

MgSO4

9,30 +/- 4,94 %

12,60 +/- 6,41 %

12,19 +/- 6,32 %

17,25 +/- 10,22 %

Citrat

7,81 +/- 5,38 %

10,06 +/- 6,03 %

13,85 +/- 6,59 %

19,74 +/- 11,34 %

Tabelle XVI: Differenz der spontanen und der durch Arachidonséure induzierten CD63-Expression der Thrombozyten
in unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben im Verlauf von 5 Stunden.

0 min

40 min

180 min

300 min

EDTA

0,35 +/- 1,21 %

3,14 +/-4,61 %

3,85 +/-2,80 %

6,40 +/- 6,74 %

MgSO4

2,08 +/- 2,70 %

4,64 +/- 8,11 %

3,66 +/- 2,59 %

6,11 +/-4,95 %

Citrat

3,69 +/- 6,96 %

3,82 4/- 6,57 %

4,77 +/- 3,22 %

791 +/- 7,83 %
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4.2.2. Vergleich der Thrombozytenfunktion und der Thrombozytenaktivierung bei

Verwendung unterschiedlicher Antikoagulanzien
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Abb. 12: Agonisten-induzierte Thrombozytenaggregation (Multiplate®) in MgSQs- (schraffiert), Citrat- (grau) und
Hirudin-antikoagulierten Vollblutproben (schwarz).

In Abbildung 12 ist die durch ADP, Arachidonsdure, Ristocetin, Kollagen und TRAP ausgeldste
Thrombozytenaggregation in MgSOs4-, Citrat- und Hirudin-antikoagulierten Vollblutproben
dargestellt. Das Ausmaf} der Aggregation wird in der dimensionslosen Einheit ,,Area under the curve®
(AUC) angegeben.

Nach ADP-Stimulation der Thrombozyten wird eine AUC von 10,63 +/- 4,07 in MgSOs-
antikoagulierten Vollblutproben und von 36,00 +/- 11,77 in Citrat-antikoagulierten Vollblutproben,
sowie von 75,89 +/- 9,79 in Hirudin-antikoagulierten Vollblutproben gemessen.

Durch Stimulation mit Arachidonsédure wird in MgSQO4-antikoagulierten Proben eine AUC von 17,75
+/- 6,18, in Citrat-Proben eine AUC von 50,13 +/- 6,53 und in Hirudin-Proben eine AUC von 93,33
+/- 22,54 gemessen.

Die Stimulation mit Ristocetin fiihrt zu einer AUC von 2,57 +/- 2,31 in MgSOs-antikoagulierten
Proben, bzw. von 7,50 +/- 10,02 in Citrat-antikoagulierten Vollblutproben und in Hirudin-
antikoaguliertem Blut zu einer AUC von 11,29 +/- 6,92.

Nach Kollagen-Stimulation betrdgt die AUC 34,29 +/- 12,88 in MgSO4-Proben, bzw. 38,36 +/- 12,97
in Citrat-Proben und 75,14 +/- 13,65 in Hirudin-Proben.

Am deutlichsten fallt die Agonisten-induzierte Thrombozytenaggregation bei Stimulation durch
TRAP aus: Sie erreicht einen AUC-Wert von 64,64 +/- 17,43 in MgSQOs-antikoaguliertem Vollblut
und von 82,50 +/- 16,09 in Citrat-antikoaguliertem Vollblut. Die Thrombozyten aggregieren in

Hirudin-antikoaguliertem Blut stirker, es wird eine AUC von 129,64 +/- 15,31 gemessen.
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Die AUC-Werte der verschiedenen Antikoagulanzien unterscheiden sich statistisch signifikant
voneinander, unabhingig vom verwendeten Agonisten. Eine Ausnahme stellt die Kollagen-induzierte

Thrombozytenaggregation bei MgSO4- und Citrat-antikoagulierten Proben dar.

Tabelle XVII: Statistische Bewertung (Wilcoxon signed rank test) der Thrombozytenaggregation.

MgSOg4 Citrat
ADP p <0,05 Citrat
Arachidonséure p <0,05 Citrat
Ristocetin p <0,05 Citrat
p <0,001 p <0,05 Hirudin
Kollagen n.s. Citrat
p <0,001 p <0,001 Hirudin
TRAP p <0,05 Citrat
p <0,001 p <0,001 Hirudin

Um den Einfluss von Magnesiumsulfat auf die agonisten-induzierte Thrombozytenaggregation zu
untersuchen, wurde der fiir die Methode empfohlenen Hirudin-Monovette Magnesiumsulfat in

unterschiedlichen Mengen zugesetzt.

In Abbildung 13 und Tabelle XVIII ist die konzentrationsabhingige Hemmung der
Thrombozytenaggregation durch Magnesiumsulfat in Hirudin-antikoagulierten Probengeféf3en von 3
Probanden dargestellt. Aus den Messwerten geht hervor, dass die Thrombozytenaggregation
konzentrationsabhdngig gehemmt wird und dass eine zweistlindige Lagerung der Proben den anti-

aggregatorischen Effekt des Magnesiumsulfats nicht beeinflusst.
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Abb. 13: Konzentrationsabhiingige Hemmung der mittels verschiedener Agonisten (Linie = TRAP, fein gepunktet =
Arachidonsaure, grob gepunktet = ADP) induzierten Thrombozytenaggregation durch Magnesiumsulfat. Dargestellt ist
die nach MgSO4-Zugabe gemessene AUC in Relation zum Ausgangswert der Hirudin-Probe.
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Tabelle XVIII: Ubersicht der am Multiplate gemessenen AUC-Werte der 3 Probanden (Nr.1 = weif}, Nr.2 = hellgrau, Nr.3

= dunkelgrau).
MgSO4 ADP Arachidonsdure TRAP
mg/ml sofort | (%) 0 mg 2h (%)0mg | sofort | (%)0mg 2h (%) 0mg | sofort | (%)0mg 2h (%) 0 mg
0 76 100 75 100 109 100 90 100 148 100 117 100
1,85 20 26,3 35 46,7 70 64,2 72 80 121 81,8 110 94
3,7 15 19,7 20 26,7 33 30,3 38 422 121 81,8 103 88
5,55 13 17,1 19 253 21 19,3 23 25,6 75 50,7 74 63,2
741 17 22,4 19 253 20 18,3 23 25,6 69 46,6 58 49,6
MgSO4 ‘ ADP Arachidonséure ‘ TRAP
mg/ml \ sofort \ (%) 0 mg \ 2h \ (%)0mg | sofort | (%)0Omg 2h | (%)0mg \ sofort \ (%)0mg  2h \ (%) 0 mg
0 \ 60 \ 100 \ 67 \ 100 86 100 76 100 \ 107 \ 100 101 \ 100
1,85 \ 34 \ 56,7 \ 21 \ 31,3 63 73,3 45 59,2 \ 99 \ 92,5 75 \ 74,3
3,7 \ 35 \ 58,3 \ 19 \ 28,4 40 46,5 21 27,6 \ 86 \ 80,4 64 \ 63,4
5,55 \ 15 \ 25 \ 21 \ 31,3 23 26,7 22 28,9 \ 55 \ 51,4 46 \ 45,5
741 14 233 23 34,3 15 17,4 18 23,7 42 39,3 36 35,6
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Abb. 14 a + b: Vergleich der durch verschiedene Agonisten induzierten CD62p-Expression in Prozent und das Ausmaf}
der Thrombozytenaggregation in Citrat- (a), bzw. MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben (b) als AUC.

Abb. 14 a zeigt die durch ADP, Arachidonsdure und TRAP induzierte CD62p-Expression und das
Ausmal} der durch diese Agonisten induzierten Thrombozytenaggregation in Citrat-antikoaguliertem
Vollblut. Die Stimulation mit ADP resultiert in einer AUC von 36,00 +/- 11,77, bzw. einem Anteil
CD62p-positiver Thrombozyten von 41,34 +/- 12,4 %. Eine Stimulation mit Arachidonsiure ergibt
eine AUC von 50,13 +/- 6,53 und einen Anteil an CD62p-positiven Thrombozyten von 22,90 +/-
18,60 %. Nach einer Stimulation mit TRAP betrigt die AUC 82,50 +/- 16,09, der Anteil an CD62p-
positiven Thrombozyten liegt bei 71,56 +/- 15,31 %.

In Abbildung 14 b ist die durch ADP, Arachidonsidure und TRAP induzierte CD62p-Expression und
Thrombozytenaggregation in MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben dargestellt. Die Stimulation
mit ADP fiihrt zu einer AUC von 10,63 +/- 4,07 und einem Anteil an CD62p-positiven Thrombozyten
von 49,34 +/- 9,64 %. Bei Stimulation mit Arachidonséure betragt die AUC 17,75 +/- 6,18, der Anteil
CD62p-positiver Pldttchen liegt bei 24,93 +/- 16,30 %. Die TRAP-Stimulation resultiert in einer AUC
von 64,64 +/- 17,43, beziechungsweise einem Anteil CD62p-positiver Thrombozyten von 78,36 +/-
16,37 %.
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Abb. 15 a + b: Vergleich der durch verschiedene Agonisten induzierten CD63-Expression in Prozent und das Ausmaf
der Thrombozytenaggregation in Citrat- (a), bzw. MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben (b) als AUC.

In Abb. 15 a wird die durch ADP, Arachidonsidure und TRAP induzierte CD63-Expression und das
Ausmal} der Agonisten-induzierten Thrombozytenaggregation im Citrat-antikoaguliertem Vollblut
nebeneinander abgebildet. Die Stimulation der Thrombozyten mittels ADP resultiert in einer AUC
von 36,00 +/- 11,77 und einem CD63-positiven Thrombozytenanteil von 8,36 +/- 5,33 %. Werden die
Thrombozytenaggregation und die CD63-Expression durch Arachidonsédure stimuliert, so fithrt das
zu einer AUC von 50,13 +/- 6,53, beziehungsweise einem Anteil an CD63-positiven Thrombozyten
von 4,23 +/- 6,96 %. Nach TRAP-Stimulation betriagt die AUC 82,50 +/- 16,09, der Anteil an CD63-
positiven Thrombozyten liegt bei 34,27 +/- 12,95 %.

In Abb. 15 b sind die durch ADP, Arachidonsdure und TRAP induzierte CD63-Expression und die
durch diese Agonisten induzierte Thrombozytenaggregation in MgSO4-antikoagulierten
Vollblutproben dargestellt. Die ADP-Stimulation fiihrt zu einer AUC von 10,63 +/- 4,07 und zu einem
Anteil an CD63-positiven Thrombozyten von 10,37 +/- 4,65 %. Nach Arachidonsdure-Stimulation,
beziehungsweise TRAP-Stimulation betragen die entsprechenden AUCs 17,75 +/- 6,18, bzw. 64,64
+/- 17,43. Der Anteil CD63-positiver Thrombozyten belduft sich auf 3,14 +/- 2,48 %, bzw. 36,02 +/-
14,31 %.
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4.3. Interaktion von Thrombozyten und Leukozyten in unterschiedlich antikoaguliertem

Vollblut

Neben der Messung von Aktivierungsmarkern kann die Formierung von Thrombozyten-Leukozyten-
Komplexen als Gradmesser der Thrombozytenaktivierung untersucht werden. Dies geschieht in der
Regel mit Citrat-antikoagulierten Vollblutproben. Um zu untersuchen, inwieweit die
Magnesiumsulfat-Antikoagulation hierfiir ebenfalls geeignet ist, wurde in zeitgleich gewonnenen
aber unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben der Anteil CD42b-positiver Leukozyten (n=21)
und der Anteil CD42b-positiver Monozyten, Granulozyten und Lymphozyten (n = 24) am
Durchflusszytometer (FACS Canto II) hin untersucht. Hierbei dient der Thrombozytenmarker CD42b

zur Identifizierung von an Leukozyten gebundenen Blutpléttchen.
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Abb. 16 a + b: Prozentualer Anteil der CD42b-positiven Leukozyten (n = 21), bzw. Monozyten (n = 24) in EDTA-
(weiss), MgSOs- (schraffiert) und Citrat-antikoagulierten Vollblutproben (grau). Die Darstellung erfolgt in Form von
Boxplots.

In EDTA-antikoagulierten Vollblutproben sind im Mittel 17,4 +/- 7,51 % der erfassten Leukozyten
CD42b-positiv. Die MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben weisen einen prozentualen Anteil an
CD42b-positiven Leukozyten von 24,82 +/- 7,22 % auf. Dieser ist signifikant (p < 0,001) hoher als
der Anteil in EDTA-Proben. In Citrat-antikoagulierten Proben betrdgt der Anteil CD42b-positiver
Leukozyten 23,6 +/- 6,84 % und ist damit signifikant hoher (p <0,05) als der Anteil in EDTA-Proben.
Zu den Werten der MgSOs-Proben besteht kein signifikanter Unterschied.

In EDTA-antikoagulierten Proben sind 26,82 +/- 15,82 % der erfassten Monozyten CD42b-positiv.
In MgSOs-antikoaguliertem Vollblut betrdgt der Anteil an Monozyten, die CD42b-positiv sind, 77,77
+/- 16,74 %. Er unterscheidet sich signifikant (p < 0,001) vom Wert der EDTA-Proben. Gegeniiber
den Werten der Citrat-Proben besteht jedoch kein signifikanter Unterschied. In Citrat-
antikoagulierten Proben betragt der Anteil der CD42b-positiven Monozyten 71,31 +/- 18,61 % und
unterscheidet sich daher signifikant (p < 0,001) von den EDTA-antikoagulierten Vollblutproben.
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Abb. 17 a + b: Prozentualer Anteil der CD42b-positiven Lymphozyten (n = 24), bzw. Granulozyten (n = 24) in EDTA-
(weiss), MgSOs- (schraffiert) und Citrat-antikoagulierten Vollblutproben (grau). Die Darstellung erfolgt in Form von
Boxplots.

In EDTA-antikoagulierten Vollblutproben betrdgt der Anteil CD42b-positiver Lymphozyten 14,53 +/-
7,62 %, in MgSO4-antikoagulierten Proben 14,53 +/- 7,30 % und in Citrat-antikoagulierten Proben
14,97 +/- 8,09 %. Die Werte der unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben unterscheiden sich

statistisch nicht signifikant.

Der Anteil der CD42b-positiven Granulozyten an der Gesamtpopulation betrdgt in EDTA-
antikoaguliertem Vollblut 21,63 +/- 9,11 %, in MgSOs-Proben 44,92 +/- 16,12 % und in Citrat-
antikoaguliertem Blut 54,09 +/- 20,89 %.

Die in MgSOs- und in Citrat-Proben gemessenen Werte unterscheiden sich nicht signifikant
voneinander, jedoch ist ihr Unterschied zu den positiven Anteilen im EDTA-Blut statistisch

signifikant (p < 0,001).
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4.4. Einfluss unterschiedlicher Antikoagulanzien auf die Vergleichbarkeit von mit

himatologischen Analyzern erstellten Blutbildern

4.4.1. Vergleich der Parameter des Kleinen Blutbildes

Erythrozytenzahl und mittleres Erythrozytenvolumen

Die Erythrozytenzahlen in den unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben (n = 100)
unterscheiden sich nur geringfiigig. In EDTA-Proben betrdgt die Anzahl der Erythrozyten im Mittel
4,49 +/- 0,68*10"12/1 (Median: 4,59*10"12/1), in MgSQ4-Proben 4,47 +/- 0,68*10"12/1 (Median:
4,57*10M2/1) und in Citrat-Proben 4,48 +/- 0,68*10"12/1 (Median: 4,53*10*12/1). Die
Erythrozytenzahlen der EDTA-Proben weichen nicht signifikant von den in Citrat-Proben
gemessenen Werten ab, allerdings besteht zwischen den Werten der EDTA- und der MgSOs-
antikoagulierten Proben ein signifikanter Unterschied (p < 0,05), wenn man den Wilcoxon-
Rangsummentest anwendet. Die Erythrozytenzahlen der Citrat- und der MgSOs-Proben sind dagegen
nicht signifikant unterschiedlich. Zwischen den Werten der unterschiedlich antikoagulierten Proben
besteht eine sehr gute Korrelation, was durch den Spearman-Korrelationskoeftfizienten (siche Tabelle

XIX) zum Ausdruck kommt.
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Abb. 18 a + b: Erythrozytenzahl (a) und MCV (b) in zeitgleich gemessenen, aber unterschiedlich antikoagulierten
Vollblutproben von 100 Patienten (weifl = EDTA; schraffiert = MgSOs; grau = Citrat). Die Darstellung der Ergebnisse
erfolgt als Boxplots.

Das mittlere korpuskuldre Volumen der Erythrozyten (MCV) in EDTA-Proben betrdgt im Mittel
89,34 +/- 6,10 fl (Median: 89,30 fl), wahrend es in MgSQO4-antikoagulierten Vollblutproben mit 87,9
+/- 6,06 fl (Median: 87,75 fl) und in Citrat-Proben mit 89,3 +/- 6,10 fl (Median: 89,3 fI) gemessen
wird. Die mittleren Volumina in Citrat- und MgSOs-antikoagulierten Proben sind statistisch
signifikant niedriger (p < 0,001) als in EDTA-antikoagulierten Proben. Auch die in den Citrat- und
MgSO4-Proben gemessenen Werte weichen statistisch signifikant voneinander ab (p < 0,001).
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Tabelle XIX: Statistische Bewertung der Erythrozytenzahl (n = 100) und des MCV (n = 100), gemessen in
unterschiedlich antikoagulierten, zeitgleich abgenommenen Vollblutproben.

Spearman-Korrelationskoeftizient (r) Wilcoxon-Rangsummentest

Erythrozytenzahl MCV Erythrozytenzahl MCV
EDTA vs. MgSO4 0,995 0,987 p<0,05 p <0,001
EDTA vs. Citrat 0,994 0,995 n.s. p <0,001
Citrat vs. MgSOq4 0,993 0,988 n.s. p <0,001

Héamatokrit und Hidmoglobin

Der Hamatokrit in EDTA-antikoagulierten Vollblutproben betrdgt im Mittel 0,398 +/- 0,053 /1
(Median: 0,405 1/1), in MgSO4-Proben 0,391 +/- 0,052 1/1 (Median: 0,397 1/1) und in Citrat-Proben
0,395 +/- 0,054 1/l (Median: 0,398 1/1). Obwohl diese Werte nahe beieinander liegen, unterscheiden

sie sich nach dem Wilcoxon-Rangsummentest statistisch hochsignifikant voneinander (p < 0,001).
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Abb. 19 a + b: Hamatokrit (a) und Himoglobin (b) in zeitgleich gemessenen, aber unterschiedlich antikoagulierten
Vollblutproben von 100 Patienten (weill = EDTA; schraffiert = MgSQs; grau = Citrat). Die Darstellung der Ergebnisse
erfolgt als Boxplots.

Der Hamoglobingehalt im EDTA-BIut betrdgt im Mittel 8,31 +/- 1,19 mmol/l (Median: 8,50 mmol/l),
bzw. 8,30 +/- 1,17 mmol/l (Median: 8,50 mmol/l) in MgSO4-Proben und 8,30 +/- 1,19 mmol/l
(Median: 8,47 mmol/l) in Citrat-Proben. Die Hb-Messwerte in EDTA-Proben unterscheiden sich
statistisch nicht signifikant von denen in MgSO4-Proben, im Gegensatz zu den Hb-Werten in den
Citrat- Proben (p < 0,05). Zwischen den Werten der Citrat- und der MgSOs-Proben besteht kein
signifikanter Unterschied. Die Werte der Himatokrit- und Himoglobinmessung der unterschiedlich

antikoagulierten Proben zeigen eine sehr gute Korrelation.
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Tabelle XX: Statistische Bewertung der Hamatokrit- (n = 100) und der Himoglobinwerte (n = 100), gemessen in
unterschiedlich antikoagulierten, zeitgleich abgenommenen Vollblutproben.

Spearman-Korrelationskoeffizient (r) Wilcoxon-Rangsummentest
Héamatokrit Hamoglobin Héamatokrit Hiamoglobin
EDTA vs. MgSOq4 0,991 0,996 p <0,001 n.s.
EDTA vs. Citrat 0,989 0,993 p <0,001 p<0,05
Citrat vs. MgSO4 0,988 0,993 p <0,001 n.s.

MCH und MCHC

Das MCH betrdgt in allen Proben, unabhidngig vom verwendeten Antikoagulans, im Mittel 1,86 +/-
0,14 fmol und es zeigt sich eine sehr gute Korrelation der Werte. Durch die unterschiedliche
Wertelage innerhalb der Stichproben kommt es jedoch zu statistisch signifikanten Unterschieden der

Citrat-Proben zu den EDTA-Proben (p < 0,05), bzw. zu den MgSO4-Proben (p < 0,001).
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Abb. 20 a + b: MCH (a) und MCHC (b) in zeitgleich gemessenen, aber unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben
von 100 Patienten (weill = EDTA; schraffiert = MgSOs; grau = Citrat). Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt als
Boxplots.

Mittleres korpuskuldres Hamoglobin (fmol)
®
Mittlere korpuskulare Hadmoglobinkonzentration (mmol/l)
n

Die mittleren korpuskuldren Hidmoglobinkonzentrationen (MCHC) in den unterschiedlichen
antikoagulierten Vollblutproben unterscheiden sich statistisch signifikant voneinander (p <0,001). In
den untersuchten EDTA-Proben betridgt die MCHC im Mittel 20,83 +/- 0,73 mmol/l (Median: 20,90
mmol/l), bzw. 21,20 +/- 0,73 mmol/l (Median: 21,26 mmol/l) in MgSOs-antikoagulierten Proben und
20,94 +/- 0,70 mmol/l (Median: 20,99 mmol/l) in Citrat-Proben.
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Tabelle XXI: Statistische Bewertung des MCH (n = 100) und der MCHC (n = 100), gemessen in unterschiedlich
antikoagulierten, zeitgleich abgenommenen Vollblutproben.

Spearman-Korrelationskoeffizient (r)

Wilcoxon-Rangsummentest

MCH MCHC MCH MCHC
EDTA vs. MgSOy4 0,982 0,892 n.s. p <0,001
EDTA vs. Citrat 0,969 0,864 p <0,05 p <0,001
Citrat vs. MgSOy4 0,968 0,836 p <0,05 p <0,001

Leukozytenzahl

Die Leukozytenzahl (WBC) betrdgt 7,91 +/- 3,41*10"9/1 (Median: 7,29*10"9/1) in EDTA-
antikoagulierten Proben, 7,66 +/- 3,29*10"9/1 (Median: 7,10%1079/1) in MgSQOs-antikoagulierten
Proben und 7,81 +/- 3,37*1079/1 (Median: 7,45*1079/1) in Citrat-antikoagulierten Proben. Bei
Anwendung des Wilcoxon-Tests flir verbundene Stichproben errechnet sich ein statistisch
signifikanter Unterschied (p < 0,001) zwischen der Leukozytenzahl der MgSOs-Proben und der
EDTA-, bzw. der Citrat-Proben. Die Leukozytenzahlen der EDTA- und der Citrat-Proben

unterscheidet sich ebenfalls signifikant (p < 0,05) voneinander. Die in den unterschiedlich

antikoagulierten Proben gemessenen Leukozytenzahlen zeigen eine sehr gute Korrelation.

Abb. 21: Leukozytenzahl in zeitgleich gemessenen, aber unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben von 100

Leukozytenzahl (1079/l)

5 J

0

oH

Patienten (weill = EDTA,; schraffiert = MgSQOy; grau = Citrat). Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt als Boxplots.
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Tabelle XXII: Statistische Bewertung der Leukozytenzahl (n = 100), gemessen in unterschiedlich antikoagulierten,
zeitgleich abgenommenen Vollblutproben.

Spearman-Korrelationskoeffizient (r) | Wilcoxon-Rangsummentest
Leukozytenzahl Leukozytenzahl
EDTA vs. MgSOq4 0,991 p <0,001
EDTA vs. Citrat 0,990 p<0,05
Citrat vs. MgSO4 0,994 p <0,001

Thrombozytenzahl und Thrombozytenvolumen (MPV)

Die mittels Impedanzmessverfahren in EDTA-antikoagulierten Vollblutproben (n = 100) parallel
gemessene Thrombozytenzahl betrdgt im Mittel 241,79 +/- 93,56*1079/1 (Median: 231,00%10"9/1),
wihrend sie in MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben 204,32 +/- 78,56*1079/1 (Median:
198,50*%1079/1) und in Citrat-Proben 176,26 +/- 72,19*1079/1 (Median: 166,1*1079/1) betrdgt. Diese
Messwerte unterscheiden sich statistisch hochsignifikant (p < 0,001) voneinander. Die mittels
fluoreszenz-optischer Methode gemessene mittlere Thrombozytenzahl in EDTA-antikoagulierten
Proben betragt 235,40 +/- 89,00 *10"9/1 (Median: 221,50*10"9/1), in MgSO4-antikoagulierten Proben
betragt sie 227,56 +/- 86,62 *1079/1 (Median: 217,00*10"9/1) und 197,04 +/- 79,91*10"9/1 (Median:
184,25*10"9/1) in Citrat-Proben. Die Differenzen der Messwerte der unterschiedlich antikoagulierten
Vollblutproben sind statistisch hochsignifikant (p < 0,001).
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Abb. 22 a + b: (a) Boxplot-Darstellung der Thrombozytenzahl von 100 Patienten, gemessen mittels Impedanz- (linke
Box) und fluoreszenz-optischer Messung (rechte Box). (b) Boxplot-Darstellung des MPV von 98 Patienten in
unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben (weil = EDTA; schraffiert = MgSQOy; grau = Citrat).
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Das mittlere MPV betrédgt 10,4 +/- 0,90 fl (Median: 10,3 fl) in EDTA-Proben, bzw. 9,3 +/- 0,75 fl
(Median: 9,2 f1) in MgSQO4-Proben und 9,8 +/- 0,8 {1 (Median: 9,7 fl) in Citrat-antikoagulierten
Vollblutproben. Die MPV-Werte der unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben unterscheiden
sich hochsignifikant voneinander (p < 0,001).

Tabelle XXIII: Statistische Bewertung der Thrombozytenzahl (n = 100) und des MPV (n = 98), gemessen in
unterschiedlich antikoagulierten, zeitgleich abgenommenen Vollblutproben.

Spearman-Korrelationskoeffizient (r) Wilcoxon-Rangsummentest
Thrombozytenzahl MPV Thrombozytenzahl MPV
Impedanz fl-opt. Impedanz fl-opt.
EDTA vs. MgS0O4 0,949 0,987 0,868 p<0,001 | p<0,001 | p<0,001
EDTA vs. Citrat 0,876 0,934 0,837 p<0,001 | p<0,001 | p<0,001
Citrat vs. MgSO4 0,891 0,945 0,833 p<0,001 | p<0,001 | p<0,001
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4.4.2. Vergleich der Parameter des Groflen Blutbildes

Die Boxplot- und Korrelationsgraphiken der maschinellen Differenzierung von Neutrophilen,
Lymphozyten, Monozyten, Eosinophilen und Basophilen in zeitgleich entnommenen aber
unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben von 99 Probanden sind im folgenden Abschnitt

dargestellt.

Neutrophile Granulozyten

Die mittlere Neutrophilenzahl betrdgt 5,05 +/- 2,20*10"9/1 (Median: 4,52*1079/1) in EDTA-
antikoagulierten Vollblutproben, 4,92 +/- 2,08*10"9/1 (Median: 4,46*10"9/1) in MgSQO4-Proben und
5,03 +/- 2,16%1079/1 (Median: 4,62*1079/1) in Citrat-antikoagulierten Proben. Die Neutrophilen-
Zahlen der EDTA- und der Citrat-Proben unterscheiden sich nach dem Wilcoxon-Rangsummentest
statistisch signifikant (p < 0,001) von denen der MgSQO4-Proben. Die Werte der EDTA- und der Citrat-
Proben sind statistisch nicht signifikant unterschiedlich. Die Korrelationen der Wertelagen sind

andererseits mit Spearman-Korrelationskoeffizienten (r) zwischen 0,992 und 0,994 sehr gut.
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Abb. 23: Neutrophilenzahl von 99 Patienten, gemessen in zeitgleich abgenommenen, unterschiedlich antikoagulierten
Vollblutproben (weill = EDTA; schraffiert = MgSOs; grau = Citrat). Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt als Boxplots.

Tabelle XXIV: Statistische Bewertung der Neutrophilenzahl (n = 99), gemessen in unterschiedlich antikoagulierten,
zeitgleich abgenommenen Vollblutproben.

Spearman-Korrelationskoeffizient (r) Wilcoxon-Rangsummentest
Neutrophilenzahl Neutrophilenzahl
EDTA vs. MgSO4 0,993 p <0,001
EDTA vs. Citrat 0,992 n.s.
Citrat vs. MgSOq4 0,994 p <0,001
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Monozyten und Lymphozyten

Die mittlere Monozytenzahl betrdgt 0,70 +/- 0,42*10"9/1 (Median: 0,64*10"9/1) in EDTA-Proben,
0,66 +/- 0,38*10"9/1 (Median: 0,59*10"9/1) in MgSO4-Proben und 0,69 +/- 0,41*1079/1 (Median:
0,63*1079/1) in Citrat-Proben. Die Monozytenzahlen der EDTA-Proben unterscheiden sich statistisch
signifikant von denen der MgSO4-Proben (p < 0,001), jedoch nicht von denen der Citrat- Proben. Die
Werte der MgSOs- und der Citrat-Proben unterscheiden sich statistisch signifikant (p < 0,05).
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Abb. 24 a + b: Monozyten- (a) und Lymphozytenzahl (b) von 99 Patienten, gemessen in zeitgleich abgenommenen,
unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben (weifl = EDTA; schraffiert = MgSOs; grau = Citrat). Die Darstellung der
Ergebnisse erfolgt als Boxplots.

Die mittlere Lymphozytenzahl in den EDTA-antikoagulierten Proben betragt 1,75 +/- 0,81*1079/1
(Median: 1,72*1079/1), 1,65 +/- 0,77*10"9/1 (Median: 1,62*1079/1) in MgSO4-antikoagulierten
Proben und 1,66 +/- 0,79*10"9/1 (Median: 1,62*1079/1) in Citrat-antikoagulierten Proben. Es besteht
ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Lymphozytenzahlen der EDTA-Proben und
denen der MgSOs-, bzw. der Citrat-Proben (p < 0,001). Die Lymphozytenzahlen der MgSOj4- und der
Citrat-Proben unterscheiden sich statistisch allerdings nicht signifikant voneinander. Insgesamt
stimmen die Wertelagen der Monozyten-, bzw. der Lymphozytenzahlen gut {iberein, wie man den

Spearman-Korrelationskoeffizienten (r) zwischen 0,921 und 0,982 entnehmen kann.

Tabelle XXV: Statistische Bewertung der Monozyten- (n = 99) und der Lymphozytenzahl (n = 99), gemessen in
unterschiedlich antikoagulierten, zeitgleich abgenommenen Vollblutproben.

Spearman-Korrelationskoeftizient (r) Wilcoxon-Rangsummentest

Monozytenzahl | Lymphozytenzahl | Monozytenzahl | Lymphozytenzahl
EDTA vs. MgSOq4 0,929 0,962 p <0,001 p <0,001
EDTA vs. Citrat 0,921 0,982 n.s. p <0,001
Citrat vs. MgSOq4 0,929 0,963 p <0,05 n.s.
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Eosinophile und Basophile

Die mittlere Eosinophilenzahl in den EDTA-antikoagulierten Proben betrigt 0,15 +/- 0,13*%1079/1
(Median: 0,13*10"9/1), 0,14 +/- 0,13*1079/1 (Median: 0,12*1079/1) in den MgSO4-antikoagulierten
Proben und 0,15 +/- 0,12*10"9/1 (Median: 0,13*10"9/1) in den Citrat-antikoagulierten Proben. Die
Eosinophilenzahlen der unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben unterscheiden sich

statistisch nicht signifikant voneinander, die Korrelationskoeffizienten liegen zwischen 0,939 und
0,975.
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Abb. 25 a + b: Eosinophilen- (a) und Basophilenzahl (b) von 99 Patienten, gemessen in zeitgleich abgenommenen
unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben (weifl = EDTA; schraffiert = MgSQys; grau = Citrat). Die Darstellung der
Ergebnisse erfolgt als Boxplots.

Die mittlere in EDTA-antikoagulierten Blutproben maschinell bestimmte Basophilenzahl betragt 0,04
+/- 0,04*10"9/1 (Median: 0,03*1079/1), in MgSOs-Proben 0,04 +/- 0,04*10"9/1 (Median:
0,04*1079/1) und in Citrat-Proben 0,04 +/- 0,04*1079/1 (Median: 0,03*10"9/1). Die Werte der EDTA-
und der Citrat-Proben unterscheiden sich statistisch signifikant von denen der MgSOs-Proben (p <
0,05), nicht jedoch untereinander. Die Korrelationskoeffizienten der Basophilenzahl fallen,
verglichen mit den anderen Populationen, niedriger aus, was aber vor allem an den per se geringen

Zellzahlen liegt.

Tabelle XX VI: Statistische Bewertung der Eosinophilen- (n = 99) und Basophilenzahl (n = 99), gemessen in
unterschiedlich antikoagulierten, zeitgleich abgenommenen Vollblutproben.

Spearman- Korrelationskoeffizient (r) Wilcoxon-Rangsummentest
Eosinophilenzahl | Basophilenenzahl | Eosinophilenzahl | Basophilenenzahl
EDTA vs. MgSOq4 0,939 0,877 n.s. p<0,05
EDTA vs. Citrat 0,975 0,760 n.s. n.s.
Citrat vs. MgSO4 0,946 0,731 n.s. p<0,05
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4.5. Zeitabhingige Veranderungen der Parameter des Kleinen und des Grofien Blutbildes

Um die Zeitabhingigkeit des Einflusses der in dieser Arbeit vergleichend untersuchten
Antikoagulanzien auf das sogenannte Kleine und das GroB3e Blutbild zu evaluieren, wurden zwei
unterschiedliche Ansédtze gewéhlt: Einmal sollte der akute Einfluss der Lagerungszeit von bis zu 3
Stunden auf Zellzahl, Zellvolumen und maschineller Identifizierung der verschiedenen
Leukozytenpopulationen untersucht werden. In einem anderen Ansatz sollte dann auch der Einfluss
einer im Bereich der niedergelassenen Arzte durchaus iiblichen, lingeren Lagerung bis zu 24 Stunden

gepriift werden.

4.5.1. Kurzzeitige Verdnderungen

Der Einfluss der EDTA-, MgSO4- und Citrat-Antikoagulation auf die Stabilitdt unterschiedlicher
Blutbildparameter im Verlauf von 3 Stunden Lagerung bis zur Messung der Blutbilder wurde an
Vollblutproben von 20 Probanden vergleichend untersucht. Die Messungen erfolgten am XE 5000 zu
den Zeitpunkten 0, 20, 40, 60 und 180 Minuten nach der Probenentnahme.

4.5.1.1. Zeitabhingige Verinderungen der Parameter des Kleinen Blutbildes

Die mittlere Erythrozytenzahl betrdgt unmittelbar nach der Probenentnahme 4,89 +/- 0,48*10"12/1 in
EDTA-Proben, 4,86 +/- 0,47*10"12/1 in MgSQO4-Proben und 4,86 +/- 0,47*10712/1 in Citrat-Proben.
Diese Werte unterscheiden sich statistisch nicht signifikant voneinander und bleiben im Verlauf von

180 Minuten stabil.

Das mittlere Erythrozytenvolumen (MCV) in EDTA-antikoagulierten Proben betrdgt unmittelbar
nach der Probenentnahme im Mittel 87,41 +/- 3,80 fl (Median: 87,2 fl), nach 180 Minuten bleibt das
MCYV mit einem Wert von 87,12 +/- 4,07 fl (Median: 86,90 1) nahezu konstant.

Das unmittelbar gemessene MCV in MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben betragt im Mittel 87,05
+/- 3,79 fl (Median: 86,90 f1), im Verlauf von 3 Stunden ist eine statistisch signifikante (p < 0,001)
Abnahme des mittleren MCV um 2,78 % auf einen Wert von 84,63 +/- 4,01 fl (Median: 84,25 f1) zu
verzeichnen.

In Citrat-antikoagulierten Vollblutproben betridgt das initial gemessene mittlere MCV 86,94 +/- 3,76
fl (Median: 86,90 f1). Es verringert sich im Verlauf von 180 Minuten geringfiigig, aber doch statistisch
signifikant (p < 0,001), um 0,96 % auf einen Wert von 86,11 +/- 4,08 fl (Median: 86,00 f1).

Wihrend sich das mittlere MCV der EDTA-Proben direkt nach der Probenentnahme signifikant (p <
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0,001), wenn auch marginal, von den entsprechenden Werten der MgSOs- und der Citrat-Proben
unterscheidet, liegt zwischen den MCV-Werten der beiden Kollektive kein statistisch signifikanter
Unterschied vor. Nach 180-miniitiger Probenlagerung besteht zwischen den mittleren MCV-Werten

aller Kollektive allerdings ein statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,001).

Unmittelbar nach der Probenentnahme betrigt die mittlere Himoglobin-Konzentration 8,98 +/- 0,88
mmol/l (Median: 8,90 mmol/l) in EDTA-Proben, 8,96 +/- 0,88 mmol/l (Median: 8,95 mmol/l) in
MgSO4-Proben und 8,91 +/- 0,83 mmol/l (Median: 8,745 mmol/l) in Citrat-Proben. Die Werte bleiben
im Verlauf von 180 Minuten stabil und unterscheiden sich sowohl zum Zeitpunkt ,,0 Minuten®, als
auch nach 180-miniitiger Probenlagerung statistisch nicht signifikant voneinander. Eine Ausnahme
stellen die Messwerte der EDTA- und der MgSOs-Proben nach ,,180 min* dar, da sie sich zu diesem
Zeitpunkt statistisch signifikant (p < 0,05) unterscheiden.

Der unmittelbar nach der Probenentnahme in EDTA-antikoagulierten Vollblutproben gemessene
mittlere Himatokrit betrigt 0,43 +/- 0,04 1/1 (Median: 0,424 1/1). Im Verlauf von 180 Minuten bleibt
der Wert nahezu konstant bei 0,43 +/- 0,04 1/1 (Median: 0,426 1/1).

Der unmittelbar in MgSOs-antikoagulierten Proben gemessene Wert liegt im Mittel bei 0,42 +/- 0,04
1/1 (Median: 0,415 1/1). Im Verlauf von 3 Stunden ist ein statistisch signifikanter Riickgang (p <0,001)
um 2,83 % auf 0,41 +/- 0,04 I/l (Median: 0,407 1/1) erkennbar.

Der initial gemessene Hamatokrit in Citrat-antikoagulierten Vollblutproben betriagt 0,42 +/- 0,04 I/1
(Median: 0,421 1/1), im Verlauf von 180 Minuten ist ein geringer (0,99 %) aber statistisch signifikanter
(p <0,001) Riickgang auf einen Wert von 0,42 +/- 0,04 1/1 (Median: 0,415 1/) zu beobachten.

Der mittlere Hdmatokrit der EDTA-Proben unterscheidet sich bereits unmittelbar nach der
Probenentnahme signifikant von dem der MgSO4- (p < 0,05), bzw. dem der Citrat-Proben (p < 0,05).
Zwischen den Werten der MgSO4- und der Citrat-Proben besteht jedoch kein signifikanter
Unterschied. Nach dreistiindiger Probenlagerung unterscheidet sich der mittlere Hdmatokrit der
EDTA- und der MgSOs-Proben statistisch signifikant voneinander (p < 0,001), gleiches gilt fiir die
Messwerte der EDTA- und der Citrat-Proben (p <0,05) und fiir die Messwerte der MgSOj4- verglichen
mit denen der Citrat-Proben (p < 0,05).

Die unmittelbar nach der Probenentnahme in EDTA-antikoagulierten Vollblutproben gemessene
Thrombozytenzahl betrdgt im Mittel 223,65 +/- 51,41*10"9/1 (Median: 220*1079/1). Im Verlauf von
180 Minuten wird dann eine um 5,52 % hohere mittlere Thrombozytenzahl von 236,00 +/-
61,47*10"9/1 (Median: 236,50*1079/1) gemessen. Diese Zunahme ist statistisch hochsignifikant (p =
0,001).
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In den MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben wird initial eine geringere Thrombozytenzahl von
197,25 +/- 42,77*10"9/1 (Median: 193*10"9/1) und nach 180 Minuten eine, statistisch nicht
signifikant, um 2,36 % hoéhere Thrombozytenzahl von 201,90 +/- 46,26%10"9/1 (Median:
194,00*%1079/1) bestimmt.

In den Citrat-antikoagulierten Vollblutproben betrdgt die um den Verdiinnungsfaktor korrigierte
initiale Thrombozytenzahl im Mittel 192,94 +/- 39,34*1079/1 (Median: 189,75*1079/1), sie nimmt im
Verlauf von 180 Minuten statistisch nicht signifikant um 2,94 % auf einen Wert von 187,28 +/-
42,98*1079/1 ab.

Sowohl unmittelbar nach der Probenentnahme, als auch nach 180-miniitiger Lagerungszeit
unterscheidet sich die mittlere Thrombozytenzahl in EDTA-Proben statistisch signifikant (p <0,001)
von jener der Citrat-, bzw. der MgSO4-Proben. Zwischen den mittleren Thrombozytenzahlen der
Citrat- und der MgSOs-antikoagulierten Proben besteht zum Zeitpunkt ,,0 Minuten® kein statistisch
signifikanter Unterschied. Nach 180-miniitiger Probenlagerung unterscheiden sich die

Thrombozytenzahlen der beiden Kollektive allerdings statistisch signifikant.

Das unmittelbar nach der Probenentnahme gemessene MPV in EDTA-antikoagulierten
Vollblutproben betragt im Mittel 10,37 +/- 1,11 fl (Median: 10,45 f1). Im Verlauf von 180 Minuten
nimmt der gemittelte Wert statistisch signifikant (p <0,001) um 6,71 % auf einen Wert von 11,06 +/-
1,24 fl (Median: 10,95 f1) zu.

Das in MgSOg4-antikoagulierten Vollblutproben initial gemessene MPV von im Mittel 9,28 +/- 0,92
fl (Median: 9,4 fl) nimmt im Verlauf von 180 Minuten statistisch signifikant (p < 0,001) um 3,56 %
auf einen Wert von 9,61 +/- 1,02 fl (Median: 9,60 f1) zu.

In den Citrat-antikoagulierten Vollblutproben wird gleich nach der Probenentnahme ein MPV von
9,49 +/- 1,07 fl (Median: 9,45 1) gemessen, das im Verlauf von 3 Stunden statistisch signifikant (p <
0,05) um 2,79 % auf einen Wert von 9,75 +/- 0,92 fl (Median: 9,90 fl) ansteigt.

Das mittlere Pldttchenvolumen in EDTA-antikoagulierten Proben unterscheidet sich sowohl
unmittelbar nach der Probenentnahme, als auch nach 180-miniitiger Lagerungszeit statistisch
signifikant (p <0,001) von den in Citrat- und in MgSO4-antikoagulierten Proben gemessenen Werten.
Das MPV in Citrat- und in MgSO4-Proben unterscheidet sich sowohl zum Zeitpunkt ,,0 Minuten®, als
auch zum Zeitpunkt ,,180 Minuten* statistisch signifikant (p < 0,05).
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Abb. 27: Messgrofien des Kleinen Blutbildes von 20 Probanden, gemessen in zeitgleich abgenommenen, unterschiedlich
antikoagulierten Vollblutproben (weil = EDTA; schraffiert = MgSQOs; grau = Citrat) gleich nach der Abnahme (0 min)
und nach 20, 40, 60, 180 Minuten.
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4.5.1.2. Vergleich der mittels Impedanz- und der fluoreszenz-optisch gemessenen

Thrombozytenzahl

Wie man der Abbildung 28 entnehmen kann, ist die mittels Impedanz gemessene mittlere
Thrombozytenzahl in MgSOs-antikoagulierten Proben unmittelbar nach der Probenentnahme mit
189,9 +/- 41,9*10"9/1 vergleichbar mit der in Citrat-antikoagulierten Proben gemessenen mittleren
Thrombozytenzahl (184,3 +/- 37,7*10"9/1). Ein statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05) der
Thrombozytenzahlen besteht gegeniiber den deutlich hoheren, in den EDTA-Proben (MW: 216,9 +/-
49,2*%10"9/1) gemessenen Werten. Auch die Thrombozytenzahlen in EDTA- und Citrat-
antikoagulierten Proben unterscheiden sich statistisch signifikant voneinander (p < 0,05).

Die mit der fluoreszenz-optischen Messmethode gemessenen Thrombozytenzahlen in MgSOs-
antikoagulierten Vollblutproben (MW: 222,8 +/- 53*1079/1) unterscheiden sich nur geringfiigig von
den in EDTA-Proben gemessenen Thrombozytenzahlen (MW: 228,3 +/- 53,8*1079/1). Dieser geringe
Unterschied ist jedoch noch statistisch signifikant (p < 0,05). Auch zu den Thrombozytenzahlen der
Citrat-antikoagulierten Vollblutproben (204 +/- 47,6%10"9/1) besteht eine statistisch signifikante
Differenz (p < 0,05). Zwischen den Thrombozytenzahlen der EDTA- und der Citrat-Proben besteht
ebenfalls eine statistisch signifikante Differenz (p < 0,05).

Im Verlauf von 180 Minuten ist in den MgSOs-Proben eine statistisch signifikante Zunahme (p <
0,05) der mittels Impedanz bestimmten Thrombozytenzahl um 4,27 % auf 198,0 +/- 44,4*10"9/1 zu
erkennen. Die Erhohung der Plittchenzahl in den EDTA-Proben um 3,89 % auf 225,3 +/- 58*10"9/1
ist statistisch nicht signifikant. In den Citrat-Proben nimmt die mittlere Plattchenzahl um 1,87 % auf
180,9 +/- 38,7*10"9/1 ab.

Die fluoreszenz-optisch gemessene Thrombozytenzahl in den MgSOs-antikoagulierten Proben bleibt
im Verlauf von 3 Stunden mit 221,3 +/- 55,2*1079/1 nahezu konstant. Die Differenz zum
Ausgangswert betrdgt nur 0,65 %. Die in den EDTA-antikoagulierten Proben gemessene mittlere
Thrombozytenzahl nimmt in diesem Zeitraum um 2,34 % auf 223 +/- 54,3*1079/1 ab. In Citrat-
antikoagulierten Vollblutproben betragt der Abfall 4,25 % und resultiert in einem Wert von 195,3 +/-
44,2*%10"9/1.

Die zeitabhiingigen Anderungen der Thrombozytenzahlen, die fluoreszenz-optisch gemessen wurden,
sind mit Ausnahme der Werte der Citrat-antikoagulierten Proben (p < 0,05), statistisch nicht
signifikant.

Der Vergleich der Werte der Impedanz-Messung zum Zeitpunkt “180 min” zeigt, dass sich die
Thrombozytenzahlen der EDTA- und der MgSOs-Proben, bzw. der EDTA- und der Citrat-Proben
signifikant voneinander unterscheiden (p < 0,05). Zwischen den MgSOs-antikoagulierten

Vollblutproben und den Citrat-antikoagulierten Vollblutproben besteht dagegen kein solcher
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signifikanter Unterschied.

Beim fluoreszenz-optischen Messverfahren unterscheiden sich die Werte der Citrat-Proben zwar
jeweils statistisch signifikant (p < 0,05) von denen der EDTA- und der Magnesiumsulfat-Proben,

zwischen den Werten dieser beiden derart antikoagulierten Proben besteht jedoch keine signifikante

Differenz.
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Abb. 28: Vergleich der mittels Impedanz (schwarz) und fluoreszenz-optischer Methode (grau) gemessenen
Thrombozytenzahlen in unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben von 9 Probanden. Die Whisker reprisentieren
die Standardabweichung des Mittelwerts (SEM).
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4.5.1.3. Zeitabhiangige Verinderungen der Parameter des maschinellen Differentialblutbildes

Die gleich nach der Probenentnahme gemessene mittlere Leukozytenzahl in den EDTA-
antikoagulierten Vollblutproben betrigt 6,74 +/- 1,66*1079/1 (Median: 6,325*1079/1), im Verlauf von
180 Minuten nehmen die Werte statistisch signifikant (p < 0,05) ab. Der Mittelwert nimmt um 2,50
% auf einen Wert von 6,57 +/- 1,63*1079/1 (Median: 6,295*10"9/1) ab.

In MgSOg4-antikoagulierten Vollblutproben wird unmittelbar nach der Probenentnahme eine mittlere
Leukozytenzahl von 6,66 +/- 1,61*10"9/1 (Median: 6,525*1079/1) gemessen, sie verringert sich im
Verlauf von 180 Minuten um 1,30 % auf 6,57 +/- 1,53*1079/ (Median: 6,34*10"9/1). Die Wertelagen
unterscheiden sich allerdings nicht signifikant.

Die unmittelbar nach der Probengewinnung gemessene Leukozytenzahl in Citrat-antikoagulierten
Vollblutproben betrigt im Mittel 6,76 +/- 1,49*1079/1 (Median: 6,749*1079/1), im Verlauf von 180
Minuten ist eine statistisch signifikante Abnahme (p < 0,05) der Leukozytenzahlen um 3,11 % auf
einen Mittelwert von 6,55 +/- 1,56*1079/1 (Median: 6,287*1079/1) zu beobachten.

Die Leukozytenzahlen der unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben unterscheiden sich
sowohl direkt nach der Probengewinnung, als auch nach dreistiindiger Probenlagerung statistisch

nicht signifikant voneinander.

Die unmittelbar nach der Probenentnahme gemessene mittlere Neutrophilenzahl in EDTA-Proben
betragt 3,87 +/- 1,34*10"9/1 (Median: 3,64*1079/1). Im Verlauf von 180 Minuten kommt es zu einer
Abnahme der mittleren Neutrophilenzahl um 3,68 % auf 3,73 +/- 1,33*1079/1 (Median: 3,66*10"9/1).
Die Abnahme der Neutrophilenzahl ist statistisch hochsignifikant (p <0,001).

In MgSOg4-antikoagulierten Vollblutproben wird unmittelbar nach der Probenentnahme eine mittlere
Neutrophilenzahl von 3,82 +/- 1,30*1079/1 (Median: 3,555*1079/1) gemessen, sie verringert sich im
Verlauf von 180 Minuten um 1,10 % auf 3,78 +/- 1,29*1079/1 (Median: 3,56*10"9/1). Die Wertelagen
unterscheiden sich aber nicht signifikant.

Die direkt nach der Probengewinnung in Citrat-antikoagulierten Vollblutproben gemessene
Neutrophilenzahl betrdgt 3,91 +/- 1,31*10"9/1 (Median: 3,652*1079/1), im Verlauf von 3 Stunden ist
eine statistisch signifikante Abnahme (p < 0,05) der Neutrophilenzahlen um 4,87 % auf einen
Mittelwert von 3,72 +/- 1,31*10"9/1 (Median: 3,377*1079/1) zu beobachten.

Die Neutrophilenzahlen in den unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben unterscheiden sich
weder direkt nach der Probengewinnung, noch nach dreistiindiger Probenlagerung statistisch

signifikant voneinander.
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Abb. 29: Veranderungen der MessgroB3en der maschinell differenzierten Leukozytenpopulationen von 20 Probanden im
Verlauf von 180 Minuten, gemessen in zeitgleich abgenommenen, unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben (weif3
= EDTA,; schraffiert = MgSOs; grau = Citrat).

In EDTA-antikoagulierten Vollblutproben wird unmittelbar nach der Probenentnahme eine mittlere
Lymphozytenzahl von 2,13 +/- 0,61%1079/1 (Median: 1,98*1079/1) gemessen. Im Verlauf von 3
Stunden bleibt die Zahl nahezu konstant bei 2,13 +/- 0,58*1079/1 (Median: 2,01*1079/1).

Die unmittelbar nach der Probenentnahme in MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben gemessene
Lymphozytenzahl betrdgt im Mittel 2,15 +/- 0,60*10"9/1 (Median: 2,06*1079/1). Im Verlauf von 180
Minuten ist eine Abnahme der mittleren Zellzahl um 1,09 % auf 2,12 +/- 0,55*10"9/1 (Median:
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2,05*%1079/1) zu verzeichnen. Die Verdnderung der Wertelagen ist statistisch nicht signifikant.

Die direkt nach der Probengewinnung in Citrat-antikoagulierten Vollblutproben gemessene mittlere
Lymphozytenzahl betrdgt 2,12 +/- 0,56*10"9/1 (Median: 2,035*10"9/1), sie nimmt im Verlauf von 3
Stunden um 1,23 % zu auf 2,14 +/- 0,58*%10"9/1 (Median: 2,030*10"9/1).

Die Lymphozytenzahlen der unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben unterscheiden sich
weder direkt nach der Probengewinnung, noch in den nach 180 Minuten gelagerten Proben statistisch

signifikant voneinander.

Unmittelbar nach der Probenentnahme betrdgt die mittlere Eosinophilenzahl in EDTA-Proben 0,14
+/- 0,07*1079/1 (Median: 0,12*1079/1), sie bleibt im Verlauf von 3 Stunden nahezu konstant bei 0,14
+/- 0,07*1079/1 (Median: 0,11*10"9/1).

In MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben wird unmittelbar nach der Probengewinnung eine mittlere
Eosinophilenzahl von 0,14 +/- 0,07*10"9/1 (Median: 0,115*1079/1) gemessen. Im Verlauf von 180
Minuten ist eine Abnahme der mittleren Eosinophilenzahl um 3,33 % auf 0,13 +/- 0,07*10"9/1
(Median: 0,105*1079/1) zu verzeichnen. Die Verdanderungen der Eosinophilenzahlen sind statistisch
nicht signifikant.

Die unmittelbar nach der Probengewinnung in Citrat-antikoagulierten Vollblutproben gemessene
Eosinophilenzahl betrdagt im Mittel 0,14 +/- 0,08*1079/1 (Median: 0,132*1079/1). Im Verlauf von 3
Stunden ldsst sich eine Abnahme der mittleren Eosinophilenzahl um 5,39 % auf 0,13 +/- 0,07*%1079/1
(Median: 0,121*1079/1) erkennen.

Die in unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben bestimmten FEosinophilenzahlen
unterscheiden sich weder direkt nach der Probengewinnung, noch in den nach 180 Minuten

gelagerten Proben statistisch signifikant voneinander.

Die unmittelbar nach der Probengewinnung in EDTA-antikoagulierten Vollblutproben gemessene
Basophilenzahl betrdgt im Mittel 0,03 +/- 0,02*1079/1 (Median: 0,03*1079/1), sie bleibt im Verlauf
von 180 Minuten nahezu konstant bei 0,03 +/- 0,02*10"9/1 (Median: 0,03*1079/1).

In MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben wird unmittelbar nach der Probengewinnung eine mittlere
Basophilenzahl von 0,03 +/- 0,02*1079/1 (Median: 0,025*%1079/1) gemessen. Im Verlauf von 180
Minuten ist eine Zunahme der Basophilenzahl um 26,32 % auf 0,04 +/- 0,02*10"9/1 (Median:
0,04*10"9/1) zu erkennen. Diese Verdnderung ist statistisch signifikant (p < 0,05).

Die unmittelbar nach der Probengewinnung in Citrat-antikoagulierten Vollblutproben gemessene
Basophilenzahl betragt 0,03 +/- 0,02*1079/1 (Median: 0,033*1079/1), sie bleibt im Verlauf von 180
Minuten nahezu konstant bei 0,03 +/- 0,02*1079/1 (Median: 0,033*10"9/1).

Die Basophilenzahlen der unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben unterscheiden sich weder
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direkt nach der Probengewinnung, noch in den nach 180 Minuten gelagerten Proben statistisch

signifikant voneinander.

Die unmittelbar nach der Probenentnahme in EDTA-antikoagulierten Vollblutproben gemessene
Monozytenzahl betrdgt im Mittel 0,56 +/- 0,21*1079/1 (Median: 0,51*1079/1). Im Verlauf von 180
Minuten ist eine statistisch nicht signifikante Abnahme der Monozytenzahlen zu erkennen. Der
Mittelwert nimmt um 4,27 % auf 0,54 +/- 0,21*1079/1 (Median: 0,50*10"9/1) ab.

In MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben wird unmittelbar nach der Probenentnahme eine mittlere
Monozytenzahl von 0,53 +/- 0,16%10"9/1 (Median: 0,50*10"9/1) gemessen, sie verringert sich im
Verlauf von 180 Minuten um 4,54 % auf 0,50 +/- 0,17*1079/1 (Median: 0,475*%1079/1). Diese
Anderung ist statistisch nicht signifikant.

Die unmittelbar nach der Probengewinnung in Citrat-antikoagulierten Vollblutproben gemessene
Monozytenzahl betrdagt im Mittel 0,56 +/- 0,17*1079/1 (Median: 0,528*10"9/1). Im Verlauf von 180
Minuten ist eine Abnahme der Monozytenzahl um 8,44 % auf 0,51 +/- 0,19*10"9/1 (Median:
0,501*10"9/1) zu beobachten, eine Anderung der Wertelage, die statistisch signifikant (p < 0,05) ist.
Zwischen den Monozytenzahlen der unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben liegt weder
direkt nach der Probengewinnung, noch in den nach 180 Minuten gelagerten Proben eine statistisch

signifikante Differenz vor.
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4.5.2. Langzeitige Veranderungen

Die Messgrofien des Kleinen und des GroBen Blutbildes wurden im Verlauf von 24 Stunden an 9

Probanden in jeweils 3 unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben am Gerdt XE 5000 gemessen.

4.5.2.1. Zeitabhingige Verinderungen der Parameter des Kleinen Blutbildes

Unmittelbar nach der Probennahme wird in EDTA-Proben eine mittlere Erythrozytenzahl von 4,73
+/- 0,31*10"12/1 gemessen. Nach 24 Stunden verringert sich die Zahl auf 4,59 +/- 0,30*10"12/1.
Dieser Riickgang um 3,14 % ist statistisch signifikant (p < 0,05).

Die zeitnah nach Probengewinnung gemessene Erythrozytenzahl in MgSO4-antikoagulierten Proben
betrdgt im Mittel 4,60 +/- 0,36*10"12/1. Im Verlauf von 24 Stunden kann eine leichte, statistisch nicht
signifikante Abnahme der Zahl um 0,17 % auf 4,59 +/- 0,30*10"12/1 beobachtet werden.

In Citrat-antikoagulierten Vollblutproben betrdgt die mittlere Erythrozytenzahl initial 4,67 +/-
0,26*10712/1. Im Verlauf von 24 Stunden ist eine Abnahme der Erythrozytenzahlen um 2,83 % zu
verzeichnen, die statistisch signifikant (p < 0,05) ist.

Die Erythrozytenzahlen der unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben unterscheiden sich,
sowohl bei unmittelbar erfolgter Messung, als auch zum Zeitpunkt ,,24 Stunden®, statistisch nicht

signifikant voneinander.

Das zeitnah nach der Probenentnahme gemessene MCV in EDTA-antikoagulierten Proben betrdgt im
Mittel 88,09 +/- 2,72 {1, es nimmt im Verlauf von 24 Stunden um 10,00 % auf 96,90 +/- 4,23 fl zu.
Diese Verdanderung ist statistisch signifikant (p < 0,05).

In MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben wird zum Zeitpunkt ,,0 Minuten ein MCV von 87,13 +/-
2,72 fl gemessen, es erhoht sich im Verlauf von 24 Stunden statistisch signifikant (p < 0,05) um 2,13
% auf 88,99 +/- 2,96 fl.

Unmittelbar nach der Probenentnahme wird in Citrat-antikoagulierten Vollblutproben ein MCV von
87,46 +/- 2,69 fl gemessen. Im Verlauf von 24 Stunden ist eine statistisch signifikante (p < 0,05)
Zunahme des MCV um 5,55 % auf einen Wert von 92,31 +/- 3,23 fl zu verzeichnen.

Die MCV-Werte der unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben unterscheiden sich, sowohl bei
unmittelbar erfolgter Messung, als auch nach 24-stiindiger Probenlagerung, statistisch signifikant

voneinander (p < 0,05).
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Abb. 30: Verdanderungen der Messgrofen des kleinen Blutbildes von 9 Probanden im Verlauf von 24 Stunden, gemessen
in zeitgleich abgenommenen, unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben (weifl = EDTA; schraffiert = MgSOy; grau
= Citrat).

Direkt nach der Probengewinnung betrdgt die Himoglobin-Konzentration in EDTA-Proben im Mittel
8,92 +/- 0,81 mmol/l, die Werte verringern sich im Verlauf von 24 Stunden um 3,56 % auf 8,60 +/-
0,79 mmol/l. Dieser Riickgang ist statistisch signifikant (p < 0,05).

In MgSO4-Proben betrdgt die unmittelbar nach der Probenentnahme gemessene Hamoglobin-
Konzentration 8,64 +/- 0,94 mmol/l, im Verlauf von 24 Stunden verringert sich diese geringfiigig und
statistisch nicht signifikant um 0,72 % auf 8,58 +/- 0,77 mmol/Il.

In Citrat-Proben wird unmittelbar nach Probengewinnung eine Hdmoglobin-Konzentration von im
Mittel 8,68 +/- 0,68 mmol/l gemessen, die Werte verringern sich im Verlauf von 24 Stunden statistisch

nicht signifikant um 2,19 % auf einen Mittelwert von 8,49 +/- 0,75 mmol/I.
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Zum Zeitpunkt ,,0 Minuten® liegt ein statistisch signifikanter Unterschied nur zwischen den
Hamoglobin-Konzentrationen der EDTA- und der Citrat-Proben vor (p < 0,05). Nach 24-stiindiger
Probenlagerung besteht zwischen den Werten der unterschiedlich antikoagulierten Proben kein

statistisch signifikanter Unterschied.

In EDTA-antikoagulierten Vollblutproben betrdgt der Hématokrit unmittelbar nach der
Probenentnahme im Mittel 0,42 +/- 0,03 1/1, die Werte erh6hen sich im Verlauf von 24 Stunden um
6,66 % auf einen Mittelwert von 0,45 +/- 0,04 /1. Die Zunahme ist statistisch signifikant (p < 0,05).
In MgSOg4-antikoagulierten Proben wird zeitnah nach der Probengewinnung ein mittlerer Himatokrit
von 0,40 +/- 0,03 1/l gemessen, innerhalb von 24 Stunden ist eine Erhohung der Werte um 2,02 % auf
einen Mittelwert von 0,41 +/- 0,03 1/1 zu verzeichnen. Diese Zunahme ist statistisch nicht signifikant.
Zum Zeitpunkt ,,0 Minuten* wird in Citrat-antikoagulierten Vollblutproben ein mittlerer Himatokrit
von 0,41 +/- 0,03 1/1 gemessen, die Werte erhdhen sich im Zeitverlauf von 24 Stunden um 2,63 % auf
einen Mittelwert von 0,42 +/- 0,03 I/l. Die Zunahme ist statistisch nicht signifikant.

Sowohl unmittelbar nach der Probenentnahme, als auch nach 24-stiindiger Lagerungszeit
unterscheiden sich die Hamatokrit-Werte der EDTA-Proben statistisch signifikant (p < 0,05) von
denen der Citrat- und der MgSO4-Proben, wihrend zwischen deren Hédmatokrit-Werte zu beiden

Zeitpunkten kein statistisch signifikanter Unterschied besteht.

Direkt nach der Probengewinnung wird in EDTA-antikoagulierten Vollblutproben eine mittlere
Thrombozytenzahl von 253,0 +/- 43,5%10"9/1 gemessen, die Thrombozytenzahlen erhhen sich im
Zeitverlauf von 24 Stunden um 2,72 % auf einen Mittelwert von 259,9 +/- 40,1*1079/1. Die Zunahme
der Pléttchenzahl ist statistisch jedoch nicht signifikant.

In MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben betrdgt die zum Zeitpunkt ,,0 Minuten gemessene
Thrombozytenzahl im Mittel 223,9 +/- 47,3*10"9/1, die Werte erhéhen sich im Zeitverlauf von 24
Stunden statistisch nicht signifikant um 2,23 % auf 228,9 +/- 40,3*10"9/1.

Die unmittelbar nach Probenentnahme in Citrat-Proben gemessene mittlere Thrombozytenzahl
betragt 226,8 +/- 39,0*1079/1, im Verlauf von 24 Stunden ist eine statistisch signifikante (p < 0,05)
Abnahme der Thrombozytenzahlen um 3,88 % auf 218,0 +/- 34,4*1079/1 zu verzeichnen.

Sowohl unmittelbar nach der Probenentnahme, als auch nach 24-stiindiger Lagerungszeit
unterscheiden sich die Thrombozytenzahlen in EDTA-Proben statistisch signifikant (p < 0,05) von
jenen in Citrat- und in MgSOs-Proben. Zwischen den Thrombozytenzahlen der Citrat- und der
MgSO4-Proben besteht zum Zeitpunkt ,,0 Minuten* kein statistisch signifikanter Unterschied, nach
einer 24-stlindigen Probenlagerung ist jedoch ein statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,05)

zwischen den Thrombozytenzahlen zu verzeichnen.
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Das direkt nach der Probenentnahme in EDTA-Proben gemessene MPV betragt im Mittel 10,1 +/-
0,8 fl, im Verlauf von 24 Stunden erh6hen sich die Werte um 1,66 % auf 10,2 +/- 0,7 fl. Die Zunahme
der Werte ist statistisch nicht signifikant.

In MgSOg4-antikoagulierten Proben betrdgt das MPV zum Zeitpunkt ,,0 Minuten* im Mittel 8,9 +/-
0,7 fl, im Zeitverlauf von 24 Stunden ist eine statistisch nicht signifikante Zunahme der MPV-Werte
um 1,12 % auf einen Mittelwert von 9,0 +/- 0,7 fl zu verzeichnen.

In Citrat-Proben wird unmittelbar nach der Probengewinnung ein mittleres MPV von 9,0 +/- 0,7 fl
gemessen, die Werte erniedrigen sich im Verlauf von 24 Stunden statistisch signifikant (p < 0,05) um
2,72 % auf einen Mittelwert von 8,7 +/- 0,7 fl.

Sowohl direkt nach der Probenentnahme, als auch nach 24-stiindiger Probenlagerung unterscheiden
sich die mittleren Pldttchenvolumina der EDTA-Proben statistisch signifikant (p < 0,05) von den
entsprechenden Werten der Citrat- und der MgSO4-Proben. Zwischen den MPV-Werten der Citrat-
und der MgSO4-Proben besteht zum Zeitpunkt ,,0 Minuten* kein statistisch signifikanter Unterschied,
nach einer 24-stlindigen Probenlagerung ist jedoch ein statistisch signifikanter (p < 0,05) Unterschied

der MPV-Werte zu erkennen.

4.5.2.2. Zeitabhiangige Verinderungen der Parameter des maschinellen Differentialblutbildes

Nach 24-stiindiger Probenlagerung sind teilweise deutliche Anderungen der Zellzahlen bei

verschiedenen Zellpopulationen des gro3en Blutbildes erkennbar.

Die mittlere Leukozytenzahl der EDTA-antikoagulierten Vollblutproben betridgt unmittelbar nach der
Probenentnahme 5,62 +/- 1,11*1079/1, im Verlauf von 24 Stunden nehmen die Leukozytenzahlen
statistisch signifikant (p < 0,05) um 4,13 % auf einen Mittelwert von 5,86 +/- 1,24*1079/1 zu.

In MgSOg4-antikoagulierten Vollblutproben betrégt die unmittelbar nach der Probengewinnung
gemessene Leukozytenzahl im Mittel 5,73 +/- 1,28%1079/1, die Zahlen fallen im Verlauf von 24
Stunden um 9,45 % auf einen Mittelwert von 5,19 +/- 1,26*1079/1 ab. Die Abnahme der
Leukozytenzahl ist statistisch signifikant (p < 0,05).

Die unmittelbar nach Probenentnahme in Citrat-antikoagulierten Vollblutproben gemessene
Leukozytenzahl liegt im Mittel bei 5,82 +/- 1,22*1079/1. Im Verlauf von 24 Stunden ist ein statistisch
nicht signifikanter Riickgang der Werte um 2,62 % auf einen Mittelwert von 5,67 +/- 1,30*10"9/1 zu
verzeichnen. Die zeitnah nach der Probenentnahme in den unterschiedlich antikoagulierten
Vollblutproben gemessenen Leukozytenzahlen unterscheiden sich statistisch nicht signifikant
voneinander, nach 24-stiindiger Probenlagerung ist eine statistisch signifikante Differenz zwischen
den Leukozytenzahlen der EDTA-, bzw. der Citrat-Proben und denen der MgSO4-Proben zu erkennen
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(p < 0,05), wihrend zwischen den Werten der EDTA- und der Citrat-Proben kein signifikanter
Unterschied besteht.

Unmittelbar nach der Probenentnahme betriagt die Neutrophilenzahl der EDTA-Proben im Mittel 2,83
+/- 0,73*10"9/1, im Verlauf von 24 Stunden nehmen die Werte um 7,49 % auf einen Mittelwert von
3,04 +/- 0,82*%10"9/1 zu. Dieser Anstieg ist statistisch signifikant (p < 0,05).

Die mittlere Neutrophilenzahl in MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben betridgt direkt nach
Probengewinnung 2,88 +/- 0,77*1079/1. Die Werte fallen im Verlauf von 24 Stunden um 14,68 % auf
im Mittel 2,45 +/- 0,80*1079/1. Diese Verdanderung ist statistisch signifikant (p < 0,05).

In Citrat-antikoagulierten Vollblutproben liegt die fiir den Verdiinnungsfaktor Kkorrigierte
Neutrophilenzahl zu Beginn im Mittel bei 2,94 +/- 0,80%1079/1, die Zahlen sinken im Verlauf von 24
Stunden um 2,73 % auf einen mittleren Wert von 2,87 +/- 0,86*1079/1. Dieser Riickgang ist statistisch
jedoch nicht signifikant. Betrachtet man die Werte der ersten Messung, so sind die Unterschiede der
Neutrophilenzahlen in den verschiedenen Antikoagulanzien statistisch nicht signifikant, jedoch
unterscheiden sich die Neutrophilenzahlen aller Antikoagulanzien 24 Stunden nach der
Probenentnahme statistisch signifikant voneinander (EDTA und Citrat: p < 0,05; MgSO4 und Citrat:
p <0,05; EDTA und MgSOs: p < 0,05).
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Abb. 31: Messgroflen des groflen Blutbildes von 9 Probanden im Verlauf von 24 Stunden, gemessen in zeitgleich
abgenommenen, unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben (weill = EDTA; schraffiert = MgSQOs; grau = Citrat). Die
Differenz der Werte der EDTA-Proben zu denen der MgSO4-Proben im zeitlichen Verlauf ist rot hinterlegt.

Die mittlere Lymphozytenzahl der EDTA-Proben betrégt zu Beginn 2,10 +/- 0,41*1079/1, die Zahlen
steigen im Verlauf von 24 Stunden um 3,12 % auf im Mittel 2,17 +/- 0,45*1079/1. Dieser Anstieg ist
statistisch jedoch nicht signifikant.

Die initial in MgSOg4-antikoagulierten Vollblutproben gemessene Lymphozytenzahl betridgt im Mittel
2,16 +/- 0,51*1079/1. Die Werte erhohen sich innerhalb von 24 Stunden um 2,11 % auf einen
Mittelwert von 2,21 +/- 0,51*%1079/1. Die Zunahme ist statistisch nicht signifikant.

In Citrat-antikoagulierten Proben betrdgt die unmittelbar nach der Probenentnahme gemessene
Lymphozytenzahl im Mittel 2,18 +/- 0,40*%10"9/1, innerhalb von 24 Stunden gehen die Werte um 1,57
% zuriick auf im Mittel 2,15 +/- 0,47*1079/1. Dieser Riickgang ist statistisch nicht signifikant. Die
Messwerte der unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben unterscheiden sich, sowohl bei

unmittelbar erfolgter Messung, als auch nach 24 Stunden, statistisch nicht signifikant voneinander.
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Die mittlere Monozytenzahl in EDTA-antikoagulierten Vollblutproben betrdgt direkt nach der
Probennahme 0,49 +/- 0,14*1079/1. Die Zellzahlen gehen innerhalb von 24 Stunden um 13,48 % auf
im Mittel 0,43 +/- 0,09*10"9/1 zuriick. Dieser Riickgang ist nach dem Wilcoxon-Rangsummentest
statistisch nicht signifikant.

In MgSOs-antikoagulierten Vollblutproben wird unmittelbar nach der Probengewinnung eine mittlere
Monozyten-Zahl von 0,49 +/- 0,14*1079/1 gemessen. Nach 24 Stunden betrigt die Monozytenzahl
im Mittel 0,32 +/- 0,05*1079/1. Der Riickgang der Monozyten um 34,17 % ist statistisch signifikant
(p <0,05).

In den Citrat-Proben wird bei der ersten Messung eine mittlere Monozytenzahl von 0,49 +/-
0,13*1079/1 gemessen. Im Verlauf von 24 Stunden gehen die Werte um 9,41 % auf einen mittleren
Wert von 0,45 +/- 0,09*%1079/1 zuriick. Der Riickgang ist jedoch statistisch nicht signifikant.

Die Monozytenzahlen der verschiedenen Kollektive unterscheiden sich zu Beginn nicht signifikant
voneinander, nach 24 Stunden kann jedoch ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
Monozytenzahlen der MgSOs-Proben und der Citrat-Proben (p < 0,05) beobachtet werden. Die
Differenz der Monozytenzahlen der MgSOs-Proben und der EDTA-Proben ist ebenfalls statistisch
signifikant (p < 0,05).

4.5.3. Einfluss der unterschiedlichen in vitro Antikoagulanzien auf die morphologische

Integritit von neutrophilen Granulozyten

Parallel zu den vergleichenden maschinellen Analysen des Differentialblutbildes habe ich an einer
kleineren Gruppe von Probanden den Einfluss der unterschiedlichen Antikoagulanzien auf die
Anférbbarkeit und die morphologische Integritit der neutrophilen Granulozyten untersucht. Wie
unter Material und Methoden beschrieben, habe ich die digitalisierten Fotos des Cellavision™ einzeln
verblindet analysiert und geméB einer in Vorversuchen erstellten Graduierung die morphologische
Schéadigung bewertet (siche Material und Methoden).

In Abbildung 32 sind die prozentualen Anteile der vom Schidigungsgrad unterschiedlich
morphologisch eingestuften Neutrophilen aus verschieden antikoagulierten Blutproben als
Kreisdiagramme dargestellt. Dabei wurden die Neutrophilen in den nach ca. 30 Minuten (Zeitpunkt

,0“) und in den nach 24 Stunden ausgestrichenen und gefarbten Proben klassifiziert.
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Abb. 32: Grad der morphologischen Schidigung von Neutrophilen in unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben.

(Erléuterung der graduellen Unterschiede siche Material und Methoden)

Der Abbildung 32 ist zu entnehmen, dass der Anteil der hohergradig morphologisch geschéddigten

Neutrophilen unabhéngig von der Antikoagulation im Zeitverlauf von 24 Stunden zunimmt. Dariiber

hinaus wird deutlich, dass sich die Verteilungsmuster der Schidigungsgrade der MgSO4- und der

EDTA-antikoagulierten Proben &hneln. Die Citrat-antikoagulierten Proben zeigen den geringsten

Schadigungsgrad, sowohl zum Zeitpunkt ,,0 Stunden®, als auch nach 24-stiindiger Probenlagerung.

Tab. XXVII: Ubersicht der Schidigungsgrade von Neutrophilen in unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben.

,,0 Stunden‘ ,,24 Stunden®

Proband 1 Proband 2 Proband 3 Proband 1 | Proband 2 | Proband 3

Grad % Grad % Grad % | Grad| % | Grad| % | Grad| %

0 60 0 37 0 47 0 0 0 0 0 0

1 31 1 46 1 37 1 30 1 6 1 12
EDTA 2 9 2 17 2 16 2 36 2 44 2 40
3 0 3 0 3 0 3 34 3 50 3 48

0 60 0 50 0 34 0 5 0 1 0 2
Citrat 1 35 1 50 1 45 1 24 1 31 1 14
2 5 2 0 2 19 2 52 2 54 2 51

3 0 3 0 3 2 3 19 3 14 3 33

0 43 0 36 0 41 0 6 0 5 0 4
1 39 1 63 1 37 1 21 1 11 1 18
Mg504 2 18 2 1 2 20 2 44 2 37 2 38
3 0 3 3 2 3 29 3 47 3 40
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5. Diskussion

Schon vor etwa 100 Jahren wurden Magnesiumsalze in der hamatologischen Diagnostik als in vitro
Antikoagulans verwendet [37]. Seit Einfilhrung der maschinellen Blutbildanalytik wurde allerdings
EDTA als Referenzantikoagulans eingesetzt [56]. Magnesiumsulfat wurde 2013 als in vitro
Antikoagulans fiir die Korrektur der Thrombozytenzahlen bei Féllen von Antikoagulanzien-bedingter
Pseudothrombozytopenie wiederentdeckt [78]. Nach Einfiihrung der auf Anregung unserer
Arbeitsgruppe mit MgSO4 versetzten ThromboExact-Monovette der Firma Sarstedt zur Messung
korrekter Thrombozytenzahlen bei Pseudothrombozytopenie, wurde seitens der Anwender
wiederholt die Frage aufgeworfen, inwieweit aus dem derart antikoagulierten Blut nicht auch weitere
Parameter, insbesondere die iibrigen Blutbildparameter, aber auch Funktionsparameter gemessen
werden konnen. Diesen Fragen bin ich in meiner nun vorliegenden Dissertationsschrift

nachgegangen.

Da schon aus der oben genannten Publikation zur Pseudothrombozytopenie [ 78] hervorgegangen war,
dass in Magnesiumsulfat-antikoaguliertem Blut etwa um 10% geringere Thrombozytenzahlen und
ein geringeres mittleres Plattchenvolumen (MPV) gemessen werden als in EDTA-antikoaguliertem
Blut, galt mein besonderes Augenmerk auch der Frage des Einflusses verschiedener
Antikoagulanzien und unterschiedlicher Messprinzipien der gebrduchlichen hdmatologischen

Analysegerite auf die gemessenen Thrombozytenparameter.

Einfluss der Geritetechnologie auf die Thrombozytenzahl und das MPV

Die Ergebnisse meiner vorgelegten Untersuchungen zeigen, dass in EDTA-antikoagulierten Proben
am XE 5000 ein signifikant hoheres MPV gemessen wird als am DxH 800 und am Advia 120. Dieses
Phanomen wurde bereits fiir das Vorgingermodell XE 2100D von Sysmex und auch fiir den LH 750
der Firma Beckman Coulter beschrieben [96]. In MgSOs-antikoagulierten Proben wird ein
niedrigeres MPV gemessen als in EDTA-antikoagulierten Proben, sofern die Messung an Impedanz-
Messgeriten erfolgt. Wird die Messung jedoch mittels der Streulicht-Methode durchgefiihrt (Advia
120), so wird in MgSO4-Proben ein MPV gemessen, das fast 1 fl hoher ist als das in EDTA-Proben.
Dieser Umstand ist am ehesten dem Messprinzip des Advia 120 zuzuschreiben. Im Gegensatz zu den
Impedanz-Messgeriten, die das Thrombozytenvolumen anhand der Widerstandsédnderung bei
Durchtritt durch eine Messzelle, an die eine elektrische Spannung angelegt ist, messen, bezieht das

Streulicht-Messverfahren neben der Grof3e auch den Refraktionsindex der zu messenden Zelle mit in
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die Analyse ein. Dabei werden die Zellen mittels eines isoosmotischen Reagenzes, das einen als
,surfactant” bezeichneten Zusatz enthdlt [96], in eine sphérische Form gebracht und von einem
monochromatischen Lichtstrahl, der auf die Durchflusszelle gerichtet ist, erfasst [42]. Das an der
Zelle entstehende Streulicht wird von Photodioden, die in zwei verschiedenen Winkeln positioniert
sind, gemessen. Das Signal des Kleinwinkel-Streulichts (low angle light scatter) bei 2°-3° wird dabei
30-fach verstirkt und liefert Informationen iiber das Volumen der Zelle (MCV, bzw. MPV). Das
Signal des Grofwinkel-Streulichts (high angle light scatter) bei 5° bis 15° wird 12-fach verstarkt und
dient der Messung des Refraktionsindexes einer Zelle, der eine Aussage zu deren Dichte ermoglicht
[91]. So lassen sich aufgrund der Refraktion z.B. Zellfragmente von Thrombozyten unterscheiden
[39]. Anhand dieser beiden Parameter erstellt die Gerdte-Software ein Scattergramm, in welchem die
Thrombozyten anhand ihres Volumens (1 - 30 fl) und ihres Refraktionsindexes (1,35 - 1,40)
identifiziert werden [91, 92]. Die Informationen werden anhand der Mie-Theory in Zellvolumen und

Dichte umgerechnet [43].

Die Moglichkeit, auch Thrombozyten kleiner Gréf3e messen zu konnen, die sonst bei der Impedanz-
Methode durch die unteren Diskriminatoren ausgegrenzt werden, ist ein Vorteil der Streulicht-
Methode. Andererseits konnen gro3e Thrombozyten, die bei der Impedanzmethode entsprechend der
oberen Diskrimination als Erythrozyten identifiziert werden, anhand ihres niedrigeren
Refraktionsindexes korrekt der Thrombozytenfraktion zugerechnet werden [39]. Inwieweit das zur
Antikoagulation verwendete Magnesiumsulfat mit den Gerdtereagenzien interferiert und den
Refraktionsindex verdndert, ist nicht gekldrt. Es ist durchaus vorstellbar, dass die MgSOs-
Antikoagulation die Thrombozyten in ihrer Struktur und der Reaktion mit dem Reagenz, welches die
Zellen in eine sphirische Form bringt, dahingehend beeinflusst, dass ein anderes
Thrombozytenvolumen und ein anderer Refraktionsindex gemessen werden als in EDTA-
antikoaguliertem Blut. Untersuchungen, die diese Hypothese unterstiitzen, z.B. die Verwendung von
unterschiedlichen Gerétereagenzien und eine anschliefende rasterelektronenmikroskopische

Untersuchung zur Erfassung von Konformationsédnderungen stehen noch aus.

Da Erythrozytenfragmente anhand ihres Refraktionsindexes von Thrombozyten gleicher Grofle
unterschieden werden, ist es durchaus denkbar, dass die MgSO4-Antikoagulation den
Refraktionsindex der Erythrozytenfragmente dndert, sodass sie nicht mehr korrekt als solche
identifiziert werden, sondern den grolen Thrombozyten zugeordnet werden und somit zu einer
Erhohung des MPV beitragen. Diese Hypothese, dass Magnesiumsulfat einen Einfluss auf das
Zellvolumen und den Refraktionsindex hat, wird auch durch die Beobachtung von Francois und
Kollegen [97] gestiitzt, die bei der Messung in MgSO4-antikoaguliertem Blut sehr kleine,

ungranulierte Partikel im Thrombozyten-Diffraktionsdiagramm auBlerhalb des Thrombozytengates
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beobachtet haben. Im Gegensatz zu Francois und Mitarbeitern, die hinter diesen Partikeln aktivierte,
fragmentierte Thrombozyten vermuten [97], gehe ich eher davon aus, dass es sich um Thrombozyten
handelt, die nur aufgrund ihres geringeren Volumens und ihres unterschiedlichen Refraktionsindexes
auBBerhalb der unteren Thrombozytengrenzen liegen. Eine spontane Aktivierung der Thrombozyten
ist in MgSQOs-antikoaguliertem Blut nicht nachweisbar, wie meine eigenen durchflusszytometrischen
Untersuchungen mit den Aktivierungsmarkern CD 62p und CD 63 zeigen. Das wire auch eine
Erkldrung dafiir, warum am Advia 120 die Thrombozytenzahl in MgSO4-Blut im Mittel um ca.
40*1079/1 niedriger und das MPV im Mittel um 0,9 fl hher gemessen werden als in EDTA-Blut.

Wie bereits erwdhnt, wird mit dem XE 5000 in EDTA-antikoagulierten Proben ein hoheres MPV
gemessen als in den entsprechenden MgSQOs-antikoagulierten Proben. Die Gerétesoftware erstellt
anhand der Ergebnisse der Impedanz-Messung ein Histogramm, welches durch zwei
Diskriminatoren, die sich flexibel der Lage des Histogramms anpassen, begrenzt ist. Der untere
Diskriminator erfasst flexibel Partikel, die zwischen 2 fl und 6 fl liegen, der obere Diskriminator
solche im Bereich von 12 fl bis 30 fl. Durch die Anpassung der Diskriminatoren an die Lage der
Thrombozytenverteilungskurve konnen Erythrozytenfragmente am oberen Ende, bzw. Zelltriimmer
am unteren Ende des Histogramms ausgeschlossen werden [39]. Der Umstand, dass aufgrund des
erniedrigten MPV in MgSOg4-antikoagulierten Proben eine niedrigere Thrombozytenzahl als in
EDTA-Proben gemessen wird, spricht dafiir, dass es im Vergleich zu EDTA-antikoaguliertem Blut
zu einer Linksverschiebung der Thrombozyten-Verteilungskurve kommt, weshalb Thrombozyten
jenseits des unteren Diskriminators nicht erfasst werden (das ldsst sich auch den in dieser Arbeit nicht
dargestellten P-LCR-Werten entnehmen). Die Beobachtung, dass der Advia 120 in EDTA-Proben im
Vergleich zum XE 5000 und zum DxH 800 eine hohere Thrombozytenzahl misst, steht im Einklang
mit den Beobachtungen von Briggs und Kollegen [98].

Die Annahme, dass Thrombozyten in MgSOs-antikoagulierten Proben durch das Impedanz-
Messverfahren des XE 5000 nicht erfasst werden aber offensichtlich doch vorhanden sind, wird
dadurch gestiitzt, dass mit der fluoreszenz-optischen Messmethode des XE 5000 auch in
Magnesiumsulfat-antikoagulierten, zeitgleich abgenommenen und gemessenen Proben deutlich
hohere Thrombozytenzahlen gemessen werden, die sich nur noch unwesentlich von den Werten der
EDTA-antikoagulierten Proben unterscheiden. Anders verhilt es sich bei vergleichenden Messungen
von Thrombozyten in Citrat-antikoaguliertem Blut. Zwar konnen bei Verwendung der fluoreszenz-
optischen Methode ebenfalls hohere Werte gemessen werden als mit der Impedanz-Methode. Die
Differenz zu den fluoreszenz-optisch gemessenen Werten der EDTA- und der MgSO4-Proben ist aber
immer noch deutlich. Mogliche Griinde hierfiir sind entweder der Verdiinnungseffekt, der durch den

Korrekturfaktor 1,1 nicht vollstdndig korrigiert wird oder eine schlechtere Anfarbbarkeit der
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Thrombozyten in Citrat-antikoaguliertem Blut durch das fluoreszierende RET-SEARCH Reagenz.
Es kann allerdings auch nicht ausgeschlossen werden, dass Thrombozyten im Citratblut zeitabhdngig
verloren gehen oder kleinere Aggregate bilden. So wurde von einer japanischen Arbeitsgruppe bei
Untersuchungen zur Detektion thrombozytarer Hyperaggregabilitdt mit Hilfe eines hdmatologischen
Analyzers eine Aggregatbildung in Citrat-antikoagulierten Proben entdeckt, die bei EDTA-
antikoagulierten Proben nicht nachgewiesen werden konnte [99]. Es ist vorstellbar, dass bei der
Probenlagerung das reversibel durch Citrat gebundene Kalzium freigesetzt wird und so die
Aggregatbildung begilinstigt wird. Eine vergleichbare, aber in der vorliegenden Arbeit nicht
kommunizierte Beobachtung habe ich bei seriellen Messungen in Citratproben mit zwischenzeitlicher

wiederholter manueller Durchmischung der Probe gemacht.

Der hdmatologische Analyzer Unicell DxH 800 weist die geringste Differenz der Thrombozyten-
Zahlen, die in EDTA- und MgSO4-Proben gemessen wurden auf, obwohl die Differenz der MPV-
Werte am grofBten ist. Der DxH 800 identifiziert Partikel zwischen 2 fl und 20 fI als Thrombozyten.
Die Impulse werden von 3 Messzellen aus generiert, aus denen jeweils 64-Kanal Histogramme erstellt
werden. Die Geritesoftware identifiziert die zwei tiefsten Punkte sowie den hochsten Punkt innerhalb
der Verteilungskurven und legt eine logarithmische Normalverteilungskurve liber diese Punkte. Aus
der so erstellten Kurve, die den Bereich von 0 fl bis 70 fl umfasst, wird die Thrombozytenzahl
abgeleitet, indem alle Zellen mit einem Volumen von 2-20 fl zu den Thrombozyten gezéhlt werden
[39, 96, 100]. Dass der DxH 800 sowohl in EDTA- als auch in MgSOgs-antikoaguliertem Blut deutlich
niedrigere MPV-Werte misst als der ebenfalls auf dem Impedanz-Messverfahren basierende XE
5000, diirfte uv.a. auf dem Umstand beruhen, dass der DxH 800 durch seine logarithmische
Normalverteilungskurve auch Plittchen, die kleiner als 2 fl sind, erfassen kann. Das erklirt
moglicherweise, warum sich die Thrombozytenzahlen der EDTA- und der MgSO4-Proben geringer

als an den anderen beiden Geriten unterscheiden.

Wihrend die Thrombozytenzahlen an den Gerdten XE 5000 und DxH 800 im Zeitverlauf von 24
Stunden sowohl in EDTA-, als auch in MgSOs-antikoagulierten Proben stabil bleiben, ist bei
Messung am Gerdt Advia 120 ein deutlicher Abfall der mittleren Thrombozytenzahlen des
untersuchten Kollektivs (ca. 40*1079/1) fiir beide Antikoagulanzien zu beobachten. Es ist durchaus
denkbar, dass die zeitabhingige Formédnderung von Thrombozyten bei Kontakt mit EDTA [59] zu
Anderungen der Streulichteigenschaften und zu einer falschen Zuordnung der Zellen durch die
Advia-Geriétesoftware fiihrt. Auch fiir die MgSOs-Antikoagulation sind solche zeitabhingigen
Veranderungen der Thrombozyten, z.B. durch osmotische Effekte, nicht auszuschlieBen. Die

Arbeitsgruppe um Ahnadi und Kollegen nutzte zur Untersuchung von Citrat-antikoagulierten Proben
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am Advia 120 eine speziell angepasste Software, um die verdnderten Refraktionsindizes zu
korrigieren [101]. Da die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit an Gerdten des Routinebetriebs
erfolgten und daher auch keine speziell angepasste Software verwendet werden konnte, ist davon
auszugehen, dass ein Teil der Thrombozyten in MgSOs-antikoaguliertem Blut zeitabhdngig den
Grenzwert des Refraktionsindexes im Diffraktionsdiagramm unterschreitet und es, dhnlich wie bei
den Vergleichsmessungen von Francois und Kollegen [97], zu einer Unterschitzung der

Thrombozytenzahl durch den Advia 120 kommt.

Die am Advia 120 gemessenen MPV-Werte der EDTA-Proben nehmen innerhalb von 24 Stunden
um 1,9 fl, bzw. um 0,7 fl in MgSOs-antikoagulierten Proben zu, wihrend an den Impedanz-Gerdten
XE 5000 und DxH 800 nur geringe Volumenzunahmen im Bereich von 0,2 fl bis 0,4 fl bei den EDTA-
Proben, bzw. 0,1 fl bis 0,2 fl bei den MgSO4-Proben gemessen werden. Unter diesem Gesichtspunkt
erscheint die Streulicht-Technologie nicht fiir Untersuchungen der Thrombozytenzahl und des MPV

bei lingeren Intervallen zwischen Blutentnahme und Messung geeignet zu sein.

Thrombozytenaktivierung und Thrombozytenfunktion

Eine Aktivierung von Thrombozyten geht mit einer erhohten Expression von CD62p (P-Selectin,
GMP-140) und CD63 (Granulophysin, LAMP-3) einher. Erste Versuche von Stenberg und Kollegen
[102] zeigten, dass GMP-140 (CD62p) im unstimulierten Thrombozyten in der Membran der o-
Granula vorliegt und nach einer Thrombin-Stimulation wéihrend der Degranulierung in das surface
connected open canalicular system (SCS) exprimiert wird. In vivo vermittelt GMP-140 (CD62p) {iber
seine Ca**-abhiingige Lektin-Domiine die Bindung von aktivierten Thrombozyten an Leukozyten und
das vaskuldre Endothel [51] und unterstiitzt damit die Rekrutierung von Leukozyten an den

Endotheldefekt [103], sowie die Ausbildung von stabilen Thrombozytenaggregaten [104].

Granulophysin (CD63) ist ein Protein aus der Gruppe der Tetraspanine und liegt u.a. in den dichten
Granula und den a-Granula von Thrombozyten [105, 106], sowie den azurophilen Granula von
Neutrophilen [107] und den Weibel-Palade-Korpern von Endothelzellen [108] vor. Die Interaktion
des CD63 mit Neutrophilen fiihrt zu deren Aktivierung und Expression von CD11/18 [52]. In vivo
filhrt die Bindung des CD11/18 mit endothelialem ICAM-1 zur Adhdsion des neutrophilen
Granulozyten am Endotheldefekt [109].

Die spontane Thrombozytenaktivierung in EDTA-antikoaguliertem Blut ist bekannt [85]. Ursdchlich
dafiir sind neben den Ca’*-bindenden FEigenschaften des EDTA, auch dessen Einfluss auf die

Membranfluiditit und die Glykoproteinstruktur, insbesondere von Gp IIb/IIla [110, 111]. Die durch
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EDTA verursachten Anderungen der Thrombozyten gleichen denen nach der Bindung von
Fibrinogen an den Gp IIb/Illa-Rezeptor, wie durch Versuche mit Thrombozyten von
Thrombasthenie-Patienten im Citrat-Plasma gezeigt werden konnte [111, 112]. Daher sollten
durchflusszytometrische Untersuchungen von Ca®"-abhingigen Markern, wie z.B. zur Fibrinogen-
Bindung, zur Konformititsinderung des Gp IIb/Illa und zur Thrombozyten-Leukozyten-
Interaktionen nicht mit EDTA-antikoaguliertem Blut durchgefiihrt werden [113]. Fir
durchflusszytometrische Untersuchungen der Thrombozytenaktivierung wird vornehmlich Citrat-
antikoaguliertes Probenmaterial verwendet, da diese eine deutlich geringere Spontanaktivierung des

Thrombozyten ausldst [42, 114].

Aus den vorliegenden Untersuchungen zur Eignung von Magnesiumsulfat als Antikoagulans ldsst
sich ableiten, dass auch mit Magnesiumsulfat antikoaguliertes Blut fiir durchflusszytometrische

Untersuchungen der Thrombozytenaktivierung geeignet ist.

Wihrend in den EDTA-Proben eine zeitabhiingige Zunahme des Anteils an spontan aktivierten
Thrombozyten zu beobachten ist, ldsst sich in Citrat- und MgSO4-Proben auch nach 5 Stunden
allenfalls eine marginale spontane Thrombozytenaktivierung nachweisen. Dennoch bleibt die
Aktivierbarkeit der Thrombozyten durch Agonisten wie ADP und Arachidonsdure auch in
Anwesenheit von MgSOy4 erhalten. Die Ergebnisse meiner Untersuchungen zeigen, dass es in MgSOs-
antikoaguliertem Blut nach ADP- und Arachidonsdure-Stimulation zwar zu einem #hnlich hohen
Grad der Thrombozytenaktivierung (Anteil an CD62p- und CD63-positiven Thrombozyten) wie in
Citrat-antikoaguliertem Blut kommt, das Ausmal} der Aggregation durch diese Agonisten in MgSOs-
Proben jedoch geringer ausfillt. Diese Beobachtung spricht dafiir, dass die MgSOs-Antikoagulation
weitreichendere Effekte auf den Thrombozyten hat als die Citrat-Antikoagulation, die vornehmlich
iiber den Ca?"-Entzug wirkt. Die Beobachtung von Hwang und Ravn, dass es zu einer
dosisabhingigen Hemmung der Thrombozytenaggregation durch Mg?" kommt [79, 115], konnte
durch meine Untersuchungen zu den Auswirkungen einer aufsteigenden MgSO4-Zugabe zu Hirudin-

antikoaguliertem Blut am Multiplate bestdtigt werden.

Die Aggregationshemmung der Thrombozyten in MgSQOs-antikoaguliertem Blut ist unter anderem
auch dadurch bedingt, dass Mg?* die Synthese von Prostazyklin (PGL,), einem Inhibitor der
Thrombozytenaggregation, steigert und gleichzeitig die Synthese und Freisetzung des pro-
aggregatorischen TXA> hemmt [79, 116, 117]. PGL: fiihrt durch die Stimulation der Adenylatzyklase
zu einer erhohten cAMP-Konzentration, wodurch die intrazellulire Ca’*-Mobilisation des
Thrombozyten gehemmt wird [118, 119]. Somit hemmt Mg?>* indirekt die Erhéhung des

zytoplasmatischen Ca?*-Spiegels und damit den Ablauf der sekundiren Aggregation.
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Fiir die Ausbildung eines stabilen Thrombozytenaggregates spielt der aktivierte Fibrinogenrezeptor
Gp IIb/Illa eine wichtige Rolle, indem er iiber die Fibrinogenbindung weitere Thrombozyten
rekrutiert und fiir die Ausbildung eines stabilen Aggregates sorgt. Gawaz und Kollegen konnten
zeigen, dass Mg?" die Fibrinogen-vermittelte Thrombozytenaggregation hemmt, unabhingig davon
welcher Agonist sie ausgelost hat, und die Adhédsion von Thrombozyten an immobilisiertem
Fibrinogen vermindert [120]. Auch in meinen Untersuchungen war das Ausmal} der Aggregation bei
allen verwendeten Agonisten (ADP, Arachidonsédure, Ristocetin, Kollagen und TRAP) in MgSO4-

antikoaguliertem Blut jeweils geringer als in den Citrat- oder Hirudin-antikoagulierten Proben.

Alternativ zur Messung von Aktivierungsmarkern lasst sich die Aktivierung von Thrombozyten iiber
die Messung von Thrombozyten-Leukozyten-Komplexen als Gradmesser der Thrombozyten-
Aktivierung bestimmen [53, 121]. Aus diesem Grund habe ich in dieser Arbeit auch den Einfluss von

EDTA, Citrat und MgSO4 auf die Bildung von Leukozyten-Thrombozyten-Komplexen untersucht.

Die Fahigkeit zur Bildung von Thrombozyten-Leukozyten-Komplexen ist innerhalb der
verschiedenen Leukozytenpopulationen unterschiedlich stark ausgeprigt. Die Lymphozyten bilden
solche Aggregate unabhidngig vom verwendeten Antikoagulans (jeweils ca. 15 % CD42b-positive
Lymphozyten). Im Gegensatz dazu ist der Effekt bei der Monozyten- und der Granulozyten-
Population vermehrt antikoagulanzienabhiingig, wobei hier aus meiner Sicht die Ca?*- Abhiingigkeit
dieser Bindung erkennbar wird. Wie in der Literatur beschrieben [113], konnte auch ich zeigen, dass
EDTA-antikoagulierte Proben aufgrund der Ca?’-Chelation nicht geeignet sind, um eine
Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion zu messen. Versuche mit Hirudin-antikoaguliertem Blut
zeigten, dass es durch die nachtragliche Zugabe von EDTA sogar zu einem Dissoziieren der
Thrombozyten-Leukozyten-Komplexe kommt [ 122], was damit zusammenhéangt, dass die Interaktion
zwischen dem thrombozytiren P-Selectin und dem leukozytiren PSGL-1 streng Ca*"-abhingig ist

[123].

Eine solche P-Selectin-abhidngige Interaktion kann allerdings nur nach erfolgter Thrombozyten-
Aktivierung und daraus folgender granuldrer Expression von P-Selectin stattfinden [124, 125]. Der
Anteil an spontan CD62p-exprimierenden Thrombozyten ist in MgSOs- und Citrat-Blut zwar sehr
gering, bezogen auf die physiologische Leukozytenzahl jedoch ausreichend um Leukozyten, die

Thrombozyten gebunden haben, nachzuweisen.

Hierbei muss auch bedacht werden, inwieweit die hohere Zahl an spontan CD62p-exprimierenden
Thrombozyten in EDTA-antikoaguliertem Blut auch der schlechten Bindung an Leukozyten
geschuldet ist, sodass mehr Thrombozyten im entsprechenden Gate detektiert werden und nicht durch

ihre Adhédsion an Leukozyten verloren gehen. Der Effekt diirfte aber aufgrund der Tatsache, dass unter
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physiologischen Umstidnden die Thrombozytenzahl etwa um den Faktor 15 bis 100 hoher als die
Leukozytenzahl ist nur gering sein. Die Bindung von Thrombozyten an Leukozyten kann iiber
unterschiedliche Rezeptoren vermittelt werden, wie Gawaz in einer Ubersichtsarbeit beschrieben hat
[32]. In der Hauptsache wird der Mechanismus jedoch Ca**-abhiingig iiber P-Selectin und PSGL-1
vermittelt [126, 127].

Die Citrat-Antikoagulation fiihrt allerdings nur zu einem teilweisen Ca*"-Entzug und im Gegensatz
zu EDTA werden andere divalente Kationen wie z.B. Mg?>" nicht komplexiert [126]. Die
Magnesiumsulfat-Antikoagulation fiihrt zu keiner Kationen-Komplexierung, wobei der Ca**-Effekt
auf die durch P-Selectin vermittelte Bindung von Thrombozyten an Leukozyten [128] unterstiitzt
wird. Aus diesen Griinden ist fiir durchflusszytometrische Untersuchungen zur Thrombozyten-
Leukozyten-Interaktion die MgSO4-Antikoagulation als Alternative zum gebrauchlichen Einsatz von

Citrat durchaus denkbar.

Einfluss der Antikoagulation auf Parameter des apparativen Blutbildes

Entsprechend der ICSH-Richtlinie gilt die EDTA-Antikoagulation als Standard fiir die Erstellung von
Blutbildern [56]. Die Verwendung von Citrat-antikoagulierten Proben als Alternative zur EDTA-
Antikoagulation fiir die apparative Erstellung des Blutbilds wurde zwar untersucht und positiv
bewertet [64], konnte sich aber, wahrscheinlich wegen des durch das Antikoagulans auftretenden
Verdiinnungseffekts, nicht durchsetzen. Hinzu kommt, dass inzwischen alle verfiigbaren
Héamatologie-Automaten auf die Messung von EDTA-antikoagulierten Proben kalibriert und validiert

sind.

Die Arbeitsgruppe um Kondo hat die aus EDTA- und MgSOs-antikoagulierten Blutproben erstellten
GroBen Blutbilder miteinander verglichen und war dabei zu dem Ergebnis gekommen, dass diese nur
wenig voneinander abweichen [77]. Die von Schuff-Werner et al. im Zusammenhang mit

Untersuchungen zur Pseudothrombozytopenie gemessenen Blutbilder bestdtigten diese Aussage [78].

Der in der vorliegenden Untersuchung durchgefiihrte Vergleich der Blutbilder von 100, bzw. 99
Patienten zeigt, dass sich sowohl die Citrat-Antikoagulation (nach Korrektur des Verdiinnungs-
Faktors), als auch die Magnesiumsulfat-Antikoagulation als Alternative zur etablierten EDTA-
Antikoagulation fiir die Erstellung von Blutbildern eignen. Obwohl sich die Werte der einzelnen
Blutbildparameter in den unterschiedlich antikoagulierten Blutproben bei Anwendung des Wilcoxon-
Rangsummentests flir verbundene Stichproben zum Teil statistisch signifikant voneinander

unterscheiden, ist eine generelle Vergleichbarkeit bei fast allen Parametern mit Ausnahme der
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Thrombozytenparameter gegeben, was auch durch die Korrelationsanalysen der gemessenen Werte
bestitigt wird. Das wird am Beispiel der Erythrozytenzahl deutlich, die in den MgSOs-
antikoagulierten Proben im Mittel um lediglich 0,02*10"12/1 niedriger ausfdllt als in den EDTA-
antikoagulierten Proben. Diese Differenz ist statistisch nach dem o.g. Test zwar signifikant, fiir die
klinische Bewertung des Laborergebnisses jedoch kaum relevant. Ahnliches gilt fiir das MCV und
daraus folgend fiir das MCHC in den MgSOs-Proben. Die im Vergleich zu den EDTA-Proben
niedrigeren Werte konnen durch das bekannte Phdnomen der zeitabhdngigen MCV-Zunahme in
EDTA-antikoaguliertem Blut bedingt sein [129], denn auch in meiner Untersuchung konnte im
EDTA-Blut eine Zunahme des MCV um 10 % innerhalb von 24 Stunden beobachtet werden.
Andererseits ist ein osmotisch bedingter Volumenverlust der Erythrozyten und Thrombozyten in

MgSOs-Blut nicht auszuschlieen.

Die zeitabhdngige MCV-Zunahme ist ein Phianomen, welches sowohl fiir die K2- [130] als auch fiir
die K3-Formulierung [129] von EDTA beschrieben wird. Der Einfluss von EDTA auf das Volumen
der Erythrozyten wird vor allem osmotischen Effekten und Anderungen des pH-Wertes
zugeschrieben [131], was jedoch erst nach 4 bis 6 Stunden zur messbaren MCV-Zunahme fiihrt [ 132,
133]. Diese Beobachtungen kann ich insofern bestitigen, als dass nach 3-stiindiger Probenlagerung
keine messbare Anderung des Erythrozytenvolumens erkennbar ist. Die Beobachtungen, dass die
Anwendung von K3-EDTA einen stirkeren Einfluss auf das Erythrozytenvolumen haben soll [56,
134] und daher die K2-Formulierung zu préferieren sei, wurden zu einer Zeit gemacht als die K3-
Formulierung nur in fliissiger Form verfligbar war. Da das K3-EDTA mittlerweile als Trockenspray-
Formulierung eingesetzt und auch in dieser Arbeit so verwendet wurde, ist die Empfehlung aus dem
Jahr 1993 [56] aus meiner Sicht nicht mehr relevant. Das MCV in MgSOs-antikoagulierten Proben
nimmt innerhalb von 180 Minuten um 2,18 % ab, binnen 24 Stunden ist jedoch eine MCV-Zunahme
um 2,13 % gegeniiber dem Ausgangswert zu verzeichnen, sie ist damit noch geringer als die in Citrat-
antikoagulierten Proben gemessene Zunahme des MCV (+ 5,55 %). Der Grund dafiir konnte sein,

dass sich im zeitlichen Verlauf ein osmotisches Gleichgewicht einstellt.

Da die Proben bei Klinikpatienten abgenommen wurden und auf kurzem Wege ins Labor gelangten,
ist anzunehmen, dass Messungen in dieses frithe Zeitfenster fallen und die Unterschiede erkldren. Bei
den Zellzahlen ist mit Ausnahme der mittels Impedanz-Messung ermittelten Thrombozytenzahl eine
generelle Vergleichbarkeit der hdmatologischen Parameter der EDTA- und der MgSO4-Proben
gegeben.

Zur Vergleichbarkeit von Thrombozytenzahlen und mittleren Volumina, die zu unterschiedlichen
Zeitpunkten in unterschiedlich antikoagulierten Vollblutproben gemessen wurden, gibt es etliche

Studien [135-139]. Aus diesen Untersuchungen ist bekannt, dass in Citrat-antikoaguliertem Blut ein
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im Vergleich zu EDTA niedrigeres Thrombozytenvolumen gemessen wird, welches auch im
zeitlichen Verlauf deutlich geringer zunimmt [140]. Der niedrigere MPV-Wert ist wohl in erster Linie

osmotischen Effekten zuzuschreiben [65].

Da die MPV-Messung EinflussgroBen wie Art der Antikoagulation [13], praanalytische Zeitspanne
[135] und Messmethode [141] unterliegt, aber dessen ungeachtet in einer wachsenden Zahl von
Studien sogar als prognostischer Biomarker eingesetzt wird [142—149], muss ein standardisiertes
Vorgehen fiir die Vergleichbarkeit von MPV-Messungen dringend gefordert werden. Eine solche
Standardisierung umfasst neben der Verwendung des gleichen in vitro Antikoagulans und der
gleichen Messmethode auch die einheitliche prdanalytische Behandlung der Probe, insbesondere eine
frithe, vom Zeitpunkt nach der Blutentnahme her vergleichbare Messung. In Metaanalysen solcher
MPV-Studien konnten Lance [60] und Beyan [139] zeigen, dass solche standardisierte Bedingungen

in der Regel nicht eingehalten werden.

Mehrere Studien zur zeitlichen Stabilitit der Blutbildparameter in EDTA-antikoagulierten
Blutproben an unterschiedlichen Hamatologie-Analysatoren wurden bisher publiziert [132, 133, 150,
151]. Fiir Citrat-antikoaguliertes Blut liegen dagegen nur wenige und fiir Magnesiumsulfat keine
vergleichbaren Untersuchungen vor. Obwohl die mit Magnesiumsulfat antikoagulierte
ThromboExact-Monovette laut Herstellerinformation nur fiir die Korrektur von Thrombozytenwerten
bei Vorliegen einer Pseudothrombozytopenie empfohlen wird, hdufen sich zunehmend die
Nachfragen von Nutzern, inwieweit das derart antikoagulierte Blut nicht auch fiir die Bestimmung
anderer Blutbildparameter genutzt werden kann. Da zwischen Probenentnahme und Probenmessung
oftmals unterschiedliche Zeitraume liegen und Magnesiumsulfat nur dann als Alternative zur EDTA-
und Citrat-Antikoagulation in Betracht gezogen werden kann, wenn auch nach mehrstiindiger
Probenlagerung noch verldssliche Messergebnisse erzielt werden konnen, habe ich vergleichende
Blutbildanalysen bis zu 3 Stunden nach Probenentnahme durchgefiihrt, um die Zeitspanne zwischen
Blutentnahme und Messung im stationdren Arbeitsablauf abzudecken. Der in einer anderen
Untersuchungsserie durchgefiihrte langfristige Vergleich bis zu 24 Stunden nach Probenentnahme

sollte das Zeitintervall des Probenversands in externe Laboratorien berticksichtigen.

Die Ergebnisse der Zeitverlaufsmessungen zeigen, dass die MgSO4-Antikoagulation nur bedingt fiir
die zeitlich verzogerte Messung von Blutbildparametern geeignet ist. Insbesondere ist eine Abnahme
der Leukozytenzahl um 9,45 % innerhalb von 24 Stunden zu beachten, die im Wesentlichen auf den
Abfall der Neutrophilen und der Monozyten zuriickzufiihren ist. Nach 24 Stunden betrigt der Abfall
14,68 %, bzw. 34,17 % und fallt damit deutlicher als in EDTA- und Citrat-antikoagulierten Proben
aus. Drei Stunden nach Probenentnahme hat die Gesamtleukozytenzahl dagegen nur um 1,30 %

abgenommen. Die Verwendung von MgSOys als Antikoagulans kann daher fiir mindestens 3 Stunden
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nach Probengewinnung fiir die Erstellung von Blutbildern akzeptiert werden. Eine Zunahme der
Neutrophilen- und ein Abfall der Monozytenzahl im Verlauf von 24 Stunden, wie sie auch fiir EDTA-
antikoagulierte Proben beschrieben wurde [151], kann durch meine eigenen Untersuchungen bestétigt
werden. In EDTA-Proben nehmen die Leukozyten um 4,13 % zu, wobei die Neutrophilenzahl um
7,49 % zunimmt, die Monozytenzahl aber um 13,48 % abnimmt. Die prozentuale Abnahme der
Monozytenzahl binnen 24 Stunden deckt sich mit den Ergebnissen von Imeri und Kollegen [132] und
de Baca und Kollegen [151], die fiir ihre Untersuchung die gleiche Geritetechnologie verwendet
haben. Allerdings féllt die Zunahme der Neutrophilenzahl in den Untersuchungen beider Gruppen
geringer aus. Ein Grund fiir die zeitabhdngige Zunahme der Neutrophilen-Zahl konnte die falsche
Zuordnung von morphologisch verdnderten, bzw. degenerierten Monozyten sein [151]. Da die
zeitabhéngige Zunahme der Neutrophilen- und die Abnahme der Monozyten-Zahl in EDTA-
antikoaguliertem Blut bereits in einer fritheren Untersuchung am Gen. S von Beckman Coulter
beobachtet wurde [152], gehe ich davon aus, dass es sich nicht um ein gerétespezifisches Phdanomen
des XE 5000 handelt. Von Joshi und Kollegen, die ebenfalls den XE 5000 fiir ihre Untersuchung
genutzt hatten, wird ebenfalls eine zeitabhéngige Zunahme der Neutrophilenzahl und eine Abnahme
der Monozytenzahl beobachtet, die sich in einer Beobachtungszeit von iiber 72 Stunden nach
Probenentnahme fortsetzt [153]. De Baca et al berichten solche Verldufe sogar bis zu 4 Tage nach
Probenentnahme [151]. Der von mir gemessene moderate Riickgang der Lymphozytenzahl innerhalb
von 24 Stunden wird durch die Untersuchungen von Imeri et al, de Baca et al und Joshi et al bestitigt
[132, 151, 153]. Auch hier muss diskutiert werden, dass zeitlich bedingte morphologische

Veranderungen der Lymphozyten zu einer fehlerhaften Zuordnung der Zellen fiihren.

Meine vergleichenden Untersuchungen zu morphologischen Verdnderungen der neutrophilen
Granulozyten in Abhédngigkeit vom Antikoagulans und der Lagerungszeit bestédtigen die Ergebnisse
einer 2014 veroffentlichten internationalen Studie [154]. Die in Kollaboration mit der ,,European
Organization for External Quality Assurance Providers in Laboratory Medicine (EQALM) an EDTA-
antikoaguliertem Blut durchgefiihrten Untersuchungen ergaben, dass bereits 30 Minuten nach

Blutentnahme ausgestrichene Zellen erste Verdnderungen aufweisen.

Diese Beobachtung kann ich sowohl an den EDTA-antikoagulierten Proben als auch an Ausstrichen
aus den mit Magnesiumsulfat, bzw. Citrat antikoagulierten Blutproben bestétigen, obwohl Letztere
von der Tendenz her die etwas besseren Ergebnisse hinsichtlich der morphologischen Integritit
aufwiesen. Allerdings erlaubt keines der hier untersuchten Antikoagulanzien eine morphologisch
unkritische Differenzierung. Ich schlieBe mich daher der Empfehlung an, dass die Untersuchung von
Blutausstrichen, unabhdngig von der Antikoagulation, allenfalls bis zu 4 Stunden nach der

Probenentnahme durchgefiihrt werden soll. Dieses Zeitfenster ermoglicht allerdings bei PTCP-
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Patienten, denen zur korrekten Bestimmung der Thrombozytenzahl eine MgSOs-Monovette
abgenommen wurde, eine Bestimmung des kompletten mikroskopischen Differentialblutbildes ohne

dass eine zusitzliche EDTA-Monovette abgenommen werden muss.

6. Zusammenfassung

Magnesiumsulfat wurde schon vor gut 100 Jahren als Antikoagulans fiir die Bestimmung der
Thrombozytenzahl eingesetzt, wurde aber mit der Entwicklung automatischer Analysegerite in der

Himatologie durch EDTA verdréngt.

Seit kurzem hat sich die Verwendung von Magnesiumsulfat zur Bestimmung der Thrombozytenzahl
bei EDTA-induzierter Pseudothrombozytopenie bewihrt, daher stellte sich die Frage, ob sich aus den
MgSOg4-antikoagulierten Proben nicht auch gleich andere Kenngréfen des Blutbildes bestimmen
lassen. Die hier vorgelegten Ergebnisse meiner Untersuchungen zeigen, dass die in MgSOs-
antikoagulierten Proben gemessenen Parameter des Kleinen und Grof3en Blutbildes bis zu 4 Stunden
nach Probenentnahme mit den entsprechenden Werten der EDTA-antikoagulierten Proben
iibereinstimmen, obwohl die mittlere Thrombozytenzahl etwa 10% niedriger und das mittlere

Thrombozytenvolumen etwa 1fl geringer bei Messung mit der Impedanzmethode ausfillt.

Bei Anwendung der fluoreszenz-optischen Methode lassen sich allerdings vergleichbare
Thrombozytenzahlen messen, woraus geschlossen werden kann, dass es zu keinem substanziellen
Verlust an Thrombozyten durch die Magnesiumsulfat-Antikoagulation kommt. Als Erklarung hierfiir
bietet sich an, dass ein Teil der Thrombozyten aufgrund ihres niedrigeren Plattchenvolumens bei
MgSO4-Antikoagulation mit dem Impedanzverfahren des himatologischen Analysegerites XE 5000
nicht korrekt erfasst wird. In Citrat-antikoagulierten Proben ist die mittlere Thrombozytenzahl
ebenfalls signifikant niedriger als in den entsprechenden EDTA-Proben, allerdings unabhingig von
der verwendeten Messmethode. Das deutet darauf hin, dass es zu einem substanziellen ,,Verlust™ an
Thrombozyten in Citrat-antikoaguliertem Blut kommt, was moglicherweise durch die Bildung kleiner
Plattchenaggregate (Clumps) in vitro bedingt ist, was wiederum mit der Freisetzung von Kalzium aus

der reversiblen Bindung mit Citrat zusammenhdngen kann.

Wihrend es in EDTA-antikoagulierten Proben zu einer zeitabhingigen Volumenzunahme von
Thrombozyten kommt, tritt in MgSQO4-antikoagulierten Proben innerhalb von 24 Stunden nur eine
geringe Anderung der Thrombozytenzahl und des MPV auf, besonders dann, wenn die Messung an
Geriten erfolgt, die die Impedanz-Methode verwenden. Bei Messung mittels Streulichtmethode ist,

sowohl in EDTA- als auch in MgSOs-antikoagulierten Proben, eine deutliche Zunahme des mittleren
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Thrombozytenvolumens zu erkennen. Daher sollte fiir die Standardisierung der MPV-Messung, z.B.
im Rahmen von epidemiologischen Studien zur prognostischen Bedeutung erhohter MPV-Werte, die
Impedanz-Methode der streulicht-optischen Methode vorgezogen und Magnesiumsulfat als in vitro

Antikoagulans der Wahl verwendet werden.

Im Gegensatz zur EDTA-Antikoagulation zeigen Thrombozyten in Citrat- und MgSOs-
antikoagulierten Proben keine zeitabhéngige Zunahme der Spontanaktivierung, obwohl die
Stimulation durch Agonisten zu einer vergleichbaren Aktivierung flihrt. Beim Vergleich der mit der
Impedanzaggregometrie gemessenen Thrombozytenfunktion und durch Agonisten induzierten
Thrombozytenaktivierung hat sich die Citrat-Antikoagulation vorteilhaft gegeniiber der MgSO4-
Antikoagulation gezeigt. Die MgSOs4-Antikoagulation ist zwar auch fiir die Messung der
Thrombozytenaktivierung geeignet, allerdings haben sich die Hirudin- und Citrat-Antikoagulation

als vorteilhafter flir die Messung der Thrombozytenfunktion erwiesen.

Fiir durchflusszytometrische Untersuchungen der Thrombozyten-Leukozyten-Interaktion ist die
MgSO4-Antikoagulation der EDTA-Antikoagulation iiberlegen und stellt daher eine Alternative zur
Citrat-Antikoagulation dar.

Sowohl die apparative als auch die mikroskopische Untersuchung des Einflusses der verschiedenen
Antikoagulanzien und der Zeit auf die morphologische Integritit der Zellen am Beispiel der
Neutrophilen zeigen, dass mit zunehmender Probenlagerungszeit unabhéngig vom Antikoagulans mit
Zellverlusten und -schddigungen zu rechnen ist. Daher gilt auch fiir MgSO4 als alternatives
Antikoagulans, dass fiir die Bestimmung von Blutbildparametern ein Zeitintervall von 4 Stunden

nach Blutentnahme nicht iberschritten werden sollte.
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7. Thesen

1. Magnesiumsulfat eignet sich als in vitro Antikoagulans zur Messung hdmatologischer Kenngrof3en.

2. Die Bestimmung der Thrombozytenzahl ist abhdngig von der verwendeten Messmethode und der

Antikoagulation.

3. Das mittlere Thrombozytenvolumen (MPV) ist abhingig vom verwendeten Antikoagulans und von

dem Zeitpunkt der Bestimmung nach Abnahme der zu messenden Probe.

4. Die zeitabhdngige Zunahme des MPV ist in EDTA-antikoaguliertem Blut groBer als in Blut, das

mit Citrat oder Magnesiumsulfat antikoaguliert wurde.

5. In MgSO4- und Citrat-antikoaguliertem Blut ist, im Gegensatz zu EDTA-antikoaguliertem Blut,
keine spontane Thrombozytenaktivierung nachweisbar. Die ADP- und Arachidonsédure-induzierte

Aktivierbarkeit der Thrombozyten bleibt aber unabhiangig vom Antikoagulans erhalten.

6. Im Gegensatz zu EDTA kommt es bei der Antikoagulation mit Magnesiumsulfat nicht zur
Kationen-Komplexierung, wodurch die P-Selectin vermittelte Bindung von Thrombozyten an

Leukozyten begiinstigt wird.

7. Die Bestimmung der Blutbildparameter ist bis zu 4 Stunden nach Blutentnahme aus der MgSOq-
antikoagulierten Monovette moglich, wenn man beriicksichtigt, dass bis zu 10 % niedrigere
Thrombozytenzahlen gemessen werden und das mittlere Thrombozytenvolumen um ca. 1 fl niedriger

bestimmt wird.

8. Die Erstellung eines Blutbildes ist auch mit Citrat-antikoaguliertem Vollblut moglich, wenn man
den Verdiinnungsfaktor durch das Antikoagulans und die, wie bei Magnesiumsulfat, etwas

erniedrigten Thrombozytenwerte beriicksichtigt.

9. Mit der fluoreszenz-optischen Thrombozytenzéhlung unterscheiden sich die Thrombozytenzahlen

der MgSO4-antikoagulierten Vollblutproben nicht von den in EDTA gemessenen Pléttchenzahlen.

10. Wenn iiber 24 Stunden bei Raumtemperatur gelagerte, unterschiedlich antikoagulierte
Vollblutproben ausgestrichen, gefarbt und mikroskopisch differenziert werden, so zeigen alle
Ausstriche abgestufte Schadigungen der Leukozyten, die am deutlichsten bei EDTA-Antikoagulation

und tendenziell geringer bei den anderen Antikoagulanzien ausfallen.
11. Ausstreichbarkeit und Farbung der verschieden antikoagulierten Proben sind identisch.

12. Die zeitabhédngigen, abgestuften Schiadigungen der neutrophilen Granulozyten umfassen teilweise

Degranulierung, Vakuolisierung und Kernverédnderungen.
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