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Patentanspriiche:

1. Reagans zur gleichzeitigen Bestimmung der Thrombozyten- und Leukozytenzahl auf lichtmikroskopischem Wege,
gekennzeichnet dadurch, daB es 0,1-5 Gew.-Teile Aceton, 0,05-2,0 Gew.-Teile Formaldehyd und/oder Glutaraidehyd, 0,001-
0,1Gew.-Teile eines Thiazinfarbstoffes, vorzugsweise Toluidinblau, 0,1-2,0 Gew.-Teile eines Mineraisalzes, vorzugsweise
Natriumchlorid, und ad 100 Gew.-Teile Wasser enthalt.

2. Verfahren zur Herstellung eines zur gleichzeitigen Bestimmung der Thrombozyten- und Leukozytenzah! auf normalem
lichtmikroskopischem Wege geeigneten Reagens, gekennzeichnet dadurch, da3 man 0,1-5 Gew.-Teile Aceton,
0,05-2,0 Gew.-Teile Formaldehyd oder Glutaraldehyd, 0,001-0,1 Gew.-Teile eines Thiazinfarbenstoffes, vorzugsweise
Toluidinblau, 0,1-2,0 Gew.-Teile eines Mineralsalzes mit einer ad 100 Gew.- Teilen notwendigen Menge von Wasser
vermischt.

3. Verfahren nach Anspruch 2, gekennzeichnet dadurch, daR man 200m| einer 0,9%igen Natriumschloridlésung, 25ml Aceton,
5ml eines 35%igen Formaldehyds, 770 ml ionenausgetauschtes destilliertes Wasser und 100 mg Toluidinblaufarbstoff
miteinander vermischt. '

Hierzu 4 Seiten Zeichnungen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Reagens 2ur Bestimmung der Thrombozyten- und Leukozytenzahl auf normatem lichtmikoskopischem
Wege und ein Verfahren zur Herstellung desselben.

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Es ist bekannt, daR die Bestimmung der Thrombozyten- und Leukozytenzahl ein in klinischen Laboren haufig durchzufihrender

Vorgang ist. Die Thrombozytenzéhlung kann nach verschiedenen Methoden erfoigen:

1} Elektronische Partikelzahlung mit speziell zur Thrombozytenzéihlung entwickelten Automaten. Obwohl diese Methode

schnell und einfach ist, mUssen sehr kostspielige Instrumente beschafft werden. Diese Methode ist als Ersatz der

mikroskopischen Bestimmung nichtimmer geeignet. Die Reproduzierbarkeit dieses Verfahrens ist auch schlechter als die der

mikroskopischen Zahlung.

Thrombozytenzéhiung mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskopes unter Anwendung einer kokain- oder novokainhaltigen

Losung oder einer anderen Thrombozytenzéhlerlésung. Fiir die Durchfiihrung dieses Verfahrens ist ein kostspieliges

Phasenkontrastmikroskop erforderlich. Ein weiterer wesentlicher Nachteil besteht darin, daR diese Methode fiir das die

Versuche durchfiihrende Personal ermiidend und anstrengend ist, insbesondere bei einer hohen Versuchszahl, wo es vor

allem zu einer Schadigung der Augen kommen kann.

Bestimmung der Thrombozytenzaht mit einer Farbungsmethode. Dieses Verfahren ist das einfachste und kann mit Hilfe eines

normalen Mikroskops durchgeflihrt werden. Nach den gegenwirtig verwendeten Methoden wird als Farbstoff Kristallviolett

(Genzianviolett chemische Bezeichnung: Hexamethyl—p—-rosanilin—hydrochlorid) eingesetzt. Gegen(iber dieser Methode

wird der berechtigte Einwand erhoben, daR sie im Vergleich zur Phasenkontrastbestimmung ungenau ist, weil nicht alle

Thrombozyten einwandfrei und damit gut erkennbar gefarbt werden.

In der haematoliogischen Diagnostik stelit die Leukozytenzéhlung die am haufigsten angewendete Methode dar. Die im

ungarischen Pharmakopia (Ph.Hg.VL.) beschriebene Tiirkidsung ist zu dieser Zweck im allgemeinen geeignet und hat sich gut

bewdhrt, ist jedoch zur Bestimmung der Thrombozytenzahl nicht geeignet. Dies ist ein erheblicher Nachteil, weil eine

gemeinsame Durchf(hrung der beiden Untersuchungen sehr oft notwendig wire. Zur Bestimmung der Thrombozyten- und

Leukozytenzahl aus vollem Blut mit Hilfe eines normalen Lichtmikroskops ist eine Farbstoffldsung erforderlich, die

a) die vollstandige Haemolyse der Erythrozyten ohne Reduktion der Thrombozyten- und Leukozytenzahi hervorruft,

b} sowohl die Thrombozyten als auch die Leukozyten fixiert und

c) einen solchen Farbstoff enthilt, der an den obengenannten Formkérpern mit einer grof3en Affinitdt gebunden ist und auf .
diesem Wege dieselben in normalem Licht fixiert.

Eine Lésung, welche den obigen ersten beiden Forderungen entspricht, ist bekannt [Scand. J.Clin. Invest. 33, 121 (1974)), die

Thrombozytenzéhlung kann jedoch nur unter Anwendung eines Phasenkontrastmikroskops durchgefiihrt werden.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung einer Farbstoffldsung, mit der die Bestimmung der Thrombozyten- und Leukozytenzahl
aus vollem Blut, unter Anwendung eines normalen Lichtmikroskops, unter Behebung der obigen Nachteile der bekannten
Reagenzien durchgefiihrt werden kann.
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Darlegung des Wesens der Erfindung

Die Erfindung beruht auf der berraschenden Erkenntnis, daR durch Kombinierung einer haemolysierenden und fixierenden
Lésung mit cinem basischen Farbstoff gruBer Affinitat eine zur gemeinsamen Bestimmung der ThrorEzyten- und
Leukozytenzah! unter Anwendungeines normalen Lichtmikroskopes geeignete Reagenslésung erhalten wird. Die obigen beiden
Bedingungen kdnnen in jenem Falle erfillt werden, wenn die haemolysierende und fixierende Lésung mit dem Farbstoff nicht
inkompatibel ist, d. h. keinen Niederschlag bildet.

Die Bildung von mikroskopischen Niederschidgen muf8-namlich vermieden werden, da scleha Niederschlige einen
Thrombozytencharakter aufweisen und damit das Ergebnis der Bestimmung verfilschen kénnen.

Die bisher verv-endeten Farbstofflésungen vom Kresyiviolett-Typ entsprechen nur teilweise den obigen Forderungen; die
Kresylviolettfarbstoffkomponenten der Zahlerlésung besitzen namlich einen schwach basischen Charakter; deshalb werden die
Thrombozyten nur bla gefarbt, und die Leukozyten werden nicht eindeutig erkennbar. '

ErfindungsgemaR wurde gefunden, daR die sog. Thiazinfarbstoffe fiir diesen Zweck ausgezeichnet geeignet sind. Die Farbstoffe
vom Thiazinty,. sind durch die Gegenwart von zwei Chromophorgruppen gekennzeichnet. Verbindungen vom Thiazintyp
wurden in der drztlichen Praxis bereits auf verschiedenen Gebieten verwendet (z. B. Farbung von Bakterien, in der Histochemie),
die Fach- und Patentliteratur enthalt jedoch keinerlei Hinweis auf die erfindungsgemaRe Erkenntnis. Die wichtigsten Vertreter
dieser Verbindungsgruppe sind das Toluidinblau (Formel 1), das Thionin (Formel Il) und das Methylenblau (Formel Il1).
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Gegenstand der Erfindung ist daher ein Reagens zur gleichzeitigen Bestimmung der Thrombozyten- und Leukozytenzahl auf
normalem lichtmikroskopischem Weg, das dadurch gekennzeichnet ist, daB es 0,1-5 Gew.-Teile Formaldehyd und/oder
Glutaraldehyd, 0,001-0,1 Gew.-Teile eines Thiazinfarbstoffes, vorzugsweise Toluidinbiau, 0,1-2,0 Gew.-Teile eines
Mineralsalzes, vorzugsweise Natriumchlorid und ad 100 Gew.-Teile Wasser enthéit.

Nach einer vorteilhaften Ausfiihrungsform der Erfindung enthait das Reagens 0,1-5,0 Gew.-Teile Aceton, 0,052, OGew -Teile
Aceton, 0,05-2,0 Gew.-Teile Formaldehyd, 0,001-0,1 Gew.-Teile Toluidinblau, 0,1-2 Gew.-Teile Natriumchlorid und ad 100 Gew. -
Teile Wasser.

Der besondere Vorteil der erfindungsgeman verwendeten Farbstoffe bestent darin, daR diese auch gegeniber den sauren
Makromolekiilen der Thrombozyten und Leukozyten eine sehr groRRe Affinit4t aufweisen und dementsprechend eine sehr
intensive und markante Visualitét zur Folge haben.

Der wichtigste Vorteil der erfmdungsgemaBen Reagenzien besteht darin, daf sie die Empfindlichkeit der bekannten Reagenzien™
wesentlich (ibertreffen. Diese Tatsache kann durch die folgenden Versuche nachgewiesen werden:

Die aus Proben mit einer unbekannten Thrombozyten- und Leukozytenzahl gewonnenen Ergebnisse werden im Laufe von
zwanzig nacheinanderlaufenden Thrombozyten- und Leukozytenzahlbestimmungen erhalten. Die Genauigkeit der
Zellenzihlungsmethode ist dann befriedigend, wenn die zulissige Abweichung unter 10% liegt. Bei einer Thrombozytenzahl von
218,9G/list SD = +5,0 und unter Anwendung dieser Werte betrigt der Variationskoeffizient (als zuldssige Abweichung in %
ausgedriickt) 2,28 (Fig. 1). Es soll noch erwihnt werden, dal der G/I-Wert die im SI-System angegebene Thrombozyten- und
Leukozytenzahl bedeutet [G/l = Giga[Zellenzahi} 1 = Zellenzahi x 10° (Fig.1).

Der optimale Fehier der Leukozytenzihlung betrégt bei einem Durchschnitt von 5,08 G/I, SD £0,042, was einem
Variationskoeffizienten von 0,8 % entspricht (Fig.3).



Zum Vergleich wird die erfindungsgeméRe Reagensidsung auf dem Gebiet der Thrombozytenzéhlung mit dem unter dem
Handelsnamen THROMBOFIX* in den Verkehr gebrachten Thrombozytenzahlerpraparat und auf dem Gebiet der
Leukozytenzéhlung mit einer Tiirklésung verglichen. Die Vergleichsversuche werden mit dem Blut von 41 Patienten
(Thrombozyten- und Leukozytenzahlbestimmung) durchgefhrt.

Die Ergebnisse sind im kartesischen Koordinatensystem angegeben (Fig. 2 und 4). Die Korrelation zwischen den beiden
Methoden und die Parameter (a, b) der bei Korrelationen beschreibenden Funktion y = ax + b werden mit Hilfe eines Rechners
vom Typ HP 90 der Fa. Hewlett-Packard/USA bestimmt.

Bei der Thrombozytenzéhlung betrégt die Korrelation r von 0,927; der lineare funktionelle Zusammenhang zwischen den beiden
Methoden kann durch die Gleichung y = 1,05 x — 0,94 beschrieben werden. Hierin sind y das mit der erfindungsgemafen
Thrombozytenzéhleriésung erhaltene Ergebnis und x das mit THROMBOFIX*® erhaltene Ergebnis (Fig. 2).

Eswurde festgestellt, da die beim Arbeiten mit der erfindungsgeméRen Reagensiésung erhaltene Throm bozytenzahl um etwa
5% hoher ist als die bei der selben Probe unter Anwendung von THROMBOFIX*® erhaltene.

Unter BerUcksichtigung des Charakters der Bestimmung kann ein zu hohes Ergebnis nicht vorliegen. Der erhaltene Unterschied
istalso dem Umstand zuzuschreiben, daf die Farbstoffkomponente der erfindungsgemaRen Reagensldsung zu den sauren
Gruppen der Makromolekiilen der Thrombozyten eine wesentlich groRere Affinitat zeigt, wodurch das Bild stirkere Kontraste
aufweist und besser wahrgenommen werden kann. Beim Arbeiten mit der erfindungsgemaRen Reagensiésung kann also die mit
den bekannten Farbstofflésungen erhaltene systematische ,Untermessung” vermieden werden.

Es sei noch erwéhnt, dal das THROMBOFIX® auch unter Anwendung eines Phasenkontrastmikroskops eine dhnliche
~Untermessung” zeigte.

Bei der Leukozytenzéhlung zeigt die erfindungsgemaRe Methode mit der Tiirkldsung eine Korrelation r von 0,959; der
Zusammenhang kann durch die lineare Funktiony = 0,97 x + 0,23 beschrieben werden. Dies weist darauf hin, daR zwischen den
beiden Verfahren kein signifikanter Unterschied vorhanden ist.

Weitere Einzelheiten der Herstellung und Anwendung der erfindungsgeméaRen Reagensldsung sind den nachstehenden
Beispielen zu entnehmen, ohne den Schutzumfang auf diese Beispiele zu beschrinken.

Ausfiihrungsbeispiele
Beispiel 1
Zahlerlosung

200m einer 0,9%igen Lésung von Natriumchlorid in destilliertem Wasser werden mit 5ml 35%igen Formaldehyd und 770 ml
ionenausgetauschtem destilliertem Wasser vermischt. Nach starkem Umriihren werden in der Lésung 100mg :
Toluidinblaufarbstoff geldst. Die erhaltene Losung wird durch ein G—4 Glasfilter filtriert. Nach Zugabe von 25 ml Aceton muR die
Lésung klar und partikelfrei sein.

., Beispiel 2
Bestimmung der Thrombozyten- und Leukozytenzahl in mit einem Antigerinnungsmittel behandelter venésem Blut

Das Blut wird zweckmaBig mit Aethylendiamintetraessigséure als Antigerinnungsmittel behandeit, weil in Gegenwart von
Aethylendiamintetraessigsaure jegliche, auch die geringste Ausscheidung von Thrombozyten vermieden wird. Nach der
Abnahme des Blutes mit Athylendiamintetraessigsiure wird die Ath-ylendiamintetraessigséurekonzentration durch vorherige
Eintrocknung einer wélkrigen Dinatriumathylendiamintetraessigséure-Stammidsung in einem Kunstoffréhrchen auf 2mg/mi
eingestelit. Die Blutgerinnung kann auch unter Anwendung einer mit destilliertem Wasser'gebildeten 3,3%igen
Trinatriumcitratlésung verhindert werden; bei der Abnahme des Blutes mit einer Kunststoffkaniile betragt das Verhaltnis von
Blut zu Citrat 9:1.

Durchfithrung des Verfahrens

Zu 25l gerinnungsverhinderten vendsen Blut werden in einem Kunststoffprobierréhrchen 475 ul der Zahleridsung gegeben,

und die Mischung wird ohne umriihren bei Raumtemperatur 15 Minuten lang stehengelassen. Die Zéhlung der Thrombozyten

und Leukozyten muB innerhalb von 6 Stunden durchgefiihrt werden. Vor der Zahlung wird die Lésung umgerihrt, tropfenweise
in eine Burker-Kammer gegeben und in der feuchten Kammer 10 Minuten lang sedimentieren gelassen.

a) Thl:c;mbozy-teﬁzéhlhng N

Die Summe der in den 10 Rechtecken der Biirker-Kammer gezéhiten Thrombozytenzah! wird mit 2 (Gerinnung mit
Athylendiamintetraessigsdure verhindert) bzw. 2,2 (Gerinnung mit Citrat verhindert) multipliziert. Die Thrombozytenzahl wird in
G/l erhalten.

b) Leukozytenzihlung

Die Zahl der in vier durch drei Linien begrenzten Quadraten gefundenen Leukozyten wird durch 18 dividiert (oder mi: 0,055
multipliziert) im Falle -;er Gerirlnungsverhinderung mit Citrat bzw. durch 20 dividiert {oder mit 0,95 muitipliziert). frils die
Gerinnungsverhinderung mit Athylendiamintetraessigsaure erfolgte. Die Leukozytenzahl wird in G/l erhalten.

Beispiel 3 :

Bestimmung der Thrombozyten- und Leukozytenzahl aus kapiilarem Blut .

Eine desinfizierte Fingerspitze oder Ferse wird angestochen, der erste Blutstropfen wird abgestfictien, worauthin 25 ui Blut in
eine Pipette mit einer Kunststoffspritze (z. B. Finnpipette, Gilson- oder Eppendorf-Pipette usw.) eingesaugt. Diese Blutmenge
wird in ein Kunststoffroh: chen, weiches 25 ul einer 2mg/mi 'f\thylendiamintetraessigséurelésung‘enfhélt, eingewogen und mit
dem Antigerinnungsmittel gut vermischt. Nach Zugabe von 450 ul Zahierlésung und griindlichem Schiitteln wird die Lésung bei
Raumtemperatur mindestens 15 Minuten lang stehengelassen, nach erneutem Umriihren tropfenweise in eine Blirker-Kammer
gegeben und in der feuchten Kammer 10 Minuten lang sedimentieren gelassen. Die Thrombozytenzahl und die Leukozytenzahl
wird in &hnlicher Weise wie bei dem mit einem Antigerinnungsmittel behandelten Blut bestimmt; bei der Thrombozytenzihlung
betrégt der Multiplikationsfaktor 2; bei der Leukozytenzahlung muf durch 20 divididiert werden.

Beispiel 4

Man verféhrt wie im Beispiel 1, mit dem Unterschied, daR man anstelle von Formaldehyd 80g eines 25%igen Glutaraldehyds
varwandot
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