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Kugelzellandmie: Hintergrundinformation und
Beispiel aus dem Sysmex XE-5000 Case Manager

Teil 1: Aligemeine Informationen zur hereditdren Spharozytose

Die hereditdre Spharozytose (HS) ist in Nord- und Mitteleuropa die hdufigste Form der angeborenen
hamolytischen Andmien (in Deutschland 1: 2.500). Die Hdmolyseparameter sind positiv, eine familidre
Haufung ist erkennbar, und die klinische Manifestation ist meist schon im friihkindlichen Alter deutlich.
Die Einteilung erfolgt in 4 klinische Schweregrade (Tab. 1): leichte HS, mittelschwere HS, schwere HS

und sehr schwere HS. Ca. 60 % der Spharozytosen bilden eine mittelschwere Form aus.

Die normale Erythrozytenmembran besteht aus einer Phospholipid-Doppelschicht mit hydrophilen
Phosphatresten auf der duReren und inneren Oberflache, zusammen mit nicht polaren Fettsaureseiten-
ketten im Zentrum sowie einem variablen Cholesterinanteil. Proteine sind sowohl als transmembranare
integrale Bestandteile, z. B. Bande 3 und Glycophorine A oder B, oder als periphere Molekiile wie Spec-
trin, Actin sowie Banden 2.1, 4.1 und 4.2, eingebaut. Die Bandennummer bezieht sich auf die Coomassie-
Blau-Banden in der SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese. An die Phospholipide und Proteine auf der
auBeren Oberflache sind Kohlenhydratgruppen gekoppelt, welche die Blutgruppen determinieren und

als Virusrezeptoren fungieren kénnen.

Bei der hereditdren Spharozytose kommt es zu verschiedenen Ver-

> ‘_ . g . anderungen (Gen-Defekte) der Proteine in der Erythrozytenmem-
- @ () C‘.ﬁ bran. Diese flihren zu einer verminderten Verformbarkeit und einer
O g erhohten Membranpermeabilitat mit vermehrtem Natriumeinfluss;
£ ? \%10 > Glykolyse und ATP-Umsatz sind gesteigert. Die daraus hervorge-
- Pg Ok' z henden kugeligen Zellen haben ein normales Zellvolumen, aber auf-
L dm W ; grund der Form eine verkiirzte Lebensdauer. Der vorzeitige Erythro-
Abb. 1 Mikrosphdrozyten im Blutausstrich zytenabbau erfolgt in der Milz.

Klinik und Labor

Ein starkes Krankheitsgefiihl besteht oft nicht; ein Subikterus ohne klinische Symptome, Spleno-
megalie, evtl. Gallensteine, je nach Schweregrad eine Anamie, sowie hamolytische Krisen im Verlauf
von Virusinfektionen sind moglich. Die Hamolyseparameter Bilirubin (erhéht), LDH (erhéht) und

Haptoglobin (erniedrigt) sind positiv, zusammen mit einer deutlichen Retikulozytose.
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Der Retikulozyten-Produktions-Index (RPI) zeigt eine addquat gesteigerte Erythropoese (RPI > 2). Der
direkte Coombstest ist negativ. Die osmotische Fragilitdt der Erythrozyten ist erhdht. Im Ausstrich
sind je nach Schweregrad vereinzelt bis vermehrt Mikrospharozyten zu finden (Abb. 1). Das Blutbild

zeigt haufig einen MCHC-Wert von > 35 g/dL und eine erhéhte Erythrozyten-Verteilungsbreite (RDW).

Leichte HS Mittelschwere HS Schwere HS [b] Sehr schwere HS [c]
Anteil an Patienten (%) 25-133 60-70 =10 3-4
Hamoglobin (g/L) 110 -150 80-110 60 - 80 <60
Retikulozyten () 15-6 >6 > 10 (meist>15)[d] |>10
Bilirubin (mg/dL) 1-2 >2 >2-3 >3
Osmotische Fragilitat
Frisches Blut Normal oder Deutlich erhoht Deutlich erhht Deutlich erhoht
gering erhoht
Inkubiertes Blut Deutlich erhht Deutlich erhht Deutlich erhéht Deutlich erhéht
Sphérozyten Oft nur vereinzelt Deutlich vermehrt Deutlich vermehrt Mikrosphé&rozyten
u.a. im Blutausstrich und Poikilozyten

Tab. 1 Klinische Schweregrade der hereditdren Sphdrozytose [a]

AWMF-Leitlinien-Register Nr. 025/018 [3]

[a] Modifiziert nach Eber et al., 1990 [1] und Eber und Lux, 2004 [2]

[b] Patienten bendétigen in den ersten beiden Jahren gehdufte, z. T. regelmdRige Transfusionen.

[c] Patienten miissen regelmalRig transfundiert werden, um einen Hamoglobinwert tber 60 g/L
zu halten.

[d] Die Retikulozyten sind infolge der verzogert einsetzenden Erythropoese z.T. nur maRig erhoht.

Wichtige Untersuchungsparameter bei einer HS sind:
MilzgroRe

Blutbild

Erythrozytenmorphologie

Retikulozytenzahl und RPI

Bilirubin (gesamt, direkt)

LDH (Lactat-Dehydrogenase)

Haptoglobin

Coombstest

Osmotische Fragilitat der Erythrozyten im frischen und 24h inkubierten EDTA-Blut

Durchflusszytometrische Messung der Eosin-Maleimid-Bindung von Erythrozyten (EMA-Test)
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Klassische hiamatologische Parameter

Bei der Befunderstellung von Blutbildern mit hereditarer Spharozytose sollten die folgenden Sachver-

halte bedacht werden:

1. Sphéarozyten haben in vivo ein normales Zellvolumen.

2. In den Messkandlen des Himatologiesystems reagieren die Zellen mit den Reagenzien.

3. Sphéarozyten haben einen Erythrozytenmembrandefekt und hierdurch eine veranderte Perme-
abilitat und damit einen besonderen Einfluss auf die Messung (MCV, Hamatokrit, MCHC und
Retikulozyten).

Erythrozyten
Die in vivo aufgekugelten Erythrozyten (Spharozyten) verhalten sich wéhrend der Messung der Erythro-
zytenzahl wie Mikrozyten, d.h. je nach Schweregrad der HS wird das MCV als mikrozytar und nicht als

normozytdr ermittelt. Der Himoglobingehalt der einzelnen Zelle ist jedoch normal.

Hamatokrit
Der Hamatokrit ist die Summe aus der Messung der Einzelimpulse der Erythrozyten und ist abhdngig
vom Erythrozytenvolumen. Aufgrund der verdnderten Erythrozytenpermeabilitdt wird der Hdmatokrit

zu niedrig gemessen.

MCHC

Der MCHC-Wert ist der Quotient aus Hamoglobin und Hamatokrit. Er hat normalerweise eine sehr
geringe biologische Streuung und kann als konstant betrachtet werden (siehe Abb. 2: Biologische
Streuung der Parameter des kleinen Blutbildes). In der Literatur zur Spharozytose wird als charakteri-
stischer Blutbild-Befundparameter meist eine erhéhte MCHC genannt (> 36 g/dL). Ursache hierfur ist

der zu niedrig gemessene Hamatokrit.

| Abweichung zum Medianwert in %
HGB [g/dL] x 100
i MCHC [g/dL] =
n =411, Konfidenzhereich 235 % DS 37.5 % HCT [%]
aue: R Haecked, Ratonalizienmg des med
Laboratonums. 2. Auflage GIT Vedag, Dammsiadf

Referenzbereich MCHC: 32 - 35 g/dL

Abb. 2 Biologische Streuung der Parameter des kleinen Blutbilds
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RDW-SD ROW-SD

Je nach Schweregrad ist die Erythrozytenverteilungsbreite RDW-SD '

ein zusatzlicher Marker. Die RDW-SD ist ein MaR fiir die Anisozy- lllﬂ'\

tose. Bei hereditdren Sphadrozytosen bewirkt die Anzahl der Reti- ,ff \

kulozyten und der Kugelzellen eine erweiterte Erythrozytenvertei- __4/4\ -
lungsbreite und somit einen erh6hten RDW-SD-Wert. ’ S

Abb. 3 Erythrozytenverteilungsbreite (red cell

distribution width, standard deviation)
Retikulozyten
Eine weitere Besonderheit bei hereditaren Spharozytosen finden wir bei der Zahlung und Differenzie-
rung der Retikulozyten. Das Messprinzip im Retikulozyten-Kanal ist die Fluoreszenz-Durchflusszyto-
metrie. Die Zellmembran der Retikulozyten wird durch den Diluent perforiert und somit fiir den
Fluoreszenzfarbstoff durchgangig gemacht, der dann die in den Retikulozyten vorhandene restliche
RNA anférbt. Die Zahlung und Differenzierung der Retikulozyten (Abb. 4) erfolgt mittels eines Halb-

leiterlasers tiber die Fluoreszenzintensitat (RNA-Gehalt) und das Vorwartsstreulicht (FSC, Volumen).

LFR = Low Fluorescence Reticulocyte -> reife Retikulozyten
MFR = Medium Fluorescence Reticulocyte -> mittelreife Retikulozyten
HFR = High Fluorescence Reticulocyte -> unreife Retikulozyten

IRF = Immature Reticulocyte Fraction -> MFR + HFR

Referenzbereich IRF: w 1,1 - 15,9%, m 1,5 — 13,7%

Abb. 4 RET-Scattergramm mit den Dar-
stellungsbereichen der verschiedenen
Zellpopulationen

by
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Das folgende Diagramm zur Indikation von Retikulozytenzahlungen zeigt, dass bei einer Hamolyse eine

hohe Retikulozytenzahl mit einer hohen Anzahl an unreifen Retikulozyten einhergeht.

* In diesem Fall kann umgekehrt
_ daraus geschlossen werden,
gz:ielgz?ozyten Akute H§m°ly5e H H
Leukimie dass eine hohe Anzahl von Reti-
Hoch ar e . .
kulozyten mit einer niedrigen
Anzahl von unreifen Retikulo-
Dyserythropoese . . .
AL zyten nicht plausibel erscheint
Normal und hinterfragt werden sollte.
Niedrig Aplasie
>
Niedrig Normal Hoch Retikulozyten

Abb. 5 aus: d’'Onofrio (1996). Reticulocytes in haematological disorders.

Clinical and Laboratory Haematology 18, 29-34.

Abb. 6 Das Flag »RET abn. Scg.« wird bei
Uberlagerung von RBC (blaue Wolke) und
LFR (violette Wolke) ausgelést und sollte
als Hinweis beachtet werden.
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Bei der hereditdren Spharozytose kann aufgrund des Membrande-
fektes der Fluoreszenzfarbstoff nicht vollstandig in die Zelle ein-
dringen, so dass die Reaktion nur unvollstandig ablauft (Abb. 6).
Daraus resultiert eine Retikulozytose, aber ohne entsprechenden
Anteil an unreifen Retikulozyten (IRF ist nicht erhoht!). Diese Kom-
bination einer Retikulozytose mit einem nicht erhohten IRF ist bei
einer HS als differentialdiagnostischer Parameter zu anderen hamo-

lytischen Anamien hilfreich.

sysmex



Problematik

Die Verdachtsdiagnose »hereditdre Spharozytose« stiitzt sich momentan, zusammen mit den familia-
ren Daten, auf die Kombination von klinischen Befunden sowie auf die Ergebnisse der Blutbildpara-
meter (MCHC, MCV, RDW, Retikulozyten). Das Erkennen einer HS anhand der »normalen« Hamatolo-
gieparameter und damit der Ausloser fur weiterfiihrende Untersuchungen ist gerade bei den leichteren

Formen der HS haufig nicht sensitiv genug.

Spezifischer und sensitiver zur Erfassung der hereditaren Spharozytosen durch hamatologische Para-
meter sind die Parameter %MicroR, %HYPO-H,, der Index aus diesen beiden genannten Parametern
und die Betrachtung der Retikulozyten mitsamt des Reifungsparameters IRF (immature reticulocyte
fraction; Anteil unreifer Retikulozyten), die mit dem Analysensystem XE-5000 in einem Analysenvor-

gang gemessen werden kdnnen.

Im 2. Teil dieses Themenblattes wollen wir Thnen auszugsweise ein Fallbeispiel aus dem Case Manager
des XE-5000 vorstellen, der anhand eines komplexen Regelwerkes Patientenbefunde mit einem Bei-
spielfall vergleicht und damit die Diagnose einer HS erleichtern und beschleunigen kann. Die neuen

Parameter werden erldutert und in den direkten Kontext gestellt.

-o'e
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Teil II: Extravaskuldare Hamolyse: Hereditdre Spharozytose
(Auszug aus dem Fallbeispiel des XE-5000 Case Managers)

Zusammenfassung
Bei diesem hdamatologischen Befund ...

m erhohte Retikulozytenzahl

m keine erhohte Fraktion der unreifen Retikulozyten (IRF)
m keine isolierte Thrombozytopenie ﬂ
m erhohte Prozentzahl mikrozytdrer RBC (%MicroR)
m keine erhohte Prozentzahl hypo-hdmoglobinisierter RBC Abb. 7 Peripherer Blutausstrich, in dem
kleine, intensiv angefiirbte Mikrosphdrozyten
(%HYPO-He) zu sehen sind

... ist zu beriicksichtigen
Was ist die Ursache fir diese Retikulozytose mit einer erhdhten Fraktion mikrozytarer roter Blutzellen?
Liegt ein Fall von akuter oder chronischer hamolytischer Andamie vor, z. B. eine Hamoglobinopathie oder

eine Spharozytose? Warum ist die Fraktion der unreifen Retikulozyten nicht erhoht?

Hintergrund

In einigen Féllen, beispielsweise bei hereditdrer Sphdrozytose, erleichtern spezifische Merkmale der
automatisierten Bestimmung die Diagnose: Eines dieser spezifischen Merkmale liegt in der Anfarbungs-
charakteristik der Retikulozyten begriindet. Auch wenn der HGB-Wert im Normbereich liegt, konnen
rote Blutzellen (RBC) mit einem Membrandefekt als mikrozytare RBC erscheinen und als solche erfasst
werden. Dies ermoglicht die einfache Differenzierung von anderen Erkrankungszustanden mit einem
erhéhten Prozentsatz an Mikrozyten, wie z. B. Eisenmangelanamie, funktionellem Eisenmangel oder

Thalassdamie.

Fallbeispiel

Fallgeschichte

Ein dreijahriges Kind mit anhaltender Erschépfung und leichter Gelbsucht, bestatigt durch einen leicht
erhohten Bilirubinspiegel von 2,1 mg/dL (Norm: < 1,0 mg/dL), wurde dem Allgemeinmediziner vorge-
stellt. Das kleine Blutbild (CBC) deutete auf eine moderate Anamie bei nur leicht erh6hter mittlerer
Hamoglobinkonzentration (MCHC) hin. Der direkte Coombs-Test war negativ. Weitere Blutuntersu-

chungen sind erforderlich.

-’
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Diagnostische Situation

Die herkdmmlichen Blutbildparameter wiesen einen HGB-Wert von 102 g/L (6,33 mmol/L) auf, waren
aber ansonsten - fiir ein dreijahriges Kind — unauffallig. Das mittlere Erythrozytenvolumen (MCV) lag
im Normbereich, allerdings war die MCHC mit 359 g/L (22,3 mmol/L) erhéht. Weitere Analysen und
eine Messung mit dem XE-5000 zeigten, dass bei dem Patienten eine Retikulozytose vorliegt, die Frak-

tion der unreifen Retikulozyten (IRF) aber nicht erhéht ist.

Fragestellung

Das klinische Bild und die Retikulozytose legen eine hamolytische Andmie nahe; aber was ist die Ur-
sache daftir? Liegt ein Fall von akuter autoimmunh@molytischer Andmie oder eine chronische hamoly-
tische Anamie vor? Warum sind die Retikulozytenzahl und der Retikulozyten-Produktionsindex (RPI)
erhoht, nicht aber die IRF? Ein erhhter MCHC-Wert wird haufig bei Féllen von hereditdrer Spharozy-
tose (HS) gefunden. Auf der Grundlage einer Kombination der CBC-Parameter RBC, MCH, MCV, MCHC
und der Retikulozyten kénnte die Diagnose einer HS angenommen werden. Allerdings sind diese Para-

meter oft nicht empfindlich genug.

Problemlésung

Fur die Differenzialdiagnose verschiedener hamolytischer Andmieformen wird eine Kombination meh-
rerer Analysenparameter des XE-5000 verwendet. Dabei wird ein spezifisches Merkmal der automa-
tisierten Bestimmung ausgenutzt, um verschiedene Ursachen einer Spharozytose differenzieren zu

kénnen.

Der bei einer HS vorliegende Membrandefekt der Erythrozyten fuihrt zu einer Diskrepanz zwischen der
mit dem XE-5000 gemessenen hohen Retikulozytenzahl (RET#) und der verhaltnismaRig niedrigen
Fraktion der unreifen Retikulozyten (IRF). Dieses Messergebnis ist wahrscheinlich auf ein unzurei-
chendes Eindringen des Fluoreszenzfarbstoffs in die geschadigten Zellen zuriickzufiihren. Folglich ist
das Verhdltnis aus Gesamt-Retikulozytenzahl zur Fraktion der unreifen Retikulozyten anormal hoch,
was spezifisch ist fr eine hereditare Spharozytose. Bei einer Retikulozytose anderer Ursache, wie z. B.

einer Thalassdamie oder anderen hamolytischen Andmieformen, ist eine erhdhte IRF-Fraktion zu erwarten.

Dariiber hinaus fiihrt die bei einer HS vorliegende Schadigung zu einem Membranabbau der RBC, die
mit einer offensichtlichen Reduktion der ZellgroRe einhergeht, aber nicht zu einem Verlust des Zell-
inhalts fiihrt. Bei der Analyse mit dem XE-5000 spiegeln sich diese Verdanderungen in einer Erh6hung
des prozentualen Anteils mikrozytarer Zellen (erhéhter %MicroR-Wert) wider, der jedoch nicht einher-
geht mit einer vergleichbaren Erhohung der unzureichend hamoglobinisierten Zellen, d.h. mit keiner

oder einer nur geringfligigen Erhéhung des Parameters %HYPO-H..

>
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Ergebnisse

Bei diesem Patienten wurde ein Wert von 7,9 % mikrozytarer roter Blutzellen (%MicroR) gemessen, ein
Grofteil davon war jedoch nicht hypochrom (%HYPO-H, = 1,1 %). Eisenmangel oder Thalassdmie, bei
denen hingegen ein erhohter Wert auch fiir hypochrome RBC auftritt, kénnen daher als Ursache fiir die
mikrozytaren Erythrozyten ausgeschlossen werden. Die bereits gemessene hohe Retikulozytenzahl bei

niedriger IRF erhdrtet den Verdacht auf hereditdre Spharozytose.

Ausgang

Im Blutausstrich des Patienten zeigten sich kugelférmige (spharozytische) rote Blutzellen, und ein
osmotischer Resistenztest der Erythrozyten ergab einen erhéhten Wert. Die Diagnose einer moderaten
hereditaren Spharozytose wurde durch klinische Daten und weitere Laboruntersuchungen - Durch-
flusszytometrie (Eosin-5'-Maleimid-Assay), Ektazytometrie und SDS-PAGE-Elektrophorese — endgiltig
bestatigt.

Fur die Differenzialdiagnose hamolytischer Andmieformen sind das Verhaltnis RET# / IRFo sowie

der Index der XE-5000-Parameter %MicroR (Prozentsatz der RBC mit geringem Zellvolumen) und
%HYPO-H, (Prozentsatz der RBC mit niedrigem HGB-Gehalt) von groRem Wert. Die Kombination aus
diesem Verhdltnis und dem Index hat sich bei der Differenzierung zwischen HS, anderen hamolytischen
Andmien, Eisenmangelandamie (IDA) und funktionellem Eisenmangel (FID) als niitzlich erwiesen. Eine
erh6hte Anzahl von nicht hypochromen Mikrozyten wird nur bei HS gemessen, wahrend bei IDA, FID

und Hamoglobinopathien die mikrozytaren RBC gewdhnlich hypochrom sind.

-, >
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Differenzialdiagnose

Retikulozytose (Zellzahl)

v R

Erhohtes RET/IRF-Verhaltnis Normales RET/IRF-Verhaltnis

m Intravaskulare hamolytische Anamie
(AIHA-Krise, MAHA, PNH, Sichelzell-
anamie-Krise etc.)

m Extravaskulare hamolytische Anamie
(Thalassamie, Sichelzellanamie,
arzneimittelinduzierte Anamie etc.)

m Blutung

et

Keine Thrombozytopenie Isolierte Thrombozytopenie und
kein erhohter %MicroR / %HYPO-Index
m Malaria-Infektion

l

Keine Anamie und kein deutlich

erhohtes RET/IRF-Verhaltnis

m Asymptomatische hereditare
Spharozytose

m Leichte hereditare Spharozytose

m Malaria (selten)

Y

Moderate Anamie und erhohter
%MicroR / %HYPO-Index

Schwere Anamie und erhohter
%MicroR / %HYPO-Index
m Schwere hereditare Spharozytose

Fooomm---
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Aus dem Labor

Alle auf die Erythrozyten bezogenen Parameter des Patienten sind leicht vermindert, aber unauffallig
fur ein dreijahriges Kind (HGB: 102 g/L; RBC: 3,10 x 10"?/L; und HCT: 0,28 L/L), mit Ausnahme der Erho-
hung der Gesamt-Retikulozytenzahl auf 291 x 10°/L (6,5 %) und der MCHC auf 359 g/L (22,3 mmol/L).
Das MCH von 29,8 pg (1.851 amol) und der zelluldre Himoglobingehalt der RBC (RBC-H,) von 29,4 pg

(1.826 amol) waren vergleichbar.

Das Messergebnis einer hohen Retikulozytenzahl ohne eine vergleichbar erhdhte Fraktion der unreifen
Retikulozyten (IRF) von 4,7 % wird wahrscheinlich durch ein unzureichendes Eindringen des Fluoreszenz-
farbstoffs in die geschadigten Zellen verursacht, was zu einem anormal hohen Verhdltnis zwischen diesen
beiden Parametern fiihrt. Der Verlust an Erythrozytenmembranproteinen (Bande-3-Protein, Ankyrin,
Spectrin) fuihrt zu einer gestorten Reaktion der Spharozyten auf die Permeabilisierung. Das Anfarbungs-
verhalten ist daher zum Zeitpunkt der Messung anormal. Dies wiederum fuihrt zu einer verringerten RNA-
Anfarbung und zu einer normalen IRF, wie im RET-Scattergramm zu erkennen ist (siehe Abb. 8). Eine
verminderte RNA-Konzentration in den RBC deutet auf einen héheren Reifegrad hin; daher werden die
unreifen Retikulozyten félschlicherweise in einer »reiferen« Fraktion (MFR oder LFR) erfasst. Die intensiv

fluoreszierenden unreifen Retikulozyten mit dem héchsten RNA-Gehalt sind reduziert.

Bei einer Retikulozytose anderer

Hereditdre Spharozytose Andere himolytische Animie

Ursache und ohne einen ver-
gleichbaren Membrandefekt,
z.B. bei einer Thalassamie oder
anderen hdamolytischen Andmie-
formen, ist eine erh6hte IRF-
Fraktion zu erwarten. Darliber
hinaus liegt mit einem 2%MicroR-
Wert von 7,9 % (Prozentsatz der

RBC mit kleinem Zellvolumen)

Fluoreszenzintensitét Fluoreszenzintensitat

ein Hinweis fiir das Vorhanden-

Abb. 8 RET-Kanal-Messung des XE-5000 - auf der x-Achse ist die Fluoreszenzintensitdt und auf sein von mikrozytdren Zellen

der y-Achse das Zellvolumen wiedergegeben. Die IRF (Fraktion der unreifen Retikulozyten — die rot

gefirbte Population im Scattergramm rechts) ist die Zellpopulation mit der héchsten Fluoreszenz. vor, was sich auch in dem

Bei diesem Patienten (linkes Scattergramm) ist die IRF-Wolke kleiner, weil alle Retikulozyten als

Zellen hoheren Reifegrads erfasst werden und daher vermehrt im LFR-Bereich (violette Wolke) des erhéhten RDW-CV-Wert zeigt
Scattergramms erscheinen. Die Zellen mit der héchsten Fluoreszenzintensitdt, oben dargestellt,

werden nicht erfasst. (18,6 %). Interessanterweise sind

die mikrozytdren Zellen nicht
hypochrom, da der Parameter %HYPO-H, (Prozentsatz der RBC mit niedrigem HGB-Gehalt) mit 1,1 %
im Normbereich liegt. Dies wiederum schlieRRt eine Eisenmangelandamie aus, weil bei diesem Krank-
heitsbild sowohl %MicroR als auch %sHYPO-H, erhéht sind.

= >
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Die Retikulozytenzahl ist hoch, wie auch der RPI mit einem Wert von 3,8 — dies bedeutet, dass die Ery-
thropoese-Rate um den Faktor 3,8 erh6ht ist. Eine entsprechende Erh6hung der IRF liegt nicht vor;

dabei muss es sich um ein Artefakt aufgrund des Erythrozytenmembrandefekts handeln, denn in allen
Féllen einer Retikulozytose ist davon auszugehen, dass die Zahl der unreifen Retikulozyten, die in den

peripheren Kreislauf freigesetzt werden, erhoht ist.

Zur morphologischen Untersuchung der Erythrozyten wurde ein
Ausstrich angefertigt. Darin waren zahlreiche Mikrospharozyten zu
sehen (siehe Abb. 9). Diese Zellen werden anhand ihrer geringen
GroRe und der intensiven Anfarbung identifiziert; auBerdem fehlt

ihnen die zentrale Aufhellung, wie sie bei normalen roten Blutzellen

ﬂ zu sehen ist. Bei einer Spharozytose nimmt das Verhaltnis von Zel-
loberfldche zu Zellvolumen aufgrund des Verlusts an Membranpro-
Abb. g Peripherer Blutausstrich, der das teinen und des Ubergangs der Zellen zur Kugelform ab. Durch das
Voorhandensein kleiner, intensiv angefdrbter . . . . . .
Mikrosphdrozyten zeigt niedrigere gemessene Zellvolumen liegt im Zellinneren eine hohe

Hamoglobinkonzentration vor, dementsprechend ist auch der
MCHC-Wert hoch.

In dem Ausstrich wurde eine moderate Polychromasie beobachtet, was die erhohte Retikulozytenzahl

bestdtigte.

Sphérozyten werden von der Milz rasch aus dem Blutkreislauf entfernt, sodass eine extravaskulare
Hamolyse vorliegt. Die Parameter MCH und RBC-H, weisen anndhernd gleiche Werte auf, weshalb die
Méglichkeit einer intravaskuldren Hamolyse ausgeschlossen werden kann. Allerdings ist der Bilirubin-

gehalt aufgrund des Ham-Abbaus aus den freigesetzten Blutzellen erhéht.

Bei der Hamolyse handelt es sich nicht um eine Erkrankung des Immunsystems, da der direkte Coombs-
Test negativ war. Ein osmotischer Resistenztest ergab, dass die Erythrozyten des Patienten in hypoto-

nischer Loésung hamolyseanfalliger waren als normale rote Blutzellen.

Die Diagnose einer moderaten hereditaren Spharozytose wurde durch klinische Daten und weitere
Laboruntersuchungen - Durchflusszytometrie (Eosin-5'-Maleimid-Assay), Ektazytometrie und SDS-

PAGE-Elektrophorese — endgiiltig bestatigt.
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Erlauterung:
Die mikrozytare (soMicroR)* und makrozytare («xMacroR)* Erythrozytenpopulation
Durch die hydrodynamische N

Fokussierung entspricht die

GroRenverteilung der Erythro-

N

zyten (RBC) nahezu einer GauR-

"4

schen Normalverteilung. Diese

technische Funktion ist wich-

tig, denn es verhindert Koinzi- Abb. 10 Der Bereich der Mikrozyten (griin Abb. 11 Mikroskopisches Bild von Mikrozyten
gepunktete Linie) im RBC-Histogramm. Die (Pfeile) und Normozyten
denzen in der Messéffnung. blaue Kurve zeigt die GréfRenverteilung bei

einer normalen Probe.

Bei fehlender hydrodynami-
scher Fokussierung wiirde es
dagegen zu Storsignalen kom-
men. Dies ist von essenzieller .

Bedeutung, um die Parameter

%MicroR und %sMacroR zuver-

ldssig zu bestimmen. Diese

Parameterwerte werden aus Abb. 12 Der Bereich der Makrozyten (griin Abb. 13 Mikroskopisches Bild von Makrozyten
) . gepunktete Linie) im RBC-Histogramm. Die (bei Vitamin-B12-Mangel)
beiden Flanken des RBC-Histo- blaue Kurve zeigt die Gréfenverteilung bei

X X einer normalen Probe.
gramms ermittelt. Proben, die

Mikrozyten enthalten, ergeben
ein RBC-Histogramm, das aufgrund einer Zunahme der kleinen RBC nach links verschoben ist (siehe
Abb. 10 und 11), wohingegen eine weniger steile Flanke auf der rechten Seite der Histogrammkurve die

Anwesenheit von Makrozyten anzeigt (siehe Abb. 12 und 13).

Durch das Setzen von zwei verschiedenen Diskriminatoren im unteren und oberen Wertebereich des
Histogramms lassen sich jeweils eine mikrozytdre und eine makrozytdre RBC-Population abgrenzen.
Bei bestimmten Krankheitsbildern (z. B. bei MDS) kénnen die Patienten eventuell einen MCV-Wert auf-
weisen, der sich noch im Referenzbereich befindet, obwohl die Anzahl der Mikrozyten bei ihnen erhoht
ist. Der Parameter »%MicroR« ist daher hilfreich, um die moéglichen Ursachen einer Andmie weiter ein-

zugrenzen.

* Forschungsparameter
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Anteil der hypo-hdamoglobinisierten Erythrozyten (2%sHypo-H.)* und Anteil der
hyper-hdamoglobinisierten Erythrozyten (sxHyper-H.)*

Die Parameter %HYPO-H, und %HYPER-H, gehtren zu den erweiterten Parametern, die im Retikulo-
zyten-(RET-)Kanal des XE-5000 analysiert werden. Die Grundlage fiir die Analyse dieser Parameter
bildet der mittlere Himoglobingehalt aller Erythrozyten (RBC), die in diesem Kanal erfasst werden.
Erythrozyten mit einem niedrigeren Hamoglobingehalt als normal werden als hypo-hdmoglobinisierte
Zellen klassifiziert; im Unterschied dazu weist die Population der hyper-hdmoglobinisierten Erythro-

zyten einen hoheren Hamoglobingehalt als normal auf.

Der Hamoglobingehalt der Erythrozyten wird durch Analyse des Vorwartsstreulichtsignals gemessen.
Im RET-Kanal werden in einem Scattergramm, in dem die Fluoreszenzaktivitdt (diese ist direkt propor-
tional zum RNA-Gehalt) und das Vorwartsstreulichtsignal (dieses ist direkt proportional zum Hamo-
globingehalt) aufgetragen sind, die reifen RBC von anderen Zellpopulationen getrennt dargestellt. Jede
gezdhlte Zelle wird entsprechend ihrer Fluoreszenzaktivitat (auf der x-Achse) und ihres groBwinkligen
Vorwartsstreulichtsignals (auf der y-Achse) im RET-Scattergramm dargestellt, sodass die beiden charak-
teristischen Parameter ZellgroRe und zelluldrer Gehalt gleichzeitig angezeigt werden. Der RBC-H,-Wert
gibt den mittleren intrazellularen Hamoglobingehalt in reifen Erythrozyten wieder, gemessen anhand
des groRwinkligen Vorwdrtsstreulichtsignals. Mithilfe eines von Sysmex entwickelten Algorithmus’ wird
dieser Wert in pg umgerechnet, der sich bei gesunden Erwachsenen mit dem mittleren zelluldren
Hamoglobin-Gehalt (MCH) aus dem kleinen Blutbild (CBC) deckt.

: Bei normalen Proben liegt eine
RET-Kanal . RET-Kanal .
sehr hohe Ubereinstimmung
Retikulozyten | zwischen RBC-H, und MCH vor,
wobei letzterer Wert aus den
Parametern HGB und RBC

errechnet wird. Diese Parame-

Retikulozyten

ter werden in den konventio-
nellen spezifischen HGB- und
RBC-Kanilen des XE-5000-Ana-
Abb. 14a Fall einer normalen Blutprobe mit Abb. 14b Extrem abnormaler Fall mit einem Iysengeréts mithilfe der LED-
einem HYPO-H, von unter 1 % HYPO-H,-Anteil von tiber 70 % .

Photometrie bzw. der Mantel-

strom-Impedanzmessung
bestimmt. Durch Kombination der in den verschiedenen Kanélen (Durchflusszytometrie, Impedanz und

Photometrie) gemessenen Parameter lassen sich bestimmte Abnormalitaten optimal nachweisen.

* Forschungsparameter

b

o
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Einen zusatzlichen diagnostischen Wert bei der Differenzialdiagnose hamolytischer Andmien liefert
das Verhdltnis von %HYPO-H, (Prozentsatz der RBC mit niedrigem Hamoglobingehalt) zu %sMicroR
(Prozentsatz der RBC mit niedrigem Zellvolumen). Der Case Manager des XE-5000 berechnet einen
Index, indem er den prozentualen Anteil der mikrozytaren RBC durch den Prozentsatz der hypochro-
men RBC dividiert. Blutproben mit einem erhohten Indexwert in Kombination mit anderen Parametern
wie MCHC, RDW-SD oder einem abnormalen Wert fiir die Fraktion der unreifen Retikulozyten (IRF)
deuten stark auf das Vorliegen einer hereditdaren Spharozytose (HS) hin. Der aus beiden Parametern
abgeleitete Index hat sich auch als niitzlich erwiesen, um HS von anderen hamolytischen Andmien und
einer Eisenmangelanamie (IDA) sowie von einem funktionellen Eisenmangel (FID) zu differenzieren.
Eine erhdhte Anzahl von nicht hypochromen Mikrozyten wird nur bei HS gemessen, wahrend bei IDA,

FID und Hamoglobinopathien die mikrozytaren RBC gewdhnlich hypochrom sind.
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