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Management von Anomalien der RBC-Indizes
im Zusammenhang mit RBC-Erkrankungen

Einleitung

Erkrankungen der roten Blutkdrperchen betreffen sowohl Kinder
als auch Erwachsene und erfordern zumeist sofortige Aufmerk-
samkeit, um Symptome zu lindern. Diese Krankheiten kénnen
entweder erblich sein, wenn ein oder beide Elternteile ein defektes
Gen an ihre Nachkommen weitergeben, oder voriibergehend,
wenn die Symptome im Laufe des Lebens erworben werden, aber
mit der entsprechenden Behandlung riickgangig gemacht werden
kénnen. Hinter hereditdren RBC-Erkrankungen liegen Defekte im
Hamoglobin oder der Zellmembran, die die beiden Hauptstruktur-
bestandteile eines roten Blutkdrperchens sind, oder enzymatische
Defekte im Erythrozytenstoffwechsel. Fortschrittliche Hamatologie-
systeme ermdglichen es, solche Krankheiten durch die Interpretation
bewdhrter und neuer Parameter sowie intelligenter Algorithmen
zZu vermuten.

Hamoglobinopathien

Hamoglobin

Ein rotes Blutkdrperchen besteht hauptsachlich aus Himoglobin
und Wasser. Ein Himoglobinmolekul besteht immer aus vier Globin-
ketten, zu denen jeweils die Himgruppe gehort, ein zyklisches
Porphyrin mit abgestimmtem Fe?, das Sauerstoff bindet und

transportiert (siehe Abbildung 1). Es gibt eine Vielzahl verschiedener
Globinketten und verschiedene Arten von Hamoglobinmolekdlen,
die mit verschiedenen Globinkettenzusammensetzungen auf-
gebaut werden. Der haufigste Himoglobintyp bei gesunden
Erwachsenen ist HbA, (97,5% der Gesamtmolekdile) aus zwei
o-Globin- und zwei B-Globinketten (a,f,). Die restlichen 2,5%
bestehen aus HbA, (a,6,), wiahrend HbF, das fetale Himoglobin
(a,y,), das Hauptmolekil wéhrend der Schwangerschaft ist [1].

Was charakterisiert Himoglobinopathien?
Hamoglobinopathien sind eine groRe Gruppe genetischer Stérungen,
die quantitative oder qualitative Stérungen in der Produktion der
Hamoglobinketten beschreiben (siehe Abbildung 1). Qualitative
Stérungen in der Hamoglobinproduktion kénnen zu Hamoglobin-
varianten fiihren, wovon bis heute mehr als 1.000 Hamoglobin-
varianten identifiziert wurden. Sie werden durch Mutationen in
bestimmten Genen verursacht [1]. Die meisten Varianten haben
keine klinischen Folgen flr den Tréger, aber einige sind instabil
und kénnen zu hamolytischer Andmie fihren. Trager instabiler
Hamoglobine sind selten und werden oft nicht diagnostiziert.

Quantitative Stérungen der Hdmoglobinsynthese fihren hiufig
zu Thalassamien. Bei dieser Gruppe von Blutkrankheiten ist die

Synthese der o- oder B-Kette auf genetischer Ebene beeinflusst.
Beta-Thalassamie ist die haufigste Form, die ausschlieRlich die
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Erkrankungen der RBC-Membran

Mutationen in Transmembran- oder Zytoskelettproteinen kénnen die
Form eines roten Blutkdrperchens verandern.

Sphérozyt

Ovalozyt

Abb. 1 Struktur eines roten Blutkorperchens. Ein gesundes rotes Blutkérperchen erhdlt seine unverwechselbare Form (oben Mitte) durch die einzigartige Zusammen-
setzung seiner Membran (oben rechts). Es kann mit Hilfe von Hidmoglobinmolekiilen (oben links) Sauerstoff transportieren. Erythrozytenerkrankungen kénnen von Ano-
malien im Hdmoglobin (unten links) oder in der Struktur der Zellmembran (unten rechts) verursacht sein.

B-Kette des Hamoglobins betrifft, die reduziert sein kann oder fehlt.
Die drei Hauptformen der Beta-Thalassdmien sind Thalassaemia
major, Thalassaemia intermedia und Thalassaemia minor [2].

Verdacht auf instabile Himoglobinvarianten

Mehrere Fallstudien haben das Auftreten und die anschlieRende
Diagnose instabiler Himoglobinvarianten aus peripherem Blut
mit den automatisierten Hamatologiesystemen von Sysmex
beschrieben [3-7]. Laut diesen Fallstudien verhalten sich instabile
Hamoglobinvarianten wahrend der Lyse von roten Blutkdrperchen,
einem wichtigen Schritt bei der Messung weiller Blutkdrperchen,
nicht wie ihre stabilen Gegenstiicke.

Proben mit instabilen Hdmoglobinvarianten zeigten ungewthnliche
Fluoreszenzsignale im Messkanal der Leukozyten und verhinderten
eine korrekte Differenzierung dieser Zellen. Die Autoren und
Autorinnen stellten die Hypothese auf, dass die freigesetzten
instabilen Hamoglobinvarianten mit dem Fluoreszenzmarker, der
fur die Differenzierung der weiRen Blutkdrperchen verwendet wird,
interferieren und so die korrekte Trennung der Subpopulationen
stort [4, 5]. Der ausgel6ste Warnhinweis konnte in Verbindung
mit den beschriebenen abnormalen Scattergrammen bei einer

hamolytischen Andmie zu weiteren Tests fiihren, wie z.B. einer
Hochleistungsflussigkeitschromatographie-Analyse (HPLC) der
Hamoglobinzusammensetzung und/oder genetischer Sequenzierung.

Identifizierung von Thalassamie

Eine Indikation fur eine Thalassdmie lasst sich aus mehreren
diagnostischen Tests mit unterschiedlichen Technologien ableiten.
In den Ergebnissen des kleinen Blutbilds lassen sich haufig erste
Indizien einer unentdeckten Thalassamie finden.

Danise et al. nutzten die Anzahl der kernhaltigen roten Blutkorper-
chen (NRBC), um Thalassdmien effektiv von anderen erblichen
Erythrozytenerkrankungen zu unterscheiden. In einer Studien-
kohorte von Patienten und Patientinnen mit Thalassdamia major,
Thalassaemia intermedia und hereditarer Spharozytose erwies
sich das Vorhandensein von NRBC im peripheren Blut als klarer
Indikator fiir Thalassamie, wobei 100 % der Thalassdamia major-
und 87 % der Thalassdmia intermedia-Falle korrekt identifiziert
wurden, wahrend Menschen mit hereditarer Spharozytose keine
NRBC aufwiesen [8].
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Eine groRe Forschungsanstrengung konzentrierte sich auf die
Unterscheidung von Beta-Thalassdmie und Eisenmangelandmie
(IDA), zwei Erkrankungen mit unterschiedlichen Atiologien.
Jedoch teilen sich beide Erkrankungen das Vorhandensein mikro-
zytdrer roter Blutkdrperchen und erschweren somit die Unter-
scheidung. IDA ist eine erworbene Erkrankung, bei der wenig Eisen
fur die Himoglobinsynthese vorhanden ist. Urrechaga et al.
verglichen die Blutprofile von Personen mit Beta-Thalassamie und
Personen mit IDA und identifizierten die Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen. Beta-Thalassamie-Trager und -Trégerinnen
hatten eine erhohte Anzahl roter Blutkdrperchen, ein verringertes
mittleres korpuskuldres Volumen (MCV), einen hohen Prozentsatz
an mikrozytaren roten Blutkérperchen (MicroR), sowie eine maRig
erhohte unreife Retikulozytenfraktion (IRF). Menschen mit IDA
hingegen hatten ein erhdhtes Vorhandensein von hypochromen
roten Blutkérperchen (HYPO-He) und eine erhhte Verteilungs-
breite der roten Blutkérperchen (RDW-CV), ein Parameter, der
auf eine Anisozytose hinweist [9].

Ebenso entwickelten mehrere Gruppen auf den Blutprofilen
basierende Algorithmen, um zwischen Beta-Thalassamie und IDA
zu unterscheiden, die alle mit der gemeinsamen Voraussetzung des
Vorhandenseins mikrozytarer roter Blutkdrperchen (MCV < 85 fL
oder MCV <« 80 fL) beginnen. Schoorl et al. entwickelten beispiels-
weise sechs Algorithmen zur Unterscheidung der beiden Bedin-
gungen, wobei sie eine Sensitivitat von 79 % fur Beta-Thalassamie
und eine Sensitivitidt von 74 % fiir IDA erreichten [10]. Weitere
Details zum letzten Fall finden Sie im Whitepaper ‘Advanced RBC

rameters in the differential diagnosis and managemen naemia’
[11]. Dartiber hinaus validierten Urrechaga et al. anhand einer
Kohorte von 2.664 Patienten und Patientinnen mit mikrozytarer
Andmie die Leistung von tiber 20 verschiedenen diskriminierenden
Algorithmen. Basierend auf den diagnostischen Bedirfnissen gab
es Algorithmen, die besser funktionierten, um die Zustande zu
identifizieren oder auszuschlieBen [12]. Die weitere Abgrenzung
von Beta-Thalassamien von anderen Erkrankungen mit abnormalen
RBC-Indizes, nicht nur mit IDA, wird im Kapitel RBC Disease Manager
beschrieben.

Moderne automatisierte HPLC-Analysatoren (high performance
liquid chromatography/Hochleistungsflussigkeitschromatographie)
kénnen in den Labor-Workflow integriert werden und liefern
wertvolle Informationen fir die Identifizierung von Thalassamien,
wie der Tosoh HLC-723G11-Analysator, der mit einem speziellen
Beta-Thalassamie-Modus (Beta-Thal) ausgestattet ist. Im Beta-
Thal-Modus trennt und quantifiziert der Analysator HbA, und
HbF, die beide bei Erkrankten mit Beta-Thalassdmie signifikant
erhoht sind [13].

Im Labor kann die sorgsame Beurteilung von RBC-Warnhinweisen
der Hamatologiesysteme dabei untersttitzen unerwartete RBC-
Erkrankungen zu identifizieren und fur die betroffene Person von
grolRem Nutzen sein.

RBC-Einschliisse

Obwohl sie selbst keine Erythrozytenerkrankung darstellen,
wurden Erythrozyteneinschlisse im Zusammenhang mit
Andmien oder Thalassamien beschrieben und kénnten als
zusatzliche Indikation flr diese Erkrankungen dienen. Ein-
schlisse sind ein hdufiges Phdanomen, insbesondere Pappen-
heim- und Howell-Jolly-K&rperchen. Pappenheim-Kérperchen
sind nach dem entdeckenden Arzt — Alwin M. Pappenheimer -
benannt und beschreiben RBC-Einschlusskorper, die aus Eisen
in Form von Ferritin im Zytosol bestehen [14].

Bei gesteigerter Erythropoese (z.B. verursacht durch hdmo-
lytische Anamie) oder gestérter Hdimoglobinproduktion
(z.B. Thalassamie) kann das Vorhandensein von roten Blut-
kérperchen mit Pappenheim-Kérperchen erhsht sein [15].
Howell-Jolly-Kérperchen hingegen sind DNA-Einschlisse.
Diese RBC-Einschliisse konnen aus einer pathologischen
Fragmentierung des Erythroblastenkerns oder des verblei-
benden Chromosomenmaterials nach der Mitose wahrend
der Erythropoese stammen. Der verbleibende DNA-Gehalt
in der Zelle kann die Retikulozytenzéhlung stéren und zu
einer Pseudo-Retikulozytose fiihren [16].

Dartiber hinaus sind diese Arten von Einschliissen bei Personen
vorhanden, die sich einer Splenektomie unterzogen haben, da
die Milz normalerweise betroffene rote Blutkérperchen filtert
und die Einschlusse entfernt, ohne die Zellen zu zerstéren -
ein Prozess, der als ,,Pitting“ (Entkernen) bezeichnet wird [14].
Auch Einschlisse wie Heinz-Korper (denaturierte Hamo-
globin-Aggregate) oder basophile Tuipfelung (Aggregate von
Ribosomen oder Fragmente von ribosomaler RNA) kénnen
gefunden werden.

DNA-Einschlusse wie Howell-Jolly-Kérperchen werden

im Fluoreszenz-Retikulozytenkanal (RET) der Analysatoren
miterfasst, wo Retikulozyten nach DNA/RNA-Markierung
gemessen werden. Daraus resultierende Anomalien in
Scattergrammen und Zghlwerten triggern Hinweise und
ermoglichen weiterfiihrende Untersuchungen durchzu-
fuhren, z.B. eine mikroskopische oder automatische digitale
Bilduntersuchung eines Blutausstrichs [16].

Links: Pappenheim-Kérperchen. Quelle: Copyright Universitdtsklinikum
Aachen AOR, Klinik fiir Himatologie, Onkologie, Hamostaseologie und
Stammzelltransplantationen, Medizinische Klinik IV, Uniklinikum RWTH
Aachen. Rechts: Howell-Jolly-Korperchen. Quelle: Sheikh Khalifa Medi-
cal City, Hamatologie-Sektion, Abu Dhabi, VAE


https://www.sysmex-europe.com/academy/library/documents/detail/advanced-rbc-parameters-in-the-differential-diagnosis-and-management-of-anaemia.html
https://www.sysmex-europe.com/academy/library/documents/detail/advanced-rbc-parameters-in-the-differential-diagnosis-and-management-of-anaemia.html
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Erkrankungen der Erythrozytenmembran

Physiologie der Membran der roten Blutkérperchen
Reife rote Blutkérperchen, die im peripheren Blut zirkulieren, haben
die charakteristische Form einer bikonkaven Scheibe, die in der
Mitte komprimiert aussieht, und am Rand dicker erscheint (siehe
Abbildung 1). Diese Form, zusammen mit dem Fehlen eines Kerns,
ermoglicht es den Zellen, mehr Sauerstoffmolekile im Vergleich
zu einer kugelférmigen Zelle des gleichen Volumens (erhhtes
Verhdltnis von Oberflache zu Volumen) zu tragen. Sie kénnen da-
durch ihre Form so verdndern, dass sie durch Kapillaren navigieren,
die kleiner als ihr Durchmesser sind [17].

Die Membran der roten Blutkérperchen besteht, wie bei praktisch
allen menschlichen Zellen, aus einer Lipiddoppelschicht, in die
Transmembranproteine eingebettet sind, die den Austausch von
lonen und die freie Bewegung von Wassermolekiilen erleichtern.
Spezifisch fur rote Blutkorperchen ist ein Netzwerk von Zytoske-
lettproteinen, hauptsachlich Spektrinen und Aktinen, in Protein-
komplexen verankert, die die Transmembranproteine umfassen
und ein Skelettnetz bilden, das die zytoplasmatische Seite der
Membrandoppelschicht laminiert.

Diese Doppelstruktur, bestehend aus der Lipiddoppelschicht mit
ihren Proteinen und dem Skelettnetz, verleiht den roten Blut-
kérperchen die Form-, Integritats- und Verformbarkeitseigen-
schaften, damit sie 120 Tage im peripheren Blut zirkulieren und
tiberleben kénnen (siehe Abbildung 1) [18].

Was charakterisiert RBC-Membranerkrankungen?

Jede Anomalie in den Transmembran- oder Zytoskelettproteinen
fuhrt zu einer Abweichung der bikonkaven Scheibenform, die die
physiologischen Eigenschaften der Zellen verandert und zu einer
verminderten Motilitdt und Lebenszeit fihrt. Mehrere solcher
Erythrozyten-Membranerkrankungen waren in den letzten Jahr-
zehnten Gegenstand umfangreicher Forschung, da schnellere
und einfachere Nachweistests erforderlich sind.

Die hereditdre Spharozytose ist eine vererbte Membrandisposition
roter Blutkdrperchen, die durch das Vorhandensein von kugelfér-
migen roten Blutkorperchen gekennzeichnet ist, die ihre zentrale
Konkavitat verloren haben (siehe Abbildung 1). Die Krankheit ent-
steht durch Defekte in Membranproteinen, die zur Entkopplung des
Skelettnetzes von der Lipiddoppelschicht fiihren und die Physio-
logie der Zellen verandern. Sphérozyten verlieren ihre Verform-
barkeit und werden eingeschlossen, wenn das Blut in der Milz
gefiltert wird. Die erhhte Funktion der Milz zur Entfernung der
Sphérozyten fuhrt zu einer VergroRerung des Organs (Spleno-
megalie), einer der typischen klinischen Zustande der Krankheit,
zusammen mit Gelbsucht und Andmie. Da einige Spharozyten
der Milz entweichen kénnen und wieder in den Kreislauf eintreten,
ist es moglich sie mit Labortests zu identifizieren [19].

Die Zerstorung von roten Blutkérperchen in der Milz wird durch
eine hohere Produktion und Freisetzung von Retikulozyten aus
dem Knochenmark kompensiert. Retikulozyten von Patienten und
Patientinnen mit hereditdrer Spharozytose zeigen einen geringen
Anteil sehr unreifer Retikulozyten (IRF niedrig), vermutlich weil der
Farbstoff aufgrund der verdnderten Membranstruktur weniger
gut in die Zellen eindringen kann. Dies unterscheidet die hereditare
Sphérozytose von anderen Erkrankungen wie z.B. hamolytische
Andmie und Eisenmangel, bei denen zumeist eine hohere Anzahl
unreifer Retikulozyten gefunden wird.

Ahnlich wie die hereditire Sphérozytose ist auch die siidostasia-
tische Ovalozytose eine erbliche Membranerkrankung der roten
Blutkorperchen, die auf eine Mutation im Band-3-Transmembran-
protein zurlickzufiihren ist, die zusammen mit strukturellen
Anomalien eine Fehlregulation des lonenaustauschs verursacht.
Die roten Blutkérperchen erhalten somit eine ausgepragte ovale
Form, die die Verformbarkeit beeinflusst (siehe Abbildung 1). Per-
sonen mit dieser Krankheit zeigen normalerweise keine schweren
klinischen Symptome, dennoch kénnen Anzeichen leichter Hamolyse
und Gelbsucht vorkommen [20].

Eine weitere wichtige Erkrankung mit der Notwendigkeit einer
schnellen Diagnostik ist die Sichelzellerkrankung (sickle cell disease,
SCD). Obwohl es durch eine Mutation im B-Globin-Ketten-Gen
von Hamoglobin A verursacht wird, die zur Erzeugung von Hamo-
globin-HbS fiihrt, wurde die Sichelzellkrankheit aufgrund der
charakteristischen Sichelform, die die roten Blutkérperchen unter
niedrigen Sauerstoffgehaltsbedingungen annehmen, mit anderen
Membranerkrankungen der roten Blutkdrperchen in Verbindung
gebracht. Diese Sichelform kann ischdmische Episoden verursachen,
da die roten Blutkorperchen den Blutfluss in den Kapillaren blo-
ckieren. Ein weiterer wichtiger Faktor in der Pathophysiologie der
Erkrankung ist die sehr kurze Lebensdauer eines sichelnden roten
Blutkdrperchens von bis zu 20 Tagen, was zu einer hohen Hamoly-
serate beitragt, die das Knochenmark nicht kompensieren kann [21].

Algorithmus fiir hereditidre Spharozytose

Mit dem Fortschritt in der Technologie von Hamatologiesystemen
und der Fahigkeit, Retikulozyten und ihre verschiedenen Fraktionen
zu messen, wurde die Retikulozytose als zusatzliches klinisches
und diagnostisches Merkmal dieser Krankheit eingeftihrt. Die
ersten Forscher, die diese Merkmale nutzten, waren Mullier et al. in
ihrem Diagnosewerkzeug flr das Screening der hereditaren Sphéro-
zytose basierend auf Blutbildergebnissen. In ihrer Kohorte hatten
alle 45 Patienten und Patientinnen mit bestatigter Erkrankung eine
Retikulozytenzahl (RET) > 80.000/pL und ein Verhaltnis Retikulo-
zyten zu Fraktion unreifer Retikulozyten (RET/IRF) von mehr als
7,7. Diese Werte dienten als Voraussetzung, um erbliche Sphéaro-
zytosefélle mit einer Sensitivitat von 100 % zu screenen, um sie
von hamolytischen Stérungen, Eisenmangel, gesunden Kontrollen
und anderen Routineproben zu unterscheiden. Trager- oder milde
Félle waren gekennzeichnet durch Himoglobinspiegel (HGB) von
mehr als 12,0 g/dl (7,4 mmol/L) und RET/IRF > 19.
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Die weitere Schwere der Erkrankung wurde unter Verwendung
neuerer Blutbild-Parameter abgeleitet. Schwerere Félle sind
gekennzeichnet durch die Freisetzung von Mikropartikeln, Teilen
der Membran, die sich aufgrund der Entkopplung vom Skelettnetz
von den roten Blutkdrperchen gelst haben, was sich in einer
Erhchung des Parameters MicroR widerspiegelt. Dartiber hinaus
kann die Hypochromie der roten Blutkérperchen mit dem HYPO-He
beurteilt werden. Diese beiden Parameter zusammen erméglichten
die Identifizierung mittelschwerer oder schwerer Fille: Patienten
und Patientinnen mit MicroR > 3,5% und MicroR/HYPO-He > 2,5
(fir HGB zwischen 8,0 und 12,0 g/dl, 5,0 und 7,4 mmol/L) oder
MicroR/HYPO-He > 2,0 (fir HGB < 8,0 g/dI, 5,0 mmol/I) [22].

Dieser Algorithmus zur Identifizierung der hereditdren Spharo-
zytose, der die CBC-Ergebnisse eines Hamatologiesystems von
Sysmex verwendet, wurde in die Leitlinien fiir die Labordiagnostik
von Erythrozyten-Membranerkrankungen des International Council
for Standardization in Haematology (ICSH) aus dem Jahr 2015 in-
tegriert. Die Leitlinien erkennen die gute Leistung des Algorithmus
an und besagen, dass ein positives Ergebnis des Algorithmus in
Verbindung mit einem Bestatigungstest in Féllen verwendet werden
sollte, in denen keine Familienanamnese der hereditaren Spharo-
zytose dokumentiert ist [23].

Nach der Veroffentlichung von Mullier et al. validierten mehrere
andere Gruppen den Algorithmus und passten die Cut-offs an, um
die einzelnen Patienten- und Patientinnenkohorten besser wider-
zuspiegeln. Persijn et al., die in einem Universitdtskrankenhaus
arbeiteten, befassten sich mit schwereren Pathologien und splenek-
tomierten Patienten und Patientinnen.

Es wurde festgestellt, dass die Splenektomie, ein tbliches chirurgi-
sches Verfahren bei Patienten und Patientinnen mit hereditarer
Sphéarozytose, die Retikulozytenspiegel im peripheren Blut senkt.
Eine Kompensation aus dem Knochenmark ist nicht mehr erfor-
derlich, da die Spiegel der roten Blutkérperchen und des Hamo-
globins wieder auf physiologische Werte zurlickkehren. Da das
Ziel darin bestand, nur unbekannte Patienten und Patientinnen
zu identifizieren, konnte die Gruppe die anfangliche Schwelle
der RET auf 100.000/pL erhéhen und die Grenze fiir MicroR fir
schwere Fille auf 2,6 % senken. Diese Schwellenwerte erreichten
eine Sensitivitat von 100 % [24].

In dhnlicher Weise bestédtigten Sottiaux et al., dass der Algorithmus
fur splenektomierte Patienten und Patientinnen nicht gut geeignet
ist, obwohl sie die von Mullier et al. vorgeschlagene anfangliche
RET-Schwelle beibehielten und den RET/IRF-Cut-off fur Trager- und
Tragerinnen und milde Félle auf 14 senkten, wodurch eine Sensi-
tivitdt von 94 % erreicht wurde [25]. SchlieRlich konnten Bobeé
et al. mit den gleichen Blutparametern alle Félle von hereditarer
Sphérozytose, sowie alle Patienten und Patientinnen mit Pyruvat-
kinase-Mangel, einem enzymatischen Mangel der roten Blutkorper-
chen, identifizieren. Fiir die hereditdre Spharozytose wurden
folgende Kriterien eingefuhrt: RET > 80.000/uL, RET/IRF > 9,1
und MicroR » 2,2 % fur HGB < 12,0 g/dI (7,4 mmol/L) oder MicroR/
HYPO-He > 3,5 fiir HGB > 12,0 g/dI (7,4 mmol/L). Ahnlich verhilt
es sich bei Pyruvatkinase-Mangel: RET >150.000/uL, RET/IRF > 9,5,
MicroR < 5,5 % und MicroR/HYPO-He < 6,0 [26]. Die Cut-offs

fur die im Algorithmus enthaltenen Parameter sind in Tabelle 1
zusammengefasst.

Tabelle 1 Ubersicht der Cut-off-Werte fiir das Screening und die Identifizierung der hereditdren Spérozytose.

Mullier et al. Persijn et al. Sottiaux et al. Bobeé et al.
HS Erkrankte
® Nummer n=45 n=20 n=27 n=47
HS Erkrankte
m RET# >80.000/pL >100.000/pL >80.000/pL >80.000/pL
m RET/IRF >7,7 >7,7 >7,7 >9,1
Schwere
Trager and milde Form
m RET/IRF >19 >19 >14 >9.1
Moderate und schwere Form
® MicroR >3,5% >2,6% >3,5% >2,2%
fur HGB <12,0 g/dL
flir HGB < 7,4 mmol/L
B MicroR/Hypo-He >2,5 >2,5 >25 >3,5
(8,0 g/dL < HGB < 12,0 g/dL) fiir HGB » 12,0 g/dL
(5,0 mmol/L < HGB < 7,4 mmol/L) fir HGB > 7,4 mmol/L
B MicroR/Hypo-He >2,0 >2,0 >2,0
(HGB < 8,0 g/dL)
(HGB < 5,0 mmol/L)
Leistung
B Sensitivitadt 100% 100% 94,1% 100 %
m Spezifitat 99,3% 99% (ohne Splenektomie) 96,7% 92,1%
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Regeln zur Abklarung inkorrekter RBC-Indizes

Obwohl die gezielte Identifizierung der hereditdren Sphéarozytose
aus anderen hamolytischen Erkrankungen die Diagnostik und
Workflow-Effizienz verbessert, spiegelt sie die Bedirfnisse der
Arzte und die alltigliche Arbeitsbelastung der Labore nicht voll-
standig wider. Berda-Haddad et al. fanden heraus, dass Félle von
Erythrozytenerkrankungen, hauptsachlich Sichelzellenandmie
und hereditdre Sphéarozytose, zundchst aufgrund einer erhthten
mittleren korpuskuldren Himoglobinkonzentration (MCHC)
(>36,5 g/dl, 22,7 mmol/l) vermutet werden konnten, und entwi-
ckelten einen Entscheidungsbaum, um diese Krankheiten von
anderen Atiologien mit vermeintlich inkorrekten Erythrozyten-
Indizes zu unterscheiden.

MCHC gilt als stabiler Index der roten Blutkorperchen mit einem
sehr engen Bereich. Wann immer ein erhchter Wert auftritt, ist
es fir den behandelnden Arzt wichtig zu verstehen, ob dieses
Phanomen ein Artefakt (z. B. Kalteagglutination) ist oder ob es
tatsdchlich einen pathologischen Zustand widerspiegelt. Um dieses
Problem zu l6sen, verglichen Berda-Haddad et al. die Messungen
von RBC und HGB zwischen den Standardmesstechnologien und
der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie-Analyse der automatisierten
Hamatologie-Systeme von Sysmex. Basierend auf der Biologie
der Erkrankung, und einer visuellen Beurteilung der Blutprobe,
erstellten sie ein kleines Regelwerk, das RBC-Kalteagglutination,
optische Interferenzen und RBC-Erkrankungen identifizieren
und voneinander unterscheiden kann.

RBC-Kilteagglutination konnte aus einem Unterschied zwischen
der fluoreszenz-optischen Messung und der hydrodynamisch
fokussierten Impedanzmessung der Anzahl roter Blutkérperchen
nachgewiesen werden. Da die fluoreszenz-optische Methode keine
Interferenz aufwies, ist es diejenige, die berichtet wurde.

Félle von optischer Interferenz und RBC-Erkrankungen zeigten
die gleichen Unterschiede im Hamoglobin zwischen den beiden
Technologien des Systems. Eine Unterscheidung zwischen den
beiden wurde mit dem RBC-Score erméglicht, der aus der Retikulo-
zytenzahl und der Anzahl fragmentierter roter Blutkérperchen
(FRC) berechnet wurde. Beide Parameter nehmen in den Proben
mit bekannten RBC-Erkrankungen zu.

Félle von Sichelzellerkrankung und hereditarer Sphérozytose hatten
einen positiven RBC-Score und spiegelten Flle von echter MCHC-
Erhéhung wider. Die beschriebenen Regeln werden in der Extended
IPU von Sysmex als CBC-O Anwendung bereitgestellt [27].

Erhdhte MCHC und CBC-O-Anwendung

MCHC wird aus dem Verhialtnis von HGB zu HKT berechnet,
welcher wiederum aus der RBC-Zahl und dem MCV berechnet
wird.

HGB
MCHC = x100
l HTC
HGB
MCHC= — %100
RBC x MCV

Die CBC-O-Anwendung vergleicht die RBC-Indizes, die durch
die hydrodynamisch fokussierte Impedanzmessung und die
SLS-Hamoglobin Methode erzeugt werden, mit denen aus
dem fluoreszenz-optischen Messkanal, die zusammen mit
einer visuellen Beurteilung der Probe die wahrscheinlichste
Ursache fir die erhhte MCHC nahelegen. Die Applikation
erlaubt einen Vorschlag, welche der beiden Messwerte
vertrauenswiirdig ist und tibertragen werden sollte.

Prdanalytische und analytische Storfaktoren kénnen zu
falschen RBC-, HGB, oder MCV-Werten fuhren. Ein typisches
Beispiel sind Kalteagglutinine. Eine echte MCHC-Erh6hung
ist charakteristisch fur Erkrankungen der roten Blutkérperchen,
wie z.B. die hereditare Spharozytose.

Inkorrekte RBC Inkorrektes HGB Inkorrektes MCV Korrekte MCHC

[ [ | |

RBC-Erkrankung
(z.B. Sphérozytose)

Kilte- invivo Hypo-
agglutination Hamolyse osmolaritat

invitro Lindmie Kilte-
Hamolyse P agglutination

Intrazelluldre

Ikterus Dehydration

Abnormales
Protein
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RBC Disease Manager

Die in den vorherigen Kapiteln beschriebenen Studien zeigen das
hohe Interesse und die Notwendigkeit einer zuverldssigen Diagnose
von Hamoglobinopathien und Erythrozyten-Membranerkrankungen
aus anderen Ursachen von Erythrozyten-Index-Anomalien. In
einer Reihe von zwei Studien konnten Nivaggioni et al. einen ganz-
heitlichen Ansatz liefern und einen zuverlassigen Algorithmus
beschreiben, der mehrere erbliche Erkrankungen der roten Blut-
korperchen (einschlieBlich heterozygoter Himoglobinopathien,
Sichelzellerkrankung, hereditdre Spharozytose und Stidostasia-
tische Ovalozytose) von Patienten und Patientinnen mit IDA (einer
erworbenen Erkrankung) oder anderen Erkrankungen unterscheidet.
Die Indikation fiir jede Krankheit wurde von den empfohlenen
Follow-up-Tests begleitet, die die Diagnose bestdtigen konnen.
Dadurch wurden unnotige Test vermieden, die falsche Ergebnisse
generieren konnten. Das reduziert letztendlich die Arbeitsbelastung
des diagnostischen Labors.

Der Algorithmus bewertete das Vorhandensein mehrerer RBC-
und RET-Parameter: MicroR (Anteil mikrozytdre RBC), NRBC,
RDW-SD, MCHC und HYPO-He zu MicroR-Verhaltnis. Proben mit
normalen MCHC-Werten (< 36,5 g/dl, 22,7 mmol/L) gelangten
von Anfang an in den Algorithmus, wahrend Proben mit tatsachlich
erhéhtem MCHC (> 36,5 g/dl, 22,7 mmol/L), wie durch die im vor-
herigen Kapitel beschriebene CBC-O-Anwendung identifiziert,
direkt in den unteren Teil des Entscheidungsbaums gelangten
(siehe Abbildung 2).

MCHC >36,5 g/dL

JA\L

NRBC < 0,9%

NE IN\L
JA
(21,0 mmol/L)

J/\\L

Andere

-

bestétigt erhShter
\ MCHC durch CBC-O

-

JA\L

IRF >20%

J/\\L

SCD

MCHC <33,8 g/dL

\LNE\N

RET Reflex IDA

\LNHN Ml

Heterozygote Hamoglobinopathien und IDA wurden als Félle mit
normalen MCHC-Werten (< 36,5 g/dl, 22,7 mmol/L) zusammen mit
dem Vorhandensein von mikrozytdren Zellen (MicroR > 12,9 %) dar-
gestellt. Eine Unterscheidung zwischen den beiden wurde dadurch
ermdglicht, dass Patienten und Patientinnen mit Hdmoglobino-

pathie eine niedrige RDW-SD (< 38,5 fL) aufwiesen. Falle von Sichel-
zellerkrankung zeigten sich sowohl mit normaler als auch mit

erhohter MCHC. Im ersten Fall wiesen die Félle unterschiedliche
Anteile an mikrozytaren Zellen auf, unterschieden sich jedoch von
anderen Bedingungen oder IDA durch hohere NRBC (> 0,9 %) mit
MCHC » 33,8 g/dl (21,0 mmol/L) oder die hohere RDW-SD (> 38,5 fL)
mit MCHC > 33,0 g/dl (20,5 mmol/l). Diese Falle wurden dann an
den unteren Teil des Algorithmus weitergeleitet und ausgewertet.

Hereditdre Sphérozytose, Siidostasiatische Ovalozytose und ein
Teil der Fille von Sichelzellerkrankungen wurden alle von der
CBC-O-Anwendung als echte Fille von erh6htem MCHC iden-
tifiziert. Zusammen mit den verbleibenden Féllen der Sichelzell-
erkrankung aus dem oberen Teil des Algorithmus wurden sie
zundchst durch den RBC-Score bewertet. Sichelzellerkrankung
und hereditdre Spharozytose hatten aufgrund erhéhter Retikulo-
zytenzahlen einen positiven RBC-Score. Die Siidostasiatische
Ovalozytose hingegen manifestierte sich nicht mit einer erhchten
Freisetzung von Retikulozyten im peripheren Blut, so dass der
RBC-Score sehr niedrig blieb (< 0,15).

MCHC < 36,5 g/dL (22.7 mmol/L)

!

MicroR<12,9%

\LNE\N

RDW-SD < 38,5 fL

J/N[IN
JA

MCHC <33,0 g/dL
(20,5 mmol/L)

NEIN\L J/\\L

HGB HTZ

|

RET Analyse

!

RBC Score > 0,15

\LNE\N

Hypo-He/MicroR > 1,5

\LNHN

SAO Andere

Abb. 2 RBC Disease Manager. Ein optionales Regelset, das Fiille von heterozygoten Hdmoglobinopathien (HGB HTZ), Eisenmangelancdmie (IDA), Sichelzellerkrankung
(SCD), hereditdrer Sphdrozytose (HS) und Stidostasiatischer Ovalozytose (SAO) basierend auf Ergebnissen des CBC, CBC-O inkl. RBC Score sowie erweiterten RBC- und

RET-Parametern identifiziert. Modifiziert nach Nivaggioni V et al. 2021 [29].
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Eine Differenzierung zwischen den beiden Erkrankungen mit einem
positiven RBC-Score wurde auf der Grundlage der Tatsache vorge-

nommen, dass Falle von Sichelzellerkrankung einen IRF von mehr

als 20 % aufwiesen. Die Fille der Stidostasiatischen Ovalozytose
wurden durch ein HYPO-He/MicroR-Verhiltnis von mehr als 1,5
bestatigt (siehe Abbildung 2 und Tabelle 2) [28, 29].

Tabelle 2 RBC-Indizes und RBC-Score von Proben mit RBC Erkrankung.
(Mittelwert mit 95 % Konfidenzintervall). Hervorgehobene Werte zeigen die
im Algorithmus verwendete Daten [29].

Sichelzell- Sphéro- Ovalo- Andere
krankheit zytose zytose
Erkrankte n=24 n=14 n=18 n=68
MCHC 36,9 374 374 37,0
(g/dL) [36,6 -37,6] [36,6 -38,3] [36,7-38,2] [36,6 -38,7]
RBC Score 0,918 0,560 0,004 0,013

[0,15-1,00] [0,01-100] [0,00-0,06] [0,00-1,00]

IRF (%) 30,0 97 14,4 10,8
[10,0-428] [61-160] [60-368  [0,0-496]
HYPO-He/ 0,46 0,07 6,72 0,10
MicroR [011-133] [0,00-032] [2,78-11,87] [0,00 - 0,86]
Hypo-He (%) 1,7 03 20,5 0,2
[0,2-10,5]  [0,1-2,5] [9,5-38,7] [0,0 - 4,6]
MicroR (%) 5,5 33 28 2,5
[03-199] [17-172] [1,5-10,1] [0,5 - 23,0]
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