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Neue hamatologische Parameter
zur schnellen Uberwachung der Immunantwort

Patienten mit entztindlichen Erkrankungen sind im Kranken-
haus ein alltagliches Vorkommnis. Wenn der Verdacht einer
Entziindung besteht, ist es wichtig, diese schnell weiter zu
charakterisieren, um zwischen mehreren moglichen Krank-
heitsbildern unterscheiden zu kénnen. Insbesondere muss
festgestellt werden, ob die Entziindung durch eine Infektion
hervorgerufen wurde oder nicht, und wenn ja, was das
ursdchliche Pathogen ist und wie der Status der Immunant-
wort des Patienten ist. Danach muss der behandelnde Arzt
die indizierte Therapie bestimmen und eine unangebrachte
Gabe von Antibiotika vermeiden.

Die korrekte Stufendiagnostik bei Verdacht auf Entziindung
und Infektion durch klinische Untersuchungen, biochemi-
sche Marker und mikrobiologische Blutkulturen ist zeit- und
kostenintensiv. Ein schneller Hinweis zu Beginn der Diag-
nostik, in welche Richtung die Erkrankung deutet, ware
enorm hilfreich. So kdnnen schnell die weiteren korrekten
Tests veranlasst, unnétige Folgeuntersuchungen vermieden
und die Therapie frither begonnen oder angepasst werden.
Hamatologische Entziindungsparameter aus dem Routine-
Blutbild des XN-20-Analysesystems von Sysmex kénnen

quantitative Informationen tber die Entziindungsreaktion
des Immunsystems des Patienten liefern.

Nutzen hdamatologischer Entziindungsparameter

Der Nutzen hamatologischer Entziindungsparameter
(Extended Inflammation Parameter; EIP) bei der Versor-
gung entziindlicher Erkrankungen liegt in der Moglichkeit
den Aktivierungsstatus der Neutrophilen (NEUT-RI,
NEUT-GI), aktivierte Lymphozyten (RE-LYMP, AS-LYMP)
sowie den Anteil der unreifen Granulozyten (I1G) zu
bestimmen.

Das angeborene Immunsystem ist eine erste unspezifische
Verteidigungslinie gegen Pathogene. Seine Hauptfunktion
liegt darin, Fremdsubstanzen durch spezialisierte Leukozyten
zu identifizieren und zu entfernen, um dann das adaptive
(erworbene) Immunsystem durch einen Prozess zu aktivie-
ren, bei dem das Antigen des Pathogens zur Erkennung
prasentiert wird. In dieser Phase sind typischerweise akti-
vierte Neutrophile (erhéhtes NEUT-RI, erhéhtes NEUT-GI),
unreife Granulozyten (IG) und reaktive Lymphozyten
(RE-LYMP) sowie T-Zell-unabhingig aktivierte Plasmazellen
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(AS-LYMP) zu beobachten. Die spezifische Anderung im
Wert dieser Parameter hdngt im Allgemeinen von der
Natur des Entzlindungsreizes sowie der Schwere und dem
Stadium der Infektion ab. Das adaptive Immunsystem wird
durch das angeborene Immunsystem aktiviert. Es wird in
zwei Bereiche unterteilt: Eine friihe, zell-basierte Immun-
antwort, die durch einen Anstieg der aktivierten T-Lympho-
zyten und NK-Zellen charakterisiert wird, und eine humo-
rale Immunantwort, fiir die aktivierte B-Lymphozyten
(Plasmazellen) kennzeichnend sind. Aktivierte B-Lympho-
zyten kdnnen mit dem Parameter AS-LYMP (antikérper-
bildende Lymphozyten) gezihlt werden. Die Gesamtheit
der aktivierten Lymphozyten (einschlieRlich der Plasma-
zellen) wird durch den Parameter RE-LYMP (gesamte
reaktive Lymphozyten) erfasst.

Die Kombination der Parameter RE-LYMP und AS-LYMP
erschlieRt zusatzliche Informationen tiber die zelluldre
Aktivierung des angeborenen und adaptiven Immunsys-
tems. Erhchte Fluoreszenzwerte fiir diese Zellpopulationen
in der Messung kennzeichnen eine erhéhte Aktivitdt und
Verdnderungen in der Zusammensetzung der Zellmembran
und erlauben dadurch Riickschliisse, ob die Immunantwort
zelluldr oder humoral vermittelt wird. Dies erlaubt Hin-
weise zur Differenzierung von viralen und bakteriellen
Infektionen sowie akuten und abklingenden Infektionen,

oder ob der entztindlichen Erkrankung tiberhaupt keine
Infektion zugrunde liegt. Tabelle 1 fasst die hamatologi-
schen Entziindungsparameter mit ihren jeweiligen
Einheiten zusammen. Die Parameter erlauben die
Quantifizierung

m der aktivierten Lymphozyten
m der unreifen Granulozyten
m des Aktivierungsstatus der Neutrophilen.

Mehrere verdffentliche Studien konnten zeigen, dass diese
Parameter wertvolle Beitrdge zur Erkennung und Beobach-
tung von Infektionen und Entziindungen leisten [1-8]. Die
strukturellen Neutrophilen-Parameter NEUT-RI und
NEUT-GI der XN-Serie konnten das Auftreten von unreifen
Granulozyten vorhersagen. Dies legt nahe, dass diese Neu-
trophilen-Parameter das Vorliegen einer frithen bakteriel-
len Infektion anzeigen kénnen [1]. Dariiber hinaus fand
eine laufende Studie, dass sowohl RE-LYMP als auch
AS-LYMP schwerpunktmaRig bei viralen Infektionen
erhoht sind [2]. RE-LYMP war bei bakteriellen Infektionen
nur in Einzelféllen erhéht und AS-LYMP war in Féllen bak-
terieller Infektionen stets nur maRig erhoht, was vermut-
lich auf unspezifische, nicht-T-Zell-aktivierte Plasmazellen
zuriick zu fihren ist.

Tabelle 1 Eine Zusammenfassung hdmatologischer Entziindungsparameter mit ihrer jeweiligen immunologischen Interpretation,

ihrer Einheit und ihrem Referenzintervall.

Zellpopulationen und/

Beschreibung

Immunologische

Einheit Referenz-

intervall

Parameter

oder ihre Eigenschaften

Interpretation

Gesamtzahl Dies schlieRt aktivierte B- und Erhoht bei angeborener  RE-LYMP# Zellen/L 0-0,5x10°/L
der reaktiven T-Lymphozyten ein, die und zellbasierter
Lymphozyten verglichen mit den anderen adaptiver Immun- RE-LYMP%' % 0-5%
Lymphozyten durch eine erhéhte  antwort
Intensitat der Fluoreszenzfar-
bung gekennzeichnet sind.
Antikorper-bildende Dies sind aktivierte B-Lympho-  Erhoht bei angeborener  AS-LYMP# Zellen/L 0 Zellen/L
Lymphozyten' zyten, die durch die deutlich und humoraler
erhohte Fluoreszenzfarbung adaptiver Immun- AS-LYMP%' % 0%
von anderen Lymphozyten antwort
unterschieden werden kénnen.
Granularitit der Ein MaR der zytoplasmatischen Erhoht bei frither NEUT-GI: Streu- 142,8-159,3
Neutrophilen Granularitat der Neutrophilen, angeborener Immun- Intensitat der Intensitat (SI)  SI[1]
was ihre Antwort auf die Ent- antwort Neutrophilen-
zindungsvorgange widerspiegelt. Granularitdt
Reaktivitit der Ein MaR der Fluoreszenzinten- Erhoht bei frither NEUT-RI: Fluoreszenz- 39,8 -51,0

Neutrophilen

Unreife
Granulozyten

sitdt der Neutrophilen-Popula-
tion, was ihre metabolische
Aktivitat widerspiegelt.

Die Gesamtzahl der Metamyelo-
zyten, Myelozyten und Pro-
myelozyten, als eine gemein-
same Population; separat von
»Neutrophilen« erfasst.

angeborener Immun-
antwort

Zeigt die Schwere einer
frihen angeborenen
Immunantwort an

Intensitat der

Neutrophilen-

Intensitat (FI)

FI[1]

Reaktivitat
IG# Zellen/L 0-0,06 x10°/L
1G%' % 0-0,6% [9]

'Als prozentualer Anteil an allen WBC

"Im Fall eines Auftretens von antikérper-bildenden Lymphozyten (AS-LYMP) werden diese auch in der Anzahl aller reaktiven Lymphozyten (RE-LYMP) erfasst.
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Eine weitere Studie, die Kinder unter fiinf Jahren unter-
suchte, fand heraus, dass bei Patienten mit bakteriellen
Infektionen NEUT-RI gegeniiber Kontrollen erhtht war [6],
wdhrend nur RE-LYMP und AS-LYMP bei Patienten mit
viralen Infektionen signifikant hoher als bei Patienten mit
bakteriellen Infektionen war. Zusatzlich konnte AS-LYMP
in der Studie die gleiche Trennscharfe zwischen viralen
und bakteriellen Infektionen zeigen wie Procalcitonin. Stiel
et al. (2016) zeigten, dass der NEUT-RI-Parameter eine
hohe Sensitivitat und Spezifitat bei der Diagnose einer dis-
seminierten intravasalen Koagulopathie bei Patienten mit
septischem Schock aufwies [7]. Oehadian et al. (2015)
untersuchten die differentialdiagnostischen Moglichkeiten,
die die Forschungsparameter zu atypischen Lymphozyten,
von denen RE-LYMP und AS-LYMP abgeleitet wurden,
erdffneten. Sie fanden dabei heraus, dass diese bei der

Laborergebnisse

Unterscheidung von Dengue-Fieber von Leptospirose und
enterischem Fieber (Typhus) helfen [8].

Fallbeispiel: Friihe angeborene Immunantwort
auf intrazelluldre Bakterien

Fallgeschichte

Ein 23-jahriger Mann mit intermittierendem Fieber suchte
drei Tage nach dem ersten Auftreten des Fiebers seinen
Arzt auf. Der Mann berichtete die folgenden Symptome:
Kurzatmigkeit, Husten mit Auswurf, Schmerzen im Unter-
leib, Durchfall, nachtliche SchweiRausbriiche sowie gene-
relles Unwohlsein. Angesichts der Symptome vermutete
der Arzt eine Lungenentziindung und verordnete die Mes-
sung eines Differenzialblutbilds, um die Ursache der Infek-
tion abzuklaren.

Tabelle 2 Fin Uberblick iiber die Messergebnisse des Sysmex XN Hédmatologie-Analysesystems.

WBC-Parameter Daten

WBC (10°/L) 2,98 RBC (10%/L)
NEUT# (10°/L) 2,50* HGB (g/L)
LYMPH# (10°/L) 0,29% HCT (L/L)
MONO# (10°/L) 0,17* MCV (fL)
EO# (10°/L) 0,01* MCH (pg)
BASO# (10°/L) 0,01 MCHC (g/L)
IG# (10°/L) 0,02* RDW-SD (fL)
RE-LYMP# (10°/L) 0,03 RDW-CV (%)
AS-LYMP# (10°/L) 0,02 NRBC# (10°/L)
NEUT% 84,0* NRBC%
LYMPH% 9,7* MicroR (%)
MONO% 5,7* MacroR (%)
EO% 0,3* HYPO-H, (%)
BASO% 0,3 HYPER-H,. (%)
1G% 0,7* RET# (10°/L)
RE-LYMP% 1,0 RET%
AS-LYMP% 0,6 IRF (%)
NEUT-GI (SI) 145,5 RET-H, (pg)
NEUT-RI (FI) 60,7 Delta-H, (pg)
FRC# (107/L)*
FRC%*

RBC-Parameter Daten

3,96 PLT-1 (10°/L) 244
102 PLT-F (10°/L) 231
0,312 PDW (fL) 1,4
78,8 MPV (L) 1,2
258 P-LCR (%) 30,7
327 PCT (L/L) 0,0027
42,2 IPF# (10°/L) 42
14,6 IPF (%) 18
0,00

0,0 WBC-Flag(s)

83 Lymphopenie

33 Leftshife

1,6 .

Atypical Lympho?
0,3
*Ergebnis als unzuverldssig gekennzeichnet

226 * Forschungsparameter
0,57

5,1
29,8

3,8

0,0851

2,15
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Interpretation des Falles

Die XN-Analyseergebnisse des jungen Mannes mit Fieber
und der klinischen Fragestellung der Abklarung einer Lun-
genentziindung zeigten eine Leukopenie mit relativem
Anstieg der Neutrophilen (NEUT/LYMPH=8,5).

Die Neutrophilen wiesen einen leicht gesteigerten Aktivie-
rungsstatus auf - NEUT-RI=60,7 FI. Zusammen mit der
niedrigen Konzentration AS-LYMP (0,6 %) deuten diese
Ergebnisse auf eine friihe Antwort des angeborenen Immun-
systems auf intrazelluldre Bakterien hin.

Die Differentialdiagnose der Lungenentziindung zielt darauf
ab, die zugrundeliegende Ursache abzuklaren, die entweder
extra- oder intrazelluldre Bakterien, eine virale Infektion
oder eine Entziindung durch nichtpathogene Ausléser sein
kann. Die hier beobachteten Resultate zeigten eine Verrin-
gerung der absoluten Neutrophilen-Konzentration. Die akti-
vierten Neutrophilen und die Verringerung sowohl der
absoluten Lymphozyten-Konzentration als auch ihres pro-
zentualen Anteils, erlaubten es, eine virale Infektion auszu-
schlieen. Wenn eine Lungenentziindung durch extrazellu-
lare Bakterien verursacht wird, so wird gewohnlich ein
Anstieg der Konzentration der Neutrophilen beobachtet
(zusammen mit einem Anstieg der unreifen Granulozyten,
IG) sowie eine Verringerung der Monozyten. Dies wiirde auf
eine Infektion in der Akutphase hinweisen und einhergehen
mit einer Thrombozytopenie, die hier nicht beobachtet
wurde. Eine Entziindung ohne Infektion wiirde eine Neutro-
philie bedingen, bei der die Neutrophilen nicht aktiviert
werden. Bei den in geringer Konzentration beobachteten
AS-LYMP im Differenzialblutbild handelt es sich um T-Zell
unabhéangig aktivierte Plasmazellen, die nach direkter Akti-
vierung durch Lipopolysaccharide unspezifische Antikorper

bilden. Lipopolysaccharide I6sen sich von der Zellwand man-
cher Bakterien und binden an B-Zell-Rezeptoren.

Im Gesamtbild kann so eine extrazelluldre bakterielle Infek-
tion ausgeschlossen werden, genauso wie eine nichtpatho-
gene Entztindung oder eine virale Infektion. Die Diagnose
eines Verdachts auf Tuberkulose beruhte dann auf einem
positiven Befund im Thorax-Réntgenbild. Vier Wochen nach
dem urspriinglichen Blutbild und des Beginns einer Antibio-
tika-Therapie konnte diese Diagnose einer durch M. tubercu-
losis ausgelosten Tuberkulose anhand einer positiven
Ziehl-Neelsen-Farbung fir »saurefeste« Bakterien in einer
Sputumkultur letztendlich bestatigt werden.

Zusammenfassung

Die in diesem White Paper beschriebenen diagnosti-
schen Parameter helfen Arzten, Patienten mit entziindli-
chen Erkrankungen zu diagnostizieren, zu behandeln und
zu Uberwachen. Die hamatologischen Entziindungspara-
meter liefern zuséatzliche Informationen tber die Aktivie-
rung der Immunantwort. Sie unterstiitzen die Unter-
scheidung zwischen Entziindung und Infektion, verschie-
denen pathogenen Ursachen einer Infektion (viral oder
bakteriell) und unterschiedlichen Arten der Immunant-
wort: frither angeborener, zelluldrer oder humoraler
Immunantwort. Diese Parameter erlauben eine quantita-
tive Beurteilung des Aktivierungsstatus der Neutrophi-
len (NEUT-RI, NEUT-GI), der unreifen Granulozyten (IG)
und der aktivierten Lymphozyten (RE-LYMP, AS-LYMP).
Sie sind jederzeit im Rahmen der hdmatologischen Rou-
tine-Labordiagnostik verfuigbar, zusammen mit dem gro-
Ben Blutbild.
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Wie kénnen diese Parameter auf Hama-
tologie-Analysensystemen gemessen werden?
Diese hamatologischen Entziindungsparameter kénnen
mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie auf dem Ana-
lysesystemen XN-20 der XN-Serie bestimmt werden. Sie
werden (hier im Beispiel in Abb. 1) in Form sogenannter
»Scattergramme« angezeigt, die wahrend der Messung
angelegt werden.

WDF

SFL

RE-LYMP

SsC

b WDF

SFL

AS-LYMP

SsC

C WDF

SFL

WDF

SFL

SsC

Abb. 1 Himatologische Entziindungsparameter, die die aktivierten Zellpopulationen beschreiben, die im Verlauf einer Inmunantwort beobachtet werden. Die
Scattergramme werden angelegt, indem die intrazelluldre Struktur (Seitwdrtsstreulicht: SSC) auf der X-Achse gegen die Menge an bioaktivem Material (Seit-

wirts-Fluoreszenzlicht: SFL) auf der Y-Achse aufgetragen wird. Jeder Punkt stellt eine Zelle dar. a: Reaktive Lymphozyten; b: antikérper-bildende Lymphozyten; c:

aktivierte Neutrophile; d: unreife Granulozyten.

Im Scattergramm des beschriebenen Falls (Abb. 2) wurden
die folgenden Beobachtungen gemacht: Aktivierte Neutro-
phile (NEUT-RI, angezeigt durch erhdhte Fluoreszenz-In-
tensitat, hellblau) und Monozyten (grtin). AuRerdem
wurde das Auftreten einiger Plasmazellen (AS-LYMP)
beobachtet.

WDF

SFL

AS-LYMP

SSC

Abb. 2 Scattergramm des obigen Fallbeispiels
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