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1 EINLEITUNG

1.1 Automatisierte Blutbildanalyse mittels Fluoreszenz-Flowzytometrie

In der Zytometrie werden Zellen quantitativ gezahlt und vermessen. Neben der
reinen Anzahl und Grolie kann z.B. der Zelltyp, DNA-Gehalt oder die innere Struktur
einer Zelle bestimmt werden. Das quantitative Gegenstiick zur Fluoreszenz-
Mikroskopie von Einzelzellen stellt die Fluoreszenz-Flowzytometrie dar. Durch die
Anwendung von Fluoreszenz-Farbstoffen zur Anfarbung von zellularen Bestandteilen
konnen intrazellulare Spezifika mit grosser Geschwindigkeit von lebenden Zellen
analysiert werden. Die Ergebnisse werden in Form von Scattergrammen und
Histogrammen dargestellt, um in ubersichtlicher Weise Menge und Art
unterschiedlicher Zellpopulationen darzustellen (Fujimoto, 1999).

In automatisierten Hamatologieautomaten der neuesten Generation werden die
Blutproben aliquotiert, mit unterschiedlichen Reagenzien und Fluoreszenzfarbstoffen
versetzt und in verschiedenen Messkanalen gleichzeitig analysiert. Die interne
Zellstruktur und das Zellvolumen werden uber den elektrischen Widerstand im
Gleichstrom und im niederfrequenten und hochfrequenten Wechselspannungsfeld,
sowie optische Parameter als Absorption, Streulicht und Fluoreszenz parallel
gemessen. So erhalt man Uber 70 verschiedene Messgrof3en pro Patientenprobe,
die eine sichere Differenzierung der Zellen auch in nahezu allen pathologischen
Proben ermoglicht (Tanaka et al., 2007). Je nach Flagging-Einstellungen am
Hamatologieautomaten selbst, bzw. gesteuert durch das Regelwerk einer
Middleware (WAM, work area manager), kann bei abnormalen Proben durch einen
automatischen Ausstreicher ein Praparat angefertigt und nachfolgend im

(automatischen) Mikroskop analysiert werden.

Mittels Halbleiterlaser-Technologie, kdnnen Fluoreszenzsignale in der Flowzytometrie

erfasst und aufgezeichnet werden (Abb.1).
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Abbildung 1: Prinzip der automatisierten flowzytometrischen Messung mittels
Halbleiter-Laser Technologie (Tanaka 1999). Durch hydrodynamische Fokussierung
(Sheath flow cell) werden die Zellen vereinzelt durch den Laserstrahl des
Halbleiterlasers geleitet und sowohl das Vorwartsstreulichtsignal (Forward scattered
light data), als auch das Seitwartsfluoreszenz-Streulichtsignal (Lateral fluorescent
light data) uUber eine Photodiode bzw. einen Photomultiplier detektiert. Die
verschiedenen Signale jeder einzelnen Zelle werden im Rechner (Microprocessor)
zusammengefuhrt und numerisch, sowie graphisch in Zellscattergramm-
Informationen umgesetzt.

Klassische Flowzytometriegerate arbeiten mit dem Impedanzverfahren nach Coulter
und kénnen dadurch lediglich Informationen Uber Anzahl und Volumen von Zellen
ermitteln (Coulter 1953). Dieses sogenannte "Coulter-Prinzip" stellt ein Basis-
Messprinzip in jedem modernen Hamatologieautomaten dar, das durch weitere
optische Messverfahren erganzt wird. Probleme ergeben sich beim
Impedanzverfahren unter anderem beim gleichzeitigen Durchtritt mehrerer Zellen in
der Detektionskammer (Koinzidenz), so dass statt zweier kleiner Zellen das Signal
einer einzelnen sehr groflen Zelle vorgetauscht wird. Des Weiteren ergibt sich ein

unterschiedliches Signal, wenn vollig identische Zellen mittig oder am Rand die



Messzelle durchstrémen, basierend auf der Inhomogenitat des elektrischen Feldes in
der Detektionskammer (Thom 1969). Der Einsatz der hydrodynamischen
Fokussierung in der Flowzytometrie durch den Berliner Wissenschaftler Prof. Dr.
med. Reinhard Thom (Klinikum Westend, FU Berlin, Thom 1970) I6ste das Problem
der Orientierung der Zellen beim Durchtritt durch die Messzelle und minimierte so

das Artefakt der Koinzidenz.

Das erste Flowzytometer auf optischer Basis konnte die Absorption von zellularer
DNA bei 253,7 nm durch Blitzlichtimpulse mit einer Dauer von 40 Nanosekunden
nachweisen und dadurch eine melfdtechnische Trennung von kernhaltigen und
kernlosen Zellen vornehmen (Kamentsky 1965). Die Vorstellung eines
Flowzytometriegerates zur Sortierung von Zellen erfolgte ebenfalls 1965 durch

Fulwyler (Fulwyler 1965).

Die Einfuhrung der Fluoreszenz als Messparameter in der Flowzytometrie durch
Gohde 1968 flhrte zum Einsatz vieler verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe und
ermoglichte zum ersten Mal die Differenzierung verschiedener physiologischer
Zustande von Zellen (Dittrich 1969).

Um in der Routineanalytik zur Anfertigung eines erweiterten Differentialblutbildes den
Einsatz von Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikbrpern zu vermeiden, deren
Einsatz viel zu kostenintensiv und durch lange Prainkubationszeiten zu aufwendig
ware, kommen bei den Hamatologieautomaten der Firma SYSMEX (SYSMEX, Kobe,
Japan) Polymethin-Farbstoffe zum Einsatz. In standardisierten vollautomatisierten
Protokollen werden exakt definierte Mengen dieser Fluoreszenzfarbstoffe zur
Patientenprobe hinzupipettiert und nach einer festen Inkubationszeit in der Messzelle
analysiert. Genau diese Standardisierung macht Uberhaupt erst den Einsatz der
Fluoreszenz-Flowzytometrie als Hochdurchsatz- Screening-Werkzeug moglich. Die
Polymethine markieren die Nukleinsduren (RNA und DNA) im Zellkern und durch
sterische Hinderung des Moleklls nach Bindung erfolgt eine Amplifikation des
Fluoreszenzsignals. Durch die Farbung aller zellularen RNA- oder DNA-haltigen
Komponenten wird der Signal-Rausch-Abstand vergréfRert und dadurch die
Interferenz vermindert, so dass die Trennung der einzelnen Zellpopulationen deutlich

verbessert werden kann (Giles 2006).



1.2 Die unreife Plattchenfraktion (IPF) zur Differenzierung von

Thrombozytopenien

Die Rolle von Thrombozyten bei der Thrombose und Hamostase wurde erstmals
1882 beschrieben (Bizzozero 1882). Es handelt sich um kernlose Zellfragmente von
Megakaryozyten aus dem Knochenmark, welche sich ein bis zwei Tage im unriefen
Vorstadium im Blut befunden und intensiv Proteinbiosynthese betreiben. Die
Lebenszeit von Thrombozyten im peripheren Blut betragt insgesamt ca. 9 bis 10
Tage und der Referenzwert liegt bei 150 bis 400 x 10° /L (Patel 2005).

Im Tierversuch konnte Ingram 1969 nach akutem Blutverlust bei Beagle-Hunden eine
Thrombozytopenie induzieren und anschliessend grol’e RNA-haltige Plattchen im
peripheren Blutausstrich nachweisen, sogenannte "retikulierte Plattchen" (Ingram
1969).

Mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Thiazol Orange kdnnen bei thrombozytopenischen
Patienten mit normalen oder erhohten Mengen an Megakaryozyten im Knochenmark
gesteigerte Konzentrationen an RNA-haltigen Thrombozyten im peripheren Blut
angefarbt und mittels Fluoreszenz-Flowzytometrie quantifiziert werden (Kienast
1990).

Durch die Gabe von humanem Megakaryozyten-Wachstumsfaktor kommt es zu
einem massiven Anstieg an unreifen Thrombozyten im peripheren Blut (O'Malley
1996).

Demnach korreliert der RNA-Gehalt von Thrombozyten mit der Aktivitat von
Megakaryozyten im Knochenmark, so dass eine Differentialdiagnose von
Thrombozytopenien moglich wird: eine Thrombozytopenie aufgrund eines
Knochenmarkversagens geht mit einer verminderten Bildung neuer Blutplattchen und
wenigen unreifen Thrombozyten einher, wahrend eine Thrombozytopenie aufgrund
eines erhohten Verbrauchs oder Zerstorung von Plattchen mit einer hohen Anzahl an
unreifen Plattchen im peripheren Blut korreliert. Eine Quantifizierung der unreifen
Thrombozyten ermoglicht somit das Monitoring von thrombozytopenen Zustanden
(Briggs 2006).

Ein grosser Nachteil der elektrischen Impedanz-Zellmessung besteht in der

Schwierigkeit, grosse Plattchen von Mikrozyten oder Fragmentozyten zu

unterscheiden. Optische Streulichtmethoden kdnnen dies wesentlich besser,
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wenngleich die reine Volumenbestimmung durch die Impedanzmethode Vorteile
bietet (Fujimoto 1999, Giles 2006).

Die International Society for Laboratory Hematology (ISLH) hat 2001 eine
Empfehlung zur Zahlung von Plattchen herausgegeben (Harrison 2001). Basierend
darauf sollte eine Taskforce zur Bestimmung von retikulierten Plattchen eine analoge
Referenzmethode etablieren. Dabei diente Thiazol-Orange als RNA-Farbstoff und
Fluoreszenz-markierte Antikdrper gegen CD41 und CD61 zur spezifischen
Markierung von Thrombozyten. Die Messung von Normalproben in sieben
Referenzlaboratorien ergab eine Streuung der Mittelwerte der unreifen Thrombozyten
von 1,5 bis 16,8%, in anderen Studien gar von <3% bis 20% (Rinder 1993, Matic
1998) so dass eine Standardisierung mittels Antikdrper-basierter Flowzytometrie als

bisher nicht erfolgreich angesehen werden muss.

Die Gerate der XE-Klasse von SYSMEX kombinieren die Impedanzmessung von
Thrombozyten mit der optischen Fluoreszenz-flowzytometrischen Messung (Tanaka
2001). Aus EDTA-Vollblut kénnen ohne Vorverdinnung unreife Thrombozyten, die
sogenannte IPF (immature platelet fraction), im Retikulozytenkanal bestimmt werden.
Die x-Achse gibt im Scattergramm die Seitwarts-Fluoreszenzintensitat wieder, die y-
Achse stellt die Vorwartsstreuung dar (Abb. 2).
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Abbildung 2: Darstellung der unreifen und reifen Thrombozyten im
Retikulozytenkanal der Hamatologieautomaten der XE-Klasse von SYSMEX. Das
Vorwartsstreulichtsignal kombiniert mit dem Seitwartsfluoreszenz-Streulichtsignal
ermdglicht die optische Erfassung der reifen und unreifen Fraktion (IPF) der
Thrombozyten. Ein Computeralgorithmus berechnet die Trennung der reifen von der
unreifen Fraktion der Thrombozyten, welche hdhere mRNA-Anteile enthalt und daher
ein starkeres Fluoreszenssignal nach Polymehtin-Farbung aufweist (Briggs 2000).

Daraus resultiert die Darstellung der ZellgroRe gegen die Fluoreszenz. Es kann
sowohl die absolute (IPF#) als auch die relative IPF (IPF%) bestimmt werden. In
mehreren Studien konnte fur Erwachsene ein Referenzwert zwischen 1 - 8% fur die
IPF% ermittelt werden (Briggs 2004, Chaoui 2005, Abe 2006).

Aus klinischer Sicht ist eine genaue Messung von Thrombozyten und unreifen
Thrombozyten fur die moglichst exakte Bestimmung des Blutungsrisikos
winschenswert. Aus der Information laRt sich individuell vorhersagen, wieviele
Plattchentransfusionen der Patient bendtigt. In einer umfassenderen Sichtweise laf3t
sich damit Produktion und Bevorratung von Plattchenkonzentraten optimieren
(Norfolk 1998).

Kann die Zahlung der Plattchen und unreifen Plattchen insbesondere im niedrigen
Bereich mit einer hohen Prazision und standardisiert vorgenommen werden, ist
sowohl die Reduktion von Plattchentransfusionen, als auch die individuelle
Vorhersage des Plattchenverlaufs moglich. Eine Differentialdiagnose zwischen
Knochenmarkversagen (Hypoplasie, Apalasie, zytotoxische Chemotherapie) und
einem erhdhten peripheren Verbrauch (DIC, HELLP, ITP, TTP) wird bei der Abklarung
einer Thrombozytopeniewird ermoglicht (Briggs 2004, Kickler 2006).

Die Eigenschaften von unreifen Thrombozyten kdnnen wie folgt zusammengefasst

werden:

- sie wurden erst vor kurzem aus dem Knochenmark in die Peripherie freigesetzt

- sie sind grofer als reife Plattchen

- sie konnen als das Pendant zu Retikulozyten in der roten Reihe angesehen werden
- sie sind RNA-haltig

- ihre RNA kann mit Fluoreszenzfarbstoffen (z.B. Polymethinen) angefarbt werden

- sie lassen sich mittels DurchfluRzytometrie quantifizieren
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1.3 Delta-Hamoglobin und die unreife Retikulozytenfraktion (IRF)

Delta-Hamoglobin

Das Retikulozyten-Hamoglobin (Ret-Hb) ist ein direktes Mall der aktuellen
Eisenverfligbarkeit. Es ist vermindert bei einer akuten oder chronischen Entziindung
und gilt als Schnellmarker zur Therapiekontrolle einer Eisentherapie, mit einem
Anstieg bereits nach weniger als 48 Stunden (Butarello 2004). Durch direkte
Messung des mittleren Hamoglobingehalts (in pg) von Retikulozyten kdnnen
Frihstadien des Eisenmangels bereits zu einem Zeitpunkt erkannt werden, zu dem

herkdbmmliche biochemische Parameter nicht aussagekraftig sind (Canals 2005).

Zum Monitoring von Dialysepatienten unter EPO-Substitution oder zur
Unterscheidung des latenten Eisenmangels (Ret-Hb normal) von einer manifesten
Eisenmangelanamie (Ret-Hb vermindert) gilt das Ret-Hb heutzutage ebenfalls als

einer der verlasslichsten Parameter (Ullrich 2005, Brugnara 2006).

Subtrahiert man von Ret-Hb das MCH der reifen, roten Erythrozyten, so erhalt man
den delta-Hamoglobinwert (delta-Hb, Thomas 2005).

Beim Gesunden ist dieser Wert immer positiv, da die Retikulozyten mehr Hdmoglobin
enthalten als die reifen Erythrozyten. Bei der Anamie bedingt durch eine chronische
Erkrankung (z.B. entzindliche Darmerkrankungen, Tumore, systemischer Lupus,
rheumatoide Arthritis) ist der Wert negativ, da aufgrund der Hepcidinfreisetzung aus
der Leber, die Eisenfreisetzung und -aufnahme durch Blockade von Ferroportin
inhibiert ist und weniger Eisen fir den Einbau in das Hamoglobinmolekul in den
Retikulozyten zur Verfigung steht (Andrews 2008). So kann mit dem delta-
Hamoglobin eine Anamie bei chronischer Entzindung von einer Eisenmangelanamie

unterschieden werden (Weimann 2009).

Das delta-Hb wird auch negativ bei einer systemischen akuten Infektion. Die durch
IL-6 induzierte Hepcidinausschittung der Leber fuhrt zur "Downregulation" von
Ferroportin und dadurch zur Retention von Eisen, vor allem in Makrophagen (Ganz
2003, Nemeth 2008, Nemeth 2010). Dadurch kommt es zu einem funktionellen
Eisenmangel wenige Stunden nach Beginn einer Infektion, mit einem sofortigen

Abfall der Hamoglobinsynthese und Beladung von Retikulozyten. Der delta-Hb - Wert
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fallt innerhalb weniger Stunden bei einer bakteriellen Sepsis (Spies C., Weimann K.,
Weimann A., unpublizierte Daten) und kann damit indirekt als Indikator fur eine

Aktivierung des Monozyten/Makrophagen-Systems dienen (Franck 2004).

Retikulozyten und IRF

Bereits 1931 schlug Heilmeyer eine Klassifikation der Retikulozyten anhand ihrer
Menge an retikulozytaren Filamenten vor, die im Blutausstrich durch Brilliantkresyl
Blau dargestellt werden konnten (Heilmeyer 1931). Obwohl die Idee richtig war,
scheiterte sie an der damals unzulanglichen Methode.

Durch die Bestimmung der unreifen Retikulozytenfraktion (IRF) mittels RNA-Farbung
in der Fluoreszenz-Flowzytometrie, kann eine Aussage zur Erythropoese im
Knochenmark getroffen werden, insbesondere kann sehr friih eine Rekonstitution
des Knochenmarks nach Chemotherapie oder Stammzelltransplantation verfolgt
werden (Davis 1996). Die IRF ist ein Parameter zur differentialdiagnostischen
Unterscheidung von Anamien, die mit einer verstarkten Aktivitdt des Knochenmarks
einhergehen (wie akutem Blutverlust oder erworbenen hamolytischen Anamien) und
chronischen renalen Erkrankungen, die mit Anamien aufgrund einer verminderten
Knochenmarksaktivitat auffallig werden (Abb. 3). Bei akuten Infektionen, einer
Myelodysplasie oder chronischen Uramie ist durch Suppression der Erythropoese

nicht nur die IRF vermindert, sondern auch die Retikulozytenzahl (Butarello 2002).

Unreife
Retikulozyten f::;;m e H@molyse
Hoch

Dyserythropoese

Normal

Niedrig Aplasie

Niedrig Normal Hoch Retikulozyten

Abbildung 3: Darstellung der unreifen Retikulozyten (IRF) gegen die Anzahl an
Retikulozyten bei verschiedenne hdmatologischen Krankheitsbilden (nach d'Onofrio
1996).
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1.4 Der Granulationsindex (Gl-Index)

Eine Linksverschiebung der Granulozyten im peripheren Blut (Stabkernige,
Myelozyten, Metamyelozyten und Promyelozyten) kann von automatisierten
Fluoreszenz-Flowzytometern als Gruppe der unreifen Granulozyten (IG) quantifiziert
werden (Briggs 2003, Field 2006).

Unreife Granulozyten kommen physiologischerweise nicht im peripheren Blut vor,
sondern geben Hinweise auf bakterielle Infektionen, akute Inflammationen,
Tumorerkrankungen (insbesondere bei Knochenmarksmetastasen), Gewebs-
nekrosen, akute Transplantatabstoungen, chirurgische oder orthopadische
Traumata, myeloproliferative Erkrankungen, bei Einsatz von Steroiden und in der
Schwangerschaft (vor allem im dritten Trimenon, Butarello 2008). Ansari-Lari
beschrieb 2003 die unreifen Granulozyten als einen Pradiktor von Infektion und
Sepsis bei Erwachsenen mit einer signifikanten Assoziation von positiven
Blutkulturen (Ansari-Lari 2003). Zwei Jahre spater konnte diese Beobachtung auch

fur die neonatale Sepsis gezeigt werden (Nigro 2005).

Die manuelle mikroskopische Bestimmung einer Linksverschiebung im Blutausstrich,
insbesondere von Stabkernigen, ist hingegen mit einer hohen interindividuellen
Varianz (Variationskoeffizienten um 36%) und stark divergierenden
Referenzbereichen verschiedener Labore assoziiert (Fernandes 2007). Ein Ersatz
des manuellen Differentialblutbildes zur Quantifizierung einer Linksverschiebung
sollte daher durch standardisierte und automatisierte Methoden erfolgen (Cornbleet
1995, van der Meer 2006).

Zusatzlich zur quantitativen Erfassung der unreifen Granulozyten bringt die
Hochdurchsatz-Messung des Aktivierungszustandes von Neutrophilen mittels
Fluoreszenz-Flowzytometrie Hinweise auf eine bakterielle Sepsis. So gibt der Wert
des Seitwarts-Fluoreszenz-Streulichts (NEUT-Y) Aufschluss uber den DNA/RNA-
Gehalt der Neutrophilen und damit Uber deren Aktivitdtszustand (Linssen 2008).
Durch die Messung der Granularitdt der neutrophilen Granulozyten im Streulicht
eines Fluoreszenz-Flowzytometers, kann der Granulierungsgrad (Gl-Index)
quantifiziert werden und dient als Screeningmethode fur ein Myelodysplastisches
Syndrom (MDS, Furundarena 2010).
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Neutrophile und Eosinophile Granulozyten zeigen die héchsten Seitwartsstreulicht-
Signale aller peripheren Blutzellpopulationen. Hypogranulare Neutrophile besitzen
niedrigere NEUT-X Werte, wahrend hohe NEUT-X Messwerte auf eine
Hypergranularitat der Neutrophilen hindeuten (Furundarena 2010).

Bezieht man den NEUT-X Wert auf eine gesunde Population, so entspricht ein Gl-
Index von 1 einer Standardabweichung. Negative Werte korrelieren mit einer
Hypogranulierung, deutlich positive Werte mit einer Hypergranulierung (toxischen
Granulierung) der neutrophilen Granulozyten. Bei Verdacht auf ein
Myelodysplastisches Syndrom, dem Vorliegen einer isolierten Anamie und einem Gl-
Index < -1 liegt der NPV (negativ pradiktiver Wert) bei 97% fur das tatsachliche
Vorliegen einer Myelodysplasie (Le Roux 2010). So kann ein wichtiger Indikator fur
eine Knochenmarksuntersuchung bereits durch die schnelle Hochdurchsatz-

Screeningmethode der Fluoreszenz-Flowzytometrie gewonnen werden.

Normozytare oder makrozytare Anamien sind oft die einzigen Anzeichen bei einem
Myelodysplastischen Syndrom, nur ein Drittel aller Patienten weist eine
Thrombozytopenie auf, ca. 40% der Patienten sind bei Erstdiagnose
neutrozytopenisch, die Dysplasiezeichen im Blutausstrich sind bloss semiquantitativ
beurteilbar (Le Roux 2010). Myeloproliferative Erkrankungen mit Dysplasiezeichen,
darunter Chronische Myelomonozytare Leukamie (CMML) und atypische Chronische
Myeloische Leukamie (aCML) kénnen durch das relative Uberwiegen von Monozyten
zu Neutrophilen, sowie den Anteil an unreifen Granulozyten unterschieden werden
(Furundarena 2010).

Umgekehrt ist eine Hypergranulation von Neutrophilen, eine sogenannte toxische

Granulierung, assoziiert mit schweren Infekten oder gar Sepsis (Schofield 1983,
Kugel 1932).
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21 Die unreife Plattchenfraktion (IPF) zur Differenzierung von
Thrombozytopenien

Publikation 1

Cremer M., Paetzold J., Schmalisch G., Hammer H., Loui A, Dame C., Weimann A.
(2009) "Immature platelet fraction as novel laboratory parameter predicting the
course of neonatal thrombocytopenia”, Br J Haematol, 144, 619-621

Eine der haufigsten hamatologischen Komplikationen bei unreifen und reifen
Neugeborenen ist die Thrombozytopenie (Thromobozytenzahl <150/nl). Sie betrifft 18
bis 35% aller Patienten auf neonatologischen Intensivstationen (NICU).

Eine Thrombozytopenie tritt doppelt so haufig bei Neugeborenen mit extrem
niedrigen Geburtsgewicht (ELBW; <1000g) im Vergleich zum Durchschnitt aller
Patienten einer NICU auf. Das Blutungsrisiko geht in mehr als 15% aller Falle mit
akuten lebensgefahrdenden Komplikationen und/oder lebenslangen Behinderungen
einher und ist schwierig einzuschatzen, da es sowohl eng mit dem Gestations- und
postnatalem Alter des Neugeborenen, als auch mit der Ursache der
Thrombozytopenie und dem Schweregrad der gleichzeitigen Begleitrisiken assoziiert
ist.

Bei 612 NICU-Patienten wurden bei Routineblutbildmessungen zusatzlich zu den
Thrombozytenkonzentrationen auch die IPF bestimmt. 456 Patienten fielen wahrend
des Beobachtungszeitraums mit ihren Thrombozytenkonzentrationen nicht unter
150/nl, wahrend bei 156 Patienten die Plattchenkonzentration mindestens einmal
wahrend ihres NICU-Aufenthalts darunter fiel. Als IPF-Referenzbereich konnte fur die
nicht-thrombozytopenische Gruppe Werte zwischen 0.7 bis 7.9% bestimmt werden
(Mittelwert 4.3%), ein etwas hdherer Wert im Vergleich zu Erwachsenen-
Referenzbereich (1.1 bis 6.1 %, Mittelwert 3.4%, Briggs 2004). Ein Zusammenhang
zwischen Gestationsalter und IPF-Konzentration bestand nicht. IPF-Konzentration
und Thrombozytenkonzentration war signifikant negativ miteinander korreliert. Das
relative Risiko, mit der Thrombozytenkonzentration von Tag 1 zu Tag 2 um >50/nl zu
fallen war 4.7 mal hdher, wenn die IPF unter 8% lag.

Die Daten der Studie ermdglichen es, auf Basis individueller IPF und Thrombozyten-
werte die Plattchenkonzentrationen des nachsten Tages vorherzusagen und den tat-
sachlichen Transfusionsbedarf abzuschatzen. Dadurch kann gleichzeitig das Risiko
von allogenen Immunisierungsreaktionen, sowie durch Blut Ubertragbare Krankheiten

minimiert werden.
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Publikation 2

Cremer M.*, Weimann A.*, Schmalisch G., Hammer H., Buhrer C., Dame C. (2010)
"Immature platelet fraction reflects megakaryopoietic activity in neonatal early-onset
thrombocytopenia”, *co-first authors, Thrombosis Haemostasis, 103, 1016-1021

Frisch aus dem Knochenmark freigesetzte Platichen, sogenannte unreife Plattchen,
konnen aufgrund lhres RNA-Gehaltes durch Fluoreszenz-Flowzytometrie in
automatisierten Hamatologiegeraten bestimmt werden. Die absolute Anzahl an
unreifen Thrombozyten (IPF#) und die unreife Plattchenfraktion (IPF%) spiegeln die
Aktivitat der Megakaryozyten wieder. Im Rahmen dieser Studie sollte die Rolle dieser
Parameter bei der Untersuchung des Pathomechanismus der early-onset
Thrombozytopenie geklart werden.

Thrombozytenzahlen und IPF wurden am Tag 1 bis 3 (d1 bis d3) bei 857
Neugeborenen auf einer Intensivstation bestimmt. Bei thrombozytopenen Patienten
(Thrombozytenkonzentrationen <150 x 10%, n=129), war die IPF# signifikant
niedriger (8.5 + 2.7 x 10%1), als bei nicht-thrombozytopenen Neugeborenen (9.5 + 3.6
x 10%1, n=682, p<0.05). IPF% war signifikant hoher in thrombozytopenen (9.3 +
7.9%) vs. nicht-thrombozytopenen Neugeborenen (4.1 + 1.8%, p<0.001). Wahrend
Neugeborene mit early-onset Infektion (n=134) im Vergleich zu Kontrollpatienten
(230 + 68 x 10%l, n=574, p<0.01) niedrigere Plattchenkonzentrationen aufwiesen
(199 + 75 x 10%/), zeigten sich hier keine Unterschiede bei IPF# oder IPF%. Ebenso
besallen “small for gestational age” Neugeborene (SGA, n=149) niedrigere
Plattchenkonzentrationen am Zeitpunkt d1 (199 + 75 x 10%, p<0.001) als die
Kontrollpatienten, es gab aber keinen Unterschied bei der IPF. Ein Trend in Richtung
niedrigerer IPF# zeigte sich bei SGA-Neugeborenen mit Thrombozyten-
konzentrationen <100 x 10% (5.4 * 3.9 x 10%, n=11) und thrombozytopenen
Neugeborenen mit einer Infektion (9.9 + 7.3 x 10%I1, n=10, p=0.11).

Die Evaluation der IPF# deutet daraufhin, dass Thrombozytopenie bei Neugeborenen
wahrscheinlich auf eine Kombination eines gesteigerten Platichenverbrauchs und
einer inadaquaten Megakaryopoese des Neugeborenenknochenmarks
zuruckzufuhren ist. AuBerdem scheinen SGA- Neugeborene mit moderaten und
schweren Thrombozytopenien eine ausgesprochene Suppression der

Megakaryopoese zu haben im Vergleich zu Neugeborenen mit einer Infektion.
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Publikation 3

Straul} G., Vollert C., von Stackelberg A., Schutz B., Weimann A., Gaedicke G.,
Schulze H. (2010) "Immature platelet count: A simple parameter for distinguishing
thrombocytopenia in pediatric acute lymphocytic leukemia from immune
thrombocytopenia", Pediatric Blood & Cancer, 57, 641-647

Thrombozytenkonzentrationen unterhalb des Referenzbereichs sind als
Thrombozytopenie definiert. Allerdings erklaren reine Thrombozytenzahl-
Bestimmungen nicht den zugrunde liegenden Pathomechanismus. Neue
automatisierte Blutbildanalysegerate liefern zusatzliche Informationen Uber
Thrombozyten, wie die Grole oder das Plattchenvolumen und ermdoglichen die
Unterscheidung von Subpopulationen.

In dieser Pilotstudie sollte evaluiert werden, ob einer dieser zusatzlichen
Thrombozytenmarker nitzlich fir die Diagnose einer isolierten Thrombozytopenie im
Kindesalter ware.

Studiendesign: es wurden Referenzwerte fur das mittlere Plattchenvolumen
(MPV), Plattchenverteilungsbreite (PDW), Plattchenkrit (PCT), Plattchen "large cell
ratio" (P-LCR), Plattchen "mean-frequent volume" (P-MFV), relative Fraktion der
unreifen Plattchen (IPF%), und absolute Fraktion der unreifen Plattchen (IPF#) bei
100 gesunden Kindern erhoben. Des Weiteren wurden 87 Kinder mit
Thrombozytopenie untersucht.

Ergebnisse: bei Kindern mit Stérungen der Plattchenproduktion, war die IPF%
niedrig, wohingegen bei akuter Immunthrombozytopenie (ITP) IPF% deutlich erhéht
war (Median 25.2%, p<0.01), begrundet durch den gesteigerten
Thrombozytenumsatz. Interessanterweise hatten Kinder mit einer akuten
lymphatischen Leukamie (ALL) ebenfalls erhdhte relative IPF% Werte (Median 10%,
p<0.01), was daraufhin deutet, dass die Thrombopoese stimuliert ist, obgleich
faktisch Progenitorzellen im Knochenmark fehlen. Niedrige absolute IPF# Werte
waren ausschliel3lich bei Patienten mit einer akuten Immunthrombozytopenie zu
finden.

Zusammenfassung: die relative Fraktion der unreifen Thrombozyten, IPF%,
ist ein Marker fur die Thrombozytopenie aufgrund einer gestdrten
Plattchenproduktion, wohingegen die absolute Fraktion der unreifen Plattchen, IPF#,
welche die unreife Thrombozytenkonzentration widerspiegelt, sich als hilfreich zur
Unterscheidung von akuter ITP und Thrombozytopenie mit neu diagnostizierter ALL

(p<0.01) erweisen konnte.
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2.2 Delta-Hamoglobin und unreife Retikulozytenfraktion (IRF)

Publikation 4

Weimann A., Lun S., Muller C., Pratschke J., Reinke P., Lun A. (2007) "Reticulocytes
and their immature fraction do not detect acute rejection after kidney transplantation”,
Transplantation Proceedings, 39, 514-17

Die frihe Detektion einer akuten Abstollung stellt ein wichtiges Problem beim
Monitoring von transplantierten Patienten dar. Die Erythropoietin (EPO) Produktion
ist vermindert bei Patienten mit einer chronischen oder einer akuten Rejektion.
Daher konnte ein Abfall der Retikulozytenzahl und der unreifen Retikulozyten (IRF)
eine akute Abstol3ungsreaktion anzeigen. In dieser Pilotstudie wird der diagnostische
Nutzen von Retikulozytenparametern zur Diagnose einer akuten AbstoRungsreaktion
analysiert.

Studiendesign: Retikulozyten-Parameter wurden von 25 Patienten nach einer
Nierentransplantation (NTX) bestimmt. Die initiale immunsuppressive Therapie
basierte auf einer Kombination von Urbason, Cellcept, Cyclosporin A und ATG
(Antithymozytenglobulin) oder Simulect. Wahrend der ersten drei Wochen nach NTX
wurden Blutproben dreimal pro Woche analysiert. Blutbildanalysen wurden an XE-
2100 (Sysmex) Analysegeraten durchgefihrt. Beim Verdacht auf eine akute
AbstoRungsreaktion wurde eine Punktionsbiopsie des transplantierten Organs
durchgefuhrt und histologisch evaluiert.

Ergebnisse: Akute AbstoRungsreaktionen gingen nicht mit signifikant geanderten
Retikulozytenparametern einher. Wahrend der ersten Woche nach NTX
unterschieden sich weder die Retikulozytenzahl, noch ihre unreife Fraktion zwischen
Patienten mit verzogerter und unmittelbar einsetzender Nierenfunktion
(Retikulozytenzahl 1.70 + 1.06 % vs. 1.58 + 1.10 % und IRF (unreife Retikulozyten-
fraktion) 22.8 + 7.9 % vs. 17.6 + 9.4 %).

Zusammenfassung: Retikulozytenzahlen, sowie die Bestimmung der unreifen
Retikulozytenfraktion sind nicht signifikant verandert bei einer akuten
AbstoRungsreaktion. Viele verschiedene Einflisse modulieren die Freisetzung von
EPO und die Reaktion der Erythropoese nach einem EPO-Stimulus und kénnten die
postulierten Beziehungen zwischen Retikulozyten-Markern und der akuten

AbstoRungsreaktion uberlagern.
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Publikation 5

Weimann A, Lun A, Lun S., Zimmermann M., Borges AC., Ziebig R., Gonzalez JB.,
Gilka S., Saravia M., Knebel F., Schroeckh S., Schimke I|. (2010) "Leukocyte,
neutrophil, immature granulocyte counts and interleukin-6 are superior to
procalcitonin, C-reactive protein and delta-He for detection of mild inflammation: data
from marathon runners producing mild systemic inflammation visible immediately
after the run®, J Lab Med, 34, 53-59

Unreife Granulozyten (IG) und das delta-Hamoglobin (delta-Hb bzw. delta-He)
kénnen von modernen Hamatologieautomaten bestimmt und zur Diagnostik von
systemischen Entzindungen eingesetzt werden. Zur Klarung der Frage, ob diese
Marker zum Nachweis einer geringgradigen Entzindung besser geeignet sind, als
die traditionellen Parameter Leukozytenzahl, C-reaktives Protein (CRP),
Procalcitonin (PCT), Interleukin-6 (IL-6) und einige Leukozytenoberflachenmolekile,
wahlten wir als Modell den Marathonlauf.

Nach der Beendigung eines solchen Langlaufs, lassen sich typische
Entzindungszeichen im Blut der Laufer nachweisen. Ein erweitertes
Differentialblutbild mit Leukozytendifferenzierung und Retikulozytenanalyse, CRP,
PCT, IL-6, und die Expression von Leukozytenoberflachenmolekilen wurden
unmittelbar nach dem Lauf gemessen und mit den Werten verglichen, die unter
Ruhebedingungen (vor dem Lauf, bzw. 10 Tage nach dem Marathon) bestimmt
wurden.

Im Vergleich zum Ruhezustand lieRen sich unmittelbar nach dem Marathonlauf
(Entzindungsphase) Anstiege von Leukozyten, neutrophilen Granulozyten, sowie
eine Zunahme der Konzentration von IL-6 nachweisen. Die diagnostische Sensitivitat
und Spezifitat betrug fur diese Marker nahezu 100%. In dem gewahlten Modell wurde
keine CRP-Erh6hung beobachtet. Das delta-He fiel in der Entziindungsphase
unmittelbar nach dem Lauf nicht in den negativen Bereich ab, wie es fur systemische
inflammatorische Prozesse charakteristisch ist. Die Leukozytenoberflachenmolekile
zeigten zwar eine Entzindungsreaktion an, waren jedoch in Sensitivitat und
Spezifitat den traditionellen Parametern unterlegen.

Leukozyten- und Neutrophilenzahl, IGs und IL-6 stellten sich als beste Indikatoren fur
eine geringgradige Entzindung dar, die in der durchgefuhrten Studie am Modell des

Marathonlaufs untersucht wurde.
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2.3 Der Granulationsindex (Gl-Index) zur Quantifizierung der toxischen
Granulation von neutrophilen Granulozyten

Publikation 6

Zimmermann M., Cremer M., Hoffmann C., Weimann K., Weimann A. (2011)
"Granularity Index of the SYSMEX XE-5000 hematology analyzer as a replacement
for manual microscopy of toxic granulation neutrophils in patients with inflammatory
diseases", CCLM, 49, 1193-1198

Einflhrung: Bei bestimmten inflammatorischen Prozessen erscheinen toxisch
granulierte Neutrophile (TGNs) mit prominenten zytoplasmatischen Granula im
peripheren Blutausstrich. Heutzutage wird die toxische Granulation von neutrophilen
Granulozyten durch manuelle Mikroskopie von Blutausstrichen bestimmt. Der
SYSMEX XE-5000 ist ein vollautomatisiertes Blutbildanalysegerat, das die toxische
Granulierung durch die Berechnung des Granularitatsindex (Gl) quantifizieren kann.
In dieser Studie wurde die Einsatzmdglichkeit des Gl-Index als Parameter der TGN
Granularitat bei entziindlichen Erkrankungen untersucht.

Methoden: Die Evaluation der TGN-Granularitdt fand durch manuelle
Mikroskopie, den automatisierten Gl-Index und die Bestimmung des C-reaktiven
Proteins (CRP) von 158 Patienten statt. Blutproben von 40 gesunden Individuen
wurden mit Lipopolysacchariden (LPS) versetzt und flr kinetische in vitro Messungen
des Gl-Index verwandt. Aulerdem wurden Verlaufsmessungen des Gl-Index und von
CRP Konzentrationen von 100 Intensivpatienten durchgeflhrt.

Ergebnisse: Der Gl-Index korrelierte mit der mikroskopischen Einschatzung
von TGNs (n=158; rs=0.839; p<0.0001). Bei den LPS-Inkubationsversuchen mit
Vollblut zeigten die neutrophilen Granulozyten nach Inkubationsbeginn eine initiale
Hypogranulierung nach 30 Minuten und eine Hypergranulation nach 90 Minuten. In
vivo war der Gl-Index in der Lage, Anderungen des Status einer bakteriellen Infektion
einen Tag vor einer CRP-Konzentrationsanderung anzuzeigen. Die Korrelation von
CRP und dem Gl-Index variierte zwischen den Patientenkohorten (n=158; rs=0.836)
(n=100; r=0.177), abhangig von Ursache und Ausmass der Inflammation.

Zusammenfassung: Der Gl-Index ist fur die Quantifizierung der Granularitat
von TGN geeignet. Er ist ein automatisierter und standardisierter Parameter, der rund
um die Uhr ohne jeglichen Aufwand bestimmt werden kann. Wir empfehlen daher,
dass der Gl-Index die zeitaufwendige, subjektive und blo® semiquantitative

mikroskopische Beurteilung von TGN ersetzt.
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3 Diskussion und Ausblick

Die Bestimmung eines Blutbildes zahlt in der taglichen Routinediagnostik zu der am
haufigsten angeforderten Analytik und ist eine entscheidende Komponente bei der
Beantwortung von Fragen bezuglich Anamien, Thrombozytopenien, Myelodysplasien,
leukédmischen Erkrankungen oder dem Nachweis inflammatorischer und septischer
Zustande (Weimann 2009). In der Vergangenheit stand dabei die blofie
Quantifizierung einzelner Zellpopulationen (Leukozyten, Thrombozyten,
Erythrozyten) im Vordergrund, da die ersten Blutbildautomaten in den 1950er bis
1970er Jahren noch nicht die Mdglichkeit zu einer weitergehenden Differenzierung
der Zellreihen boten (Butarello 2008). Die modernen vollautomatisierten
Blutbildautomaten, deren Messtechnik auf flowzytometrischen Methoden mit
hydrodynamischer Fokussierung basiert, konnen aus 150 Mikrolitern einer EDTA-
Blutprobe Uber 70 verschiedene Parameter innerhalb von 60 Sekunden bestimmen.
Durch das automatisierte "Flagging" pathologischer Werte und dem Einsatz von
Regel-basierten Middleware-Computersystemen, die zwischen den
Analyseautomaten und das Laborinformationssystem geschaltet sind, wird die
zeitnahe Abarbeitung grosser Probenmengen und damit auch der anfallenden
enormen Datenmengen Uberhaupt erst moglich (Jackel 2009, Weimann 2009).

Durch das Fehlen jeglicher praanalytischer Probenvorbereitungsschritte, der kurzen
Messzeiten und der hohen Stabilitdt der Parameter Uber 48 bis 72 Stunden (Imeri
2008), wird die Bestimmung des erweiterten Blutbildes zu einer rund um die Uhr
verfugbaren Technik mit wertvollen Hinweisen zur Diagnose und Therapiesteuerung
(Weimann 2009).

Mit Hilfe der Fluoreszenz-Flowzytometrie kénnen durch die automatisierte
Probenaliquotierung, Inkubation mit verschiedenen Reagenzien und Fluoreszenz-
farbstoffen in parallelen Messkanalen verschiedene (Sub-) Zellpopulationen im
erweiterten Differentialblutbild bestimmt werden: unreife Plattchenfraktion (IPF),
unreife Granulozyten (IG), Granularitatsindex neutrophiler Granulozyten (Gl-Index),
Erythroblasten (NRBC), Fragmentozyten (FRC), unreife Retikulozyten (IRF),
Retikulozytenhamoglobin (Ret-Hb), delta-Hamoglobin (delta-Hb), hoch-
fluoreszierende Lymphozyten (HFL) und die Neutrophilenfluoreszenz (NEUT-Y;
Briggs 2004, Butarello 2002, Butarello 2004, Davis 1996, Schaefer 2001, Stachon
2004, Stachon 2006, Takami 2007, Torres 2001, Ullrich 2005, Zimmermann 2011a).
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Die vorliegende Habilitationsschrift umfasst mdgliche Einsatzfelder einiger dieser
neuen dynamischen Blutzellparameter fur die drei Haupt-Zellgruppen im peripheren
Blut, den roten und weillen Zellen, sowie den Thrombozyten und eruiert deren

diagnostische Limitationen.

3.1 Differentialdiagnostik mittels IPF

Im Kapitel 2.1 wurde der diagnostische Nutzen der unreifen Plattchenfraktion (IPF)
zur Therapieuberwachung und Prognose der Neugeborenen-Thrombozytopenie und
zur Differentialdiagnostik von thrombozytopenische Zustanden bei Immunthrombo-
zytopenien und akuter lymphatischer Leukamie betrachtet (Cremer 2009, Cremer
2010, Straul® 2011).

Bei der Messung einer Thrombozytenkonzentration unterhalb des Referenzwertes
stellt sich automatisch die Frage nach der Ursache, die entweder in einem erhdhten
peripheren Plattchenverbrauch und/oder einer verminderten Produktion des
Knochenmarks liegen muss (Briggs 2004, Briggs 2006). Die routinehafte
Bestimmung der reinen Thrombozytenzahl kann hier keinen weiteren Aufschlufd Gber
die Ursache geben. Auch kdnnen bei sehr niedrigen Thrombozytenkonzentrationen
<50/nl die zusatzlichen Thrombozytenmarker MPV (mittleres Plattchenvolumen) oder
PDW (Plattchenverteilungsbreite) im Impedanzkanal oft nicht mehr bestimmt werden.
Der dynamische Blutzellparameter der unreifen Plattchenfraktion, quantifizierbar
anhand einer Farbung der RNA-Reste mit Fluoreszenzfarbstoffen in den frisch
produzierten Plattchen, gemessen im optischen Plattchenkanal der XE-Klasse
Gerate von SYSMEX, bot erstmals die Moglichkeit einer Standardisierung dieser
Subfraktion der Thrombozyten (Tanaka 2001).

Ein erhdhter peripherer Verbrauch von Plattchen duch Blutung, ITP, TTP
(trombotisch-thrombozytopene Purpura), HUS (hamolytisch-uramisches Syndrom),
HELLP-Syndrom oder DIG (disseminierte intravasale Gerinnung) geht mit einer
erhohten IPF% einher (Briggs 2004, Abe 2006).

Ziel der 3. Publikation (Kapitel 2.1) war die mogliche Differenzierung der
Thrombozytopenien von padiatrischen alTP, cITP und ALL Patienten.

Bei den ALL-Patienten fanden sich zwar signifikant héhere Thrombozyten-
konzentrationen, als bei den Patienten mit alTP, doch war die relative IPF Fraktion
(IPF%) bei den alTP-Patienten wiederum signifikant héher. Dies weist bei den alTP-

Patienten auf einen erhohten peripheren Thrombozytenumsatz und eine deutlich

25



gesteigerte Nachproduktion im Knochenmark hin, wohingegen die im Vergleich
niedrigere IPF% bei ALL-Patienten die Verdrangung der Megakaryozyten im
Knochenmark durch die leukdmischen Blasten widerspiegelt. Durch die Messung von
IPF%, IPF# und der Thrombozytenzahl war eine Differenzierung von alTP und cITP
moglich. Zeigten die Patienten mit alTP niedrigere Plattchenkonzentrationen und
IPF# Werte, so war die IPF% jedoch gegenluber den cITP Patienten signifikant
erhoht. Aus dieser Beobachtung lalkt sich folgern, dass unterschiedliche
Pathomechanismen der alTP bzw. cITP zugrunde liegen kénnten. So kdnnten
Mechanismen der Megakaryozytenapoptose und die immunologische Destruktion
der Plattchen bei beiden Krankheitszustanden unterschiedlich gewichtet sein (Chang
2003, Houwerzijl 2004).

Publikation 3 zeigte, dass eine IPF#-Konzentration >4/nl die Diagnose einer alTP
unwahrscheinlich macht und so zur Differentialdiagnose zwischen alTP und cITP

beitragen konnte.

Die zweite Publikation des Kapitels 2.1 charakterisierte thrombozytopenische
Patientensubgruppen bei Neugeborenen (Cremer 2010). Auch hier fanden sich mit
sinkender Thrombozytenkonzentration hohere IPF% Raten und niedrigere absolute
IPF# Konzentrationen. Das Risiko einer Thrombozytopenie war mit dem
Gestationsalter korreliert. Das Gestationsalter war weder mit IPF% noch mit IPF#
assoziiert. Ein niedriges Geburtsgewicht (SGA) war mit einem erhohten Risiko flr
eine Thrombozytopenie assoziiert. Neugeborene mit niedrigem Geburtsgewicht
und/oder einer Infektion (EOBI) zeigten eine Tendenz zu niedrigeren |PF#
Konzentrationen, aber deutlich hdheren relativen IPF% Werten. Demnach kann
gefolgert werden, dass die neonatale early-onset Thrombozytopenie, unabhangig
von ihrer Atiologie, durch einen peripheren Thrombozytenverbrauch begriindet ist,
der bei schweren Formen (Thrombozyten <50/nl) zwar mit einer erhdhten IPF%, aber
auch mit einer reduzierten IPF# einhergeht. Diese Beobachtung steht im Einklang mit
einer passageren Reduktion der megakaryopoetischen Aktivitat (Murray 1996, Sola
1999).
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3.2 Therapiemonitoring und Prognoseabschatzung mittels IPF

Die Vorhersage der Plattchenregeneration durch den Anstieg der retikulierten
Plattchen ein bis drei Tage vor dem Anstieg der Thrombozytenkonzentration,
ermdglicht eine Reduktion von prophylaktischen Plattchentransfusionen nach
Stammzelltransplantation oder Chemotherapie (Briggs 2006, Chaoui 2005,
Stohlawetz 1999, Zucker 2006).

Die ersten beiden Publikationen des Kapitels 2.1 (Publikation 1 und 2) evaluierten
den Nutzen und diagnostische Vorhersagekraft der IPF bei Neugeborenen.

Bei neonatologischen Intensivpatienten stellt sich bei einer Thrombozytopenie die
Frage nach den Ursachen, z. B. nach Infektionen (nekrotisierende Enterokolitis),
immunologische Ursachen (Alloantikdrper), seltene genetische Formen, oder auch
Verluste durch die Herz-Lungen-Maschine (Weimann 2009). Eine schnelle und
sichere Diagnostik ist notwendig, um aus den unmittelbaren postnatalen
Thrombozytenmesswerten den weiteren Verlauf vorherzusagen, sofortige
therapeutische Malnahmen ergreifen zu konnen und Blutungen zu vermeiden,
zumal bis zu einem Drittel der Neugeborenen auf Intensivstationen
thrombozytopenisch sind (Castle 1986, Cremer 2009, Mehta 1980).

In der Publikation 1 konnte der Referenzbereich der IPF% flr Neugeborene mit 0.7
bis 7.9% bestimmt werden, was einem etwas weiteren Referenzbereich als bei
Erwachsenen entspricht (1.1 - 6.1%, Briggs 2004, Joseph 1996, Saxonhouse 2004).
Zudem lag der Median der IPF% ebenfalls ein wenig héher (4.3% bei Neugeborenen
versus 3.4% bei Erwachsenen), was auf eine erhohte megakaryopoetische Aktivitat
des Knochenmarks des Neugeborenen hindeuten konnte (Dame 2002). Die héheren
IPF-Werte kdnnen durch erhéhte TPO-Konzentrationen beim Fétus und Neonaten
gegenuber Erwachsenen erklart werden (Sola 1999, Dame 2002).

Fir Neugeborene mit IPF% Werten <8 % lag das relative Risiko bei 4.7 einen
Thrombozytenabfall von >50/nl innerhalb der ersten 24h nach der Geburt zu erleiden
(Cremer 2009). Einem Thrombozytenanstieg ging immer ein IPF-Anstieg voraus und
es bestand eine negative Korrelation zwischen IPF% und Thrombozytenzahl.

Durch die Bestimmung der individuellen IPF- und Thrombozytenwerte kann so die
Anderung der Plattchenkonzentration des nachsten Tages prognostiziert und der
tatsachliche Transfusionsbedarf genauer abgeschatzt werden. Dadurch kann
gleichzeitig das Risiko von allogenen Immunisierungsreaktionen, sowie durch Blut

ubertragbare Krankheiten minimiert werden (Weimann 2009).
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Ausblick

Nicht nur bei der Thrombozytopenie, sondern auch bei der Thrombozytose kdnnte
die Bestimmug der IPF sich als hilfreich erweisen. Frisch aus dem Knochenmark
freigesetzte Plattchen sind nicht nur groRer als reife Thrombozyten, sondern
scheinen auch hamostaseologisch aktiver zu sein und kdénnten damit ein
Thrombophilierisiko bei Thrombozytose darstellen (Rinder 1998).

Gerade bei Fragen nach der Wahl einer antikoagulatorischen bridging-Therapie nach
einer ersten Operation vergesellschaftet mit einer Thrombozytose, kdnnte die
Bestimmung der IPF Hinweise bei der Einschatzung der adaquaten Thrombose-

prophylaxe vor notwendigen Zweiteingriffen geben (Weimann 2009).

3.3 Differentialdiagnostik und Monitoring mittels IRF und delta-Hb

Die unreife Fraktion der Retikulozyten (IRF) ist ein Frihmarker nach autologer oder
allogener Stammzelltransplantation und weist auf den Erfolg des Anwachsens des
Knochenmarks (Engraftment) hin, deutlich vor einem Anstieg der Neutrophilenzahl
oder Anstieg der Retikulozyten (Noronha 2003, Torres Gomez 2001). Um eine akute
Rejektion nach Nierentransplantation mit einer nicht-invasiven Methode
vorherzusagen, wurde in Publikation 4 (Kapitel 2.2) unter anderem die IRF bei 25
NTX-Patienten im Verlauf bestimmt, basierend auf der Beobachtung, dass
unmittelbar nach der Transplantation die EPO-Produktion des Organes einsetzt, bzw.
bei einer akuten AbstolRungsreaktion die EPO-Produktion deutlich verzogert ist
(Moulin 1995, Muihead 1999). Obwohl die Nierenbiopse als Goldstandard zur
Diagnose einer akuten Rejektion gilt, ist sie doch gerade in der frihen
AbstoRungsphase des Organs nicht sensitiv genug, aufwendig in der Durchflihrung
und risikobehaftet. Auch der Verlauf der EPO-Konzentration post NTX ist viel zu
volatil, als dass durch ihre Bestimmung eine dezidierte Prognose fur eine akute
Rejektion abgegeben werden kénnte (Shapiro 2001). Bei einer akuten Abstol3ung
geht die einsetzende Immunantwort initial mit einer Ausschuttung von Zytokinen und
Interleukinen und nachfolgend mit einer Suppression der Erythropoese einher
(Broxmeyer 1986, Gunnell1999). Weder war zwischen der Patientengruppe mit
sofortiger und verzdgerter Exkretionsfunktion der Niere ein signifikanter Unterschied
bei den Retikulozytenkonzentrationen und der IRF feststellbar, noch bei den

Subgruppen mit akuter Rejektion, nephrotoxischer Nierenschadigung durch
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Immunsuppressiva oder bei Patienten mit einem Transplantat mit
Konservierungsschaden. Lediglich die Plasmakreatininkonzentration war in der Lage,
zumindest die Gruppe mit verspateter Exkretionsfunktion von der mit spontan
einsetzender Dialyse zu unterscheiden (Weimann 2007). Ein Erklarungsansatz fur
das Versagen der IRF zur Detektion einer akuten TransplantatabstolRung der Niere
konnte sein, dass zwar bei einer solchen Episode extrem hohe EPO-Konzentrationen
aufgrund der Gewebehypoxie des Transplantats auftreten (Moulin 1995), diese
jedoch durch die ebenfalls deutlich gesteigerte Zytokinkonzentrationen antagonisiert
werden. Des Weiteren fuhrt ein funktioneller Eisenmangel und ein sekundarer
Hyperparathyreoidismus mit konsekutiver Knochenmarksfibrose bei chronisch
niereninsuffizienten Patienten zu einer deutlichen Resistenz gegenuber EPO (Rao

1993), so dass auch deshalb keine signifikanten IRF-Unterschiede detektiert wurden.

Die funfte Publikation (Kapitel 2.2) versuchte anhand des milden
Inflammationsmodells eines Marathonlaufs die Sensitivitat verschiedener
Inflammationsmarker miteinander zu vergleichen. Die Blutentnahmen der Laufer
erfolgte vor dem Rennen und unmittelbar danach, sowie zehn Tage nach dem
Rennen (Weimann 2010). Bei Patienten mit SIRS bzw. Sepsis wird aufgrund der
Hepcidinausschuttung der Leber der Eisentransport durch Ferroportin inhibiert
(Nemeth 2008, Nemeth 2010), so dass es bei fortlaufender Erythropoese zu einem
funktionellen Eisenmangel kommt und bereits nach wenigen Stunden kleinere
Retikulozyten gebildet werden und nachfolgend der delta-Hamoglobin-Wert abfallt
und negativ werden kann. Nur die Leukozytenzahl, die Anzahl der neutrophilen
Granulozyten und die IL-6 Konzentration waren in der Lage, die milde Inflammation
nach dem Marathonlauf mit einer diagnostischen Sensitivitat und Spezifitat mit
nahezu 100% zu detektieren. Wahrscheinlich stammt der Anstieg der Leukozyten
und Neutrophilen aus dem marginalen Pool und nicht aus dem Knochenmark,
hervorgerufen durch die Stimulation beta-adrenerger Rezeptoren (Boxer 1980).

CRP und delta-Hamoglobin waren nicht in der Lage, die milde Inflammation nach
dem Lauf zu detektieren. Der ausbleibende CRP-Anstieg ist nicht verwunderlich, da
CRP als Akut-Phase-Protein frihestens nach zwolf Stunden ansteigt und alle Laufer
dieser Studie den Marathonlauf in maximal sechs Stunden absolviert hatten
(Hoffmann-Goetz 1994). Ein signifikanter Anstieg der IRF nach dem Lauf korreliert

mit dem Anstieg an Retikulozyten nach dem Lauf. Deren Gehalt an Hamoglobin war
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allerdings nahezu unverandert, so dass keinerlei signifikante Anderung des delta-
Hamoglobinwertes resultierte. Aus diesem Ergebnis kann gefolgert werden, dass ein
zu schwacher Inflammationsreiz und/oder eine zu kurze Reizdauer nicht ausreichend
ist, um Uber eine Hepcidinausschiuttung und einer Eisensequestrierung zu einer
Verminderung des Retikulozytenhamoglobins und damit zu einem Abfall des delta-

Hamoglobinwertes zu fuhren.

Ausblick

In Analogie zum Thomasplot (Thomas 2005) kann ein sog. 9-feldriger Hamaplot
konstruiert werden, der anstelle des Ferritinindex auf der x-Achse das delta-
Hamoglobin wiedergibt (Abb. 4, Weimann A., Linssen J., unpublizierte Daten). Auf

einen Blick lasst sich so die Dynamik der Eisenstoffwechselparameter erfassen.
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Abbildung 4: Darstellung des Hadmaplots mit delta-Hadmoglobin auf der x-Achse und
Retikulozyten-Hdmoglobin auf der y-Achse. Zu sehen ist die Entwicklung der
Parameter bei einer schweren Sepsis mit negativen delta-Hamoglobin und
abnehmenden Retikulozyten-Hamoglobin Werten.
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3.4 Ersatz eines manuellen mikroskopischen Parameters durch einen
automatisierten: der Gl-Index

Die Messergebnisse eines Automatenblutbildes basieren auf der Auswertung von
mehreren zehntausend Zellen. Im Durchschnitt werden pro Probe 10.000 bis 30.000
Zellen, in Abhangigkeit von der Konzentration der Leukozyten der Probe, analysiert
(Weimann 2009, Butarello 2008). Die Prazision von Automatenblutbildern liegt
weitaus hoher, als die von mikroskopisch erhobenen Befunden, deren
Standarddifferenzierung auf zumeist blo® 100 Zellen basiert. Das herkdmmliche
mikroskopische Blutbild besitzt somit drei Arten an Fehlern:

Zum ersten den Verteilungsfehler aufgrund der ungleichen Verteilung von Zellen im
Ausstrich, des Weiteren den Fehler der subjektiven Interpretation durch den
Untersucher und am schwerwiegendsten ist der statistische Fehler aufgrund der
geringen Anzahl differenzierter Zellen (Weimann 2009).

1985 zeigte Rumke, dass eine Probe mit 1% basophilen Granulozyten bei der
mikroskopischen Zahlung ein Vertrauensintervall von 0 bis 4% aufweist, wahrend das
Vertauensintervall bei der automatischen Zahlung der gleichen Probe mit dem
Hamatologieautomaten mit 0,8 bis 1,2 % deutlich kleiner ist (Rumke 1985).

In Publikation 6 (Kapitel 2.2) wurde der Versuch unternommen, eine Verbesserung
bei der zweiten Art von Fehlern, der subjektiven Interpretation durch den
Untersucher, zu erzielen. Der manuelle Parameter der toxischen Granulierung von
Granulozyten im mikroskopischen Blutbild wurde durch den automatisierten
Parameter des Seitwartsstreulicht-Signals von Neutrophilen ersetzt.

Der Nachweis unreifer Granulozyten besitzt eine hohe Spezifitdat zum
Infektionsnachweis (83% to 97%), allerdings bei einer recht nedrigen Sensitivitat von
35% bis 40% (Briggs 2003, Ansari-Lari 2003). Die niedrige Sensitivitat deutet
daraufhin, dass die unreifen Granulozyten nicht zum Einsatz als Screeningmethode
fur eine Infektion taugen, trotz ihrer signifikanten Assoziation mit positiven
Blutkulturen. Die toxische Ganulierung von Neutrophilen als primar qualitatives
Merkmal ist ein Zeichen der schwereren Infektion und tritt bei leichten und milden
Infektionen kaum auf (Kugel 1932, Schofield 1983). In Publikation 6 wurde die
semiquantitative mikroskopische Beurteilung von toxisch granulierten Praparaten mit
dem als Gl-Index normierten Seitwartsstreulicht-Signal der Neutrophilen verglichen.
Es ergab sich eine gute Korrelation (r=0.839) zwischen den beiden Methoden, mit
AUC-Werten bei der ROC-Analyse von 0.94 fur den Gl-Index und 0.91 fur das
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mikroskopische Verfahren. Ebenso zeigte sich eine gute Korrelation zwischen CRP-
Konzentration und dem Gl-Index (r=0.836) beim Vergleich von zufallig ausgewahlten
Laborproben. Allerdings wies die manuelle mikroskopische Methode, die
semiquantitativ von "normal", +, ++ bis +++ unterscheidet, eine asymmetrische
Verteilung zwischen den Gruppen mit ++ und +++ auf, was auf Probleme bei der
subjektiven, erfahrungsbasierten Einordnung zu den Subgruppen beim
Mikroskopierenden hindeutet.

Bei dem longitudinalen in vivo Vergleich von CRP und Gl-Index bei 100
Intensivpatienten war die Korrelation zwischen Gl-Index und CRP schwach. Ein
Anstieg des Gl-Indexes ging einer Veranderung des CRP-Wertes im Schnitt einen
Tag voraus (Meisner 2006). In vitro konnte diese Beobachtung untermauert werden,
durch die fortgesetzte Bestimmung des Gl-Index bei Vollblutproben nach Stimulation
mit LPS. Nach einer anfanglichen schnellen Degranulation nach 30 Minuten mit
negativen Gl-Index Werten, erfolgte eine Hypergranulationsreaktion kontinuierlich
zunehmend Uber den folgenden Beobachtungszeitraum von drei Stunden.
Zusammenfassend kann der Gl-Index daher als ein recht schneller dynamischer
Parameter angesehen werden, der bei Patienten mit SIRS im Gegensatz zu CRP
nicht ansteigt (z.B. nach groRen Operationen), bei Patienten mit Infektions-

erkrankungen dann aber wiederum mit CRP gut korreliert.

Ausblick

Der Granulationsindex ist mittlerweile fester Bestandteil des Differentialblutbildes des
Labor Berlin (Parameterbeschreibung in der Referenzdatenbank:
http://www.charite.de/zlp/routine/referenzdb/00Start.htm) und hat die arbeitsintensive,
subjektive und erfahrungsbasierte semiquantitative Einteilung der toxischen

Granulierung als quantitativer Parameter im Befundbericht ersetzt.
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4 Zusammenfassung

Die automatisierte Blutbildanalytik durch den Einsatz der Flowzytometrie hat Uber die
letzten Jahrzehnte das manuelle Differentialblutbild abgeldst, wenn auch noch nicht
in allen Bereichen vollstandig ersetzt. Die Entwicklungsfortschritte, insbesondere in
der Fluoreszenz-Flowzytometrie, erlauben die Quantifizierung von Zell-Subgruppen
samtlicher Zellreihen bzw. der Erfassung ihrer physiologischen (Aktivierungs-)
Zustande aus geringsten Probenmengen.

Der neue dynamische Parameter IPF zur Quantifizierung der unreifen
Plattchenpopulation zeigt Potential zur Differenzierung der Pathophysiologie
(Publikation 2) einer Thrombozytopenie, ermdglicht die Differentialdiagnose von
Erkrankungen, die sonst bloR durch die invasive MalBnahme einer
Knochenmarkspunktion moglich gewesen ware (Publikation 3) und erlaubt ein
verbessertes Therapiemonitoring bei Thrombozytentransfusionen (Publikation 1).
Unreife Vorstufen von Retikulozyten (IRF) und deren Hamoglobingehalt (Ret-Hb) im
Vergleich zu reifen Erythrozyten (delta-Hb) sind nicht nur Marker zur
Differentialdiagnose von Anamien, sondern kdénnen zum Therapiemonitoring von
Intensivpatienten (Spies und Weimann, Manuskript in Vorbereitung) herangezogen
werden. Ein diagnostischer Mehrwert bei der Untersuchung einer sehr milden
inflammatorischen Situation am Beispiel eines Marathonlaufs (Publikation 5) oder bei
dem aullerst komplexen pathobiochemischen Zustand nach Nierentransplantation
(Publikation 4) konnte allerdings nicht gezeigt werden.

Durch eine Automatisierung von analytischen Prozessen kann eine Beschleunigung,
Objektivierung und Standardisierung von Methoden implementiert werden.
Publikation 6 zeigte den erfolgreichen Ersatz der manuellen mikroskopischen
Methode der semiquantitativen Beschreibung der toxischen Granulation von
neutrophilen Granulozyten durch den vollautomatisierten Gl-Index mittels
Fluoreszenz-Flowzytometrie, einem Parameter, der bereits Eingang in die

Routineanalytik des Differentialblutbildes gefunden hat.
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