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Zusammenfassung

Chronische Erkankungen zdhlen nach Eisenmangel zu den hdufigsten Ursachen einer Andmie
im Kindes- und Jugendalter. Fir eine Diagnostik und das Monitoring der Therapie zu Zeiten
schnellen Wachstums liegen fur diese Erkrankungen bisher keine oder nur wenige
hamatologische Parameter sowie nur selten deren Referenzintervalle vor. Ziel dieser Arbeit
war es, ein Referenzintervall fir den l6slichen Transferrinrezeptor (sTfR), den Ferritinindex
(sTfR/log Ferritin), das Hamoglobindquivalent der Retikulozyten (Ret-H¢) und das Nearly A
H&moglobin (ndHb) nach Alter und Geschlecht fur gesunde Kinder und Jugendliche
festzulegen und zu untersuchen, ob bei anamischen Patienten davon differierende
Konzentrationen im Serum vorliegen. Ebenso sollte die klinische Effizienz dieser Parameter
in der Diagnostik von Eisenmangelandmien sowie Anamien chronischer Erkrankungen und
bei chronischer Nierenkrankheit bestimmt werden. Die Parameter wurden in Serumproben
von 234 Kontrollpatienten sowie von 139 andmischen Patienten (80 chronisch entzlndliche
Erkrankungen, 22  chronische  Nierenkrankheit, 37  Eisenmangel)  mittels
Fluoreszenzdurchflusszytometrie und Immunturbidimetrie bestimmt. Die Kontrollgruppe
setzte sich aus h&matologisch gesunden Patienten aus der Rettungsstelle, der Adipositas- und
Stoffwechselsprechstunde und Gesundheitskontrolluntersuchungen zusammen. Die Werte
zeigten eine Normalverteilung, weshalb der Mittelwert mit Standardabweichung und
Konfidenzintervall bestimmt wurde, sowie das Referenzintervall zwischen der 2,5. und 97,5.

Perzentile als Vergleichswert mit der Studiengruppe herangezogen wurde.

Keiner der Parameter vermochte isoliert zwischen den Gruppen zu unterscheiden. Zur
Diagnostik von Eisenmangelandmien zeigten der Ferritinindex und das Ret-He, die Parameter
des Thomasplot, die hochste Trennscharfe. Fiir die Andmie chronischer Erkrankungen sowie
bei Nierenkrankheit erwiesen sich das Ret-H, und das neue ndHb, Parameter des Haemaplot,
den anderen Parametern in der diagnostischen Trennscharfe (berlegen. Die Bestimmung der
Parameter des Thomasplot und Haemaplot kann als Marker bei der Erkennung von Andmien
im Kindes- und Jugendalter dienen, wobei deren Bedeutung in der Verlaufskontrolle noch

weiterer Untersuchungen bedarf.

Schlagworter: Loslicher Transferrinrezeptor, Ferritinindex, H&moglobindquivalent der Reti-
kulozyten, Nearly A Hdmoglobin, Thomasplot, Haemaplot, Fluoreszenzdurchflusszytometrie,

Immunturbidimetrie, Eisenmangel, Anédmie chronischer Erkrankungen, Referenzintervall



Abstract

Chronic illness, after iron deficiency, is the second most common cause of anaemia in chil-
dren and adolescents. Up to now, there have been very few and for some entities no haemato-
logical markers whatsoever and only a few of their reference intervals can be used in the di-
agnosis and monitoring of the treatment of anaemia. The aims of this research were to deter-
mine reference intervals for the soluble transferrin receptor (STfR), the ferritin index
(sTfR/log Ferritin), the haemoglobin equivalent of the reticulocytes (Ret-Hg) and the nearly A
haemoglobin (ndHb) according to age and gender in children and adolescents, and to test
whether serum levels are different in anaemic patients. A further aim was to evaluate the clin-
ical efficiency of these parameters in the diagnosis of iron deficiency anaemia, anaemia of
chronic disease and anaemia in kidney disease. The parameters were studied in the sera of 234
non-anaemic patients and 139 anaemic patients (n=80 with chronic inflammatory diseases,
n=22 with chronic kidney disease, n=37 with iron deficiency) using fluorescence flow
cytometry and immune turbidimetry. The control group was composed of haematologically
healthy patients recruited at the paediatric emergency unit, the obesity and the
endocrinological outpatient clinic. Samples were obtained as well from patients undergoing
general check-ups. The parameters showed a normal distribution and, for this reason, a mean
with standard deviation and confidence interval was chosen and for the reference interval be-
tween the 2.5th and 97.5th percentile in order to describe and compare the investigated co-
horts.

Not one of these parameters was, alone, able to differentiate between the groups. The ferritin
index and the Ret-H,, the parameters of thomasplot, showed the sharpest diagnostic differen-
tiation for the diagnosis of iron deficiency anaemia. The Ret-H. in combination with the novel
ndHb, parameters of haemaplot, proved to more efficiently differentiate the diagnoses of in-
terest, as compaired to other parameters. The new parameters in thomasplot and haemaplot
can serve as a marker for the detection of anaemia in children and adolescents. However, their

clinical relevance for the evaluation of response to therapy needs further study.

keywords: soluble transferrin receptor, ferritin index, haemoglobin equivalent of the reti-
culocytes, nearly A haemoglobin, thomasplot, haemaplot, iron deficiency, anaemia of chronic

disease, immune turbidimetry, fluorescence flow cytometry, reference interval
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Einleitung

1. EINLEITUNG

Das neugriechische Wort aipo (haima) leitet sich, laut linguistischer Forschungsergebnisse,
vom altgriechischen Verb aifw (aitho) ab, das ,,rotglihend machen®, ,,brennen®, , warmen*,
,erhitzen* bedeutet. Es stammt am wahrscheinlichsten vom Perfekt passiv des Verbs aibw,
Nopow (hesmai). Daraus ergibt sich diopo (haisma) oder aipo. Dies heil3t wortlich ,,heil3* oder
,gluhend«.!

Der Begriff Anémie leitet sich her aus dem Altgriechischen dvaipog (anaimos) ,,blutlos® und
setzt sich zusammen aus dem privativen Préfix av- (an) ,,un-, ohne, nicht” und dem Wort aipo

(haima) ,,Blut®.

Bei Homer werden die griechischen Goétter und auch die Damonen als blutlos (avépmvec,
anaimones) bezeichnet. Dies weist nicht etwa auf deren Tod sondern im Gegenteil auf deren
Unsterblichkeit hin, da kein Blut in ihnen fliet. Dies widerspricht der Auffassung einiger
antiker griechischer Gelehrter, die das Blut, die Psyche (yvyn) und den Geist (nvedua) als

eine Einheit betrachten.!

Andmien wurden erst in der Mitte des 19. Jahrhunderts quantitativ definiert. Zuvor lassen sich
allein indirekte Hinweise wie Beschreibungen von Blésse oder von Krankheiten die, wie wir
heute wissen, in Zusammenhang mit einer Anamie auftreten, finden. Bespielsweise scheinen
Bleiintoxikationen, die zu einer Stoérung der Blutbildung fiihren konnen, in Rom &ulerst
verbreitet gewesen zu sein. Auch intestinale Parasiten, die eine Eisenmangelandmie
hervorrufen kdnnen, waren seit Urzeiten bereits bekannt. In paldopathologischen Praparaten
konnten Parasiten wie der Spulwurm (Ascaris lumbricoides), der Peitschenwurm (Trichuris
trichiura) sowie verschiedene echte Bandwirmer (Taenia), die zu gastrointestinalen
Blutungen und so zu An&mien fiihren, nachgewiesen werden. Der Fischbandwurm
(Diphyllobothrium latum), der zu einer Vitamin B;, Malabsorption und somit zu einer

megaloblastaren Anamie fiihrt, wurde in Mumien in PreuBen und Peru gefunden.?

In ,,Uber die Krankheiten” des Corpus Hippocraticum wird erstmalig in der Antike von
Blutkrankheiten berichtet. In der lateinischen Ubersetzung in dem Werk ,,Hippocratis et
aliorum veterum reliquiae* von Franz Zacharias Ermerins heil3t es: ,, noch eine Krankheit der
Milz, sie beginnt in der Frihlingszeit jedoch kommt genauer vom Blut. Wenn die Milz mit
Blut gefillt ist, birst sie in das Abdomen und ein Stechen beféllt die Milz, die Brust, die

Schulter und die Region unter dem Schulterblatt. Der gesamte Korper erhdlt eine bleierne
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Farbe und (ber den Schienbeinen treten kleinste Wunden auf, aus denen sich groRe

Ulzerationen bilden.*®

Besonders verbreitet zeigt sich in der Uberlieferten Geschichte die iatrogene Andmie, da
Aderlass vom antiken Griechenland und Roémischen Reich bis in die Mitte des 109.

Jahrhunderts als eine verbreitete Methode zur Therapie vieler Krankheiten darstellte.?

1.1 Verbreitete Anamien im Kindes- und Jugendalter

1.1.1 Eisenmangel und Eisenmangelanamie

Eisenmangel (,,Iron Deficiency* oder ID) ist der am weitesten verbreitete erndhrungsbedingte
Mangelzustand bei den Kindern dieser Welt.* Es handelt sich um eine ungemein haufige
Stérung, die nahezu 1,2 Milliarden Menschen weltweit betrifft.> Im Jahre 2008 berichtete die
Weltgesundheitsorganisation (,,World Health Organisation® oder WHO), dass 24,8 % der
Weltpopulation an einer Anamie leiden.* Obwohl es in den entwickelten Landern keinen
Mangel an Nahrung gibt, ist ID auch hier noch immer die hdufigste nutritive Defizienz mit
hoher Pravalenz.® In entwickelten Landern leiden mehr als 500 Millionen Menschen an

Eisenmangel.”®

Das Eisengleichgewicht wird durch die Rate an Erythropoese und die GroRe der
Eisenspeicher reguliert.’ Der Ubergang von einem normalen Eisenstatus zur Ausbildung einer
Eisenmangelanamie (,,Iron Deficiency Anaemia“ oder IDA) zieht zwei sequenzielle Prozesse

nach sich!®!!:

eine Depletion des Speichereisens (,,Iron Store Depletion* oder IDs) und eine
eisendefiziente Erythropoese (,,Iron Deficiency Erythropoiesis* oder IDE). Beide werden als
subklinische  Eisendefizienzen  Klassifiziert. Nach ~ der  Ausschopfung  des
Speichereisenkompartiments beginnt eine Depletion des funktionellen Eisenkompartiments.™
ID wird definiert als ein Abfall des gesamten Eisenbestandes im Korper. IDA tritt auf, wenn
die 1D hinlanglich ausgepragt ist, um die Erythropoese zu reduzieren.? Es handelt sich
hierbei um die héaufigste chronische Anamieform. ID kann das Ergebnis von bermaRigem
oder chronischen Blutverlust, oder seltener, geminderter Eisenresorption sein.** Allgemein
gleicht das taglich resorbierte Eisen den Haushalt um den kompensatorisch nétigen Umfang

aus, so dass der gesamte Eisenbestand ausgeglichen bleiben kann.**

Eisen spielt eine essentielle Rolle in vielen biochemischen Prozessen.’® Wie bei allen
Nahrstoffen ist der Bedarf an Eisen in Perioden des schnellen Wachstums und der schnellen

Differenzierung tibergeordnet.*® Unzureichende Eisenkonzentrationen im Gewebe konnen zu

2
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einer verminderten Erythropoese und mangelhafter Sauerstoffbindungskapazitat fuhren. Das
Nervensystem scheint sich im S&uglings- und Kindesalter besonders empfindlich gegentber
ID und Eisentberladung zu verhalten.” Folglich kdnnen Anamie, 1D oder Eiseniiberladung
schwerwiegende Einflisse auf die neurologische Entwicklung haben, die im Falle von ID
trotz Eisensubstitution irreversibel sein kdnnen und im Falle von Eisenlberladung bis ins
Erwachsenenalter persistieren koénnen.’®'® Solch ein Vorkommnis der friihkindlichen
Entwicklung kann dauerhafte Auswirkungen auf die neuronale Funktion des Erwachsenen
haben.!® Der fir die Beeinflussung der Hirnentwicklung durch ID verantwortliche
Mechanismus ist nur unvollstandig erfasst, jedoch scheint er mit allgemeinen metabolischen
Mangelzustédnden, gestorter Myelinisierung sowie Synaptogenese und Modifizierung der
spezifischen Neurotransmitterfunktionen verbunden zu sein®® Da es einen hoheren
physiologischen Bedarf an Eisen flr die Erythropoese gibt, ist ID im Kindesalter hoch
pravalent.”* Kleinkinder, Kinder, Jugendliche und schwangere Frauen tragen aufgrund ihres
schnellen Wachstums und erhohten Bedarfs an Eisen das hdchste Risiko, einen Eisenmangel
zu entwickeln.?? Die Zeichen und Symptome des Eisenmangels und der IDA variieren in
Funktion der Schwere der Defizienz und Andmie und koénnen sich mitunter bis zu einer
schweren IDA nicht manifestieren. Obgleich die Kklinischen Konsequenzen eines
Eisenmangels im Kindesalter kontrovers diskutiert werden, sollten sich Arzte dessen bewusst

sein, da er eine ernsthafte Gesundheitsstorung bedingt.?®

Es ist wichtig, daran zu erinnern, dass fir die meisten Kliniker eine ID mit einer Anamie
assoziiert ist. Es handelt sich jedoch eher um einen kontinuierlichen Prozess, bestehend aus
drei Stadien. Die erste Phase ist die Erschopfung des Speichereisens, das Stadium I, bei
welchem das Gesamtkorpereisen zwar abféllt, jedoch die Hamoglobinsynthese und die
Erythrozytenindizes unberiihrt bleiben. Die beiden Erythrozytenindizes, mittleres
korpuskuldres VVolumen (,,Mean Corpuscular Volume* oder MCV) und mittlere korpuskulére
Hamoglobinkonzentration (,,Mean Corpuscular Haemoglobin Concentration* oder MCHC),
sinken ab, wenn das Eisenangebot fur das Knochenmark in deutlichem MalRe abnimmt. Das
Stadium Il ist die IDE. Ist nun das Eisenangebot insuffizient, um eine normale
Hamoglobinkonzentration aufrecht halten zu koénnen, kann sich eine IDA, und somit das
Stadium 11, entwickeln.?*® Das Ubliche Zeichen einer IDA ist Blasse, jedoch mit
Fortschreiten des Mangels konnen sich ebenso Abgeschlagenheit, erniedrigte Toleranz fur
korperliche Aktivitaten, Irritabilitdt, Tachykardien und sogar kongestives Herzversagen
entwickeln. Eisenmangel des Kindes, dies vor allem im frihen Kindesalter, ist mit

Entwicklungsverzogerungen und Verhaltensauffélligkeiten assoziiert, die trotz adaquater

3
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Therapie irreversibel sein konnen. Diese kognitiven Defizite konnen bereits vor der
Entwicklung einer IDA, das heift im Stadium des Eisenmangels, auftreten.?>®? Verlassliche
Labormessungen, die den Eisenstatus widerspiegeln, sind Klinisch, zur Detektion eines
Eisenmangels, von besonderer Bedeutung. Daher ist die Etablierung von verlasslichen
Labormessungen zum frihzeitigen Eisenmangelscreening essentiell fur das kindliche

Wachstum und die kindliche Entwicklung.™

1.1.2 Anamie chronischer Erkrankungen

Die Parameter, die zur Diagnose einer ID flihren, werden mit verschiedenen Methoden
erhoben. Erythrozytenindizes wie das MCV oder das MCHC konnen ein mikrozytares,
hypochromes Bild, mit hdufig erniedrigtem Serumferritin, bestatigen. Leider sind diese
beiden Tests bei koexistierenden Erkrankungen weniger verlasslich.?* Messungen der
peripheren Blutindizes, das heil3t des MCV, MCH und Ferritins, konnen sich in bestimmten
Patientengruppen, aufgrund von bekannten Einflussfaktoren wie Allgemeininfektionen,
lokalisierten Entziindungen oder Krebserkrankungen, als inadéquat erweisen. Die
Héamoglobinbestimmung (Hb), als meist verbreitete Screeningmethode fiir den Eisenmangel,
birgt durch ihre niedrige Spezifitdt und Sensitivitat betrchtliche Einschrankungen, wenn sie
als einziger Labormarker eingesetzt wird. Dies erschlief3t sich daraus, dass ein groRer Teil des
Gesamtkorpereisens verloren gehen muss, damit der Eisenspeicher nachlésst und der Hb unter
den normalen Spiegel abfallt.?® Anamie chronischer Erkrankungen (,,Anaemia of Chronic
Disease” oder ACD), auch bekannt als An&mie der Entzindung, ist ein mit chronisch-
inflammatorischen und -autoimmunen Zustdnden, malignen Prozessen oder chronischen
beziehungsweise akuten Infektionen assoziiertes Geschehen und ruft den Status einer
,funktionellen ID hervor. ACD folgt einer anderen Bahn als IDA, da bei dieser Form der
Andmie der Eisenspeicher meist zwar gefillt ist, jedoch nicht zur Disposition der
Erythropoese steht. Die Diagnostik der ACD ist komplexer als die der IDA. Haufig ist das
erste identifizierte Symptom ein Ausbleiben einer Antwort auf diétetische oder parenterale
Eisensupplementierung.?® Bei Patienten mit Entziindungen ist, als Antwort auf die Anamie,
die Erythropoetinsekretion fur den Grad der vorliegenden Andmie zu gering und inadaquat,
um normale Hamoglobinspiegel aufrecht erhalten zu koénnen. Die abgeschwéchte
Erythropoetinantwort wird verursacht durch proinflammatorische Zytokine wie den
transformierenden Wachstumsfaktor-p (,,Transforming Growth Factor-B* oder TGF-B), das
Interferon-y  (IFN-y) und den  Tumornekrosefaktor-a  (TNF-a), die die
Erythropoetinproduktion inhibieren. Diese Zytokine haben den gegensatzlichen Effekt des
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Erythropoetins auf die erythroiden Vorlauferzellen im Stadium ihrer Entwicklung der
erythroiden koloniebildenden Einheit (,,Colony-forming Unit Erythroid*“ oder CFU-E). IFN-y
verursacht im Knochenmark den vorzeitigen Zelltod der erythroiden Vorlauferzellen und hebt
somit den antiapoptotischen Effekt des Erythropoetins auf.*® Der genaue Mechanismus, durch
den die proinflammatorischen Zytokine in VVorlduferzellen der roten Zellreihe eine Resistenz
gegenuber Erythropoetin auslosen, ist bislang nicht bekannt. Die inflammatorischen Zytokine
reduzieren die Verflgbarkeit von Eisen fir die Erythropoese, trotz adaquatem
Korperspeichereisen, und filhren so eine Produktion von hypochromen Erythrozyten herbei.®*
Dieser Zustand ist bekannt als funktioneller Eisenmangel (,,Functional Iron Deficiency* oder
FID)* und wird definiert als ein relativ gestortes Gleichgewicht zwischen Eisenabgabe an die
Erythroblasten und der durch den Mechanismus des Hepcidins und der inflammatorischen
Zytokine verursachten Erythropoetinstimulation.®® Die Einschrankung der Eisenabgabe muss
schwerwiegender sein als die Unterdriickung der im Knochenmark befindlichen Vorlaufer
und die Bildung von Erythropoetin.® Unlangst wurde herausgefunden, dass Hepcidin, ein
durch die Leber produziertes Peptid, die Verbindung des Immunsystems mit der Ubertragung
des Eisens von und zu den Speicherdepots darstellt. Hepcidin geht mit Ferroportin, ein
transmembraner Eisenexporter in Makrophagen, Enterozyten und Hepatozyten, eine Bindung
ein. Es konnte gezeigt werden, dass in-vitro Hepcidin die Internalisierung und Degradation
von Ferroportin auslost. Indem es die Anzahl an Eisenexportern reguliert, ist Hepcidin in die
Kontrolle der Eisenaufnahme und -abgabe von Enterozyten oder Makrophagen involviert. Im
Laufe von Prozessen, die diese regulatorischen Mechanismen beeintrachtigen, kann es somit
zu einer gestorten Eisenmobilisation, ohne einen wirklichen Eisenmangel in den

Eisenspeichern, kommen.**

Die zwei Erkrankungen IDA und ACD konnen gemeinsam auftreten und der Nachweis des
Eisenmangels bei chronischer Erkrankung kann dann eine echte diagnostische

Herausforderung bedeuten.?*

Die Behandlung der ACD bleibt ein signifikantes Problem®, da niedrige Hamoglobinspiegel
potentiell einen negativen Effekt auf die angewandte Therapie zeigen. Patienten miissen dann
teilweise mit Blutkonserven transfundiert werden. Allerdings herrscht in industrialisierten
Landern nicht nur eine Knappheit an Blutkonserven, sondern flhren wiederholte
Transfusionen auch zu Nachteilen, wie Allosensibilisierung und Eisentberladung, fur den
Patienten. Die Behandlung mit rekombinantem humanem Erythropoetin ist ein Weg zur

partiellen Lésung dieser Probleme. Jedoch kdnnen optimale hdmatologische Ergebnisse nur



Einleitung

produziert werden, wenn eine signifikante Antwort des Knochenmarks vorhergesagt werden
kann und die Eisenverfugbarkeit gewéhrleistet ist. Das ist notwendig, damit der Eisenbedarf,
der durch das Erythropoetin verbesserten Erythropoese, gedeckt werden kann. Daher ist es
wichtig, diagnostische Tests zu empfehlen, die den erythropoetischen Status im Verlauf
widerspiegeln und geeignet sind, das Fortschreiten des Eisenmangels von einem friihen
Stadium, besonders bei Patienten mit kombinierter ID und ACD, kenntlich zu machen.’

1.1.3 Anamie bei chronischer Nierenkrankheit

Eisenmangel tritt bei einer groBen Mehrheit der Patienten mit einer chronischen
Nierenkrankheit (,,Chronic Kidney Disease”“ oder CKD) auf. Die Entwicklung eines
Eisenmangels ist meist mehreren Faktoren geschuldet. Hauptséchliche Faktoren bei Patienten
mit terminaler Niereninsuffizienz (TNI), die zu einem Eisenmangel beitragen, sind reduzierte
Aufnahme und geminderte intestinale Absorption des didtetischen Eisens, Blutverluste,
chronische Inflammation, assoziiert mit der TNI, sowie ein erhohter Eisenbedarf wahrend
einer Behandlung mit Erythropoese-stimulierenden Substanzen (,,Erythropoiesis-stimulating
Agents¢ oder ESA)®. Anamie ist eine der wichtigsten Komplikationen einer CKD, die
beunruhigende Symptome, einschlieRlich Fatigue und Dyspnoe, hervorrufen kann. Patienten
mussen die Intensitat ihrer tdglichen Aktivitaten einschranken, um die Symptome beherrschen
zu konnen. Dies kann die Lebensqualitat mindern. Darlber hinaus, da andmische Zustéande zu
einem reduzierten Sauerstofftransport in Geweben und in Organen und zu vermehrter
Herzarbeit fiihren, kann eine Andmie zu einer schlechteren Gesamtprognose des Leidens
beitragen. Tats&chlich haben Beobachtungsstudien eine Korrelation zwischen dem Grad der

Anamie bei CKD und der Mortalitat sowie dem Hospitalisationsrisiko ergeben.*®

Die Andmie bei CKD kann durch den Einsatz von ESA korrigiert werden. Die
hauptsachlichen Grunde fir eine verminderte Antwort auf eine ESA-Therapie sind der
ungenigende Aufbau eines fir den Grad der Andmie adéquaten Eisenspeichers
beziehungsweise einer adiquaten Eisenverfiigbarkeit.’ Eine Therapie mit Eisen in
Kombination mit ESA ist bei Kindern mit Andmie bei CKD haufig erforderlich, um ein
befriedigendes Therapieergebnis zu erzielen. Die Einstellung des Eisenstatus bei Patienten
mit CKD beinhaltet immer den Ausschluss eines Eisenmangels, das Bereitstellen
angemessener Eisenspeicher, die dem Patienten eine effiziente Aufrechterhaltung eines
Zielspiegels des Hamoglobins erlauben. Grundsétzlich muss man eine Eisenuberladung

verhindern.®
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1.2 Untersuchte Parameter

Die Untersuchung des Knochenmarks, eine Farbung mit einer Berliner-Blau-Reaktion zum
Nachweis von Eisen, wird noch immer als beste Methode - als der ,,Gold Standard - zur
Bestimmung des Eisenstatus bei Patienten mit unklaren Laborbefunden, erachtet. Nachteile
dieser Methode sind die Invasivitat, die Schmerzhaftigheit fir den Patienten, der
Kostenaufwand und die Abhangigkeit der Ergebnisse vom Untersucher.*

Die Messung des Serumferritins ist ein treffender Indikator des Speichereisens.®*4%4!

Zahlreiche Studien haben die Uberlegenheit des Serumferritins gegeniiber anderen
Messungen zur Identifikation eines Eisenmangels bewiesen. Das Serumferritin war bei solch

einer diagnostischen Fragestellung tiber 30 Jahre lang der wertvollste Labormarker.*?

Der l6sliche Transferrinrezeptor (,,Soluble Transferrin Receptor oder STfR) im Serum ist
ein mit dem Grad der erythropoetischen Aktivitat und dem Gewebeeisenstatus in Beziehung

102143444546 Seine Werte sind proportional zu der Masse des zellularen

stehender Parameter.
Transferrinrezeptors (TfR), deren Synthese, gemeinsam mit Ferritin, auf transkriptionaler
Ebene durch das Angebot an Eisen reguliert wird.***" Die Konzentration des sTfR wurde als

484 TR ist ein verlassliches

nutzlich fur die Diagnostik eines Eisenmangels beschrieben.
Werkzeug zur Bemessung des funktionellen Eisenstatus und der erythopoetischen Aktivitét
beim Erwachsenen, jedoch ist wenig iiber seine Rolle im Kindesalter bekannt.* Der
humane TfR ist ein transmembranes, Disulfid-verkniupftes, dimeres Glykoprotein mit zwei
identischen 85 kDa Untereinheiten auf der Oberflache von nahezu allen Zelltypen,
vornehmlich auf schnell proliferierenden Zellen und Zellen mit speziellem Eisenbedarf, wie
zum Beispiel erythopoetischen Zellen des Knochenmarks. Folglich ist die gegenwaértige
Anzahl von TfRs auf der Zelloberflache prazise sowohl durch den Eisenstatus als auch den
Proliferationsstatus der Zelle reguliert.>>* Tfr vermittelt die Eisenaufnahme der Zellen.>® Ein
TR bindet zwei-Fe(l11)-Transferrin-Molekule und der Rezeptor-Transferrin-Komplex wird in
ein Endosom internalisiert, dort wo das Eisen in das Zytosol transferiert wird. Nach dem
Rickfluss auf die Zelloberflache dissoziiert das Apotransferrin und der Rezeptor ist frei, um
den Prozess zu wiederholen. Da die TfR-Expression, wenn die Zellen mehr Eisen benétigen,
hochreguliert wird und sTfR proportional zum gesamten TfR ist, sind die STfR-
Konzentrationen eines eisendefizienten Individuums im Plasma und im Serum erhéht.>* Die
beobachteten erhéhten sTfR-Konzentrationen bei Patienten mit IDE spiegeln die massive
Expression von erythroiden Vorlauferzellen wider.>® Die Expression von TfR wird

hauptsachlich durch posttranskriptionale Regulation kontrolliert, die durch die Interaktion
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zwischen ,,Iron Regulatory Protein“ (IRP) und ,,Iron Response Element (IREs), lokalisiert in
der 3’-nichttranslatierten Region der TfR-mRNA, vermittelt wird.®® Der sTfR ist ein
proteolytisches Produkt des intakten TfR und zirkuliert im Blut als monomeres Fragment der
extrazellularen TfR-Doméne. Da TfR Uberwiegend von erythroiden Vorlduferzellen
exprimiert wird, ist der hauptsachliche Ursprung von sTfR die erythropoetische Zelle des
Knochenmarks, einschlielRlich der zirkulierenden Retikulozyten. Die Konzentration von sTfR
korreliert positiv mit der erythropoetischen Aktivitdt und negativ mit der Menge an
verfigbarem Eisen flr die Erythropoese. Damit liefert sie eine quantitative Messung des
funktionellen Eisenstatus. Anderungen der sTfR-Konzentration konnten in verschiedenen
pathologischen  Zustdnden, die mit Verdnderungen der Erythropoese und des
Kéorpereisenbestandes einhergehen, beobachtet werden.”” Um Informationen ber das
funktionelle und das Speichereisen zu erlangen, wurde zuerst der sTfR/Ferritin-Quotient 2
und darauf folgend der sTfr-F Index oder Ferritinindex (sTfR/log Ferritin) *® eingefiihrt.
Beide Parameter haben eine hohere diagnostische Aussagekraft als sTfR oder Ferritin

allein'®%,

Konventionelle biochemische Marker flr die Differentialdiagnose der Anamie sind folgende
Indikatoren des Eisenumsatzes: Ferritin, als das Eisenspeicherprotein, die totale
Eisenbindungskapazitat (,,Total Iron-binding Capacity“ oder TIBC) und die
Transferrinsattigung. Viele Patienten mit ACD zeigen ein charakteristisches Muster von
niedriger TIBC, bei der die Transferrinséttigung zwischen 10 % und 20 % liegt, gekoppelt mit
einem Anstieg der Ferritinkonzentation.®* Es ist wichtig anzumerken, dass diese Muster
merklich anders sind als bei klassischer ID, wo eine erhéhte TIBC von einer sehr niedrigen
Ferritinkonzentration begleitet wird. Es ist bekannt, dass Patienten mit einer isolierten ACD

Ubersattigte Eisenspeicher mit normalen bis erhdhten Ferritinspiegeln vorweisen.

RET-Y st der Mittelwert des Vorwartsstreulichts der Retikulozytenpopulation. Ein
entsprechender Wert, RBC-Y, ist der Mittelwert des Vorwartsstreulichts der reifen, roten
Zellpopulation. Vormalige Studien haben gute Korrelationen zwischen RBC-Y und dem
mittleren korpuskuldren Hd&moglobin (,,Mean Corpuscular Haemoglobin®“ oder MCH), besser
noch als fur das mittlere Erythrozytenvolumen (MCV), bewiesen. Daher kann man mittels
einer mathematischen Transformation von RBC-Y das H&moglobinaquivalent der
Erythrozyten (RBC-Hg) in Pikogramm (pg) errechnen. Bei einer entsprechenden Anwendung
bei RET-Y ergibt sich das Hdmoglobindquivalent der Retikulozyten (Ret-H.), auch dies wird
in pg angegeben.”® Das Retikulozytenhdmoglobin (Ret-Hb), gemessen als mittlerer
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zelluldrer Hamoglobingehalt der Retikulozyten (,,Mean Cellular Haemoglobin Content of
Reticulocytes* oder CHr), hat in der Beurteilung des funktionellen Eisenmangels in einem
breiten Spektrum von krankheitsspezifischen Andmien, einschlielflich des Nierenversagens
im Endstadium, der Krebs-assoziierten Anamie, des klassischen Eisenmangels, der j-
Thalassémia minor und anderen hdmatologischen Funktionsstérungen an Bedeutung
gewonnen. Im Thomasplot kann Ret-Hb (= CHr) ohne Verlust von Sensitivitat und Spezifitat

durch Ret-H, ersetzt werden.>®

Der neue Parameter Nearly A Hamoglobin (ndHb) wird anhand von Subtraktion des MCH
vom Ret-H, berechnet. Der griechische Buchstabe Delta (A) als Symbol weist daraufhin, dass
es sich bei diesem Parameter um eine berechnete Differenz handelt. Sein Wert entspricht so
nahezu der Differenz des RET-Y gegenliber dem RBC-Y, das heiflt der Differenz zwischen
Retikulozytenpopulation und der Erythrozytenpopulation. NdHb kann sowohl negative als
auch positive Werte annehmen. Dieser Parameter kann im Gegensatz zum Ret-H,
Eisenmangel und Eisenmangelandmien von An&mien chronischer Erkrankungen und
kombinierten An&mien unterscheiden. Bei Eisenmangel wird angenommen, dass der
Parameter tendenziell positivere Werte, jedoch niedriger im Vergleich zu Gesunden,

annimmt, bei ACD eher negative Werte.

1.3 Fragestellung und Zielsetzung

In der Laboratoriumsmedizin erbringt ein wahrend der Analyse von Kklinischen Fallen
erhobener Messwert nur dann aussagekraftige Informationen, wenn ein Vergleich zu
relevanten Referenzwerten von Individuen ohne apparente Krankheiten vorliegt. Wenn alte
diagnostische Methoden verandert werden, auch bei marginalen Anderungen, scheint es fir
den Arzt unklar, ob die Referenzintervalle (RI) zur Interpretation der Laborergebnisse
erhalten bleiben oder reetabliert werden missen. Dies gilt allgemein insbesondere aber fiir die

hamatologische Diagnostik.

Aufgrund der Wichtigkeit der suffizienten beziehungsweise prézise zu adaptierenden
Eisenversorgung des Kindes sowie eines moglichen Schadens im Falle einer 1D oder

Eisentiberladung erscheint die Verlasslichkeit der Messung des Eisenstatus besonders zentral.

Die Bestimmung des Serumferritins kommt als ein verlasslicher Laborparameter zur
Diagnostik des Eisenmangels ohne bestehende akute oder chronische Erkrankung in Frage.

Die konventionellen Labormessungen bezliglich des Eisenstatus sind meist nicht geeignet,
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streng zwischen diesen Stérungen zu differenzieren. Fur eine definitive Diagnosestellung und
Evaluation des Eisenstatus erscheint somit die Untersuchung des Knochenmarks von Noten.
Die als Goldstandard angesehene Bestimmung des Depoteisens im Knochenmark ist fur die
Routinediagnostik ungeeignet, besonders bei Kindern, weil eine Narkose erforderlich ist, die
mit einem zusatzlichen Risiko behaftet ist. Daruber hinaus ist eine Knochenmarkpunktion und
zytologische Untersuchung des Punktats um vieles kostenaufwéndiger als eine vendse
Blutentnahme sowie Laboranalyse. Der Goldstandard zur Beurteilung des Eisenstatus besteht
in der Farbung des Knochenmarks durch die Berliner-Blau-Reaktion. Sie bleibt diagnostisch

schwierigen Fallen vorbehalten.

Obgleich sTfR-Werte fiir gesunde ***%-%28% ynd Kinder mit Eisendefizienz °*%> publiziert
wurden, werden starke Schwankungen je nach Hersteller des Kits zur Bestimmung des
Parameters beobachtet. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Werte des sTfR, des
Ferritinindex und des ndHb zusammen mit dem Ret-H. bei gesunden Probanden, als
Referenzwerte je nach Alter der Kindes, bei Probanden mit einer Eisenmangelandmie und mit
einer ACD im Rahmen von chronischen Erkrankungen wie CED und JIA, sowie mit TNI im
Kindesalter zu beurteilen. Die chronisch kranken Patienten, ACD und TNI, stellen ein
experimentelles exemplarisches Modell zur Untersuchung der ACD dar. Das Ziel war die
Evaluation der Kklinischen Effizienz der Parameter in der Diagnostik und
Differentialdiagnostik und die Detektion eines potentiellen koexistierenden Eisenmangels bei
ACD und TNI, sowie der Vergleich zwischen ACD und TNI.

Im Rahmen der Dissertation wurden folgende Fragen untersucht:

e Was ist der Referenzbereich von sTfR, Ferritinindex, Ret-He und ndHb bei gesunden

Kindern verschiedenen Alters?

e Korrelieren die Konzentrationen dieser Parameter mit den Faktoren Geschlecht und

Alter der Kinder und Jugendlichen?

e Wie verhalten sich diese Serumkonzentrationen der Parameter bei Kindern und

Jugendlichen, die an Eisenmangel oder chronischen Erkrankungen leiden?

e Anhand welcher dieser Parameter kann eine verldssliche Diagnostik,
Differentialdiagnostik sowie Verlaufskontrolle der Therapie bei den verbreiteten

Anamieformen erfolgen?

10
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2. MATERIAL UND METHODIK

2.1 Probanden

Das Probandenkollektiv wurde prospektiv im Otto-Heubner-Centrum fir Kinder- und
Jugendmedizin (OHC) der Charité-Universitatsmedizin Berlin, Standort Virchow Klinikum,
in der Klinik fir Allgemeine P&diatrie rekrutiert. Die Probanden waren dort zwischen dem 2.
April 2008 und dem 16. Juni 2010 in ambulanter oder stationarer Behandlung. Entschieden
sich die behandelnden Arzte fiir eine Blutentnahme mit dem Ziel einer Verlaufskontrolle,
Diagnosestellung oder -erhértung, wurde die zusatzliche Anforderung der Parameter des
Profil F veranlasst. Die Parameter des Profil F sind im Teil 2.2 (Ablauf der Studie, Seite 12)
aufgetragen. Es wurden alle Studienteilnehmer im Alter zwischen 3 Monaten und 18 Jahren

eingeschlossen.

2.1.1 Patientenkohorte der gesunden Testpersonen

Die Probandenkohorte zur Erstellung von Referenzwerten wurde in der Rettungsstelle, der
Adipositas- und Stoffwechselsprechstunde und Gesundheitskontrolluntersuchungen selektiert.
Es handelte sich um hamatologisch gesunde Patienten, die keine Eisensubstitution, keine
Erythropoetingabe, keine Gabe von Erythrozytenkonzentraten oder Vollblutransfusionen
erhielten. Entsprechend dem Alter wurde jeder Proband einer der finf Altersgruppen

zugeteilt.

2.1.2 Studiengruppen

2.1.2.1 Eisenmangelandmie (IDA)

Das Kollektiv von Probanden mit hamatologischen Erkrankungen (IDA) wurde in der
hamatologischen Sprechstunde und in der Rettungsstelle gesammelt. Die Probanden litten an

einer symptomatischen Eisenmangelanédmie.

2.1.2.2  Anédmie chronischer Erkrankungen (ACD)

Die Probandengruppe ACD mit chronischen Erkrankungen wurde in der rheumatologischen

Sprechstunde und auf der gastroenterologischen Station rekrutiert.

11
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Die Probanden mit chronisch-entzindlichen Darmerkankungen (CED) waren teils an Colitis
ulcerosa , teils an Morbus Crohn erkrankt. Es handelte sich um therapierte Patienten, die sich

trotz Therapie klinisch im akuten Krankheitsgeschehen befanden.

Bei den rheumatologischen Probanden, die an einer juvenilen idiopathischen Arthritis (JIA)
erkrankt waren, handelte es sich um Testpersonen, die schon diagnostiziert und therapiert
waren und sich zum Zeitpunkt der Messung Kklinisch in einem akuten Schub der Erkrankung,

mit fulminanten Entziindungszeichen, befanden.

2.1.2.3 Anémie bei chronischer Nierenkrankheit (NI)

Die Probanden der nephrologischen Station (NI) befanden sich im Stadium V der chronischen

Nierenkrankheit. Alle Patienten wurden hdmodialysiert und medikamentds therapiert.

2.2 Ablauf der Studie

Die Auswahl der Patienten erfolgte durch intensive Rucksprache mit den Klinikarzten im
Rahmen des stationdaren Aufenthalts des Patienten, der Vorstellung in der Rettungsstelle
sowie den Sprechstunden. Bei allen Patienten wurde, im Rahmen von durch den
behandelnden Arzt angeforderten vendsen Blutabnahmen von Heparinplasma und EDTA-
Blut, zusétzlich auf dem Anforderungsbogen fur das Zentralinstitut fir Laboratoriumsmedizin
und Pathobiochemie der Charité-Universitatsmedizin Berlin, Standort Virchow Klinikum,
statt der Blutbildkontrolle das Profil F durchgefuhrt. Das Profil F beinhaltet folgende

Parametern des Blutbildes und des Eisenstatus:
e Leukozyten,
e Erythrozyten,
e Hamoglobin,
e Héamatokrit,
e mittleres Erythrozytenvolumen (MCV),
o mittleres korpuskuléres H&moglobin (,,Mean Corpuscular Haemoglobin® oder MCH),
e mittlere korpuskuldre Hdmoglobinkonzentration (MCHC),

e Thrombozyten,
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e Retikulozyten,

e Hamoglobinaquivalent der Retikulozyten (Ret-H,)

e Nearly A Hamoglobin (ndHb),

e mittleres Thrombozytenvolumen (,,Mean Platelet Volume* oder MPV),

e Erythrozytenverteilungsbreite (,,Red Cell Distribution Width* oder RDW)),
e Eisen,

e Transferrin,

o |0Oslicher Transferrinrezeptor (STfR),

e C-reaktives Protein (CRP) und

e Serumferritin.

Aus Transferrin und Eisen, die in Heparinplasma gemessen werden, kann die Transferrin

séttigung bestimmt werden.

Es erfolgte somit fur keinen der Probanden eine zusatzliche Blutentnahme, es handelte sich
bei allen Entnahmen um durch den behandelnden Arzt angeforderte Routinemessungen, die

durch die Anforderung des Profil F erweitert wurden.

Es wurden ausschlieflich venése Standardblutabnahmen nach Stauung von maximal 60
Sekunden durchgefihrt. Auf eine gute Durchmischung der EDTA-R&hrchen wurde geachtet.
Zur Bestimmung des Blutbildes wurde das Probengefal? mindestens zur Halfte gefullt und
durch 4- bis 5-maliges Uberkopfschwenken gemischt. Die Etiketten des Etikettenbogens
wurden zur Kennzeichnung des Anforderungsbeleges und der Rohrchen eingesetzt. Ein
Etikett wurde zur Erinnerung an die durchgefuhrte Probenentnahme in die
Patientenunterlagen eingeklebt. Die Markierung der Anforderungen erfolgte mit Bleistift. Der
Barcode auf den RoOhrchen wurde von oben nach unten angebracht. Zur korrekten
Kennzeichnung wurden auf dem Anforderungsbeleg das Patientenetikett mit Barcode und das
Stationsetikett mit Barcode angebracht. Der klinische Stationsarbeitsplatz bietet in seinem
Krankenhausinformationssystem (KIS) die Mdglichkeit, Laboranforderungen auch

elektronisch zu Gbermitteln. In einer Eingabemaske kdnnen die gewinschten Parameter, in
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diesem Falle das Profil F, ausgewéhlt und dann die entsprechenden RoOhrchenetiketten

ausgedruckt werden.
Abb. 1: Anforderung des Profil F
Routine / Notfall
e — -
Patientenklasse/Bestellwes. Einsender-Profile Standard-Profile LIQUOR
ML Profil A Profil £ Prdop Ix Glucose Zellzah!
Gutacht Pat.-Etik Prof Prof Protein
o]
Stunde Min. Natrium CRP TPZINR Natriun Prote
Kalium /| aPT D-Dimer
Chlorid fHb
Calciym Haptoglot Fibrinogen FXa-Inhib
Phospt Antithrombin Throm.-Inhib
EiS Fakto Akt
Glucose g
Kreatinin 0A Faktor VI
Plau!ibiliitatt- Harnstoff gM Faktor VIl
hinweise Harnsdure AST Faktor IX
Ga ALT Faktor X
r | AP _Faktor XIII
( | GGT — =
Sammelvolumen in ml  Zeit
1 ) Lipase
vor Dialvse LDL-Che H EDTA-Blut 1
nach Dialyse BB

SAMMELURIN/STABIL
epeviALaEricer .a

Alle Blutabnahmen erfolgten durch Arzte im OHC, Standort Virchow Klinikum, und wurden
in das Zentralinstitut fir Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie, Standort Virchow
Klinikum, transportiert und dort analysiert. Der rasche und sachgerechte Transport des
Materials in das Labor, als wichtiger Teil der praanalytischen Phase, wurde beachtet und war,
da sowohl Abnahme als auch Analyse der Proben am gleichen Standort stattfand, um so mehr
zugesichert. Es sind Fahr- und Kurierdienste eingerichtet, die mit den notwendigen
Transportbehéltnissen, einschlielich Kuhlboxen, ausgestattet sind. Die zu beférdernden
diagnostischen Proben sind Gefahrgut, als solches zu deklarieren und gemaR den
Bestimmungen des ADR (,Accord européen relatif au transport international des
marchandises dangereuses par route“ oder europaisches Ubereinkommen (ber die
internationale Beforderung geféhrlicher Giiter auf der Strale) zu beférdern. In der ADR wird

gefahrgutrechtlich in die Kategorien A (Gefahr der Auslésung schwerer und
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lebensbedrohender Erkrankungen; Risikogruppe 4) und B (Gefahr weniger schwerer
Erkrankungen; Risikogruppen 1-3) unterteilt. Bei den hier abgenommenen Proben handelt es
sich um eine Befdrderung der Risikogruppe 1 (geringe individuelle Gefahr und geringe
Gefahr fur die Allgemeinheit).

Eine Zuteilung zu einer der vier Probandengruppen konnte daraufhin anhand der Einsicht in

die verfassten Arztbriefe sowie Patientenakten erfolgen.

Es wurde als Datenbank eine Microsoft® Office Excel®-Datei erstellt, die folgende

Informationen enthielt:

Probandencode,

e Geschlecht,

e Geburtsdatum,

e Diagnose,

e Abnahmedatum,

e stationdre oder ambulante Einheit und

e Parameter des Profil F.

2.3 Material

2.3.1 Gerate und Reagenzien

2.3.1.1 Sysmex XE-2100® und XE-5000 Case Manager®
Der XE-2100 und der XE-5000 Case Manager sind vollautomatische

Hématologieanalysegerate, die eine Verwendung von Fluoreszenzdurchflusszytometrie in
Kombination mit der Mehrkanalmesstechnologie ermdglichen. Spezifische Reagenzien heben
die Charakteristika der Leukozyten hervor, sodass die Zellen identifiziert und gezahlt werden
kdnnen. Zusatzliche Softwaremodule erlauben die Erweiterung des Parameterspektrums fir
diagnostische Maoglichkeiten. Der XE-5000 beinhaltet zuséatzlich, als ein diagnostisches
Konzept, den Case Manager. Dieser gestattet die Verwendung von Diagnosekonzepten bei
der Beurteilung von Patientenféllen und bei der Therapietiberwachung. Dabei hilft der Case
Manager dem Laborarzt, die relevanten klinischen Daten im Befund weiterzuleiten, und bei
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deren Interpretation. Auf diese Weise kann der Case Manager den Kliniker bei der Diagnose

und Therapieuberwachung unterstitzen.

Folgende Messkandle finden am XE-2100 und XE-5000 Case Manager in den verschiedenen

Messprofilen Verwendung:

o r rozyten ompozytien- - anal: mpedanzmessun mittels
Erythrozyten/Thombozyt (RBC/PLT-) Kanal:  Imped g mitel

hydrodynamischer Fokussierung,
e Hamoglobin-Kanal: Sulfolyser- (SLS-) Hdmoglobin-Methode,
e Leukozyten/Basophile Granulozyten- (WBC/BASO-) Kanal: Durchflusszytometrie,

o Differential- (DIFF-) Kanal zur Bestimmung von Neutrophilen, Eosinophilen,

Lymphozyten und Monozyten: Fluoreszenzdurchflusszytometrie,

e unreife Vorstufen der Granulozyten, Immature Myeloid Information- (IMI-) Kanal:

RF-/DC-Widerstandsmessprinzip,
e Retikulozyten- (RET-) Kanal: Fluoreszenzdurchflusszytometrie,

e Kernhaltige erythrozytare Vorstufen-, Nucleated Red Blood Cells- (NRBC-) Kanal:

Fluoreszenzdurchflusszytometrie.

Der XE-5000 Case Manager bietet zusatzlich die Madoglichkeit der Analyse von

Kdrperfliissigkeiten in einem separaten Modus.

Analysenergebnisse des XE-2100 und XE-5000 Case Manager beinhalten Zahlenwerte,
Histogramme und Scattergramme. So werden zum Beispiel die Zellverteilungen und die Lage
von abnormalen Zellen im Scattergramm, sowie der Kurvenverlauf der Histogramme bei
jeder Probe beurteilt und der Anwender automatisch durch interpretative Meldungen auf

Abnormalitaten hingewiesen.

Das Vertriebsunternehmen dieser Gerate in Deutschland ist Sysmex Deutschland GmbH,

Norderstedt und der Hersteller Sysmex Cooporation Japan, Kobe.

An diesen Geraten wurden aus den EDTA-Blutproben fluoreszenzdurchflusszytometrisch das
H&moglobinaquivalent der Retikulozyten (Ret-He) und das Nearly A Hamoglobin (ndHb)

bestimmt.
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Tab. 1: Reagenzien fur XE-2100 und XE-5000

2.3.1.2 Roche cobas R 6000 analyzer, modular®

Die klinische Chemie kann an diesen Analysatoren durch chemische Analyse, enzymatische
Analyse mit Enzym und Substrat, Farbtests oder UV-Tests, quantitative Auswertung,

Photometie und ionenselektive Elektroden vonstattengehen.

In der Immundiagnostik hat das Gerat die Fahigkeit der Messung anhand verschiedener
Immunoassays. Homogene Immunoassays sind der Tina-quant® Test fur Analyten in
besonders niedrigen Konzentrationen, wie zum Beispiel das CRP, und auch das Cloned
Enzyme Donor Immunoassay Verfahren (CEDIA) und das
Fluoreszenzpolarisationsimmunoassay-Verfahren  (FPIA). Die Quantifizierungen der
Antigenkonzentrationen erfolgt anhand einer Kalibrationskurve, die mit Kalibratoren mit
bekannten Antigenkonzentrationen erstellt wird. Heterogene Immunoassays dienen
empfindlichen Messungen sehr niedriger Analytenkonzentrationen von bis zu 10" M. Bei
geringem Molekulargewicht bietet sich ein kompetitives Testprinzip anhand von Tracern an.
Beim Sandwich-Testprinzip mit zwei Reagenzien erfolgt eine Immunreaktion, bei der das
Antigen der Probe von zwei Antikorpern ,,eingeklemmt wird. Dieses Verfahren existiert als

1-Schritt-assay oder 2-Schritt-assay.

Tab. 2: Reagenzien zur Bestimmung des sTfR, des Ferritins und des CRP
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Die Analysen des sTfR (STRF 20763454122V/4), des Ferritins (FERR3 04745515190V7), des
CRP (CRPL3 04956842190V3) erfolgten anhand des cobas ¢ 501 module fur Roche/Hitachi

cobas ¢ Systeme, Roche Diagnostics GmbH.

2.3.2 Hard- und Software

2.3.2.1 EXPERTviewer®

Der EXPERTVviewer ist ein hdmatologisches Teleinformationssystem, das an der Charité-
Universitatsmedizin gemeinsam mit der Firma Sysmex entwickelt wurde. Es basiert auf dem
bereits vorhandenen Krankenhausinformationssystem (KIS) ,,Eclair®, ist jedoch spezialisiert
auf die Ubertragung von hamatologischen Befunden. Es kann nicht nur nummerische Daten
sondern auch Scattergramme, Histoplots, berechnete Graphiken, wie den Thomasplot oder
den Haemaplot, und digitale Bilder darstellen. Sdmtliche Befunde werden in einer zentralen
Datenbank gesammelt und werden so als Komplettbefund abrufbar. Diese Komplettbefunde
kdnnen Uber einen Standard-Webbrowser aus der Datenbank abgerufen werden. Der Abruf
der Daten ist unabhangig vom Standort der Diagnostiksysteme. Innerhalb des Klinik-
beziehungsweise Labornetzwerks ist der Zugriff auf die Daten, benutzername- sowie
passwortgeschitzt, von allen PC-Arbeitsplatzen mdoglich, die Uber einen Standard-

Webbrowser, wie den Microsoft® Internet Explorer® oder Mozilla® Firefox®, verfugen.

Abb. 2: Der Thomasplot im EXPERTviewer

thomas plot (CRP < 5mg/dl)

28

RET-HDb (pg)

3.2
sTfR (mg/L) / log ferritin (ug/L)
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Der EXPERTViewer ist in drei verschiedenen Versionen verfiigbar: ,,sis®, ,,lab“ und ,,ward*,
Die Versionen unterscheiden sich im Umfang der nutzbaren Funktionen und in der
Ausstattung der Hardware. Damit ist eine den jeweiligen Erfordernissen des Labors
entsprechende Konfiguration des EXPERTviewers moglich. Der EXPERTviewer bietet
webbrowserbasierte Software, patientenselektive und auftragsbezogene Darstellung aller
Befunde, Komplettbefunde mit allen hamatologischen und morphologischen Daten,
patientenselektive Anzeige von Einzel- oder Kumulativbefunden, zahlreiche Funktionen fir
die Patienten- und Befundorganisation wie Suchen, Filtern, oder Sortieren, Zusatzfunktionen
fur die Bilddarstellung wie Zoomfunktion, Patientenorganisation einschliellich Farb- und
Symbolcodes fir die Befundkennzeichnung, Festlegung anwenderspezifischer Zugriffsrechte,

optionale Archivierung aller Befunde ohne zeitliche Begrenzung.

Die hamatologischen Messwerte der untersuchten Probanden wurden aus der Datenbank des

EXPERTviewers extrahiert und der Thomas- und Haemaplot auf diesem Weg beurteilt.

Thomasplot

Abb. 3: Thomasplot-diagnostisches Diagramm zur Klassifizierung des Eisenmangels

| I g
Speichereisen normal oder Speichereisen vermindert, keine §.
vermehrt, Erythropoese normal Anédmie, MCV und MCH =
oder vermindert, z.B. bei 80% normal, latenter Eisenmangel, =
der Patienten mit ACD z.B. menstruierende Mé&dchen '-':
[<3]
2 g
o j-
2 28 3
T 3
b3 G
o Speichereisen normal oder Speichereisen stark vermindert, u‘_j
vermehrt bei funktionellem mikrozytdre Anamie bei .
Eisenmangel, Zustand bei etwa funktionellem Eisenmangel, §
20% der ACD-Patienten Zustand bei klassischer b &
Eisenmangelandmie S
c
v | 3

0 32 > 6,4

sTfR/log Ferritin

S

Zunehmende Speichereisenreserve

Es handelt sich um ein in vier Felder aufgeteiltes Koordinatensystem, auf dessen Achsen
folgende Parameter aufgetragen werden: Der Ferritinindex erscheint als Quotient des
gemessenen Serumspiegels des loslichen Transferrinrezeptors und des Logarithmus des
Ferritinwertes (sTfR/log Ferritin) auf der X-Achse und das Hamoglobindquivalent der
Retikulozyten (Ret-H¢) auf der Y-Achse. Eine Teilung der Abszisse und der Ordinate
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ermoglichen die Darstellung eines 4-feldrigen Diagramms. Dabei wird die Ordinate bei einem
Wert des Ret-He von 28 pg geteilt, die Abszisse bei einem Ferritinindex von 3,2. Liegt eine
Akute-Phase-Reaktion mit einem CRP-Wert > 5 mg/L vor, verschiebt sich der

Entscheidungswert des Ferritinindexes von 3,2 auf 2,0.

Haemaplot

Abb. 4: Haemaplot-diagnostisches Diagramm zur Klassifizierung von Anamien

Gesunde Neugeborene Héamatologisch Gesunde

Ret-He (pg)
>

Patienten mit ACD Patienten mit Eisenmangel und
Thalassémien

negativ 0 positiv

Nearly A Hb (pg)

Der Haemaplot illustriert den Zusammenhang zwischen dem ndHb auf der X-Achse und dem
H&moglobinaquivalent der Retikulozyten (Ret-He) auf der Y-Achse. Mit dem ndHb kann nach

dem gleichen Prinzip wie beim Thomasplot der 4-feldrige Haemaplot konstruiert werden.

2.3.2.2 SAPECC®

Anhand des medizinischen Front-End-Systems SAP ECC 6,0 (SAP AG, Walldorf), das zu
Zwecken des Patientenmanagements an der Charité-Universitdtsmedizin genutzt wird,
konnten Diagnosen und Therapien extrahiert werden. SAP ECC steht fir SAP Enterprise-
Resource-Planning Central Component, das heif3t ein Unternehmens-Informationssystem. Es
wird an der Charité nicht nur in der stationdren und ambulanten Patientenorganisation,

sondern auch im Rechnungswesen, der Personalwirtschaft und der Logistik genutzt.
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2.4 Methodik

2.4.1 Fluoreszenzdurchflusszytometrie

Bei der Durchfluss- oder Flowzytometrie im Sysmex XE-2100 und XE-5000 werden die
Blutproben aliquotiert und mit den angegebenen Reagenzien versetzt. Die Zellen durchqueren
einzeln nacheinander in der Kapillare der Messkammer das Laserlicht. Es existieren mehrere
Messkanéle, in denen simultan analysiert wird. Es kommt zeitgleich zur Erfassung der
internen Zellstruktur, das heildt der Granularitdt, als auch des Zellvolumens. Dies erfolgt
einerseits anhand optischer Parameter, so zum Beispiel der Absorption, des Streulichts und
der Fluoreszenz, anderseits anhand von Messungen des elektrischen Widerstandes im
Gleichstrom und im Wechselspannungsfeld. So kénnen die Signale als Messwerte in einem
Graphen dargestellt werden. Es kann somit durch Ermittlung dieser MessgréRen zu einer
verlasslichen Differenzierung der Zellen kommen. AulRerdem gibt es die Moglichkeit, Zellen
mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern zu versetzen und so die Oberflaichenmolekiile der
verschiedenen Zellpopulationen zu identifizieren. Die Oberflachenmolekiile geben Auskunft

uber Funktion und Eigenschaften der Zellen.

2.4.1.1 Hamoglobindquivalent der Retikulozyten (Ret-He)

Fur diesen Messkanal zur Bestimmung der Retikulozyten und ihrer Altersstufen wird das Blut
mit einem spezifischen Reagenziensystem inkubiert. RET-SEARCH (lI) besteht aus einem
Lysereagenz, welches die Membranen aller Blutzellen perforiert, und einem
Fluoreszenzfarbstoff, der anschlieBend in die Zellen eindringt und sich an die vorhandenen
Nukleinsauren in Zellkern und Zytoplasma bindet. In der Durchflusszelle werden dann das
Vorwartsstreulicht und die Fluoreszenzintensitat analysiert. Aufgrund des deutlich héheren
Nukleinsauregehalts werden kernhaltige Zellen wie Leukozyten und Erythroblasten intensiver
angefarbt und klar von den Retikulozyten getrennt. Erythrozyten dagegen enthalten so gut wie
gar keine Nukleinsduren und konnen deswegen eindeutig von den Retikulozyten
unterschieden werden. Mit der Reifung der Retikulozyten nimmt der RNA-Gehalt in der Zelle
kontinuierlich ab, sodass sich Retikulozyten in drei Altersstufen einteilen lassen: erstens die
Gruppe der ,reifen” Retikulozyten (,,Low Fluorescence Reticulocyte” oder LFR), zweitens
die Gruppe der ,,halbreifen” Retikulozyten (,,Medium Fluorescence Reticulocyte” oder MFR)
und drittens die Gruppe der ,,unreifen Retikulozyten (,,High Fluorescence Reticulocyte* oder
HFR). Gleichzeitig ermittelt der Sysmex XE-5000 in diesem Messkanal, ausgehend von der
Analyse der Vorwaértsstreulichtsignale der Retikulozytenpopulation, den Hadmoglobingehalt
dieser Zellen, ausgedriickt als Parameter RET-He.

21



Material und Methodik

2.4.1.2 Nearly A Hdmoglobin (ndHb)

Diese Parameter werden ebenfalls durchflusszytometrisch bestimmt. Das ndHb ist die
Differenz des Ret-H. zum mittleren korpuskuldren Hdmoglobin (MCH) der Erythrozyten,
welches anhand des Hamoglobins in der Einheit g/L und der Erythozytenzahl in 10%%/L

berechnet werden kann.

2.4.2 Immunturbidimetrie

Die Patientenprobe und im Uberschuss zugesetzte Antikorper im Roche cobas 6000 modular
bilden Antigen-Antikorper-Komplexe, die in den Reaktionsansatz eingestrahltes Licht einer
geeigneten Wellenldnge streuen. Die Intensitat des Streulichts h&ngt unter anderem von der
GroRe und der Anzahl der lichtstreuenden Partikel ab. Sie kann zum Beispiel durch den
Zusatz von latexpartikelgebundenen Antikérpern und der daraus resultierenden starken
VergroRerung der Antigen-Antikorper-Komplexe erhéht werden. In der Immunturbidimetrie
werden das duch die Messzelle durchtretende Licht und ein Teil des nach vorwarts gestreuten
Lichts registriert. Die Abschwéchung des Lichtes durch die Immunkomplexe entsteht durch

Absorption, Streuung und Reflexion.

2.4.2.1 Loslicher Transferrinrezeptor (sTfR)

Der Tina-quant® soluble Transferrin Receptor Test ist ein In-vitro-Test zur quantitativen
Bestimmung des sTfR. Die Messung geschieht mittels eines immunturbidimetrischen
Verfahrens mit Reaktionsverstarkung durch Latexpartikel. Das Antigen sTfR aus der
Blutprobe reagiert mit den sTfR-Antikorpern, die an Latexpartikel gebunden sind. Es bildet
sich ein Antigen-Antikorper-Komplex. Dieser Niederschlag kann nach Agglutination
turbidimetrisch mit dem Laborautomaten Roche COBAS 6000 Modular® von Roche
Diagnostics bestimmt werden. Dies ist eine Trilbungsmessung mittels Photometrie bei einer
Nebenwellenlange von 800 nm und einer Hauptwellenlange von 570 nm. Fiir den Test werden
Humanserum oder -plasma benétigt. Fur die Bestimmung des I6slichen Transferrinrezeptors
reichen kleine Mengen von etwa 50 pL Probenmaterial aus. Die Angabe des sTTR erfolgt in
mg/L.%’

2.4.2.2 Ferritin

Der genutzte In-vitro-Test Tina-quant® Ferritin Gen.3 dient der quantitativen Bestimmung
von Ferritin in Humanserum und -plasma. Zur Ferritinbestimmung stehen verschiedene
Methoden zur Verfigung, wie der Radioimmunoassay (RIA), der Enzyme-linked

Immunosorbent  Assay  (ELISA), der  Fluoreszenzimmunoassay  (FIA),  der
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Lumineszenzimmunoassay (LIA) und der nephelometrische Immunoassay. Der automatisierte
Ferritintest von Roche beruht auf dem Prinzip des immunologischen Agglutinationstests mit
Reaktionsverstarkung durch Latex. Es ist ein partikelverstarkter immunologischer
Tribungstest, bei welchem Humanferritin mit Latexpartikeln agglutiniert, die mit Anti-
Ferritin-Antikorpern beschichtet sind. Der Niederschlag wird turbidimetrisch bei 570/800 nm

bestimmt und in der Einheit ug/L angegeben.®®

2.4.2.3 Ferritinindex (sTfR/log Ferritin)

Anhand der gemessenen Werte des Ferritins und des Iéslichen Transferrinrezeptors kann der
Ferritinindex berechnet werden. Der Ferritinindex ist der Quotient des sTfR und des
Logarithmus des Ferritins. Der Index wird ohne Einheit angegeben.®®

2.4.2.4 C-reaktives Protein (CRP)

Der COBAS C-reactive Protein Gen.3 Test ist ein immunologischer Tribungstest zur
guantitativen In-vitro-Bestimmung von CRP in Humanserum und -plasma. Humanes CRP
agglutiniert mit Latexpartikeln, die mit monoklonalen Anti-CRP-Antikorpern beschichtet
sind. Die Aggregate werden turbidimetrisch bei einer Nebenwellenldnge von 800 nm und

einer Hauptwellenlange von 570 nm bestimmt. Das Ergebnis tragt die Einheit mg/L."

2.5 Statistik

Alle statistischen Analysen wurden mit PASW® Version 18.0 (SPSS Inc., an IBM Company,
Chicago, IL, USA) und SAS® 9.2 Software (SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA) fir

Windows durchgefuhrt. Folgende statistische Testverfahren kamen zur Anwendung:

e Die Untersuchung auf Normalverteilung der Parameter erfolgte mittels Betrachtung
der Verteilung. Hierzu wurde die Schiefe der Verteilung der Parameter herangezogen.
Die entsprechenden Histogramme wurden zur Bestatigung aufgezeichnet. Die
Probandenpopulation wurde anhand von grundlegender Statistik, wie Mittelwerte und
Standardabweichung (SD  oder ,standard deviation®) mit dem 95%
Konfidenzintervall, charakterisiert. Wo immer mdglich, wurde einfache deskriptive
Statistik genutzt.

e Jeder der Parameter wurde mit dem Alter, dem Geschlecht und dem
Krankheitszustand verglichen, um deren Beeinflussung zu evaluieren. Dies erfolgte

mittels einer linearen Regressionsanalyse.
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Zur Verifizierung der linearen Regressionsanalyse wurde flr die Parameter in SAS ein
gemischtes Modell bestimmt. Dieses Modell beinhaltet nicht nur feste sondern auch

zufallige (random) Effekte.

Zur Erhebung der Referenzintervalle konnten aufgrund der Normalverteilung der
Parameter die Perzentilen genutzt werden. Daher wurden von den Parametern sTfR,
Ferritinindex, Ret-He und ndHb die 2,5. und 97,5 Perzentile, zur Feststellung des
zentralen 95%-Referenzintervalls, in jeder Probandengruppe, untersucht.

Zur Kompensierung des bei multipler Testung entstehenden Fehlers wurde ein Post-

Hoc-Test, die Bonferroni-Korrektur, fir die p-Werte angewandt.

Eine ,,Receiver Operating Characteristic (ROC) -Analyse wurde flr die Parameter
sTfR, Ferritinindex und ndHb auch in Kombination mit Ret-H, durchgefiihrt. ROC-
Kurven wurden aufgetragen und die Flachen unter den Kurven (,,Area Under the
Curve” oder AUC) wurden zur Bemessung der diskriminativen Kraft, das heif3t der
Trennschérfe der Parameter zwischen gesund und ACD, beziehungsweise gesund und
IDA und gesund und NI, berechnet. Die diagnostische Gite der untersuchten
Parameter wurde anhand ihrer diagnostischen Sensitivitdt, Spezifitdt sowie der
Erhebung eines Cut-Off-Wertes, definiert.

Die gemessenen Werte der untersuchten Parameter wurden in den diagnostischen Plots

und sowohl im Thomasplot als auch im Haemaplot aufgetragen.
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3. ERGEBNISSE

Die insgesamt 373 untersuchten Probanden, bei denen von den behandelnden Klinikarzten
Blutuntersuchungen angefordert wurden, befanden sich zum Zeitpunkt der Blutentnahme in
ambulanter (n=166) oder stationdrer (n=207) Behandlung oder zur Konsultation aus anderen
Kliniken im Otto-Heubner-Centrum fir Kinder- und Jugendmedizin am Standort Virchow-
Klinikum der Charité-Universitatsmedizin Berlin.

3.1 Normalverteilung der Parameter im Probandenkollektiv

Die Daten von sTfR, Ferritinindex, Ret-H. und ndHb erwiesen sich als normalverteilt, mit
einer Schiefe zwischen -1 und 1. Die entsprechenden Histogramme wurden erstellt und
bewertet, sie konnten die Normalverteilung verifizieren. Die Verteilung der Werte ist flr die
Abgrenzung des normalen Spektrums von entscheidender Bedeutung. Viele Parameter folgen
einer Normalverteilung, bei der man den Mittelwert (MW) plus oder minus der zweifachen
Standardabweichung (SD) als Normbereich angibt. Dies erwies sich auch in dieser Arbeit als
zutreffend. Zur Darstellung der Parameter konnten daher der Mittelwert mit dessen
Standardabweichung in Kombination mit dessen 95%-Konfidenzintervall (KI) gewahlt

werden.

3.2 Einflussfaktoren auf die Parameter

Neben der Darstellung der Verteilung ist es wichtig, mogliche Einflussfaktoren auf die
Konzentration der Parameter im Serum zu identifizieren. Fur die folgenden Faktoren wurden
die Zusammenhdnge mit den Parametern untersucht: Geschlecht, Alter und
Probandenkollektiv der Kinder und Jugendlichen. Mdgliche mit diesen Faktoren verbundene
Unterschiede in den gemessenen Konzentrationen der verschiedenen Parameter wurden mit
Hilfe einer Regressionsanalyse, der linearen Regression (LR), bestimmt. Das so bestimmte
Signifikanzniveau wurde mittels eines gemischten Modells (GM) verifiziert, die

Signifikanzen zeigten mit den beiden Methoden nahezu véllige Ubereinstimmung.

Es ergab sich fir alle Parameter bezlglich der Zuordnung mittels der vier Parameter zu den
Probandengruppen ein gutes Signifikanzniveau (p<0,001). Zur Bemessung der Beziehung der
Parameter zum Alter erfolgte eine Transformation des Alters. Es wurde zundchst der
Mittelwert des Alters aller Patienten berechnet. Dieser Mittelwert (MW(Alter)) wurde
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daraufhin von dem Alter jedes einzelnen Probanden des Kollektivs subtrahiert und so eine
neue, somit vergleichbare Variable flr das Alter geschaffen.

Der sTfR-Wert erwies sich als nicht von Geschlecht sowie Alter der Probanden beeinflusst.

Lediglich die Zugehorigkeit zu einer der Probandengruppen zeigte einen relevanten
Zusammenhang mit dem sTfR-Wert.

Tab. 3: p-Werte der LR sowie des GM fir den sTfR (*p < 0,01)

Fur die Messungen des Ferritinindex konnte gegeniiber dem Alter der Probanden kein
relevanter Zusammenhang gefunden werden, jedoch fir das Geschlecht sowie deutlicher noch
fur die Zugehorigkeit zu den Probandengruppen.

Tab. 4: p-Werte der LR sowie des GM fiir den Ferritinindex (*p < 0,01)

Sowohl fiir das Geschlecht als auch fiir das Alter und fiir die Probandengruppen der Kohorte

stellte sich ein signifikanter Zusammenhang mit den bestimmten Ret-H.-Werten heraus.

Tab. 5: p-Werte der LR sowie des GM fir das Ret-H, (*p < 0,01)

Wie auch fir den Ferritinindex ergab sich fir die ndHb-Messungen ein Zusammenhang mit
dem Geschlecht, deutlicher noch mit der Probandengruppe der Patienten und kein
Zusammenhang mit dem Alter der Patienten.

26



Ergebnisse

0,028* 0,028*
<0,001* <0,001*

0,107 0,107
Tab. 6: p-Werte der LR sowie des GM fiir das ndHb (*p < 0,01)

3.3 Altersverteilung in den Probandengruppen

Es wurden padiatrische Patienten im Alter zwischen 3 Monaten und 18 Jahren
eingeschlossen. Das gesamte Kollektiv, das sich auf 373 Messungen belief, befand sich
durchschnittlich im Alter von 9,19+5,79 (8,60-9,78) Jahre. Die Tabelle 7 zeigt die
Altersverteilung in den vier Gruppen der Probanden sowie fir das gesamte Kollektiv. Der
Mittelwert des Alters der IDA- und ferner der NI-Probanden erwies sich als niedriger als der

der restlichen Gruppen.

Tab. 7: MW mit SD sowie 95% KI des MW des Alters der Probanden nach Probandengruppe

3.4 Referenzwerte fur die Parameter

Die Messung der Serumkonzentration der Parameter in der Kontrollgruppe (n=234) diente der
Festlegung eines Normalwertes in der padiatrischen Population. Die 2,5. sowie 97,5.

Perzentilen stehen fur den zentralen 95%-Referenzintervall (RI).
Es erfolgte eine klinisch gestitzte Einteilung des gesunden Kollektivs in finf Altersgruppen:
e von 3 bis 6 Monate die Sauglinge,
e von einem halben Jahr bis 2 Jahren die Kleinkinder,
e von 2 his 6 Jahren die Vorschulkinder,
e von 6 bis 12 Jahren entsprechend die Schulkinder und

e von 12 bis 18 Jahren die Jugendlichen.
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Tab. 8: MW mit SD sowie 95% KI des MW des Alters der Probanden nach Altersgruppe

Die Referenzintervalle des sTfR, Ferritinindex, Ret-He und ndHb entsprechend dem
Geschlecht in den verschiedenen Altersgruppen wurden in den Tabellen 9 bis 12 aufgetragen.
Die Referenzintervalle der Parameter Ferritinindex (p= 0,027), Ret-H. (p=0,039) und ndHb
(p=0,028) erwiesen sich in Hinsicht auf das Geschlecht der Probanden, Madchen (n=124) und
Jungen (n=110), als statistisch signifikant. Es erfolgte daraufhin eine Einteilung nach
Geschlecht fir diese Parameter. Die Messungen bei weiblichen Probanden ergaben stets
tendenziell niedrigere Messwerte fiir den Ferritinindex, Ret-H, sowie ndHb. Der Parameter
sTTR erwies sich als nicht signifikant vom Geschlecht des Patienten beeinflusst (p=0,107), so

dass weibliche und ménnliche Probanden gemeinsam betrachtet werden konnten.

Tab. 9: MW mit SD sowie 95% KI des MW der sTfR-Werte nach Geschlecht und Altersgruppe

Tab. 10: MW mit SD sowie 95% KI des MW der Ferritinindex-Werte nach Geschlecht und Altersgruppe

Tab. 11: MW mit SD sowie 95% KI des MW der Ret-H.-Werte nach Geschlecht und Altersgruppe
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Tab. 12: MW mit SD sowie 95% KI des MW der ndHb-Werte nach Geschlecht und Altersgruppe

Der Mittelwert der untersuchten Parameter befand sich fiir die gesunden Probanden bei 3,31
mg/L fiir den sTfR und 2,04 fur den Ferritinindex, mit einem Konfidenzintervall von 3,20-
3,42 mg/L sowie entsprechend 1,97-2,12.

In den Abbildungen 5 bis 8 ist die Verteilung der gemessenen Parameter in den Altersgruppen
dargestellt. Die Referenzwerte der Parameter in den verschiedenen Altersgruppen wurden in
den Tabellen 13 bis 16 zusammengefasst. Die eingezeichneten Kreise entsprechen zwei

Einzelmessungen auRerhalb des Konfidenzbereichs, den sogenannten ,,Ausreiflern®.

STR stieg bei den Messungen mit dem Alter bis zu einem Héchstwert zwischen dem zweiten
bis sechsten Lebensjahr, um dann sich wieder den Werten des Kleinkindalters anzunahern. In
den Altersgruppen zwischen 3 und 6 Monaten sowie zwischen 6 und 12 Jahren zeigte sich

jeweils ein Ausreilier jenseits der Obergrenze der 95% KI des MW und der 97,5. Perzentile.

Abb. 5: Referenzwerte des sTfR entsprechend der Altersgruppe
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w
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Tab. 13: MW und zentraler Referenzintervall des sTfR in den Altersgruppen

Der Ferritinindex wies einen dhnlichen Verlauf wie der sTfR-Wert vor. Es zeigte sich ein
progressiver Anstieg der Messwerte bis hin zu einem Maximum zwischen 2 und 6 Jahren.
Darauf folgte ein langsamer Abfall der Intervalle bis zu einem Angleich an die der

Erwachsenen. Diese sind in Hinsicht auf den Ausgangswert im S&uglingsalter hoher.

Abb. 6: Referenzwerte des Ferritinindex entsprechend der Altersgruppe

L
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Tab. 14: MW und zentraler Referenzintervall des Ferritinindex in den Altersgruppen

Das Ret-He begann mit niedrigen Werten im Sduglingsalter, um dann mit dem Alter der

Probanden schrittweise anzusteigen. In der Gruppe zwischen 3 und 6 Monaten sowie
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zwischen 2 und 6 Jahren konnte jeweils ein Ausreiler erkannt werden. Dieser befand sich in
beiden Fallen weit oberhalb der tbrigen Messwerte. Diese ,,Ausreifer sind als Kreise

gekennzeichnet.

Abb. 7: Referenzwerte des Ret-H, entsprechend der Altersgruppe
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Tab. 15: MW und zentraler Referenzintervall des Ret-H, in den Altersgruppen

Der Verlauf des ndHb glich dem des Ferritinindex bezliglich der Entwicklung der Mittelwerte
in den Altersgruppen. Sauglinge zeigten die niedrigsten Messergebnisse und es konnte bei
den darauf folgenden Gruppen einen Anstieg beobachtet werden. In den drei mittleren
Altersgruppen waren die Werte nahezu konstant. Im Alter zwischen 12 und 18 Jahren
erwiesen sich die Werte als marginal niedriger. Unter allen ndHb-Messungen ergaben sich
insgesamt neun AusreilRer. Vier dieser Ausreil3er traten in der Gruppe der Jugendlichen auf -
hin zu niedrigeren Werten gegenuber dem Referenzbereich. Ansonsten handelte es sich um
nur einzelne abweichende AusreiBer. Die eingezeichneten , Ausreier sind als Kreise

gekennzeichnet.
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Abb. 8: Referenzwerte des ndHb entsprechend der Altersgruppe
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Tab. 16: MW und zentraler Referenzintervall des ndHb in den Altersgruppen

3.5 Vergleich der Studiengruppen gegentber der Kontrollgruppe

Nach Ermittlung der Referenzwerte fur die Parameter konnte der Vergleich zwischen
Kontroll- und Studiengruppe gefiihrt werden. Die statistische Analyse erfolgte mit der
Bonferroni-Methode, einem Post-Hoc-Test basierend auf dem vormals durchgefihrten

gemischten Modell und der linearen Regression.

Tab. 17: p-Werte im Vergleich der Probandengruppen
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Die Ergebnisse erwiesen sich als hoch signifikant fir ndHb. NdHb ermdglichte eine
Unterscheidung nicht nur von Studiengruppe, das heif3t im einzelnen IDA, ACD sowie NI,
gegenliber der Kontrollgruppe sondern ermdglichte ebenso die Unterscheidung von ACD
sowie NI gegenlber IDA. Diese Qualitat zeigte auch der Ferritinindex und der sTfR, jedoch
nicht das Ret-He.

Die Serumspiegel der Parameter in den Probandenkollektiven wurden in den Tabellen 18 bis
21 zusammengefasst. Im Vergleich zu gesunden Kindern zeigte sich der sTfR als signifikant
héher bei Kindern mit IDA (p<0001) und ACD (p<0,001). Der Ferritinindex stellte sich bei
IDA-Kindern (p<0,001) und auch bei ACD-Kindern (p=0,044) gegeniber gesunden Kindern

ebenso als signifikant héher dar.

Die Messergenbisse finden sich in Tabelle 17. Fir alle untersuchten Parameter resultierten
statistisch signifikante Ergebnisse, welche die Unterscheidung zwischen gesunden und
erkrankten Kindern, das heif3t den Gruppen IDA, ACD sowie NI ermdglichen.

Wie nahezu alle konventionellen hdmatologischen und biochemischen Parameter zeigten die
gemessenen Werte von Ret-H, und ndHb statistisch signifikante Unterschiede zwischen der
Kontrollkohorte und der IDA-Patientengruppe, sowie zwischen der Kontrollkohorte und
ACD-Patienten. Ebenso ergab sich ein deutlicher Unterschied zwischen IDA- und ACD-
Patienten hinsichtlich des Ferritinindex, des sTfR und des ndHb. Hingegen wiesen die NI-
Patienten gegenuber der Kontrollkohorte nur signifikante Differenzen des Ret-H, sowie ndHb
auf. Die NI-Patientengruppe zeigte gegeniiber den ACD-Patienten eine Differenz des Ret-He
und gegentiber den IDA-Patienten des Ferritinindex, sSTfR und ndHb.

In den ACD-, NI- und IDA-Probandengruppen lieBen sich im Vergleich zu gesunden
Probanden signifikant hohere sTfR- sowie Ferritinindex-Werte beobachten. Das AusmaR der
Differenz zum Referenzintervall schwankte je nach Probandengruppen. Fur den Ferritinindex
war die Differenz bei IDA-Probanden am ausgeprégtesten, es folgten ACD- und am
dichtesten NI-Probanden. Das entsprechende Verhaltnis fur den sTfR zeigte sich relativ

vergleichbar.

3,31 0,85 3,20

4,08 1,02 3,85 4,30
3,78 1,22 3,24 4,31
6,05 1,15 5,67 6,43

Tab. 18: MW des sTfR in den Probandengruppen
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Tab. 19: MW des Ferritinindex in den Probandengruppen

Tab. 20: MW des Ret-H, in den Probandengruppen

Tab. 21: MW des ndHb in den Probandengruppen

Parameter des Profil F nach Geschlecht in den Probandengruppen

Die Erhebung schloss 168 ménnliche und 205 weibliche Probanden ein. In den Tabellen 22
bis 25 ist der Mittelwert der Parameter aufgetragen. Eine Differenz hinsichtlich des
Geschlechts zeigte sich fur den Parameter sTfR als nicht statistisch signifikant. Die
Differenzen flr die drei anderen Parameter zeigten jedoch eine Signifikanz. Die Messwerte
des Ferritinindex, des Ret-H, sowie des ndHb fur ménnliche Probanden erwiesen sich als

hoher im Vergleich zu denen der weiblichen Probanden.

Tab. 22: MW der sTfR-Werte nach Geschlecht und Probandengruppe

Tab. 23: MW der Ferritinindex-Werte nach Geschlecht und Probandengruppe
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Tab. 24: MW der Ret-H.-Werte nach Geschlecht und Probandengruppe

Tab. 25:MW der ndHb-Werte nach Geschlecht und Probandengruppe

3.5.1 Diagnostische Trennscharfe der Parameter

Der diagnostische Wert eines hamatologischen Parameters lasst sich durch die Angabe der
Sensitivitdt und Spezifitdt beschreiben. Bei einem diagnostischen Test ist der Grenzwert
entscheidend, ab dem ein positives Ergebnis angezeigt werden soll. Fir einen Screeningtest
wird eine hohe Sensitivitat gefordert, das heif3t: es sollen mdglichst alle kranken Personen
auch als solche erkannt werden. Bei einem Bestatigungstest ist wiederum die Spezifitdt von
grolRer Bedeutung, da hier moglichst keine Gesunden als krank eingestuft werden sollen. Der
Grenzwert fir die Konzentration der Parameter im Serum wurde durch eine ROC (,,Receiver
Operating Characteristic™) -Kurve festgelegt (Abbildungen 9 und 10). Die Berechnung
erfolgte fur die drei Studiengruppen im Vergleich mit der Kontrollgruppe.

Fur alle diagnostischen Ansichten erlangte der Parameter Ret-He hohere Trennscharfe
gegenliber den anderen Parametern. Dieser Parameter unterscheidet in diesem
Probandenkollektiv sicher zwischen hamatologisch krank und hdmatologisch gesund. Der fiir
STfR ermittelte Cut-Off-Wert ergab fir die drei Krankheitskollektive einen Wert nahe 28 pg.

Tab. 26: AUC fir die Parameter des Profil F zur Differenzierung von IDA
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Tab. 27: Diagnostische Sensitivitat und Spezifitat fur die Parameter bei IDA-Patienten beim Cut-Off-

Wert

Abb. 9: ROC-Kurve fur die Parameter Ferritinindex und sTfR zur Diagnostik von IDA
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Die ROC-Analyse beweist, dass die Parameter Ferritinindex und Ret-H, Uber eine sehr starke
Trennscharfe in der Diagnose von IDA mit AUCs von 1 verfiigen. Die AUC des sTfR zur
Diagnose von IDA ist dieser mit 0,99 leicht unterlegen. Auch der neue Parameter ndHb zeigte
flr die Diagnostik von IDA eine gute AUC von 0,776.

Tab. 28: AUC fur die Parameter des Profil F zur Differenzierung von ACD

Tab. 29: Diagnostische Sensitivitat und Spezifitat fir die Parameter bei ACD-Patienten beim Cut-Off-
Wert

Abb. 11: ROC-Kurve fur die Parameter Ferritinindex und sTfR zur Diagnostik von ACD
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Abb. 12: ROC-Kurve fur die Parameter Ret-H, und ndHb zur Diagnostik von ACD
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Das beste diagnostische Unterscheidungsvermdgen zwischen Kontrollgruppe und ACD-
Patienten besaR die Ret-H.-Messung mit einer AUC von 1. Diese AUC ist dicht gefolgt von
der des ndHb in Hohe von 0,927.

Tab. 30: AUC fur die Parameter des Profil F zur Differenzierung von NI

Tab. 31: Diagnostische Sensitivitat und Spezifitat fur die Parameter bei NI-Patienten beim Cut-Off-Wert
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Abb. 13: ROC-Kurve fur die Parameter Ferritinindex und sTfR zur Diagnostik von NI

1,0
| Ferritinindex (sTfR/log
Ferritin)
[ sTfR (mg/L)
= Referenzlinie
0,87
w 0,67
Bl
=
&
=
w
=
@
0,47
0,2
00— T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Spezifitit

Abb. 14: ROC-Kurve fur die Parameter Ret-H, und ndHb zur Diagnostik von NI
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3.5.2 Kontroll- und Studiengruppe in den diagnostischen Plots

Ret-He (pg)

Ret-He (pg)

Abb. 15: Thomasplot mit Messungen aller Probanden
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Abb. 16: Haemaplot mit Messungen aller Probanden
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Die Abbildung 15 zeigt die Verteilung der erbrachten Messungen in die vier Felder des

Thomasplots. Dabei entspricht ein Kreis einer Messung. Es sind die bekannten Unterteilungen
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des Thomasplot, vertikal bei einem Ferritinindex-Wert von 3,2 beziehungsweise 2,0 sowie
horizontal einem Ret-He-Wert von 28 pg aufgetragen. Die Verteilung der Messwerte der

Probandengruppen in die fur sie bestimmten vier Quadranten ist groRtenteils zutreffend.

Im Falle des Haemaplots (Abbildung 16) sehen wir die vertikale Unterteilung des Plots bei
der Nulllinie des ndHb-Wertes, sowie die vom Thomasplot gewohnte horizontale

Unterteilung des Ret-H. bei 28 pg. Alle Kreise entsprechen auch hier Einzelmessungen.
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4. DISKUSSION

Es gibt viele verschiedene Ursachen, die im Kleinkindes-, Schulkindesalter oder bei
Jugendlichen zur Entstehung einer Andmie zugrunde liegen. Am haufigsten ist der
Eisenmangel. Aber auch das ist keine Ursache, sondern ein Symptom. Eine verléssliche
Diagnostik ist deshalb fur den behandelnden Arzt unabdingbar. Die Dringlichkeit ruckt vor
allem in den Vordergrund, da chronische andmische Zustdnde erhebliche Folgen fir
Wachstum und Entwicklung des betroffenen Kindes haben.’” In der vorliegenden Arbeit
wurden die Parameter des Thomasplot und des Haemaplot im Serum von Patienten mit
Eisenmangel, wichtigen chronischen Erkrankungen sowie bei gesunden Probanden
untersucht. Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass der Ferritinindex dem sTfR fur die
Differenzierung von IDA gegeniiber gesunden Kindern sehr hilfreich ist. Das selbe gilt auch
fur die ACD.”®*™ Auch konnte bewiesen werden, dass diese beiden Parameter keine
signifikanten Unterschiede in Abhangigkeit von dem Wert des CRP aufweisen. Sie werden

also nicht von einer Akuten-Phase-Reaktion beeinflusst.>*?

4.1 Referenzwerte in der Kontrollgruppe

Auf der Basis von 234 Serumproben der Kontrollgruppe wurden in der vorliegenden Arbeit
Referenzwerte flr den sTfR, den Ferritinindex, das Ret-H, sowie das ndHb festgelegt. Die
Werte zeigten hierbei eine Normalverteilung, weshalb als Referenzbereich nicht nur die
zentralen 95% zwischen der 2,5. und der 97,5. Perzentile, sondern auch der Mittelwert mit
Standardabweichung und 95% Konfidenzintervall angegeben werden konnten. Ein
Referenzbereich kann sowohl durch den Mittelwert £2 Standarddeviationen als auch als durch

den Bereich zwischen der 2,5. und der 97,5. Perzentile beschrieben werden.

Veroffentlichungen zu den Referenzintervallen der Parameter des Thomasplot fur das Kindes-
und Jugendalter sind in der medizinischen Fachliteratur derzeit noch selten. Es herrscht ein
Mangel an klinisch anwendbaren pédiatrischen Referenzintervallen fur den sTfR mit dem
dazugehdrigen Ferritinindex wie auch fur das Ret-H,. Das ndHb des Haemaplots ist ein neuer
Parameter, der noch nicht fir die padiatrischen Altersgruppen erforscht und publiziert worden

ist.

Viele vormals durchgefiihrte Studien zeigten, dass Mittelwert und Referenzbereich des sTfR,

je nach Analysemethode, starken Variationen unterworfen sind.”®*™ Ppadiatrische
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Referenzintervalle des sTfR, des Ferritinindex und vereinzelt des Ret-He mit Einsatz der
Methoden von BN ProSpec® mit Dade Behring, Inc., Nichols Institute®, Quest Diagnostics,
Inc. und Quantikine IV sTfR Immunoassay mit R&D Systems, Inc. wurden bereits
verdffentlicht.?>’*™ Es konnten jedoch keine Verdffentlichungen mit Einsatz der Kits der
Firma Sysmex in Kombination mit denen der Firma Roche gefunden werden. Im Zuge der
vormals durchgefiihrten Studien zeigten sich fir die Parameter starke Diskrepanzen der
Ergebnisse bei den verschiedenen Autoren sowie angewandten Analyse-Kits.>”**® Diese
Variabilitat erfordert daher, fur eine verlassliche Aussagekraft in der klinischen Diagnostik,
die Festlegung von Referenzintervallen je nach benutzter Methode im jeweiligen Labor einer
Klinik. Die vorliegende Arbeit legt aus diesem Grund Referenzintervalle nach Alter und im
Falle signifikanter Differenzen nach Geschlecht flr gesunde Kinder zwischen 3 Monaten und
18 Jahren fur Klinisch relevante Altersintervalle fest. In dieser Arbeit wurden im Vergleich zu
vormals durchgefiihrten Arbeiten zusatzlich Referenzintervalle fur Kinder unter sechs

Monaten ermittelt sowie die Altersgruppen an den klinischen Alltag angepasst.

Die Parameter Ferritinindex und Ret-He kénnen als diagnostischer Thomasplot aufgefiihrt
werden. Fir den neuen Haemaplot, der, nach dem gleichen Prinzip wie der Thomasplot,
mittels der Parameter ndHb und Ret-H, gebildet werden kann, ist die vorgelegte Arbeit die
erste systematische Analyse dieses neuen Parameters im Kindesalter. Die kombinierte
Anwendung von Ret-He beziehungsweise CHr und dem Ferritinindex als Indikatoren der
Eisenbereitstellung fur die Erythropoese in einem diagnostischen Plot erlaubt die Bewertung
des Eisenstatus des Patienten unabhangig von der Akuten-Phase-Reaktion, die gerade im
Kindesalter im Zusammenhang mit interkurrenten Infektionen, leicht Fehlinterpretationen

zulassen konnen.

4.1.1 Loslicher Transferrinrezeptor

Seit der Entdeckung des sTfR im Jahre 1986 ** wurde mittels zahlreicher Studien dargelegt,
dass es sich um ein gutes Mittel zur Bewertung des Gewebeeisenstatus und der
erythropoetischen Leistung handelt.'*#%*® Der besondere Vorteil zur Anwendung in der
Diagnostik bei Kindern, der den sTfR zu einem potentiell nitzlichen Parameter macht, besteht
in seiner geringen biologischen Variabilitat, seiner Sensitivitat und Spezifitat.>>™® sTfR
stammt aus den erythroiden Vorstufen, den Erythroblasten, im Knochenmark und so auch zu
einem kleinen Teil von den Retikulozyten und spiegelt daher die Erythropoeserate wider.®® Es
konnte gezeigt werden, dass sTfR die Gewebeeisenversorgung verlasslich widergibt.”® Der

Nutzen von sTfR, einsetzbar in verschiedensten klinischen Situationen, ist vor allem als
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Kennzeichen einer beschleunigten Erythropoese und eines Eisenmangels wertvoll.?*® Dies ist
besonders relevant in Phasen des schnellen Wachstums, in der Kindheit und Jugend, in der

Schwangerschaft.

Im Unterschied zum Serumeisen, zum Anteil an Transferrinsattigung und zum Serumferritin,
wird der sTfR-Spiegel nicht durch die Akute-Phase-Antwort beeinflusst. Er ist daher ein
verlasslicher Parameter in der Diffentialdiagnostik des Eisenstatus. Das trifft auf die von
entziindlichen Prozessen beeinflussten Parameter nicht zu.®>’" sTfR liefert nicht nur
Informationen Uber den Spiegel des intrazellularen Eisens, sondern ist auch proportional zu
der gesamten erythroiden Masse.® Einige Studien haben jedoch darauf verwiesen, dass die

sTfR-Konzentration die diskriminative Aussagekraft des Serumferritins nur leicht erhoht.”

In der Literatur tauchen einige Studien zu den Referenzintervallen von sTfR bei gesunden

£,22:5480.83,71,72.79 g \murden bei Olivares et al. 144 Kleinkinder zwischen 8 und 15

Kindern au
Monaten untersucht und es ergab sich ein Referenzbereich von 8,9+2,0 mg/L.%* Bei Malope et
al. wurde bei 177 Kindern, zwischen einem und 6 Jahren, ein Rl von 6,1+2,2 pg/mL
beschrieben.®® Kratovil et al. fanden bei 37 Kindern zwischen 6 und 24 Monaten ein RI von
1,37-2,85 mg/L, bei den n=42 2- bis 6-j&hrigen einen RI von 1,05-3,05 mg/L, bei den n=39 7-
bis 12-jahrigen einen RI von 1,16-2,72 mg/L und bei den n=37 13- bis 17-jahrigen einen RI
von 0,97 bis 2,60 mg/L.?* Danise et al. bestimmten bei 851 Kindern zwischen 6 und 10 Jahren
einen RI von 0,93-3,00 mg/L.%° Heiduk et al. kamen zwischen null und einem Jahr (n=95) auf
einen Rl von 1,55-5,7 mg/L, zwischen einem und 3 Jahren (n=87) auf einen Rl von 1,65-5,6
mg/L, zwischen 4 und 6 Jahren (n=109) auf einen RI von 1,47-5,4 mg/L, zwischen 7 und 12
Jahren (n=202) auf einen RI von 1,95-5,5 mg/L, zwischen 13 und 17 Jahren (n=172) auf einen
RI von 1,76-5,9 mg/L. Ab der Altersgruppe zwischen 4 und 6 Jahren wurden bei Heiduk et al.
leicht hohere sTfR-Konzentrationen fur mannliche Probanden beobachtet, sodass die
Referenzintervalle aller Gruppen nach Geschlecht unterteilt aufgetragen wurden. Heiduk et al.
sahen eine leichte Altersabhangigkeit des sTfR sowie einen leichten Abfall der Messwerte im
Laufe der Kindheit. Auch in dieser Studie kommen die Autoren zu dem Ergebnis, dass es
aufgrund der fehlenden Standardisierung der Messmethode zu starken Schwankungen der

Referenzbereiche kommen kann.®*

Chouliaras et al. bestimmten Referenzintervalle fur n=25 ein bis 2-jahrige (2,19-3,24 mg/L),
n=78 2- bis 3-jahrige (2,02-3,49 mg/L), n=73 3- bis 4-jahrige (1,80-3,54 mg/L), n= 59 4- bis
5-jahrige (1,84-3,24 mg/L) und n=26 5- bis 6-jahrige (1,57-2,8 mg/L).” Ooi et al. bestimmten
Referenzintervalle fur n=13 0,4 bis 6 Monate alte Kinder (1,26-3,17 mg/L), n=17 6 bis 12
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Monate alte Kinder (1,12-2,91 mg/L), n=16 12 bis 18 Monate alte Kinder (1,37-2,52 mg/L),
n=20 18 Monate bis 2 Jahre alte Kinder (1,33-2,93 mg/L), n=46 2 bis 3 Jahre alte Kinder
(0,98-2,91 mg/L), n=38 3 bis 4 Jahre alte Kinder (1,08-2,55 mg/L), n=76 4 bis 6 Jahre alte
Kinder (1,10-2,74 mg/L), n=64 6 bis 9 Jahre alte Kinder (0,93-2,63 mg/L), n=44 9 bis 12
Jahre alte Kinder (0,81-2,67 mg/L) sowie n=85 12 bis 18 Jahre alte Kinder (0,91-1,91
mg/L)."

Die in der vorliegenden Arbeit erlangten Ergebnisse befanden sich insgesamt unterhalb der
von Olivares et al. und Malope et al. sowie oberhalb der von Kratovil et al. veréffentlichten
Ergebnisse. Es zeigten sich jedoch anders als bei Heiduk et al. keine statistisch relevanten
Unterschiede fur sTfR zwischen den Geschlechtern. sTfR zeigte in der vorliegenden Arbeit
keine statistisch signifikanten Differenzen bezuglich des Alters. Die signifikante
Altersabhdngigkeit der Serum-sTfR-Konzentrationen ist eine haufige Schlussfolgerung vieler
Studien. Die Art dieser Korrelation konnte jedoch noch nicht exakt benannt werden. Es
zeigten sich auflerdem kaum Schwankungen der Spiegel bei Kindern zwischen 8 und 15
Monaten.®® Ab einem Alter von 1 bis 2 Jahren lieR sich in allen Studien, wie auch in der
vorliegenden Arbeit, ein eher negativer Trend der Messwerte mit zunehmendem Alter
beobachten.®>%# |n einer Studie wurde eine positive Korrelation zwischen sTfR und dem
Kindesalter gefunden, jedoch vom Autor als klinisch nicht signifikant bewertet. In einer
Veroffentlichung wurden zwischen 3 und 10 Jahren keine signifikanten Differenzen der
Konzentrationen, allerdings niedrige Konzentrationen bei Madchen zwischen 10 und 20

Jahren gegentiber Jungen der gleichen Altersgruppe, ermittelt.®

Es zeigten sich hohere Referenzwerte (1,6-5,0 mg/L) bei Kindern als bei Erwachsenen (0,9-
2,3 mg/L).®#* Einige Autoren fanden heraus, dass Jugendliche und Erwachsene niedrigere
sTfR-Spiegel als Kinder aufweisen.?%28%% Diese altersbedingten Schwankungen des TfR
konnen durch eine hohere erythropoetische Aktivitat pro Korpergewicht wahrend der
Kindheit  erklart  werden, sodass der relative Anteil an  zirkulierenden
Erythrozytenvorlauferzellen in diesem Alter hoher sein koénnte. In den jlngeren
Altersgruppen zeigten sich somit die sTfR-Spiegel erhoht, was eine hohere erythroide
Aktivitat in diesem Alter suggeriert. Eine hohere TfR-Konzentration, ahnlich wie die hier bei
Kindern ermittelten, wurde bei Erwachsenen, die in Hohenlagen leben, beobachtet. Dieser
Anstieg liegt vermutlich an der Zunahme der gesamten erythroiden Masse in Bezug auf das

Korpergewicht.®> Unterschiede zwischen den Geschlechtern zeigten sich in der hamatologisch

45



Diskussion

gesunden Kohorte dieser Arbeit als nicht signifikant fir den sTfR-Wert. Dies gleicht den

Ergebnissen anderer vergleichbarer Studien zu dieser Thematik.%%6%838

4.1.2 Ferritin und Ferritinindex

Serumferritin ist der spezifischste bis heute bekannte Marker des Depoteisenbestands, es
kommt jedoch nur zu einer relativ geringen Schwankung des Serumspiegels, wenn der
Speicher vollig erschopft ist. Der sTfR-Spiegel hingegen ist ein Indikator des funktionellen
Eisenbestandes und steigt mit einer Zunahme der Eisendefizienz. Serumferritin ist somit der
Index mit der héchsten Sensitivitat fur den Eisenstatus und sTfR mit der fur die funktionelle
Eisendefizienz (FID). Der sTfR-Spiegel gibt aufRerdem die Erythropoeserate wieder, was
seine Spezifitat als alleiniger Marker der ID abnehmen lasst. Der Ferritinindex (sTfR/log
Ferritin), als kombinierter Parameter, vermag daher den Eisenstatus Uber seinen gesamten
Bereich zu beurteilen, da er das wechselseitige Verhéltnis des Serumferritins und des sTfR

darstellt.1046.65

Malope et al. errechneten fiir 561 Kinder zwischen einem und 6 Jahren einen Referenzbereich
von 4,1+1,7.% Angeles Vazquez Lépez et al. fanden fiir 206 gesunde Kinder zwischen einem
und 10 Jahren einen Wert von 1,38+0,34.*’ Danise et al. nennen bei 916 Kindern zwischen 6
und 10 Jahren einen Referenzintervall von 0,55-2,09.%° Margetic et al. bestimmten bei 61
gesunden Erwachsenen zwischen 18 und 63 Jahren einen RI von 0,67+0,25.°* Qoi et al.
bestimmten Referenzintervalle fur n=13 0,4 bis 6 Monate alte Kinder (0,57-4,81), n=17 6 bis
12 Monate alte Kinder (0,81-2,96), n=16 12 bis 18 Monate alte Kinder (0,82-2,70), n=20 18
Monate bis 2 Jahre alte Kinder(0,97-2,34), n=46 2 bis 3 Jahre alte Kinder (0,65-5,55), n=38 3
bis 4 Jahre alte Kinder (0,67-4,29), n=76 4 bis 6 Jahre alte Kinder (0,69-2,34), n=64 6 bis 9
Jahre alte Kinder (0,60-5,26), n=44 9 bis 12 Jahre alte Kinder (0,35-2,27) sowie n=85 12 bis
18 Jahre alte Kinder (0,67-3,05).”” Allein die letztere Verdffentlichung ergibt eine Aussage

Uber die Konzentrationen des Ferritinindex als alterskonformem Referenzintervall.

Die Séauglinge von 3 bis 6 Monaten wiesen aufgrund der erhéhten Ferritinwerte in diesem
Alter niedrigere Ferritinindexwerte als die alteren Kinder auf.>* Im Verlauf zeigte sich in der
darauf folgenden Altersgruppe ein Anstieg des Index bis hin zu einem Maximum in der
Altersgruppe zwischen 2 und 6 Jahren. Dies entspricht betreffend die Tendenz den
Ergebnissen anderer Studien. Ooi et al. beobachteten die hdchsten Ferritinindex-Werte

zwischen 18 Monaten und 4 Jahren Lebensalter.”
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Fur die Abweichungen zwischen den einzelnen Studien werden folgende Faktoren
verantwortlich gemacht: der Einsatz von unterschiedlichen Bestimmungsmethoden, Geréten
und Kits. Vermutlich fuhrt die bereits teilweise behandelte Problematik des Fehlens einer
standardisierten Methode dazu, dass kaum ein Vergleich zwischen den Studien zustande
kommen kann und somit Kkeine internationalen Referenzintervalle, unabhdngig vom

angewandtem Kit und Gerét, bestimmt werden kdnnen.

4.1.3 Hamoglobindquivalent der Retikulozyten

Die Messung des Ret-He hat sich in der Diagnostik der eisendefizitdren Erythropoese
durchgesetzt und wird aufRerdem als Indikator von funktionellem Eisenmangel bei Patienten
im Endstadium des Nierenversagens und Krebs-assoziierter Anamie angewandt.”®"#859 |n der
padiatrischen Anamiediagnostik ist die Ret-H.-Messung noch rar. Der Referenzbereich fir
Erwachsene bewegt sich zwischen 28 pg und 35 pg.® Fiir das Kindesalter finden sich in der
aktuellen Literatur kaum Referenzwerte fir das Ret-H..

Es liegt eine Studie von Danise et al. vor, die Referenzwerte bei 851 gesunden Kindern
zwischen 6 und 10 Jahren betrachtet. In dieser Studie erfolgte keine weitere Einteilung in

Altersgruppen. Es wird hier ein Referenzintervall von 25,94-31,84 pg angegeben.®

Die jungste Altersgruppe der untersuchten Probanden wies die niedrigsten Ret-He-Werte auf.
In den darauf folgenden Altersgruppen von 6 Monaten bis zum 2. Lebensjahr sowie vom 2.
bis zum 6. Lebensjahr ergab sich tendenziell ein Anstieg der im Sduglingsalter niedrigen
Messwerte. In der Altersgruppe zwischen 6 und 12 Jahren entsprachen die Referenzwerte
nahezu denen der Erwachsenen. Im Altersverlauf zeigte sich folglich mit zunehmendem Alter
eine Angleichung an die Referenzwerte im Erwachsenenalter, wobei beachtet werden muss,
dass der signifikante Unterschied zwischen den Werten von Mé&dchen und Jungen in den
Altersgruppen zwischen 12 und 18 Jahren am betrachtlichsten ist. Dies ist sicherlich
physiologisch auf die Menarche bei den jugendlichen Madchen sowie die darauf folgende
monatliche Menstruationsblutung zuriickzufithren. Ahnliche Verlaufe lassen sich bei

Aufzeichnungen des Hb im Altersverlauf beobachten.*

Eine Behandlung mit rekombinantem Erythropoetin (rHUEPO) bei gesunden Probanden fiihrt
zur Entwicklung eines funktionellen Eisenmangels und zu einem Abfall des Ret-He. ES ist
berichtet worden, dass die Produktion der Retikulozyten mit vermindertem Ret-H. sich

gegeniiber dem Logarithmus des Serumferritins gegensatzlich verhalt.*®
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4.1.4 Nearly A Hamoglobin

Fur den neuen errechneten Parameter ndHb ist diese Arbeit, die sich mit dem Kindes- und
Jugendalter befasst, die erste Betrachtung und die hier erlangten Ergebnisse kdnnen daher
nicht mit anderen verglichen werden. Es finden sich ebenso in der Literatur noch keine
Aufzeichnungen zu Referenzwerten des ndHb im Erwachsenenalter. Er ist jedoch
anzunehmen, dass sich dieser Parameter, wie auch die anderen hdmatologischen Parameter,
im Jugendalter denen der Erwachsenen angleicht. Insgesamt zeigte sich die hochste 97,5.
Perzentile der ndHb im Kleinkindesalter zwischen 2 und 6 Jahren. In den beiden

angrenzenden Altersgruppen befanden sich die nachst hochsten 97,5. Perzentilen.

Die niedrigsten Werte des ndHb konnten wie erwartet in der jungsten Probandenkohorte
zwischen 3 Monaten und 6 Monaten beobachtet werden. Es ist ein zunehmender Anstieg des
Wertes bis etwa zum 1. beziehungsweise 2. Lebensjahr zu beobachten. Danach folgt ein
leichter progressiver Abfall. Somit verhalt sich das ndHb in den Altersgruppen ahnlich wie
der sTTR.

Die anhand der zwei Parameter, Ret-H, gemeinsam mit dem Ferritinindex sowie Ret-H,
gemeinsam mit ndHb, gebildeten Punkte in den diagnostischen Plots fur hamatologisch
gesunde Probanden befanden sich im Thomasplot im Quadranten Nummer I, im Haemaplot
im Quadranten Nummer Il. Hieraus lasst sich schlieBen, dass bei Verlaufskontrollen im
Rahmen einer Therapie eines Patienten der beispielsweise an einer Eisenmangelanamie leidet,
es das Ziel sein sollte anhand der Therapie den Quadraten | im Thomasplot und entsprechen

den Quadraten Il im Haemaplot zu erreichen.

4.2 Verhalten der Parameter in der Studiengruppe

Es zeigte sich bezlglich der Zuordnung in die Morbiditatsgruppen eine deutliche Signifikanz
fur alle vier untersuchten Parameter. Diese Ergebnisse finden sich so auch in anderen

Arbeiten wieder.>>*

4.2.1 Erhohte sTfR- und Ferritinindex-Werte in der Studiengruppe

Beim Vergleich der Studiengruppe mit der Kontrollgruppe ergaben sich flr die andmischen
Patienten signifikant erhohte sTfR-Werte und Ferritinindex-Werte (MW des sTfR 3,31+0,85
mg/L versus 4,08+1,02 mg/L fir ACD und 6,05£1,15 mg/L fur IDA; MW des Ferritinindex
2,04+0,58 versus 2,26x0,62 fur ACD und 4,67+0,78 fir IDA). Die Werte in der NI-Gruppe
waren leicht erhoht bei 3,78+1,22 mg/L sowie 2,18+0,84, dies entsprach jedoch keiner
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signifikanten Differenz. Der Serumspiegel vom sTfR bei ID steigt durch die Hochregulierung
des Transferrinrezeptors an den Zelloberflachen als Antwort auf erhéhte zellulare Nachfrage.
Die sTfR-Spiegel bei IDA zeigten sich in der vorliegenden Arbeit, wie auch in ahnlichen

vormals durchgefiihrten Studien®”>*

, als die mit Abstand hochsten im Vergleich zu
Kontrollgruppe sowie den anderen Probandenkohorten. In dieser Arbeit wiesen die 37 IDA-

Patienten signifikant erhohte sTfR-Spiegel auf.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Werte von sTfR und Ferritinindex bei Kindern mit
IDA signifikant hoher sind als bei Anamie in Verbindung mit Infektionen und ACD.*"%>7192
Es wurde ebenso bereits gezeigt, dass der sTfR-Spiegel bei Eisenmangel so wie auch bei
Erwachsenen, bei erhohter erythopoetischer Aktivitat, wie beispielsweise in der
Neonatalperiode, und bei hadmolytischen Andmien, steigt.>* Die Ferritinindex-Werte bei
Neugeborenen sind als eher herabgesetzt beschrieben.> Bereits bekannt ist, dass die Werte
von sTfR und seinem Index proportional zur Auspragung der ID steigen. Es wurde ebenfalls
bereits beobachtet, dass die Werte des sTfR und des Ferritinindex bei IDA-Kindern
signifikant hoher als bei gesunden Kindern sind, obwohl aufgrund der unterschiedlichen
Methoden ein endgultiger Vergleich nicht moglich zu sein scheint. Bei Kleinkindern
erreichten die sTfR-Messungen hohere Werte. Die im Jugendalter erhobenen Daten

entsprachen zunehmend den Werten der Erwachsenen.

Mehrere Studien haben darauf hingewiesen, dass der sTfR-Spiegel bei IDA sogar beim
Vorliegen einer entzundlichen Erkrankung ansteigt und einen verl&sslichen Messwert der

Erschdpfung des Eisenspeichers darstellt.**”""®

Es konnte, ahnlich wie bei friheren Analysen, bestatigt werden, dass IDA mit erhéhten sTfR-
und Ferritinindex-Werten assoziiert ist.'>?* Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen zweierlei: 1.
die sTfR- und Ferritinindex-Werte bei IDA-Patienten sind im Vergleich zu den gesunden
Kontrollen erhoht, 2. diese zwei Parameter lassen eine Differenzierung zwischen den
Patienten mit IDA und denen mit ACD zu.

4.2.2 Verminderte Ret-H-Werte in der Studiengruppe

Im Verhaltnis zur Kontrollkohorte (31,75%£2,03 pg) erwies sich die Ret-He-Konzentration in
der ACD-Gruppe mit 24,29+2,96 pg als die niedrigsten aller untersuchten Kohorten. Es folgte
die IDA-Gruppe mit einem MW von 25,19+2,75 pg und darauf folgend die NI-Gruppe mit
einem MW von 26,10+2,56 pg. Die Konzentrationen bei allen Studiengruppen waren somit

signifikant erniedrigt. Bei Danise et al. ergaben die Messungen bei 53 Kindern zwischen 6
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und 10 Jahren mit einem Speichereisenmangel einen Referenzintervall von 23,39-31,40 pg im
Gegensatz zu einem bei 851 gesunden Kindern erhobenen Referenzintervall von 25,94-31,84

PY.

4.2.3 Verminderte ndHb-Werte in der Studiengruppe
Der MW der ndHb-Konzentration wurde fir die ACD-Kohorte fur -0,18+2,01 pg als am

deutlichsten vermindert gegenuber dem Kontrollwert von 3,52+1,74 pg bestimmt. In
unmittelbarer Nahe lag der MW fir die NI-Kohorte bei 0,59+1,71 und der MW flr die IDA-
Kohorte als am dichtesten bei den Werten der Gesunden bei 1,98+1,25 pg. Zur
Unterscheidung zwischen krank und gesund zeigte sich der ndHb-Wert fur alle
Krankheitsgruppen als besonders aussagekraftig. In dieser Arbeit wurden erstmals Kinder mit
Andmien und auch gesunde Probanden auf das ndHb hin untersucht. Es konnten hier stark
signifikant erniedrigte Werte nachgewiesen werden. Der Unterschied zwischen allen Gruppen
auBer zwischen der ACD- und NI-Gruppe war signifikant. Weitere Untersuchungen mit

groRerer Fallzahl sind zur Absicherung der Ergebnisse erforderlich.

4.3 Diagnostische Applikation der Parameter

4.3.1 Diagnostik von Eisenmangelanamien

Die ROC-Analyse der IDA-Kohorte zeigte, dass der Ferritinindex und das Ret-He, mit AUCs
nahe 1, eine sehr hohe Trennscharfe fir die Diagnostik von IDA erbringen. Die beste
Kombination von Sensitivitat und Spezifitét, fir beide Parameter nahe 100%, befand sich bei
einem Cut-Off-Wert von 3,26 flir den Ferritinindex und 28 pg fir das Ret-H.. Diese
Parameter kénnen somit sowohl als Screeninguntersuchung als auch als Bestatigungstest

angewandt werden.

Bei einer Sensitivitdt nahe 100% und einer Spezifitit von 93,59%, ergab sich fir sTfR
gegenliber Ferritinindex und Ret-He eine nur leicht schwachere Trennschédrfe von
0,990+0,004. Der Cut-Off-Wert lag bei 4,64 mg/L. Bei einer leicht im Vergleich zum
Ferritinindex erniedrigten Spezifitat, durfen weniger falsch positive Ergebnisse erwartet
werden. Eine Bestimmung des sTfR-Spiegels ist hilfreich, jedoch nicht vollends verlasslich

zur Diagnose von IDA.

ndHb zeigte eine Trennscharfe von 0,776+0,039 und ist so von den vier Parametern am

wenigsten sinnvoll als isoliertes Werkzeug zur Diagnostik einer IDA geeignet. Bei einem
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Cut-Off-Wert von 2,85 pg konnte eine Sensitivitat von ber 78% und eine Spezifitat von 70%

erreicht werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse liegt es nahe, fur eine primére Diagnostik bei klinischem
Verdacht auf Eisenmangel die Parameter des Thomasplot, Ferritinindex und Ret-H.
einzusetzen. Sie konnen kombiniert die hier untersuchten hé&ufigsten Andmien sicher
unterscheiden und sind bei Eisenmangel am prézisesten und zuverlassigsten. Da auch ndHb
gute Ergebnisse erlangt, kann, auch aufgrund der im Vergleich zu der sTfR recht einfachen
und somit auch im Vergleich giinstigeren Bestimmung, in Betracht gezogen werden, den
Haemaplot nach erfolgter primarer Diagnostik fur die Verlaufskontrolle im Falle einer
anstehenden Therapie beziehungsweise zur konsequenten Verfolgung des hamatologischen

Status einzusetzen.

Im Thomasplot und auch im Haemaplot sind Patienten mit einer Eisenmangelandmie im
Quadranten Nummer 111 zu finden. Dies entspricht den Verdffentlichungen von Thomas et al.,
in denen der Thomasplot zum Teil auch diagnostisch zum Einsatz kommt. Es erfolgt in dieser
Weise fur den Kliniker und jedoch auch fiir den Patienten eine leicht ersichtliche graphische
Darstellung. Der andmische und eisendefiziente Patient weist Messwerte auf, die sich im
Quadranten 3 im Thomasplot finden, und hat das Ziel mittels einer Therapie, hier zumeist
eine orale Eisensubstitution, Werte zu erreichen, die sich unter der Tharapie in den

Quadranten 1 bewegen.

4.3.2 Diagnostik der Anadmie chronischer Erkrankungen, Anamie bei chronischer
Nierenkrankheit

Mit einem Schwellenwert des Ret-H. bei nahezu 28 pg erreicht die Messung eine Sensitivitat
und Spezifitdt nahe 100%. Bei einer AUC nahe 1, zeigt sich fur die ACD- und NI-Gruppe,
dass Ret-H, allein fahig ist sicher zwischen gesund und chronisch krank zu unterscheiden.
Darauf folgt die Trennscharfe des ndHb von 0,927+0,015 fir ACD und 0,890+0,031 fur NI.
Hier wurde ein Cut-Off-Wert von 2,10 pg fiir ACD, mit einer Sensitivitat von lber 87% und
einer Spezifitat von 85%, sowie ein Cut-Off-Wert von 1,8 pg fur NI, mit einer Sensitivitat von

uber 85% und einer Spezifitat von 86%, bestimmt.

Der Ferritinindex erlangte nur eine geringe Trennschérfe zwischen Kontrollkohorte und
ACD- (0,612+0,037) sowie NI-Kohorte (0,558+0,080). Jedoch bei Cut-Off-Werten von 2,62
flr ACD eine Spezifitat von Uber 80%, bei einer Sensitivitat von nur 40 % und von 2,84 fir

NI eine Spezifitdt von uber 90% bei einer Sensitivitat von 33%. Der Test kann bei dieser
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hohen Spezifitat als Bestatigungstest, nicht jedoch als Screeningtest angewandt werden, da zu

viele falsch negative Ergebnisse erwartet werden massen.

Es sollte somit auch hier eine kombinierte diagnostische Anwendung von Thomasplot und
Haemaplot erfolgen. Fiir die primére Diagnostik ist zu empfehlen, sowohl den Ferritinindex
als auch das ndHb zusammen mir Ret-H, zu bestimmen. In den Folgeuntersuchungen kann
auch hier ein Monitoring der Therapie oder die Verlaufskontrolle mittels Haemaplot sinnvoll

sein.

Die hier bestimmten Messwerte befanden sich im Thomasplot im Quadranten 1V, dies ist der
Quadrant, in dem die Kombination von Messungen im Sinne eines funktionellen
Eisenmangels und eines verminderten Hamoglobingehalts der Erythrozyten bei ACD
vorherrscht.” Die hier untersuchten Patienten waren zum Zeitpunkt der Messung chronisch
erkrankt. Sie haben nahezu alle eine kombinierte ACD und IDA oder ID. Dies bestatigt der
Thomasplot. Alle Patienten der ACD- und NI-Kohorte befanden sich mit ihren Werten in den

Quadranten 111 und IV des Haemaplots.

4.4 Fazit und Ausblick

Es wurden Referenzwerte flr den sTfR, den Ferritinindex, das Ret-H, sowie das ndHb fur das
Kindes- und Jugendalter festgelegt und es konnte gezeigt werden, dass die Parameter in
diesem Lebensabschnitt normalverteilt sind. Die Kontrollkohorte, die als hamatologisch
gesund angesehen wurde, war hier keine homogene Gruppe. Eine verlassliche Bewertung der
Ergebnisse ist dadurch sicher erschwert. Die Erhebung von Referenzwerten bei ausschlieRlich
gesunden Kindern und Jugendlichen kdnnte zu stabileren und verl&sslicheren Messwerten
fuhren. Die Probanden wurden in dieser Arbeit, um die Anwendbarkeit in der Praxis zu
erhéhen, in klinisch relevante Altersgruppen eingeteilt. Sicherlich kénnte auch eine Einteilung

in andere Altersbereiche sinnvoll sein.

Keiner der vier Parameter kann allein zu der Diagnose hamatologisch gesund,
Eisenmangelandmie, Andmie chronischer Erkrankungen und Andmie bei chronischer
Nierenkrankheit flihren. Jedoch ergeben sich bei einer Kombination von jeweils zwei
Parametern im Sinne des Thomas- beziehungsweise Haemaplot signifikante Trennschérfen,
Sensitivitaten und Spezifitaten. Zur priméren Diagnostik bei Verdacht auf Andmie im Kindes-

und Jugendalter stellt der Thomasplot, mit den Parametern Ferritinindex und Ret-H, das
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verlasslichste Mittel dar. Zur weiteren Verlaufskontrolle kann auf den Haemaplot, gebildet
aus ndHb und Ret-H,, dienen.

Das Verhalten und der zeitliche Verlauf der Parameter in Hinsicht auf deren erwartete
Reaktion auf eine Therapie wie Eisensubstitution oder Erythropoetingabe bei sukzessiven
Messungen sollte weiterfuhrend betrachtet werden. Auch der Haemaplot bietet Moglichkeiten

im Sinne des Therapiemonitorings.

Die Plots kdnnen der bildlichen Darstellung des momentanen hdmatologischen Status sowohl
fur den Patienten selbst als auch fir den behandelnden Arzt beitragen. Das erkrankte &ltere
Kind kann den eigenen Therapiefortschritt durch Wanderung in Richtung hamatologisch
gesunde Quadranten mitverfolgen. Die Quadranten kdnnten zur besseren Veranschaulichung

wie die Farben einer Ampel eingefarbt werden.

Diese MalRnahmen kdnnten so eventuell die oft eingeschrankte Compliance bei der Therapie
mit Eisenprdparaten, aufgrund deren Unvertraglichkeit und Nebenwirkungen, verbessern

helfen.

Fur den niedergelassenen Pé&diater konnte die Benutzung der Plots bedeuten, dass die
Therapie einer Andmie sich wirkungsvoller gestalten ldsst. Therapiebedirftige
Eisenmangelzustande sind eindeutig zu erkennen und der Therapieeffekt ist ebenfalls klar
erkennbar.  Andererseits sind Anamien bei chronischer Erkrankung durch die
Eisenverwertungsstorung bedingt. Unndtige und nutzlose Therapieversuche mit Eisen wiirden
unterbleiben. In der Diagnostik der Andmien im Kindes- und Erwachsenenalter sind die
neuen Parameter, wenn sie miteinander kombiniert und geplottet werden, eine groRRe Hilfe,

wie die vorliegende Studie gezeigt hat.
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