Der Fall des Halbjahres -
Erythroblasten im peripheren Blut als Zeichen eines
gesteigerten Mortalitatsrisikos

Im Zeitalter der DRG wird die Analytik »neuer« Parameter, die gezielte Hinweise auf Diagnose, Thera-

pie und Verlauf von Erkrankungen liefern kénnen, immer wichtiger.

Die Erythroblastenzahl (alternative Bezeichnung: Normoblasten) im peripheren Blut gehort zu dieser
Gruppe von Parametern. Seither dient deren Bestimmung lediglich als Hinweis auf eine extrem ge-
steigerte oder gestorte Erythropoese (durch z.B. Markverdrangung bzw. extramedulldre Blutbildung

im Rahmen hamatologischer Systemerkrankungen) und auferdem zur Korrektur der Leukozytenzahl.

Allerdings zeigen eine laufende® und eine bereits publizierte Studie?, dass mehr Informationen aus
diesem Zdhlwert abzuleiten sind. Voraussetzung ist eine genaue, automatisierte Quantifikation mit
der xe-Serie. Die Prdsenz von Erythroblasten im peripheren Blut bei Patienten mit schweren Erkran-
kungen ohne hdmatologischen Hintergrund steht in enger Verbindung mit deren Uberlebenswahr-
scheinlichkeit. Der Fall des Halbjahres zeigt dies anhand des Beispieles eines Patienten mit nekroti-

scher Pankreatitis.

Einleitung:
Erythroblasten sind die morphologisch erkennbaren Vorstufen der Erythropoese.
Unter physiologischen Bedingungen befinden sich diese ausnahmslos im Knochenmark. Folgende

Stufen werden unterteilt:

Proentivoblast Basaphiler .
Erytlrohlm;t Blut-Knochenmarkschranke
Eryurd)last )
Erythrohlast
. 3 Erythrozyt
Knochenmark Peripheres Blut
Reifung >
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Funktionen der Erythroblasten sind:

m Teilung und Proliferation
(Die Teilungsfahigkeit geht in der Stufe Polychromatischer Erythroblast verloren).

m Reifung zur nachsten Stufe (Die Reifung geht vom Proerythroblasten als erste morphologisch
erkennbare Stufe liber den basophilen, polychromatischen und orthochromatischen Erythro-
blasten bis hin zum Retikulozyt und Erythrozyt).

m Zentrale Funktion ist die Himoglobinsynthese innerhalb der Zellen, so dass am Ende der Reifung
und nach Ausstofung des Kerns ein maximal hamoglobinisierter Erythrozyt als reifes Endprodukt
vorhanden ist.

Der zunehmende Hamoglobingehalt der Zelle ist morphologisch an der Verdnderung der Zytoplas-
mafarbe (von basophil = wenig HB-Gehalt bis orthochromatisch = viel HB- Gehalt bzw. gleiche

Farbe wie die reifen Erythrozyten) zu erkennen.

Ursache und Bedeutung von Erythroblasten im peripheren Blut:

Ursache:

m Gesteigerte Produktion im Knochenmark durch erhdhten Verbrauch bei hamolytischen Andmien
oder durch hohen Zellumsatz genetisch kranker Produkte bei myelodysplastischen Syndromen

m Verdrangte Produktion im Knochenmark durch Markfibrosierung, akute Leukdamien, Knochen-
markskarzinosen und daraus resultierende extramedulldre Blutbildung in Leber und Milz

m Storung der Blut-Knochenmarkschranke

m Insuffizienz der Milz durch Organschddigung

m Hamatopoetischer Stress durch z.B. schwere Infektion, Hypoxie oder starke Blutung

Bedeutung:

Ein Vorkommen von Erythroblasten im peripheren Blut ist mit Ausnahme der ersten Lebenstage ge-
nerell als pathologisch zu bewerten. Liegt keine hamatologische Systemerkrankung zugrunde, kommt
dieser Zellpopulation eine besondere Bedeutung zu. So wird in einer bereits veréffentlichten Studie

der Ruhruniversitdat Bochum® ein enger Zusammenhang zwischen der Prasenz, der Prasenzdauer und
der Konzentration von Erythroblasten (NRBC = Nucleated Red Blood Cell) im peripheren Blut mit

einem gesteigerten Mortalitatsrisiko der Patienten hergestellt.

Es wurden 421 Patienten verschiedener Intensivstationen untersucht.

Die Mortalitat aller NRBC-positiven Patienten (n=81) lag bei 42% und war damit signifikant hoher als
die Mortalitat bei NRBC-negativen Patienten (5.9%). Die Mortalitédtsrate stieg (auf 67%) bei initial
erhohten NRBC-Konzentrationen tiber 0.1 x 10%/ul und sogar auf 100% tiber 0.5 x 10%/pl an.
AuBerdem stieg die Mortalitdt bei Patienten, bei denen NRBC an mehr als 5 Tagen nachgewiesen
werden konnte, auf 67%. Bei mehr als 10 Tagen NRBC-Prdsenz im peripheren Blut verstarben bereits

8 von 10 Patienten, es {iberlebte kein Patient bei mehr als 15 Tagen.

>
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Patienten mit einer NRBC-Konzentration > 0.3 x 10°/ul Blut zeigten ein 20-fach erhohtes Mortalitats-
risiko im Vergleich zu NRBC-negativen Patienten. Somit bekommt dieser Parameter eine bedeutende
prognostische Funktion in der Bewertung von Hochrisikopatienten beziiglich deren Sterblichkeits-
risiko. Dieser Umstand wird in einer laufenden Studie im Universitatsklinikum Eppendorf? u.a. auch
untersucht. Der Fall des Halbjahres beschreibt den Verlauf der Erkrankung eines Patienten mit nekro-
tischer Pankreatitis, der verstarb, gegen den Verlauf eines Patienten, der an einer Peritonitis er-

krankte und Uberlebte.

Fall des Halbjahres:
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Abb. 1: Blutbild des Patienten mit nekrotischer Pankreatitis (gemessen am Xe-2100). Dies driickt sich durch eine
Erhohung der Temperatur
(38.4 °C), der Herzfrequenz (140/min), der Leukozytenzahl (25.3 x 10°/pl) und der unreifen Granulo-
zyten (2.03 x 10*/pl) aus. Ein gleichzeitiger Erregernachweis (hier: Enterokokken im Pankreasab-
strich) bestatigt die Verdachtsdiagnose Sepsis. Ab Tag 3 zeigt sich auBBerdem eine systemische, kom-
pensatorische anti-entziindliche Reaktion durch eine erniedrigte HLA-DR - Expression der Monozyten
und eine verminderte TNF-a.- Ausschiittung nach LPS (LipoPoly Sacharid)-Stimulation ex vivo (siehe
Abbildung 6 und 7). Die gleich- zeitige Prasenz von Erythroblasten (Abbildung 1 - Population im roten

Kreis) in dieser Hohe (NRBC = 0.23 x 10°/pl) weist hier bereits auf eine ungiinstige Prognose hin.
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Abb. 2: Blutbild des Patienten mit Peritonitis (gemessen am XE-2100). einem positiven E-coli Nach-
weis im Bauchraum ebenfalls
die sekunddre Verdachtsdiagnose Sepsis. Der Patient steht auch unter antibiotischer Behandlung.

Erythroblasten (siehe rote Markierung in Abbildung 2) sind hier nicht vorhanden.

Neben der Diagnose ist die Verlaufskontrolle solcher Patienten unerldsslich. Engmaschige Informa-
tionen iber den Zustand und mdégliche Entwicklungen des Patienten werden bendétigt. Nur so ist eine
standige Einteilung des Schweregrades der Erkrankung und die Einschdtzung des Sterberisikos mog-
lich. Dies wiederum liefert die Moglichkeit:

m Therapeutische MaBnahmen friihzeitig festzulegen und rechtzeitig einzuleiten

m Neu veranlasste Therapien beziiglich des Erfolges zu bewerten

Bei Sepsis-Patienten ist hier die konkrete Fragestellung: Bessert sich der Zustand des Patienten oder
entwickelt sich eine schwere Sepsis oder gar ein septischer Schock bis hin zum MOF (Multiple Organ

Failure).

Unter normalen Umstdnden ist das Immunsystem des Korpers in der Lage, eingedrungene Erreger
durch verschiedene Mechanismen in Schach zu halten. Die daraus entstehenden Infektionen werden
als lokal bezeichnet, da sie auf den Eintrittsort und die umgebenden Strukturen begrenzt sind. Mole-
kulare Ursache der Sepsis ist das bakterielle LPS (Lipopolysaccharid), auf dessen Anwesenheit hin
u.a. der Entziindungsfaktor TNF-a ausgeschiittet wird. Selbst aus zunachst harmlosen infektiosen
Entziindungen kann sich eine Sepsis entwickeln, wenn eine oder mehrere von vier Bedingungen vor-

liegen:

,;.
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m eingeschrankte Immunabwehr

m massive Infektion mit vielen oder aggressiven Erregern

m Eindringen der Erreger in strukturell schlecht geschiitzte Kérperregionen
(beispielsweise Bauchhohle, Gehirn, Lunge)

m fehlende Behandlung und schrittweises Uberwinden der Immunabwehr

In der Folge kommt es, meist liber den Blutkreislauf, zu einer Ausbreitung der Infektion auf den ge-
samten Korper. Die im Falle einer Lokalinfektion sinnvolle Entziindungsreaktion entwickelt sich nun
zum eigentlichen Motor der Sepsis. In einer liberschieenden Reaktion freigesetzte groRe Mengen
an Ubertrégerstoffen (z.B. Interleukin 6, TNF-o) fiihren zu einer Entziindung des gesamten Kérpers,
u.a. mit Schwellungen, Durchblutungsstérungen und Sauerstoffmangel, ohne dass sie der Erreger-
bekdampfung niitzen. Sind einmal lebenswichtige Organe davon betroffen, kann der daraus folgende
Verlust ihrer Funktionsfahigkeit (MOF- Multiple Organ Failure) schnell zum eigentlich begrenzenden
Faktor fiir das Uberleben der Patienten werden. Die extreme inflammatorische Reaktion sorgt gleich-
zeitig fiir einen antiinflammatorischen Mechanismus, um die Entziindungsreaktion zu kontrollieren.
Wenn beides aufier Kontrolle gerat, konnen antiinflammatorische Faktoren (z.B. Interleukin-10) letzt-
lich zu einer massiven Einschrankung des Immunsystems fiihren (Immunparalyse). Die Persistenz
dieser verminderten Immunkompetenz ist assoziiert mit einem erhéhtem Risiko zur Sepsis und
Mortalitdt. Somit riicken Parameter, die solche ungiinstigen Entwicklungen des Patienten friihzeitig

voraussagen kdnnen, in den diagnostischen Fokus.

Die Abbildungen 3-8 zeigen jeweils den Verlauf der genutzten Parameter beider Patienten im Ver-

gleich. Die rote waagrechte Linie symbolisiert den Cut-Off.
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Abb. 3: Die Konzentration ist wegen der grof3en Kinetik der Werte logarithmisch aufgetragen. Der Cut-Off (11.3 ng/l) wird mit Ausnahme
der letzten beiden Tage vor Verlegung des Patienten mit der Peritonitis nie unterschritten. Die initial extrem hohe Konzentration von iiber
1000 ng/l bei beiden Patienten ist bezeichnend fiir die Schwere der Infektion.
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Abb. 4: Der Cut-Off (8.5 mg/l) wird von beiden Patienten wihrend des Verlaufs nie unterschritten.
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Abb. 5: Der Cut-Off (0.1ng/l)) wird von beiden Patienten wihrend des Verlaufes nie unterschritten. Allerdings ist auch hier beim Patien-
ten mit der Peritonitis gegen Ende eine deutliche Tendenz nach unten zu erkennen, wihrend der Trend bei dem Patienten mit der Pank-
reatitis in der zweiten Halfte des Verlaufes stabil nach oben geht.
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Uberpriifung der Immunkom-
petenz durch Messung der
TNF-a. Ausschiittung nach LPS
Stimulation ex vivo und der
HLA-DR-Bestimmung. TNF-a
wird hauptsdchlich von Makro-
phagen bei Entziindungsreak-
tionen ausgeschiittet — lost
eine Fieberreaktion aus, setzt
in der Leber synthetisiertes
CRP frei.

Abb. 6: Ein Wert iber 175pg/ml Ausschiittung ex vivo weist eine ausreichende Immunantwort aus. Die initial niedrigen Werte beider
Patienten sind durch eine iiberschiessende antiinflammatorische Reaktion (IL-10) zu erkldren. Aufierdem zeigt der Patient mit der
Peritonitis bis auf die letzten Tage vor Verlegung niedrige Monozytenwerte. Dieser Umstand sollte bei der Bewertung mit beriicksichtigt
werden. Der extreme Anstieg beim Patienten mit der Pankreatitis ab Tag 16 belegt eine intakte Immunantwort.

Verlauf HLA-DR
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HLA-DR: wird von Antigen-
prasentierenden Zellen (Mono-
zyten) membranstandig expri-
miert und ermdglicht die Inter-
aktion mit Strukturen von
Bakterienmembranen. Eine
niedrige HLA-DR Expression
korreliert dabei mit geringer

Immunkompetenz.

Abb. 7: Ein Wert iiber 175 MFI weist eine ausreichende Immunkompetenz aus. Die initial niedrigen Werte beider Patienten sind durch eine

liberschiessende antiinflammatorische Reaktion (IL-10) zu erkldren. Auflerdem zeigt der Patient mit der Peritonitis bis auf die letzten Tage

vor Verlegung niedrige Monozytenwerte. Dieser Umstand sollte bei der Bewertung mit berticksichtigt werden. Der Anstieg beim Patienten

mit der Pankreatitis schlie3t eine Inmunparalyse in der zweiten Hdlfte des Verlaufes aus.
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Abb. 8: Beide Patienten zeigen initial hohe Werte — dies belegt den hohen Schweregrad
der Erkrankung. Die Entwicklung der Punktezahl nach unten ist ein Indiz fiir die Verbesse-
rung des Allgemeinzustandes beim Patienten mit der Peritonitis, wéhrend der Anstieg
beim Patienten mit der Pankreatitis die zunehmende Dysfunktion der Organe belegt.

Uberwachung der Organfunk-
tion bzw.- dysfunktion:
SOFA-Score: (Sepsis-related
Organ Failure Assessment)
Mit diesem Score bewertet
man die Funktion von 6 Organ-
systemen:

Herz-Kreislaufsystem

Nierenfunktion

Zentrales Nervensystem

[ |
[ |

[ |

m Leberfunktion
m Atemfunktion
[

Gerinnung

Jede Funktion wird anhand verschiedener Parameter von o-4 skaliert, wobei o eine gute und 4 eine
schlechte Funktion ausweist. Die Einzelwerte werden aufaddiert, so dass am Ende ein Zahlenwert

von 0-24 steht, der eine Gesamtbewertung der erwdhnten Organfunktionen erlaubt.

Verlauf NRBC
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Zdhlung der Erythroblasten
(NRBC) mit dem xe-2100:

Der Verlauf der Erythroblasten-
konzentration beider Patienten
ist in Abbildung 9 und 10 dar-
gestellt. Aufgrund der extrem
unterschiedlichen Konzentra-
tionen im Verlauf beider Pati-
enten ist die Darstellung auf 2

Grafiken verteilt.

Abb. 9: Die Konzentration ist wegen der grofien Kinetik der Werte logarithmisch aufgetragen. Die Konzentration der Erythroblasten fillt zu
keinem Zeitpunkt unter 0.1 x10’/ul. Das laut Stachon et al." kritische Level von 0.3 x10°/ul wird ab Tag 4 iiberschritten und bleibt ab Tag 16
konstant dariiber. AuBerdem zeigt die Konzentration gegen Ende einen exponentiellen Anstieg. Somit zeigt der Parameter von Anfang an

die unglinstige Prognose des Patienten.
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Verlauf Erythroblasten
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Abb. 10: Die Konzentration der Erythroblasten steigt zu keinem Zeitpunkt iiber 0.05
x103/ul. Dies korreliert gut mit der giinstigen Prognose des Patienten.

Parameter Patient mit Pankreatitis Patient mit Peritonitis

Mean .0 1
NRBC Zellen (pL) 3-099 4

Range | 100 —10.490 0-50

Zusammenfassung und Ausblick:

Die Studie der Ruhruniversitdt in Bochum belegt die Bedeutung des Parameters Erythroblasten in
der Diagnostik und dem Monitoring intensivmedizinisch betreuter Patienten. Diese Ergebnisse finden
sich in den o.g. Beispielen wieder. Im Fall des Halbjahres zeigt keiner der genannten Parameter zu
einem friitheren Stadium des Verlaufes die Prognostik der Patienten so gut wie die Anzahl der

Erythroblasten im peripheren Blut.

Die laufende Studie im Universitdtsklinikum Eppendorf beobachtet diesbeziiglich neben den Erythro-
blasten noch weitere Parameter des xe-2100 — einer davon ist:
m Unreife Granulozyten (IG=Immature Granulocytes)

Dieser zeigt einen dhnlichen Verlauf beziiglich der Prognostik beider Patienten:

Eine genaue, reproduzierbare und routinetaugliche (24h verfiigbare, vollautomatisierte) Methode zur
Quantifikation dieser Populationen ist dabei essentielle Voraussetzung. Dass dies mit der xe-Serie

mittels FluoreszenzdurchfluBRzytometrie méglich ist, wurde bereits in mehreren Studien >**¢ gezeigt.

Parameter Patient mit Pankreatitis Patient mit Peritonitis
Mean .968 22

IG Zellen (pL) 39 4
Range 670 — 8.400 70 — 450
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