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Nr.2: Mikroangiopathische hamolytische Andmie (MAHA) -
Hamolytisch urdmisches Syndrom (HUS)
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1. KLINISCHER FALL

Ein 12-jahriger Junge wurde mit blutiger Diarrh®, Bauchkrampfen, Fieber, Nausea und Hamatomen in die
Notaufnahme eingeliefert. Die Blutuntersuchung zeigte eine Thrombozytopenie (23.000/uL), eine Erhthung
der Fraktion der unreifen Thrombozyten, eine Retikulozytose sowie das Vorliegen von Fragmentozyten
und unreifen Granulozyten. Im Anschluss an die Untersuchung sank die Thrombozytenzahl binnen einer
Stunde auf 14.000/pL, sodass eine Thrombozytentransfusion in Betracht gezogen werden musste. Ent-
sprechend war es erforderlich, eine thrombotisch-thrombozytopenische Purpura (TTP) und ein hdmoly-
tisch-uramisches Syndrom (HUS) als Ursache der Thrombozytopenie auszuschlieRen, da Thrombozyten-

transfusionen bei diesen Erkrankungen kontraindiziert sind, sofern keine aktive Blutung zu beobachten ist.

2. ERGEBNISSE

Das Vorhandensein von fragmentierten Erythrozyten bzw. Fragmentozyten (FRC#, FRC%) und erhohter
Retikulozytenzahl (RET#, RETo% und IRF) konnen Anzeichen fiir eine hamolytische Andmie sein. Das Vor-
liegen von Fragmentozyten im peripheren Blutausstrich und erhdhte LDH- und Bilirubinkonzentrationen

erhdrten diesen Verdacht. In Verbindung mit einer erniedrigten Thrombozytenzahl (PLT-F) und einem
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hohen Thrombozytenumsatz, der an einer erhthten Fraktion der unreifen Thrombozyten (IPF) zu erkennen
ist, ergeben sich plausible Hinweise auf eine mikroangiopathische hamolytische Andmie (MAHA). Diese
kann durch eine Reihe unterschiedlicher Grunderkrankungen ausgelost werden, darunter TTP, HUS, disse-

minierte intravasale Gerinnung (DIC), HELLP-Syndrom und Eklampsie.

Die atypischen Lymphozyten (vermutlich reaktive Lymphozyten) und unreifen Granulozyten im peripheren
Blut deuten, ebenso wie das Fieber des Patienten, auf eine Infektion hin. Die Analyse einer Stuhlprobe mit
einem Enzymimmunoassay fuhrte zum Nachweis von Endotoxinen des enterohdamorrhagischen Escherichia

coli (EHEC). Daraufhin wurde ein HUS infolge einer EHEC-Infektion diagnostiziert.

a. Nummerische Patientendaten

/WBC-PARAI\/\ETER DATEN  RBC-PARAMETER DATEN  RBC-FLAG(S) A
WBC (10°/L) 6,70 RBC (107/L) 3,75 Retikulozytose
NEUT# (10°/L) 3,65 HGB (g/L) 106 Fragmente?
LYMPH# (10°/L) 1,74 HCT (L/L) 0,305
MONO*# (10°/L) 106 MCV (fl) g13 Lo PARAMETER ATER
EO# (10°/L) 017 MCH (pg) 283 PLT-I(10°/L) 24
BASO# (10°/L) 0,08  MCHC (g/L) 348 PLT-F(107/L) 23
IG# (10°/L) 0,41 RDW-SD (fL) 49,4 PDW (fL) -
HFLC# (10°/L)° 0,02 RDW-CV (%) 184  MPV(fl) -
NEUT% 545 NRBCH (10°/L) oo1 RO .
LYMPH% 260 NRBC% o1 T )
MONO% 158  MicroR (%) 93 IPF# (107/L) 04
EO% 2,5 MacroR (%) 6,8 IPF (%) 17.4
BASO% 12 HYPO-H, (%)’ 33 PLT-FLAG(S)
:—|GFO/:C(7§ 0631 HYPER-H. (%) 09 PLT abnormale Verteilung
’ ' RET# (10°/1) 2138 Thrombozytopenie

NEUT-SSC (ch)* 1437 RET% 2138
NEUT-SFL (ch)’ 458 IR (%) 335
WBC-FLAG(S) RETH. (pg) 367

Delta-H, (pg)* 93
Monozytose FRC# (107/L)° 0,0997 § Forschungsparameter
IG vorhanden FRC%* 2,66 — Wert nicht bestimmbar
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b. Scattergramme und morphologische Bilder

WDF Abbildung 1: WDF-Scattergramm

SFL

Das WDF-Scattergramm zeigt das Vorhandensein unreifer Granulo-
zyten (0) (Immature Granulocytes, IG) - die im Vergleich zu reifen
Granulozyten durch eine intensivere Fluoreszenzmarkierung auffallen
und somit zahlenmé&Rig sehr genau erfasst werden konnen. Der |G-
Wert umfasst Metamyelozyten, Myelozyten und Promyelozyten. In

diesem Beispiel ist der IG-Wert — mit 6,1% — erhtht. Auch im Bereich

der atypischen Lymphozyten sind vereinzelt Zellen (O) zu sehen, deren

= |  Konzentration jedoch unterhalb des Schwellenwertes fiir das Flagging
lag. Dennoch kénnte dies zusammen mit der Erhdhung der unreifen
Granulozyten ein Hinweis auf eine Infektion sein. Der Bereich ,aty-
pische Lymphozyten® liegt ebenfalls in einem Bereich, in dem Zellen
mit hoher Fluoreszenzmarkierung liegen. Hier zeigen Immunglobulin-
produzierende Lymphozyten ein deutlich htheres Signal als andere
Lymphozyten, weil durch die Protein-Synthese vermehrt RNA vorliegt,

die sich mit dem Fluoreszenzmarker anfarben l&sst.

WNR Abbildung 2: WNR-Scattergramm
Im WNR-Kanal wird die WBC-Zahl und Anzahl der basophilen Granu-
lozyten und die Anzahl NRBC bestimmt. Es konnten keine Auffallig-

FSC

keiten gefunden werden.

SFL
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Abbildung 3: RET-Scattergramm

Das RET-Scattergramm zeigt eine deutliche Retikulozytose, mit einem
groRen Anteil an unreifen Retikulozyten (Immature Reticulocyte Frac-
tion, IRF) — IRF =33,5% (O) - reprasentativ flr eine gesteigerte Erythro-
poese. Die ,Qualitat" der neu gebildeten Erythrozyten (Retikulozyten-
Hamoglobin) ist mit einem RET-H, Wert von 36,7 pg ausgezeichnet.
Optisch ist dies daran zu erkennen, dass die gesamte RET-Wolke hohe
Vorwartsstreulichtsignale aufzeigt und nicht abfallend ist. Auffallend ist
eine RBC-Wolke im Bereich der fragmentierten Erythrozyten (FRC) (O).
Es wurden 2,66 % Fragmentozyten detektiert und der Warnhinweis

,Fragmente?* ausgeltst.

Abbildung 4: PLT-Histogramm

Die PLT-Histogrammkurve der Impedanzmessung zeigt eine abnormale
Verteilung bei einem auffallend niedrigen PLT-Wert von 24 x 10*/pL.
Der Warnhinweis ,PLT Abnormale Verteilung" wurde getriggert und
|6ste u.a. dadurch die Reflexmessung im PLT-F-Kanal aus. Die Histo-
grammkurve zeigt einen stufenartigen Verlauf nach oben. Typisch
fur Interferenzen aus der roten Reihe, wie zum Beispiel Fragmento-
zyten. Vermutlich wiirden die PLT-Werte von Wiederholungsmessun-
gen sehr stark schwanken. Hintergrundinfo: Fragmentozyten und
Riesenthrombozyten kénnen generell die Impedanzmessung inter-
ferieren. Dabei kann durchaus eine echte Thrombozytopenie mas-
kiert oder eine Pseudothrombozytopenie vorgetauscht werden. Eine
Kontrolle des Thrombozytenresultats (PLT-I), zum Beispiel mit Hilfe
des PLT-F-Kanals, ist daher unbedingt zu empfehlen um verladssliche
Ergebnisse zu erhalten. Alternativ kann die Richtigkeit im Ausstrich

nach Fonio tberprift werden.
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PLT-F

SFL

Abbildung 5: PLT-F-Scattergramm

Die PLT-F-Analyse liefert zum einen eine Thrombozytenzahl die mit
der Referenzmethode vergleichbar ist, zum anderen kann der Para-
meter IPF (Immature Platelet Fraction, IPF), der in diesem Messkanal
bestimmt wird, in der Diagnose wertvolle Hinweise liefern. Die IPF
wurde in diesem Beispiel mit 17,4 % deutlich Uber dem Referenzbe-
reich (IPF 1,1-6,1% 1) gemessen. Im PLT-F-Scattergramm sichtbar als
hellgriine Population (0). Die erhohte IPF ist ein deutlicher Hinweis
auf eine gesteigerte Thrombopoese und spricht nicht fur eine Erkran-
kung, die mit einer Schadigung des Knochenmarks einhergeht. Im PLT-F
Kanal kdnnen Thrombozyten von kleinen Erythrozyten/Fragmenten
durch ihre Fluoreszenzaktivitat gut separiert werden. Fragmentozyten
weisen durch ihre geringe GroRe zwar ein dhnliches Vorwartsstreu-
lichtverhalten wie Thrombozyten auf, jedoch werden Thrombozyten
vom Fluoreszenzmarker intensiver angefarbt und bilden eine separate
Population mit hoheren SFL-Signalen. Interferenzen sind im PLT-F

Kanal somit sehr selten zu erwarten.
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Abbildung 6: peripherer Blutausstrich

s: Fragmentozyten; p: polychromatische Erythrozyten; m: Mikrosphdrozyten

In diesem Bildausschnitt des peripheren Blutausstrichs sind zahlreiche Fragmentozyten (s), vermehrt poly-
chromatische Erythrozyten (p), einige Mikrospharozyten (m) und deutlich verminderte Thrombozyten (t)
zu erkennen. Jedoch kénnen beim HUS ebenso Targetzellen, Tranentropfenzellen und Riesenthrombozyten
zu finden sein, die in diesem Bildausschnitt nicht sichtbar sind. Beim HUS entstehen die Erythrozytenfrag-
mente dadurch, dass die Erythrozyten vermehrt an den geschadigten Endothelzellen und am engen Maschen-
werk aus Fibrin und Thrombozytenaggregaten haften und durch die Scherkréfte des flieRenden Blutes von
dort abgerissen werden. Viele Erythrozyten verlieren ihre runde Form (Schistozyten), einige kénnen ihre
Membran wieder schlieRen (Spharozyten). Beim HUS sind tiberwiegend die Nieren-Kapillaren betroffen.

Bildquelle: Th. Binder
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3. GRUNDERKRANKUNG

Mikroangiopathische hamolytische Andmie/thrombotische Mikroangiopathie

Die mikroangiopathische hamolytische Andmie (MAHA) ist eine Untergruppe der hamolytischen Andmien,
die durch spezielle Faktoren in den Venolen und Arteriolen hervorgerufen werden. Bei Erkrankungen wie
unter anderem dem hamolytisch-uramischen Syndrom (HUS), der disseminierten intravasalen Gerinnung
(DIC), der thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura (TTP) oder auch einer malignen Hypertonie
(Praeklampsie/HELLP) ist die Endothelschicht der kleinen BlutgefdlRe geschadigt, wodurch es zur Fibrin-
anlagerung und Thrombozytenaggregation kommt. Bei der Passage durch diese geschadigten Gefalke wer-
den die Erythrozyten zerrissen, sodass es zu einer Fragmentation der Erythrozyten und einer intravasalen
Hamolyse kommt. Mikroskopisch imponieren diese beschadigten Erythrozyten als Schistozyten (Fragmen-

tozyten). Atiologisch fithrend sind:

m thrombotisch-thrombozytopenische Purpura (TTP),
m hamolytisch-urdmisches Syndrom (HUS),

m disseminierte intravasale Gerinnung (DIC),

m HELLP-Syndrom und Eklampsie sowie

m verschiedene andere, seltene Ursachen.

Allen diesen Erkrankungen liegt derselbe Pathomechanismus zugrunde, namlich eine gesteigerte Aktivitat
des Gerinnungssystems mit Bildung von Netzen aus Fibrin und Thrombozyten-Aggregaten. In diesen Netz-
werken und an den geschadigten Endothelzellen haften die Erythrozyten vermehrt und werden durch die

Scherkrafte des flieRenden Blutes zerrissen. Es entstehen Schistozyten und Spharozyten.
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Hamolytisch-urdmisches Syndrom (HUS)

Unter dem hamolytisch-uramischen Syndrom werden eine mikroangiopathische hamolytische Anamie und
eine Thrombozytopenie und eine Niereninsuffizienz zusammengefasst. Bei Kindern und Jugendlichen ist
das HUS die haufigste Ursache eines akuten Nierenversagens. Dabei tiberschneiden sich die Merkmale des
HUS mehrfach mit den Merkmalen der thrombotisch-thrombozytopenischen Purpura (TTP): Beide Erkran-
kungen gehen mit einer Multiorganstérung infolge der thrombotischen Mikroangiopathie sowie mit aktiver
Hamolyse und Thrombozytopenie einher. Unterschiede zwischen TTP und HUS finden sich hauptsachlich
im relativen Ausmall des Nierenversagens. Die entsprechenden Zeichen und Symptome beim Erwachsenen
werden in der Regel als TTP beschrieben und sind mit geringerer Wahrscheinlichkeit mit einem Nierenver-
sagen verbunden. Als HUS wird die Erkrankung beim Kind beschrieben, wo sie fur gewohnlich mit Nieren-

versagen vergesellschaftet ist.

Bei Kindern geht dem HUS in der Regel eine Kolitis (Entziindung des Kolons) voraus, die durch Shigatoxin-
bildende Escherichia coli (STEC) hervorgerufen wird. Die Toxine binden an ein Glykolipid-Rezeptormolekdil
an der Oberflache der Endothelzellen des Darms und der Nieren sowie gelegentlich auch weiterer Organe.
Die vorherrschend anzutreffende Nierenschadigung kann durch die differentielle Expression des Rezep-
tors an den glomerularen Kapillaren im Vergleich zu anderen Endothelzellen erklart werden. Die derart
geschadigten Endothelzellen der glomerularen Kapillaren setzen vasoaktive und die Thrombozytenaggre-
gation fordernde Substanzen frei. Die Endothelzellen schwellen an, und an den geschadigten GefaBwanden
lagert sich Fibrin an. Dieses Anschwellen der Endothelzellen und die Bildung von kleinen Blutgerinnseln
(Mikrothromben) innerhalb der glomeruldren Kapillaren fuihren zu einer lokalisierten intravasalen Koagu-
lopathie. Die glomerulare Filtrationsrate sinkt und es kommt zu einer Niereninsuffizienz. Die Erythrozyten
werden bei der Passage durch die verengten glomerularen Kapillaren beschadigt und fragmentiert, was

die charakteristische mikroangiopathische hamolytische Anamie hervorruft.

Die Thrombozytopenie wird auf eine Kombination aus Thrombozytenaggregation, dadurch gesteigertem
Verbrauch und Sequestration in Leber und Milz zurtickgefuihrt. Sobald die Thrombozyten die betroffenen
glomeruldren Kapillaren durchlaufen, werden sie aggregiert und dadurch verbraucht. Die verbleibenden
Thrombozyten zirkulieren in degranulierter Form im Blut und zeigen eine eingeschrénkte Aggregations-
fahigkeit.
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Die Leukozytenzahlen im Blut von Patienten mit HUS sind in der Regel erhoht. Es wird davon ausgegangen,
dass die aktivierten Neutrophilen durch die Freisetzung von Elastase und die Produktion von freien Radika-
len zu einer Schadigung der Endothelzellen fuhren. Ferner werden unter Umstanden auch die Monozyten

zur Freisetzung von Zytokinen angeregt, die ebenfalls die Endothelzellen schadigen.

Das durch eine Infektion mit enterohdmorrhagischen Erregern bei Kindern hervorgerufene HUS mit
typischem Verlauf und Diarrho klingt in der Regel spontan ab und wird supportiv behandelt. Mehr als

die Halfte der Patienten benttigt eine Dialyse (Nierenersatzverfahren).
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