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Besonderheiten der neonatalen Erythropoese

= Verlagerung der Blutbildung und Anderung der GréRe
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Gadner H et al. (Hrsg.): Padiatrische Hamatologie und Onkologie, 2006.

Fetal Geburt Postnatal

16SSW  24SSW 34SSW  40SSW 6 Mo Erwachsen
MCV (1) 140 123 118 108 78 90
Hb (gidl) 10 14 15 18,5 15 15
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Physiologische postnatale Veranderungen
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modifiziert nach Dallman PR, Annu Rev Med 1981.
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Besonderheiten der neonatalen Erythropoese und Erythrozyten

Allgemein = Erstmanifestation einer angeborenen Erkrankung

Erythropoese = Hamatokrit und Hamoglobinkonzentration héher

» Retikulozytenzahl hoher wegen geringerer Lebenszeit

Struktur » Erythrozyten groRer (MCV hdéher)
» Hohere Bandbreite an Formveranderungen
» Hoher Antell fetalen Hamoglobins (HbF) von 70-90 %

Funktion = H@here Sauerstoffaffinitat

» Reduzierte osmotische Fragilitat

Verminderte strukturelle Stabilitat und Deformibilitat

Stoffwechsel Enzymaktivitaten und Metabolismus verschieden

Erhohte Anfalligkeit flur oxidative Schadigung
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Ursachengruppen fur eine (neonatale) Anamie

Bildungsstorung Ausreifungsstorung
Stem cell Committed cell Developmental pathway >
Phase 1 Phase 2 Phase 3
Ribosome synthesis| | Hemoglobin accumulation | |Ejection of nucleus
@*@—O—»@—»J @-o-0
Early Late
Hemocytoblast Proerythroblast erythroblast erythroblast Normoblast Reticulocyte Erythrocyte

Hamolyse
Blutverlust
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Laborparameter zur Abklarung einer neonatalen Anamie

Differentialblutbild

Retikulozyten
Blutausstrich

Serumparameter

Immunhamatologie

Hamoglobin und Hamatokrit
Erythrozyten-, Leukozyten- und Thrombozytenzahl
Erythrozytenindizes (MCV, MCH, MCHC)

Absolute und relative Zahl
Spezifische morphologische Veranderungen

Kalium
Gesamt- und direktes Bilirubin (indirektes Bilirubin)
Laktatdehydrogenase (LDH)-Aktivitat

Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT)-Aktivitat

Direkter Coombs-Test (DCT)
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Basisdiagnostik Blutausstrich

Beurteilung von Erythrozytenmorphologie und -einschlusskorperchen

_ Normoblast
Normale Zelle Spharozyt Sp'\:g(rrgz' " Elliptozyt Ovalozyt (kernhaltige
rote Blutzelle) :
Howell-Jolly-  Substantia granulosa
Korper filamentosa
(RNA-Reste) in einem
‘ : Retikulozyten
Tranenform Schnel&sTlhelben- Stomatozyt Keratozyt  Schistozyt
zelle
basophile Eisengranula  Malariaparasit
Tipfelung  (Pappenheim-
Echinozyt Akanthozyt Sichelzelle K6rper) Heinz_mnenkérper
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Diagnostischer Algorithmus bei Anamien im Kindesalter

Anamie mit Hamoglobinkonzentration < 10,0 g/dI

¥

MCV | MCV normal MCV 1t
RDW<15% Keine Hamolyse' Hamolyse' Keine Hamolyse' Hamolyse!
keine (Hepato-) RDW > 15 %
Splenomegalie ' v
Ferriin nomallt L Hamoglobinurie .
Retis normal Retis | Retis T e
l y Vitamin-B12-Mangel
Rasch fortschreitende Myelodysplastisches Syndrom
keine (Hepato-) (Hepato-) Regeneration inravasale Hamolyse q Z n.”?rllogerller _
Splenomegalie Splenomegalie (z. B. nach Blutung/TEC) (sofortige Einweisung) tammzeliransplantation
Ferritn | Ferrtin normal/t Hepatopathie

/\ Cave: Neugeborene und

Retikulozytose > 5%
Akute DCT negativ DCT posttv (ggf. wetter bet MCV normal’)

Blutungsanamie

(ggf. Einweisung)

h 4 A 4

Eisenmangelanamie? . Retis | Retis normal/T !
Transitorische Hereditare
1 I Erythroblastopenie (TEC) ! Stomatozytose/
- _ Knochenmarkinfitration _ _ (Auto.) Xerozytose
Thalassamia minor p-Thalassamia (Leukamie/Neuroblastom) Aplastische Krise* Hereditére immunhamolvse® Pyruvatkinasemangel
Anamie chronischer maiorfintermedia® Blackfan-Diamond-Anamie (z.B. durch Sphéro-/Elliptozytose 2. B Paroxysymale Sichelzelkrankheit
Erkrankungen HBH-Krankheit Aplastische Anamie* Parvovirus B19) G6PD-Mangel Kaﬁeh-amo e unter
Sichelzell-p-Thalassamie Renale Anamie Sichelzellerkrankungen AHA vom \ﬂgfarme-Ty[E: Hydroxycarbamid
HbE-Thalassamie Toxisch-medikamentos HUS/Mikroangiopathie verspatete ' Enythroblastosis
Heredilare Pyropoikilozytose Hypothyreose Mechanisch Transiusionsreakiion) fetalis
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Ursachen fur ausgepragten perinatalen Blutverlust

= Transplazentarer Blutverlust (fetomaternale Transfusion, vorzeitige Plazenta-
|0sung, fetofetale Transfusion, traumatische Verletzung)

= Nabelschnurkomplikationen

= Neonatales Trauma (Subgaleal-/Kephalhdmatom, Subarachnoidalblutung,
intraventrikulare Blutung, Milzruptur, Nebennierenblutung, Leberlazeration)

= Unreife (intrakranielle Blutung, Lungenblutung, gastrointestinale Blutung)

= |atrogener Blutverlust (Blutentahmen, Verletzungen bei Katheteranlage,
Wunden)

= Vaskulare Malfomationen oder Blutgerinnungsstorungen
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Ursachen fur Bildungs- und Ausreifungsstorungen

» Genetische Erkrankungen (Diamond-Blackfan-Anamie, Shwachman-Diamond-
Anamie, kongenitale dyserythropoetische Anamie Typ 1-3, Fanconi-Anamie,
Pearson-Syndrom, familiare hamophagozytotische Lymphohistiozytose)

= |nfektionen (Parvovirus B19, Cytomegalievirus, Rubellavirus, Herpes-simplex-
Virus, Coxsackie B-Virus, Toxoplasma gondii, Sepsis)

= Knochenmarksverdrangung (kongenitale Leukamie, leukdmoide Reaktion bei
Down-Syndrom)

= Maternale Faktoren (Eisenmangel, Vitamin B12-/Folsauremangel)

*» Frihgeborenenanamie
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Ursachen hamolytischer Anamien

Korpuskulare Ursachen

Membrandefekt
Enzymdefekt

Hamoglobinstrukturdefekt

Extrakorpuskulare Ursachen

AntikOrpervermittelte Hamolyse
Mechanische Schadigung

Toxische oder thermische Noxen
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Ursachen angeborener Erythrozytendefekte

Membrandefekte
» Hereditare Spharozytose und Elliptozytosen

» Defekte der Kationendurchlassigkeit der Membran (hereditare Stomatozytosen)

Enzymdefekte

= Stdrungen des Pentosephosphatwegs (z. B. Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase-Mangel)

= Stdrungen der Glykolyse (z. B. Pyruvatkinasemangel)

= Methamoglobindmie und Defekte des Adeninnukleotidstoffwechsels

Hamoglobindefekte
= Thalassamien (z. B. B-Thalassamia major)

» Hamoglobinopathien (z. B. Sichelzellerkrankung)
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Labordiagnostik der hereditaren Spharozytose

Goldstandard ab den Leitlinien 2010 (Sensitivitat in Kombination 100 %)

= Acidified Glycerol Lysis Test (AGLT): Schnelltest flr die osmotische Fragilitat
(Sensitivitat 95 %)

» Eosin-5'-Maleimid-Bindungstest (EMA): Quantifizierung der Bande-3-
Konzentration (Sensitivitat 93 %, Spezifitat 98 %)

Articles and Brief Reports Red Cell Disorders

Diagnostic power of laboratory tests for hereditary spherocytosis:

a comparison study in 150 patients grouped according to molecular
and clinical characteristics

Paola Bianchi,* Elisa Fermo,* Cristina Vercellati,* Anna P. Marcello,* Laura Porretti,> Agostino Cortelezzi,**
Wilma Barcellini,* and Alberto Zanellat

Haematologica 2012

Quellen: Zanella A et al., Br J Haematol 1980
Eber SW et al., Ann Hematol 1992
King MJ et al., Br J Haematol 2000
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Kombination von AGLT und EMA beil Neugeborenen
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Quelle: Andres O et al., Ann Hematol 2015.

n=36
**** n < 0,0001

O®M Diagnosesicherung

oO Diagnoseausschluss
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EMA-Bindung bei einem Saugling zwei Tage nach Transfusion

20.6 % 79.4 %
mean 453 mean 688

e e VAR
Y

Patientenprobe

---------------- Gesundspenderkontrolle

EMA-Fluoreszenz
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Diagnosestellung bei hereditarer Spharozytose (HS)

AGLT und EMA nur AGLT oder EMA AGLT und EMA
pathologisch pathologisch normal
ja ja ja
Y !L
Positive \ nein ja / Positive Familienanamnese,
Familienanamnese / \ Sphérozyten und kein Neugeborenes
ja nein

Inneffektive Erythropoese dber 2. LJ
hinaus oder keine Spharozyten

nein ja
Y Y
Erweiterte Abklérung auf HS
v v v Vorstellung Padiatrische Hamatologie,
Wiederholung von AGLT und EMA, v
Diagnosestellung einer HS Enzymbestimmung, Einbeziehung von
Schweregradeinteilung Differentialdiagnosen (z. B. Pyruvat- Ausschluss
gemaR Tabelle 1 kinasemangel, CDA Il), selten einer HS
Beratung durch Membranproteinanalyse, Molekulargenetik Einleitung der
Pédiatrische Hamatologie oder Ektazytometrie Differentialdiagnostik
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Klassifizierung der HS

Table II. Classification of spherocytosis and indications for splenectomy (modified from Eber et al, 1990 (copyright 1990 Elsevier).

Classification Trait Mild Moderate Severe

Haemoglobin (g/1) Normal 110-150 80-120 6080

Reticulocyte count, % Normal (<3%) 3-6 =6 >10

Bilirubin (pmol/1) <17 1734 >34 >51

Spectrin molecules per 100 80-100 50-80 4060

erythrocyte (% of normal)*
Splenectomy Not required Usually not necessary Necessary during school Necessary — delay until
during childhood age before puberty 6 years if possible

and adolescence

*Data on spectrin content are provided for interest. This quantitation involves complex procedures.
: 3
Normal (mean + 5D): 226 + 54 x 10° 5p molecules per cell

Quelle: Bolton-Maggs PHB et al., Br J Haematol 2011.
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Haufigste erythrozytare Enzymdefekte
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Aufgabe der Glucose-6-Phosphat-Dehysdrogenase (G6PD)

superoxide

HZO
superoxide
dismutase

Drugs and other
oxidising agents

peroxide

2NADP 2GSH

glutathione

G6PD peroxidase

2NADPH GSSG

v

H,0
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Quelle: Kaplan M und Hammerman C, NeoReviews 2000.



Fallstricke bei der Diagnose des PK-Mangels

Table. Enzymatic measurement of RBC PK activity and PKLR gene mutations in the five PK-deficient

patients and their parents (normal value for PK activity : 5.9-8.1 1U/gHb)

PK value IU/gHb

PKLR mutations*®

Amino acid changes or splice changes

Case |

Proband Transfused c.1436(G=A) / ¢.1078(G=C) R479H / C360Y

Mother 2.9 c.1436(G=A) [ wt R479H / nl protein

Father 3.4 c.1078(G=C) / wt C360Y / nl protein

Case 2

Proband 1.0 c.1529(G=A) [ c1529(G=A) R510Q / R510Q

Mother 3.6 cl529(G=A) / wt R510Q / nl protein

Father 3.8 c.1529(G=A) [ wt R510Q / nl protein

Case 3

Proband 1.8 c.1456(C=T) / c.1618+ 1(G=C) R486W / splice IVS-11 +1(G=C)
Mother 34 c.1618+1(G=C) / wt splice IVS-11+1(G=C) / nl protein
Father 4.6 c.1456(C=T) / we R486WV / nl protein

Case 4

Proband Transfused c.1456(C=>T) / .1 178(A>G)+ c.375+10(G=>T) R486W / N393S + splice IVS 4+ 10(G=T)
Mother 5.7 c.1456(C=T) / wt R486WV / nl protein

Father 4.6 c.l178(A=G) + 374+ 10(G=T) / wt N393S + splice IVS 4+10(G>T) / nl protein
Case 5

Proband 1.2 c.1529(G>=A) [ c. 1618+ 1(G=C) R510Q / splice IVS-11+1(G=>C)
Mother 3.9 c.1529(G=A) [ wt R510Q / nl protein

Father 2.9 c.1618+1(G=C) / wt splice IVS-11-1(G=C) / nl protein
wt, wild type.

*Numbering is per the system used in Zanella and Bianchi® nucleotide numbering starts at position 40 of the reference cDNA sequence GenBank 1D13026, which is the “A” of the

translation initiation codon.

Quelle: Pissard S et al., J Pediatr 2007.
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Pathophysiologie des Pyrimidin-5'-Nukleotidase-Mangels Typ 1

oidime

aridine

CHF "

dCOF

E—r

P

CTPF
CLIF cholims
COP
ethanolamine
BENA

dUDP

Quelle: Modifiziert nach Rees DC et al., Br J Haematol 2003.
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Pathophysiologie der a-Thalassemia

Chromosome 16

NORMAL

Normal

Carrier

[ W Normal a-globin gene
[ Deletion
I Nondeletional mutation

LETHAL

a-Thalassemia
minor HbH disease Hemoglobin Bart’s

(asymptomatic) (asymptomatic) (symptomatic) hydrops fetalis

Quelle:

Piel FB und Weatherall DJ, New England Journal of Medicine, 20014.

Brilliantkresylblaufarbung
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Nachweis einer immunvermittelten Hamolyse

Direkter Coombs-Test

Analyse der Antikorperklasse und -spezifitat sowie Komplementbindung

Unterscheidung von

» [soimmunhamolytischer Anamie (Rhesus- und Blutgruppenunvertraglichkeit)
» Paroxysmaler KaltehAmoglobinurie

»  Autoimmunh&molytischer Anamie (AIHA) vom Warmetyp

= Chronischer AIHA vom Kaltetyp

= Medikamenteninduzierter AIHA
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Zusammenfassung

» Erstmanifestation einer angeborenen hamolytischen Anamie im Neugeborenen-
oder jungen Sauglingsalter (Vorsicht: rasche Anamisierung, Kernikterus)

= Risiko einer transfusionspflichtigen Anamie oder schweren Hamolyse mit
Notwendigkeit einer intensivierten Fototherapie oder Austauschtransfusion

= Genaue Anamneseerhebung und klinische Untersuchung (familidre chronische
Hamolyse, Aborte, kranke Verwandte, Migrationshintergrund)

» Bei Verdacht auf erythrozytare Erkrankung Blutentnahme flir Spezialdiagnostik
zum frihest moglichen Zeitpunkt (vor Transfusion, Transportbedingungen!)

= Diagnostik des Pyruvatkinasemangels ggf. nur tber die Eltern mdglich
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