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1 Curriculum Vitae

Alter/Facharzt 60 Jahre Arzt fir Hamatologie und internistische
Onkologie/Palliativmedizin
Staatsexamen 1977
Klinischer Werdegang 1978-1980 Medizinische Universitatsklinik Giessen
1980-1997 [I. Medizinische Klinik der Christian-Albrechts-
Universitat Kiel
Habilitation 1989
APL-Professur seit 1993
Krankenhaus seit 1997 Chefarzt der Klinik fir Himatologie und
internistische Onkologie am St.
Marienkrankenhaus, Siegen und arztlicher Leiter
des Labors
2004 - 2008 Arztlicher Direktor des Krankenhauses
Fachgesellschaften = DGHO Deutsche Gesellschaft fir Himatologie und
Onkologie (DGHO)
Labor Mitglied im Arbeitskreis Labormedizin der DGHO
ASCO American Society of Clinical Oncology
AlO Arbeitsgemeinschaft fir internistische Onkologie
Weitere Tatigkeiten  Instand Mehrjéhrig Ringversuchsleiter flr
Knochenmarkdiagnostik
Netzwerke Kompetenznetz akute und chronische

Leukamien: Mehrjahrig Leiter/Koordinator der
morphologischen Leukamie-Diagnostik
European Leukemia Net: Mehrjahrig
Leiter/Koordinator der Diagnostik-Plattform
Soziales Engagement fUr die Tour der Hoffnung
(Unterstitzung fir krebskranke Kinder)

2 Einleitung

Mir liegt Dr. Andreas Weimanns Untersuchungsbericht von der Charité Berlin vom 10.
Februar 2010 vor. Mit bislang unbekannten Auswertungsmethodiken diagnostizierte er bei
Frau Claudia Pechstein eine hereditare Membranopathie im Sinne einer hereditaren
Sphérozytose. Die folgende Stellungnahme dient der Bewertung dieses Befundes und der
Prifung, ob er mit den bekannten Blutwerten der Athletin und den Ergebnissen friherer
medizinischer Untersuchungen vereinbar ist.

Zur Vorgeschichte: Bis Mitte Dezember 2009 bin ich aufgrund der Berichterstattung in
Presse und Funk davon ausgegangen, dass die Dopingvorwirfe gegen Frau Pechstein
stimmen. Ein Kollege hat mich nach einer scherzhaften Bemerkung Uber die Pechstein-
Retikulozyten aufgefordert, ihre Original-Blutwerte anzusehen. Per E-Mail habe ich die
Athletin um die Werte gebeten und sie unverziglich erhalten. Aus der ISU-PDF-Liste habe
ich mir eine Excel-Tabelle erstellt. Ich hatte damit unmittelbar den Eindruck, dass hier kein
Fall von Doping mit Erythropoetin oder &hnlich effektiven Substanzen (ESA) vorliegt.




Als Mitglied der Arbeitsgemeinschaft Labor in der Deutschen Gesellschaft fir Hadmatologie
und Onkologie flhlte ich mich nun verpflichtet, der Pechstein’schen Retikulozyten-
Problematik auf den Grund zu gehen. Einen Auftrag zu dieser Arbeit habe ich nicht erhalten.
Eine Bezahlung meiner Bemihungen ist nicht erfolgt und wird auch fir die Zukunft von mir
abgelehnt. Die erarbeiteten Tabellen, Abbildungen und Stellungnahmen wurden Frau
Pechstein zur Verfligung gestellt, ausdricklich zur freien Verwendung. Zusatzlich stehen die
Dateien jedermann zur beliebigen Nutzung zur Verfligung; Urheberrechte werden nicht
geltend gemacht.

Zwei Fragen ergaben sich:

1. Wo koénnten sich eventuell hinter den Blutwerten Indizien fir Doping mit
Erythropoetin oder ahnlich wirkenden Substanzen verbergen.

2. Gibt es Hinweise fur eine Erkrankung oder Anomalie, mit der die auf jeden
Fall nicht-normalen Retikulozytenzahlen erklart werden kénnten.

Zu Frage 1: Im Weiteren habe ich alles nur erdenkliche versucht, Doping-Spuren in den
Blutwerten von 2000 bis 2009 zu finden. Insbesondere habe ich mir naturlich die Werte vor,
wahrend und nach Top-Ereignissen wie Olympischen Spielen und Weltmeisterschaften
angesehen. Ich habe mich auch gefragt, wie war der Hamoglobinverlauf nach hohen
Retikulozytenwerten und wie hoch waren die Retikulozyten vor hohen Hamoglobinwerten.
Zusétzlich habe ich nach Blutwertverlaufen gesucht, die auf die Entnahme von Eigenblut-
Konserven hindeuten kdnnten sowie auch nach auffallig tiefen Retikulozytenwerten etc. Dies
ist schriftlich niedergelegt in folgenden Stellungnahmen:

1. Pechstein 1 — CAS-Urteil Fakten

2. Pechstein 2 — CAS-Urteil Problematisches Verhalten des Gerichts
3. Pechstein 3 — Die Arbeit der Doping-Kontrolleure

4. Pechstein 5 — Doping-Aspekte

Alle drei Papiere kénnen auf der Internet-Site des Marienkrankenhauses Siegen eingesehen
werden: www.marienkrankenhaus.com. Als Resiimee aller dieser Versuche, Doping-Spuren
zu finden, musste/durfte ich feststellen, dass die hohen Retikulozytenwerte von Hamar 2009
mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit nicht die Folge eines Epo-ESA-Dopings
sein kdnnen und dass sich auch in den Jahren vorher keine Belege fur Blutdoping welcher
Art auch immer finden.

Zu Frage 2: Zur Frage nach Hinweisen auf eine Anomalie zur Erklarung der erhdhten
Retikulozytenwerte habe ich mir die ISU-Originaldaten diesbezlglich noch einmal genauer
angesehen und mich an Herrn Dr. Lutz, den Verbandsarzt des Deutschen Eisschnelllauf-
Verbandes, gewandt. Von dort habe ich die zur Problematik bereits erstellten medizinischen
Gutachten und Zusatz-Informationen erhalten. Er stellte auch den Kontakt zu Dr. Weimann
von der Charité in Berlin her, der in Zusammenarbeit mit anderen Labormedizinern gerade
eine neue Methodik zur Untersuchung von Patienten mit hohen MCHC-Werten, sogenannten
Mikro-Erythrozyten  (mit normalem  Hamoglobingehalt) und wechselnd hohen
Retikulozytenzahlen entwickelt hatte, also zur Untersuchung von Menschen, die einzelne
Laborphdnomene der hereditdren Spharozytose haben, ohne Uberhaupt irgendwelche
Symptome der Erkrankung zu haben. Zu den Begriffen siehe Anhang ,Medizinische
Begriffe.



Diese neuen Auswertungs-Algorithmen waren auch mir als arztlichem Leiter des Labors des
St. Marienkrankenhauses Siegen und Mitglied des Arbeitskreises Labormedizin der
Deutschen Gesellschaft fir Hamatologie und Onkologie zuvor nicht bekannt gewesen. Dr.
Lutz hat mich auf sie aufmerksam gemacht. Sie sind Anlass dieser Stellungnahme und
werden im Kontext der ISU-Dopingkontroll-Daten und im Kontext der mir bekannten
vorherigen Gutachten bewertet.

3 Erythrozytare Membranopathien — Kugelzellen-Krankheit —
Kugelzellen-Anomalie — hereditare Spharozytose — welche
Labor-Auffalligkeiten finden sich?

3.1 Allgemeines

,»HS* Hereditédre Spharozytose = Kugelzellen-Anamie besser Kugelzellen-

Krankheit, denn die wenigsten auch der schwer Betroffenen haben
eine Anamie. Bei ganz schwachen Erkrankungsformen ist die
Bezeichnung Kugelzellen-Anomalie angebracht, denn solche
Patienten sind nicht ,krank®.

Die Bezeichnung der Krankheit/Anomalie klingt eindeutig: Es handelt
sich um die Anamie (= Blutarmut), bei der ein Teil der roten
Blutkdrperchen  kugelférmig aussieht. Die Bezeichnung ist
missverstandlich, denn die meisten kranken Erythrozyten haben tber
lange Zeit hinweg die optimale Scheibenform und nur ein kleiner Teil
zirkuliert in Kugelform.

In Wirklichkeit gibt es sehr viele verschiedene Krankheiten, bei denen
die Erythrozyten Kugelform annehmen. Die Kugelform ist nicht das zu
Grunde liegende Krankheitsprinzip sondern Ausdruck
verschiedenster Schadigungstypen des Erythrozyten; er ist danach
nicht mehr dazu in der Lage, die fir die Sauerstoff-Versorgung des
Gewebes bessere Scheibenform zu halten und wird passiv zur Kugel.

Der Vererbungsmodus ist unterschiedlich: teils rezessiv, teils
dominant. Dominante Vererbung bedeutet, man ist auch krank, wenn
von einem Elternteil das gesunde Gen und vom anderen das kranke
Gen geerbt hat. Rezessiv heiBt, dass die Erkrankung von Vater und
Mutter vererbt sein muss. Der Auspragungsgrad der verschiedenen
Formen von Kugelzellenanamie kann extrem unterschiedlich sein.

Auch die Vorstellung, bei Kugelzellen-Anomalie misse man sich die
Erythrozyten nur mit dem Mikroskop ansehen und kénnte dann die
Diagnose stellen, ist falsch. Selbst bei schweren Féllen findet man oft
nur mit Mihe einzelne Kugelzellen; die aber kann man auch bei
Gesunden finden. Ein Kind mit Spharozytose, dass sich im April 2010
erstmals mit folgender Laborkonstellation bei mir vorgestellt hat,
zeigte eine schwere hamolytische Konstellation: Hamoglobin 10 g/dl,
groBe Milz, sichtbare Gelbfarbung mit Bilirubin 3.5 mg/dl und eine




LDH von 800 U/l bei 9.5% Retikulozyten. Sichere deutlich vermehrte
Kugelzellen habe ich nicht gefunden.

Einteilung der erythrozytaren Membranopathien

Krankheitsbild

Milde Formen

Die Gruppe der erythrozytaren Membranopathien umfasst neben den
sehr vielen verschiedenen Formen der klassischen Spharozytosen
auch noch folgende Membranopathie-Varianten. Die Abgrenzung
untereinander ist nicht genetisch/molekularbiologisch definiert und
orientiert sich mehr am schwer interpretierbaren Ausfall von
Labortests wie den osmotischen Resistenztests:

e Hereditare Sphéarozytose

e Hereditary spherocytosis with a low temperature leak

e Hereditare Stomatozytose

e Dehydrierte hereditare Stomatozytose — Hereditare Xerozytose
e Hereditare Stomatozytose mit Uberwasserung der Erythrozyten
e Hereditare Stomatozytose ,Blackburn®

e Familare Pseudohyperkalidmie

e Mediterrane Stomatozytose

e Hereditare Kryohydrozytose

e Stomatin-Mangel-Kryohydrozytose

e Hereditare Elliptozytose

e Hereditare spharozytare Elliptozytose

e Hereditare Poikilozytose (Pyropoikilozytose)

e Sldostasiatische Ovalozytose

e High phosphatidyl choline hemolytic anemia (HPCHA)

Wenn ein Patient — in der Regel schon in der Kindheit — wegen einer
Kugelzellen-Krankheit einen Arzt aufsucht, besteht keinerlei Zweifel
daran, dass er krank ist. Er leidet mehr oder weniger sichtbar am
vorzeitigen Zerfall ihrer roten Blutkérperchen. Dies fUhrt zu lkterus
(Gelbfarbung der Haut durch Abbauprodukte des Hamoglobins), zur
VergréBerung der Milz und im Extremfall zur Anamie. In der Regel
gleicht das Knochenmark den vorzeitigen Verlust jedoch aus; es kann
seine Aktivitat durchaus um den Faktor 10 steigern.

Neben klinisch auffélligen Patienten gibt es auch solche, die nur ganz
diskrete Veranderungen im Sinne einer Sphéarozytose aufweisen. Bei
diesen in der Regel nur Labormedizinern auffallenden
Veranderungen handelt es sich zum einen um den MCHC-Wert, der
bei Gesunden ohne Eisenmangel sehr stabil ist und normalerweise
als Indikator fir die Fehlbestimmung eines der Erythrozyten-



Stille Trager

Parameter herangezogen werden kann, wenn man frihere
Vergleichswerte des Patienten hat. Es gibt praktisch keine Blut-
Erkrankung, die mit erhéhten MCHC-Werten verbunden ist auBBer den
hamolytischen  Erkrankungen insbesondere vom Typ der
Spharozytose und der Hamoglobin-CC-Krankheit bzw. —Anomalie
und Stomatozytosen.

Weitere in der Regel nicht auffallende Parameter kénnen die Zahl der
hyperchromen/hyperdensen  Erythrozyten sein, die in Folge
Wasserverlustes durch die defekte Membran austrocknenden Erys
entsprechen. Daneben kann die Retikulozytenzahl erhdht sein, wie
auch die LDH und der Bilirubinwert.

Was sind stille Trager?

Stille Trager sind Menschen, die eine rezessive Form (siehe oben)
der Erkrankung in ihrem Erbgut tragen. Diese Defekte werden nur
dann voll wirksam, wenn sie von Vater und Mutter ererbt werden. Der
Betroffene tragt also nur die Anlage in sich, er ist in der Regel nicht
oder nur minimal betroffen. Laut Lehrblchern hat ein Mensch von
20.000 eine rezessiv vererbte Kugelzellenanamie. Allerdings gibt es
auch Zweifel an der Haufigkeitsangabe von 1:20.000. Im t&glichen
arztlichen Leben von Péadiatern, die sich intensivst um Menschen mit
Erkrankungen der Erythropoese bemilhen, tauchen sicher rezessiv
vererbte Falle nur sehr selten auf (persdnliche Mitteilung Frau Dr.
Roswitha Dickerhoff, Bonn, Dusseldorf). 75% der Patienten haben
eine sicher dominant vererbte Form der Erkrankung. In der Gruppe
der scheinbar rezessiven kdnnen sich auch noch Neu-Mutationen
verbergen, die sich dann in der nachsten Generation als dominant
demaskieren.

Aus einer publizierten Haufigkeit von 1:20.000 wie oben mit allen
Einschrankungen angegeben errechnet sich, dass 1.4% der
Bevodlkerung stille in der Regel asymptomatische Trager einer
rezessiven Form einer Kugelzellenandmie sein missten (Lehrbuch:
Handin, Lux, Stossel: Blood - Principles and Practice of Hematology,
Kapitel 54, Seiten 1701-1818).

Stille Trager der Sphérozytose-Anomalie haben meist verminderte
Haptoglobinspiegel, erhéhte Retikulozytenzahlen bei 2.1 +/- 0.8%,
verminderte osmotische Resistenz. ,Carriers can be detected reliably
only considering the results of a battery of tests.” (Lehrbuch: Handin,
Lux, Stossel: Blood - Principles and Practice of Hematology, Kapitel
54, Seite 1756).



3.2 Lysetests, EMA-Test und SDS-PAGE

Prinzipielles Alle Lyse-Tests basieren im Wesentlichen auf Kugelzell-Eigenschaft
und kénnen nicht optimal zwischen hereditéarer Sphéarozytose und
Kugelzellen bei Auto-Immunha@molyse unterscheiden.

Osmotischer Resistenztest

Erythrozyten werden in unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen
inkubiert, beginnend mit der physiologischen Konzentration von 0.9%.
Gesunde Zellen vertragen niedrige Salzkonzentrationen besser als
solche von Kugelzell-Anomalie-Patienten. Dementsprechend platzen
gesunde rote Blutkérperchen erst z.B. bei 0.4%iger NaCl-Ldsung,
wahrend dies bei Kugelzell-Erys schon bei 0.45% passiert. Die Lyse
wird gemessen (iber den Hamoglobingehalt des Uberstandes.

Inkubierter osmotischer Resistenztest

Gleiches Testprinzip wie oben beschrieben. Das Blut wird aber Uber
24 Stunden hinweg bei 37° vorinkubiert. Dadurch werden sie Zellen
empfindlicher fir den anchfolgenden Test. Der Test wird als ,almost
always positive* (Lux und Palek) beschrieben, also nicht in jedem
einzelnen Fall. Dies wird auch durch die Vielzahl von publizierten
Modifikationen deutlich, die eine verbesserte aber umstrittene
Sensitivitat haben sollen.

AGLT Acidified glycerol lysis test

Eine deutsche Bezeichnung dieses Testverfahrens  wird
Ublicherweise nicht verwendet. Nach meinem Verstédndnis musste er
mit ,angesauerter Glycerin-Lyse-Test” Ubersetzt werden. Glycerin
vermindert die Schwellung der Erythrozyten unter den osmotischen
Verhéltnissen eines  osmotischen  Resistenztests.  Dadurch
Uberstehen sie niedrigen osmotischen Umgebungsdruck besser. Der
Test wird von einigen auch mit 24-stiindiger Vorinkubation beim
Raumtemperatur durchgefuhrt. Mittels eines turbidometrisches
Verfahrens wird der Abfall der Lichtabsorption gemessen. Die T1/2
fir Gesunde liegt bei Gber 30 Minuten, flr Sphérozytose-Patienten
z.B. bei weniger als 5 Minuten.

Pink test Modifizierter AGLT

Hypertoner Cryohamolyse-Test

Dieser Test basiert darauf, dass Sphéarozytose-Erythrozyten bei Null
Grad in hypertonen Ldsungen deutlich starker hamolysieren als
gesunde Zellen.

Autohamolyse-Test Blut wird Uber 48 Stunden inkubiert, die resultierende Hamolyse
gemessen.

Osmotische Gradienten-Ektazytometrie



EMA-Test

SDS-PAGE

Dieses Verfahren steht insbesondere in Frankreich und in den U.S.A.
zur Verfugung. Mir ist keine Klinik in Deutschland bekannt, die damit
ausreichende Erfahrung hat.

,=Hierbei wird die zu testende Erythrozyten-Probe bei kontinuierlich
andernder Osmolaritat ektazytometriert. Dabei entsteht eine Kurve,
das Ektazytogramm, mit der Osmolaritdt als Abszisse und dem
Deformabilitats-Index als Ordinate. Mittels dieser Kurve kénnen
einige Parameter des untersuchten Blutes abgelesen werden:

e Die Osmolaritdt, bei welcher 50 % der Erythrozyten
héamolysieren. Die Aussagekraft dieses Wertes st
vergleichbar mit dem einer osmotischen Resistenzprifung.

¢ Die maximale Deformabilitéat der Erythrozyten
e Das Verhalten der Deformabilitat im hyperosmolaren Milieu

Hereditdre = h@molytischen  Anadmien lassen sich  mittels
Osmotengradienten-Ektazytometrie genauer charakterisieren,
insbesondere lassen sich Stérungen der erythrozytaren Membran gut
erkennen. Die Ektazytometrie ist auch in der Lage, eine Aussage zum
momentanen Zustand der Erkrankung zu geben. Beispiele solcher
Erkrankungen sind die Hereditare Sphéarozytose und die
Ellipsozytose. Es gibt aber Hinweise, dass es auch bei anderen
Erkrankungen zu einer Stérung der Deformabilitdt der Erythrozyten
kommt, welche mittels Ektazytometrie genauer beschrieben werden
kénnte. Dennoch ist die Ektazytometrie als experimentell zu
betrachten, die Auswertung bedarf einer gewissen Erfahrung mit
dieser Methode und genaue Kenntnis der vielen mdglichen
Storfaktoren.

Die Ektazytometrie ist eine sehr selten angewandte Methode und
wird nur an sehr wenigen universitdren Zentren angeboten, im
deutschsprachigen Raum nur in der Klinik fir Hamatologie am
Universitatsspital Zarich“ (aus Wikipedia wortlich kopiert). In Medline
finden sich fir die letzten 5 Jahre weltweit insgesamt nur 18
Publikationen, in denen das Wort ,ektacytometry“ vorkommt.

Beim durchflusszytometrischen EMA-Test wird dabei die Bindung des
Fluoreszenzfarbstoffes Eosin-5-Maleimid (EMA) an das Protein-3
bzw. Bande-3-Protein der Erythrozytenmembran untersucht.

Steht fir: ,sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis®,
auf deutsch: Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese.
SDS-PAGE ist eine Variante der Polyacrylamid-Gelelektrophorese,
einer analytischen Methode der Biochemie zur Trennung von
Stoffgemischen im elektrischen Feld. Damit wird der Protein-Defekt
analysiert, der zum Bild der Kugelzell-Krankheit gefihrt hat.



4 Neue Indizes zur Diagnosestellung einer hereditaren
Sphérozytose oder Variante

Ausgangslage: Bericht von Dr. Andreas Weimann, Labormedizin, Charité,
Berlin, vom 10. Februar 2010 zu neuen Untersuchungsmethoden und neue
Indizes zur Diagnosestellung einer hereditédren Spharozytose bei Frau Claudia
Pechstein

Neue Messmethodik Seit langem ist das labormedizinische Problem der ganz diskreten
,hamolytischen® Konstellation bekannt mit hohen MCHC-Werten und
anderen inkonstanten Hamolyse-Indikatoren. Es sind nicht viele
Menschen, die solch eine Konstellation aufweisen, aber es gibt sie
doch immer wieder. Mit der Verbesserung der Mess-Technik bei den
Hamatologie-Automaten haben sich in letzter Zeit neue Wege
er6ffnet. Im Jahr 2009 wurden zwei neue Index-Werte fur die
Differentialdiagnose von Patienten mit asymptomatischer fraglicher
hamolytischer Konstellation etabliert. Der eine wird errechnet aus den
Parametern Mikro-Erythrozyten dividiert durch hypochrome Erys (mit
zu wenig Hamoglobin). Der zweite errechnet sich bei Zahlautomaten
der Firma Sysmex aus der Zahl der Retikulozyten dividiert durch die
Zahl unreifen Retikulozyten. Erstmals berichtet wurde Uber beide
Scores auf einer Fachtagung im Mai 2009 (siehe Gutachten Dr.
Weimann).

Bei den neuen Indizes handelt es sich um den HS-Screening-Index
und um den Retikulozyten-IRF-Quotienten.

4.1 Der HS-Screening-Index

Der HS-Screening-Index ist der Quotient aus besonders kleinen
Erythrozyten (%MicroR) dividiert durch den Prozentsatz von
Erythrozyten mit auffallig wenig Hamoglobin (%HYPO-He). Der
Indexwert selbst ist seit langem bekannt und wird von einigen
Zahlgeraten angezeigt — nicht bekannt war er jedoch bislang in seiner
Eigenschaft als Diagnostikum flr die hereditire Membranopathien
vom Typ der Sphéarozytose. Allerdings fristete er bislang eher ein
Schattendasein und wurde kaum beachtet. Wie wenig er beachtet
wurde, zeigt sich auch daran, dass der Index selbst in der unten
erwahnten Publikation von Urrechaga als neu bezeichnet wird.
Wortlich heiBt es in der Summary: “The aim of the study was to
assess the predictive value of the new index % microcytic/%
hypochromic ratio in the differential diagnosis of beta-thalassaemia
compared with Mentzer index, currently used in our Laboratory*
(Hervorhebung durch mich). Offenbar wusste selbst eine auf diesem
Gebiet forschende Arztin nichts von der schon langen Existenz des
Index-Wertes.
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Er findet sich auch schon auf Frau Pechsteins Laborausdruck vom 4.
Februar 2000. Dort sind 0.7% Mikrozyten angegeben und 0.0%
hypochrome Zellen. Durch Division der beiden Werte errechnete der
Computer eine %Mikro/%Hypo-Ratio von 73.25 sehr verdachtig far
eine Spharozytose. Da die Division durch Null zu einer unendlich
groBen Zahl fihren wirde und nicht erlaubt ist, wird deutlich, dass
sich weiter hinten nach dem Komma noch Zahlen befunden haben
mussen. Rechnet man zurlck, ergeben sich 0.0096% hypochrome
Zellen. An dieser Stelle wird auch deutlich, dass der Score
problematisch sein kann, wenn der Divisor wie hier sehr klein ist.

Auch, wenn der Score problematisch sein kann, interessieren die
zugrunde liegenden biologischen Gegebenheiten. Im téglichen
arztlichen Leben in Mitteleuropa beruhen mit Abstand die meisten
mikrozytaren Anamien (also Anamien mit auffallig kleinen
Erythrozyten) auf einem Eisenmangel. Das Prinzip besteht darin,
dass bei Eisenmangel viele Erythrozyten einerseits zu wenig
Hamoglobin haben, weil der entscheidende Werkstoff flr die
Produktion, das Eisen, fehlt. Andererseits sind diese Zellen dann
auch klein, weil zu wenig vom entscheidenden ,Inhaltsstoff* des
Erythrozyten, dem Hamoglobin vorhanden ist. Jeder Erythrozyt hat zu
wenig Hamoglobin. Hinzu kommt als weiteres Phanomen, dass nicht
nur die Menge des Hamoglobins zu gering ist; zusatzlich ist auch die
Konzentration des Hamoglobins in der Zelle (also Hamoglobin pro
Volumeneinheit) reduziert. Letzterer Parameter wird dadurch
dargestellt, dass man angibt, wie viel Hamoglobin 100 ml
Erythrozyten hatten, wenn alle genau so waren wie der gerade
analysierte. Im Zahlgerat wird diese Rechnung fir jede einzelne Zelle
durchgefuhrt.

Dementsprechend wird der Quotient aus beiden bei Eisenmangel bei
knapp Uber ,1 liegen: Die zu kleinen Zellen haben auch zu wenig
Hamoglobin pro Volumeneinheit.

Nachdem dieser Index viele Jahre kaum beachtet wurde, sah Frau
Urrechaga, dass er insbesondere fir die oft schwierige Abgrenzung
des Eisenmangels von den vielen Formen heterozygoter
Thalasséamie genutzt werden kann. Wichtigstes Erkennungsmerkmal
der heterozytogoten Thalassdmie ist auf jeden Fall die einfach
labortechnisch verfugbare Erythrozyten-Verteilungs-Breite (EVB, im
anglo-amerikanischen RDW = Red cell Distribution Width). Sie
spiegelt das AusmaB der Anisozytose (Ungleichheit der ZellgréBe)
wider. EVB bzw. RDW werden verwendet, um bei mikrozytarer
Andmie die beiden Hauptvertreter, Eisenmangelanamie bzw.
heterozygote Thalassamien, zu unterscheiden. Unter normalen
Bedingungen verteilt sich das MCV so um den Mittelwert (80 — 95 fl
ab dem 7. Lebensjahr), dass eine schmale Gauss’'sche Kurve
entsteht. Die normale EVB ist 11 — 15 %. Bei Eisenmangel werden
die neugebildeten Erythrozyten immer kleiner, d. h. die Kurve der
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Gesunde
Eisenmangel

Thalassamie

Volumenverteilung verbreitert sich nach links in den Bereich des
niedrigen MCV: die EVB (RDW) wird gréBer als 15%. Die EVB ist der
erste Laborwert, der sich bei beginnendem Eisenmangel veréndert,
vor MCV und Hamoglobin. Fazit: bei niedrigem MCV spricht eine
erhdhte EVB fir einen Eisenmangel, eine normale EVB flr eine
heterozygote Thalassamie.

Beide Erkrankungen/Anomalien (Eisenmangel und heterozygote
Thalassamie) haben in der Regel zu kleine Erythrozyten, sie sind also
mikrozytar. Der Hamoglobingehalt jedes einzelnen Erythrozyten ist
bei beiden reduziert. Entscheidender zusatzlicher Unterschied ist
jedoch, dass die Erythrozyten bei den Tragern der Thalassémie-
Anlage (=heterozygote Merkmalstrager) eine normale
Hamoglobinmasse pro Volumeneinheit haben im Gegensatz zum
Eisenmangel. Diese Tatsache drickt sich auch aus in verminderten
MCHC-Werten beim Eisenmangel und normalen bei der Thalassamie
(MCHC = Hamoglobin pro 100 ml Erythrozyten, nicht pro 100 ml
Blut).

Aus dem Gesagten ergibt sich, dass bei Eisenmangelanamien viele
hypochrome Erythrozyten vorhanden sind und bei der Thalassamie
nicht. Deshalb ist der Quotient aus sehr kleinen Erythrozyten dividiert
durch hypochrome Zellen deutlich gréBer als bei Eisenmangel.

Zu dieser Thematik gab es in den letzten Jahren einzelne
Publikationen (E. Urrechaga: Int. J. Lab Hematol 31: 528, Oktober
2009). Hohe Quotienten wurden bei Thalassamie gefunden, niedrige
bei Eisenmangel.

0.57% +/- 0.56% mikrozytare Erys
0.15% +/- 0.56% hypochrome Erys
28.8% +/- 20.9% mikrozytare Erys
20.4% +/- 19.6% hypochrome Erys
36.5% +/- 13.6% mikrozytare Erys
3.4% +/- 2.87% hypochrome Erys

Ausgangspunkt fur die Nutzung dieses lange bekannten Quotienten
fur die Differentialdiagnose der Spharozytose war die Tatsache, dass
der Quotient wegen der bekannten Pathophysiologie auch bei dieser
Erkrankung hoch sein muisste. Zentrales Prinzip ist der
Flussigkeitsverlust der Erythrozyten wegen der nicht optimalen oder
schwer defekten Membran, wéahrend das Hamoglobin in der Zelle
verbleibt und sich somit seine Konzentration in ihr erhéht. Man spricht
hier deshalb von hyperchromen Zellen (= Zellen mit besonders
konzentriertem Farbstoff).

Der Index liefert somit als Screening-Instrument einen Parameter, der
vom Z&hlgerat automatisch angezeigt wird und somit ohne Mihe
jederzeit verflgbar ist. Er stellt keine Diagnose, sondern gibt Anlass
zu weitergehender Diagnostik, wobei in einem ersten Schritt eine
Thalasséamie ausgeschlossen werden muss und sehr leicht

12



differentialdiagnostisch abgetrennt werden kann. An dieser Stelle soll
jedoch nicht Werbung fir die Nutzung des Indexes bei heterozygoter
Thalassamie gemacht werden, da der RDW-Wert (siehe oben)
wahrscheinlich bei dieser Erkrankung gleiches kann und schon heute
Uberall verflgbar ist. Leider wird er bei vielen Krankenhaus- und
Praxis-EDV-Systemen nicht von der Labor-EDV ibernommen und
den Arzten nicht zur Verfigung gestellt. Letztere kennen die
Bedeutung dieses wichtigen Laborparameters oft auch nicht.

Fazit Der Quotient aus Mikrozyten und hypochromen Erys soll zwar die
Diagnose sichern, hat aber auch eine wichtige Screening-Funktion.
Der hohe Mikro-Hypo-Quotient gehért zur Diagnosestellung dazu. Er
ist jedoch kein Alleinstellungsmerkmal der Sphérozytose.

4.2  Hyperchrome Zellen sind kleine Erys — aber sind sie auch
Mikrozyten?

Hyperchrome/hyperdense Erythrozyten sind bei jedem Menschen zu
finden. Es sind dies durch Wasserverlust geschrumpfte Zellen. Siehe
auch MCHC-Wert. Diese Zellen sind zugleich die Indikatorzellen far
die verschiedenen Formen der Spharozytose und der Xerozytose.
Davon betroffene Patienten haben einen Anteil von 5-55%
hyperchromer Erys (Cynober et al J. Lab. Clin 1996).

Vor 10 Jahren am 4. Februar 2000 (siehe Anhang), wurden bei
Claudia Pechstein 16.2% gezahlt; es ist dies eine der wenigen
Untersuchungen, von der mir eine Kopie des Laborwertausdrucks
vorliegt. Am 6. Februar 2009, bei der zur Sperre fuhrenden Blut-
Untersuchungen in Hamar, wurden 5% gezahlt. Dies ist mehr als in
der Allgemeinbevdlkerung; der Normbereich geht fir einige Autoren
bis 2.5%, einzelne geben Werte bis 4% als normal an.

Technische Erganzung: Viele moderne Zahlautomaten flr Blutzellen
bestimmen die GroéBe jedes einzelnen Erythrozyten sowie seine
Hamoglobinmasse. Ein Erythrozyt wird als hyperchrome Zelle
gewertet, wenn sein Hamoglobingehalt und seine GréBe so ist, dass,
wenn alle Erys ihm gleich waren, der MCHC-Wert (Hamoglobin pro
100 ml Erys) Uber 41 g/dl lage. Als untere Grenze flr hypochrome
Zellen  (besonders haufig bei stimulierendem  Blutdoping,
insbesondere wenn ohne Eisen-Gabe gedopt wird) gilt 28g/100ml
Erys. Die Mitte dieses Bereiches liegt bei 34.5 g/dl und entspricht in
etwa einem Standard-MCHC-Wert.

Hyperchrome Zellen sind folglich mehr oder weniger geschrumpfte
Erythrozyten, deren Hamoglobinkonzentration (Gramm pro 100 ml
Erys) mehr als 19% Uber der Mitte des definierenden Bereiches liegt.

Kleine Erythrozyten, so genannte Mikrozyten, sind definiert als Zellen
mit einem Volumen unter 60 fl (Femtoliter), Makrozyten sind gréBer
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als 120 fl. Folglich sind Mikrozyten solche Zellen, die 33% kleiner sind
als die Mitte des Definitionsbereiches von 60-120 fl.

4.3  Mikrozyten versus hyperchrome Zellen

Cynober:

Grundsatzlich bei vergleichbarer Definition mlsste der Prozentsatz
von Mikrozyten und hyperchromen Zellen bei einer Sphérozytose
gleich sein. Denn beiden Phanomenen zugrunde liegt bei den
Membranopathien der Erythrozyten wie der Kugelzellen-Anamie die
Austrocknung der Zellen durch Wasserverlust durch die defekte
Membran.

Da aber fir die Definition des Mikrozyten eine 33%ige Abweichung
von der Mitte des definierenden Bereiches gefordert wird, bei den
hyperchromen Zellen jedoch nur eine solche von 19%, besteht bei
blanden Erkrankungsformen eine Diskrepanz mit niedrigeren meist
auch normalen Zahlen fir die Kategorie ,Mikrozyten®, wahrend der
Prozentsatz hyperchromer Zellen deutlich erhdht ist. Bei den
Pechstein-Werten im Anhang im Jahr 2000 kann man dies
nachvollziehen. 16.2% der Zellen sind hyperchrom, wahrend der
Prozentsatz mikroytérer Zellen nur bei 0.7% liegt.

Der absolute Wert der Mikrozyten ist ,normal“. Er ist aber viel
niedriger als die hyperchromen Zellen signalisieren und erhdht in
Relation zur Zahl der hypochromen Erys, mit denen er ohne
Sphérozytose ja parallel laufen misste.

Dies wird auch deutlich in der nachfolgend zitierten Studie von
Cynober et al (J Lab Clin Med 1996; 128:259-69). Der Prozentsatz
mikrozytérer Zellen spiegelt dementsprechend den Schweregrad der
Erkrankung wider; diese Zellen sind im Mittel um mehr als 33%
geschrumpft und stehen unmittelbar vor der Lyse.

“Using new approaches to quantitate various physiologically relevant
red cell parameters, we evaluated the pathobiology of red cells in a
large series of 55 non-splenectomized and 31 splenectomized
patients with HS. Red cell membrane surface area, surface area-to-
volume ratio, cell volume, and state of cell hydration were quantitated.
We found that decreased membrane surface area is a distinguishing
feature of red cells in all patients studied, whereas decreased surface
area-to-volume ratio as reflected by increased osmotic fragility is
noted in only 66% of the 55 non-splenectomized patients. The
percentage of microcytes was a good indicator of the severity of the
disease, but it was not a good discriminator of HS phenotype. In
contrast, the percentage of hyperdense cells was a good
discriminator of HS phenotype but a poor indicator of disease
severity. These findings have enabled us to define the dominant
cellular_changes that account for the clinical expression of this
common red cell membrane disorder. Furthermore, the data we have
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obtained allow us to propose improved approaches for diagnosis and
phenotypic classification of HS.”

4.4 Ret-IRF-Quotient

Retikulozyten sind dadurch definiert, dass in ihnen noch
Erbinformation zur Protein-Produktion (RNA) vorhanden ist. Diese
RNA kann mit Fluoreszenzfarbstoffen dargestellt werden. Ist noch viel
RNA vorhanden, sind die Retis jung oder unreif, haben sie nur noch
wenig RNA sind sie reif. Haben sie nur noch minimal wenig, sind sie
keine Retikulozyten mehr sondern normale Erythrozyten. Dieser
Entwicklungsprozess lauft im Blut in der Regel innerhalb von 24
Stunden ab. Zuvor haben die Zellen drei Tage als Retikulozyten im
Knochenmark gelebt.

Bei den Membran-Anomalien der Erythrozyten wie bei der
hereditdren Sphéarozytose ist die Zellmembran geschédigt. Damit ist
der Metabolismus des Fluoreszenz-Farbstoffes, der die Retikulozyten
als solche marliert, verandert. Dieser Farbstoff muss einerseits
schnell in die Zellen hinein kommen und, falls er nicht von ,RNA*®
gebunden wird, schnell wieder hinaus. Bei defekter Zellwand ist
dieser Prozess zumindest beim System der Firma Sysmex gestort.
Dadurch besteht eine Tendenz, einerseits die Gesamtzahl der
Retikulozyten zu Uberschatzen und andererseits den Anteil der
unreifen Retikulozyten zu unterschatzen. Daraus resultiert, dass der
Anteil von ,unreifen Retikulozyten®, die sich durch viel
Fluoreszenzfarbstoff auszeichnen, erniedrigt zu sein scheint.

Diese Kombination von mehr oder weniger hoher Retikulozytenzahl
mit einer scheinbar erniedrigten Fraktion unreifer Retikulozyten (IRF)
ist bei einer Membranopathie vom Typ Kugelzellenanamie oder
Variante als differentialdiagnostischer Parameter zur Abgrenzung
anderer hamolytischer Andmien hilfreich. Patienten mit Kugelzellen-
Anamie fallen dementsprechend durch einen hohen Quotienten aus
Retikulozyten und dem Prozentsatz unreifer Retis auf.

Das Phanomen der Unterschatzung der Zahl unreifer Retikulozyten
bei Membranopathien war bislang unbekannt. Nach Prof. Dr.
D’Onofrio ist Dr. F. Mullier der Erstbeschreiber dieses Phanomens.

Dieses Phanomen ist am Sysmex-System etabliert. Ob es auch bei
anderen Hamatologie-Automaten zutrifft, muss noch untersucht
werden. Beim génzlich anderen Testsystem des Advia-Gerates ist es
nicht der Fall.
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4.5  Ergebnisse der Diagnostik in der Charité im Dezember 2009

Vorgehen

Retikulozyten

MCHC

Vom 01.12.2009 bis zum 16.12.2009 wurde an 5 Tagen 6 Blutproben
mit jeweils 3-fachen Messungen von Frau Pechstein analysiert.
Zusatzlich wurde die Familie untersucht.

Bei Messung im Dezember 2009 lag die Retikulozytenzahl bei allen
Messungen im Normbereich und deutlich unter den Werten von
Patienten mit Kugelzellen-Anamie (HS = hereditédre Spharozytose).

Die Werte von Claudia Pechstein ,CP*“ lagen im Dezember 2009 bei
40.000/ul bei Messung mit einem Sysmex-Gerat. Bei den 10-jahrigen
ISU-Kontrollen hatte der Mittelwert bei 91.000/ul gelegen meist mit
einem Advia-Gerat gemessen.

Der durchschnittliche MCHC lag bei 36,2 g/dl (Min 35,7 g/dl und
Max = 36,5 g/dl). Alle Werte wurden auf einem Sysmex-Gerat
ermittelt. Der Referenzbereich liegt bei 31,8-34,7 g/dl)

Damit liegen die MCHC-Werte der Athletin oberhalb der 3 fachen
Standard-Abweichung einer Referenzpopulation.

Erythrozyten-Indizes vor und nach morgendlicher Belastung

Haptoglobin

HS-Screening-Index

Blut wurde vor und nach schwerer sportlicher Belastung untersucht.
Die Erys verlieren unter Belastung offenbar Flissigkeit.
Dementsprechend fallt der MCV, der MCHC steigt.

MCHC MCV MCH
g/dl fl pg/E
1. Dez. morgens 35.3 86.2 30.7
1. Dez. mittags 36.7 84.7 31.1
2. Dez. morgens 35.5 86.6 30.9
2. Dez. mittags 36.9 84.5 31.2

Auch im Dezember in Berlin lagen die Haptoglobinwerte wieder im
unteren Grenzbereich zwischen 38 und 53 mg/dl.

Im Dezember 2009 wurde im Rahmen der Blut-Diagnostik in der
Charité wiederholt der Prozentsatz mikrozytérer und hypochromer
Erythrozyten bestimmt. Insgesamt wurden der HS-Screening-Index
an 6 Tagen in 7 Blutproben mit jeweils 3-fachen Messungen
bestimmt.

Der Prozentsatz mikrozytarer Erythrozyten lag mit 1.1 - 1.4% im
Normbereich, 0.2 - 0.3% der Zellen waren hypochrom. Aus diesen
jeweils normalen Werten errechnen sich HS-Screening-Indizes von 6
bis 7. Werte Uber 4 sind pathologisch und Ausdruck der Tatsache,
dass die sehr kleinen Zellen keine Verminderung der Hamoglobin-
Konzentration aufweisen.

Der Index war bei Frau Pechstein erhéht wie bei hereditarer
Membranopathie vom Typ Sphéarozytose.
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Retikulozyten-IRF-Quotient

Familie

Vater

Resiimee-Familie

Die Retikulozytenzahl war im Dezember 2009 bei Messung in der
Charité immer normal. Im Gegensatz dazu wurde der Anteil unreifer
Retikulozyten mit Werten zwischen 0.5 und 3% bestimmt. Der
Normbereich liegt zwischen 1 und 17%. Diese Normbereichsgrenzen
machen auch deutlich, dass man diese fundamentale diagnostisch
wichtige Eigenschaft der Sphéarozytose-Erythrozyten nicht nutzen
kann, wenn man sich auf eine monoparametrische Betrachtung
beschrankt. Wenn der Normbereich so breit und die Untergrenze fast
bei Null liegt, gibt es keine sicher erniedrigten Werte.

Der zweite neu entwickelte Quotient aus Retikulozytenzahl und IRF
(immature reticulocyte fraction) zeigte ebenfalls das klare Bild einer
abortiven Spharozytose (Quelle: Francois Mullier, SYSMEX Europa
Symposium 2009, Istanbul, Vortrag).

Der Hamoglobinwert der Mutter wurde bei mehreren Messungen
zwischen 14.7 und 15.8 g/dl gemessen, der des Vaters zwischen
15.4 und 15.7 g/dl. Claudia Pechstein liegt somit mit ihrem eigenen
Hamoglobinwert (Mittelwert 14.5 g/dl) Uber die gesamte 10-jahrige
Beobachtungszeit im ,familidren genetisch determinierten Bereich,
sofern man der Familie nicht Doping fur diese Untersuchung
unterstellt..

Der Vater hat wie Claudia Pechstein ebenfalls einen erhéhten MCHC-
Wert (siehe Abbildung) und einen erhéhten Anteil hyperchromer
Zellen (9.5%) — die primare Verdachtskonstellation einer
sphérozytischen Konstellation. Bei ihm sind Haptoglobin und die
anderen Hamolyseparameter normal.

Bei der Mutter ist der Anteil hyperchromer Zellen auch erhéht, aber
geringer und der MCHC-Wert ist nur grenzwertig. Zwei untersuchte
Geschwister waren bezlglich der hamolytischen Parameter
unaufféllig (siehe obige Abbildung).

Die komplette Familie wurde untersucht. Bei Claudia Pechstein
haben sich bekannten Befunde einer hamolytischen Konstellation
bestatigt. Der Vater hat die gleiche Konstellation in milderer
Auspragung.

Bei der Mutter ist der Anteil hyperchromer Zellen auch erhéht, aber
geringer und der MCHC-Wert ist nur grenzwertig. Zwei untersuchte
Geschwister waren bezlglich der hamolytischen Parameter
unaufféllig (siehe obige Abbildung).

4.6 Eigene Bewertung der Weimann-Daten

Bewertung

Die nach meiner Kenntnis erstmals durch Dr. Weimann in der
klinischen Praxis angewandte, zusétzliche Spezialdiagnostik mit den
neuen im Jahr 2009 etablierten Indizes und der
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Resiimee-Proteintyp

Familienuntersuchung hat die vermutete, aber im CAS-Verfahren
noch nicht als erwiesen betrachtete Diagnose einer abortiven
Membranopathie der Erythrozyten im Sinne einer Sphérozytose
gesichert. Bei Gesamtbetrachtung aller oben diskutierter Befunde und
nach den Leitlinien der Task Force of the British Committee for
Standards in Haematology sowie auf der Basis international genutzter
Fach-Lehrbicher und auf der Basis von wissenschaftlichen
Publikationen besteht nun kein Zweifel mehr daran, dass die
Blutbildkonstellation bei der WM in Hamar auf die hamolytische
Konstellation einer erythrozytdren Membranopathie vom Typ der
Spharozytose oder Variante zuriickgeht.

Es ist zusatzlich davon auszugehen, dass die neuen Indizes die Zahl
der erkannten Trager/Patienten mit Spharozytose-Konstellation
deutlich erhéhen wird, weil sicherlich auch ein Teil der Trager
rezessiver Spharozytose-Mutationen (je nach Schatzung bis zu 1% in
der Allgemeinbevélkerung siehe unten) aber ebenfalls sicher nicht
alle bei diesen neuen Techniken auffallig sein werden.

Bei Voruntersuchungen mit dem S&ure-Hamolyse-Test und zur
Suche einer speziellen Protein-Anomalitédt war keiner der bekannten
Defekte identifiziert worden. Nach Perrotta (Lancet 372: 1411-1426,
2008) werden folgende proteinchemische Sphéarozytose-Typen
wortlich unterschieden; bei Frau Pechstein liegt Typ Nr. 6 vor:

Isolated deficiency of spectrin

Combined deficiency of spectrin and ancryn
Deficiency of band-3-protein

Deficiency of protein 4.2

Deficiency of Rh complex

Yet to be defined protein abnormalities

o0 swh =
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5 Die Blutbilddaten der Dopingkontrollen von 2000-2009
Eigene Analyse: Gegentiberstellung/Abgleich der Befunde Dr.
Weimanns mit den Blutbilddaten der Dopingkontrollen
Mir liegt die Tabelle der ISU ohne Datum mit letztem Eintrag vom
18.02.2009 mit den bei Frau Pechstein gemessenen Blutdaten vor.
Anhand dieser Daten habe ich die Stichhaltigkeit der Diagnose der
abortiven  Membranopathie in  Form einer  Spharozytose
(Kugelzellenanéamie) Uberprft:
5.1  MCHC-Werte

Der MCHC-Wert gibt die mittlere cellulare Hamoglobin-concentration
in Hamoglobin pro 100 ml Erythrozyten (nicht pro 100 ml Blut) an. Er
ist Ausdruck eines Fehlers bei der Messung oder alternativ Ausdruck
eines Fehlers der Erythrozyten selbst und kann somit Ausdruck einer
Blut-Anomalie sein. Bei so vielen Werten (ber 36 g/dl ist die
Fehlbestimmung als Ursache jedoch ausgeschlossen.

Hohe MCHC-Werte gibt es nur als Artefakt bei Fehlbestimmung
durch das Labor oder durch ,Fehlverhalten® der Erythrozyten. Im
Lehrbuch von Prof. Dr. Lothar Thomas heiBt es woértlich auf Seite
680: ,Erhéhte MCHC: Wird gefunden bei hochtitrigen
Kélteagglutininen und bei hereditérer Spharozytose.“ Erganzen muss
man hier, dass mit der Spharozytose hier die erythrozytaren
Membranopathien als Gruppe gemeint sind, und dass noch die
Hamoglobin-CC-Anomalie erganzt werden muss (Frau Dr. Dickerhoff,
Bonn, Disseldorf).

Bei der Sphérozytose entsteht der erhdhte MCHC-Wert (also die
erhéhte Hamoglobinmenge pro 100 ml Erythrozyten) dadurch, dass
Wasser durch die etwas defekte Membran der Erythrozyten austritt.
Dies passiert nur, wenn die Zellmembran der Erythrozyten geschéadigt
wird und FlUssigkeit aus den Zellen ausstrdmen kann und sich durch
die intrazellulare Austrocknung der Hdmoglobinmenge im Erythrozyt
scheinbar erhéht. Wegen dieser Gegebenheit ist der MCHC-Wert ein
so wichtiger Indikator einer leichten Hamolyse auf der Basis einer
Schadigung der Zellwand.

Bei Frau Pechstein verbleibt keine andere Differentialdiagnose als
eine hamolytische Konstellation. Der MCHC-Wert ist bei Frau
Pechstein in allen Labors hoch. Er liegt meist im oberen
Grenzbereich, oft im pathologisch hohen Bereich.

Die Abbildung macht schon deutlich, dass der MCHC-Wert bei
Trainingskontrollen mit einem Mittelwert von 36.7 g/dl besonders
hoch ist gegentber 35.7 g/dl bei Top-Ereignissen und 35.5 g/dl bei
Weltcup-Veranstaltungen.
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Abbildung: Verlauf des MCHC-Wertes von 2000 bis 2009 je nach Abnahmesituation
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5.2

Verlauf Blutwerte

Die Retikulozytenzahlen steigen tendenziell Gber 10 Jahre hinweg
- die Hamoglobinwerte fallen tendenziell in der gleichen Zeit

Die Hamoglobinwerte Gber 10 Jahre hinweg von der ISU gemessen
tendieren im Lauf der zehn Jahre nach unten, die
Retikulozytenzahlen nach oben.

In der Funktion ,Trendlinie hinzufigen® im Excel-Programm zeigt sich
ein steigender Reti-Wert von 1.8 auf 2.2% Uber 10 Jahre, beim
Hamoglobinwert stellt sich ein Abwartstrend von 14.7 auf 14.4 g/dl|
dar. Dieser abfallende Hamoglobin-Trend bei steigenden
Retikulozyten spricht fir ein medizinisches Phanomen und gegen
Epo-Doping.

Hamoglobinwerte von 2000 - 2009
Normbereich Lehrbuch plus ISU-Grenzwert 12-16.5 g/dl
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5.3  Nach hohen Retikulozytenwerten Uber 2.4% steigt der
Hamoglobinwert nicht — er ist tendenziell niedriger
Wenn Doping mit blut-stimulierenden Substanzen wie Epo die
Erhdéhung der Retikulozytenzahl Uber die ISU-Grenzen verursacht,
muss der Hamoglobinwert um z.B. 1 g/dl und mehr steigen. Dies war
nie der Fall. Tatsachlich lag der mittlere Hamoglobinwert innerhalb
der n&achsten vier Wochen nach auffalligen Reti-Werten mit 14.3 g/dl
niedriger als in allen anderen Situationen (14.6 g/dI).
Entsprechendes qilt fir den Hamatokrit.
Wenn der Hamoglobinwert innerhalb eines Monats nach hohen
Retikulozytenzahlen tendenziell etwas niedriger ist, passt dies
keinesfalls zur Doping-Hypothese. Vielmehr ist diese Situation
verdachtig flr eine subklinische normalerweise nicht auffallende
hamolytische Konstellation.
Hemoglobin values at the time of high reticulocytes and
during the next 2-4 weeks. No hemoglobin determinations
evailable after episodes 2, 3, 5, and 9
W Hb at high retics @ Hb 2-4 weeks thereafter
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5.4  Vor hohen Hamoglobinwerten Gber 15 g/dl finden sich keine
auffallig hohen Retikulozytenwerte — sie sind tendenziell niedriger.

Es stellt sich die Frage: Wie hoch waren die Retikulozytenwerte
jeweils eine bis drei Wochen vor den héchsten Hamoglobinwerten der
Patientin.

Reticulocyte counts 1 - 3 weeks prior to 12 episodes
of relatively high hemoglobin levels above 15 g/dl -
no reticulocyte counts available prior to episodes 1 ,3,6,7,and 8
4 -
¥ 3
7
2
o
3 2 N < PY <
3 2
= 4 L 4
Q ]
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Wenn die héchsten Hamoglobinwerte der Sportlerin Ausdruck von
Epo-Doping waren, kdnnte sich dies durch hohe Retikulozytenzahlen
in der Zeit davor verraten. Dies ist allerdings nicht zwangslaufig der
Fall. Bei sehr niedrig dosierter Dauertherapie mit Epo muss die
Retikulozytenzahl nicht zwangslaufig hoch sein (siehe auch Prof. Dr.
Jelkmann).

Die Zahl der Retikulozyten lag vor hohen Hamoglobinwerten immer
im Bereich zwischen 1.3 und 2.3%, der Mittelwert betragt 1.8% und
ist damit niedriger als in anderen Situationen (2.0%).

Insgesamt spricht die Konstellation mit fehlendem bzw. sogar
tendenziell niedrigerem Hamoglobinwert nach hohen
Retikulozytenzahlen deutlich fir eine medizinische Ursache der
hohen Zahlen.
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5.5  Weitere Parameter zur Differenzierung zwischen epo-induzierten
und physiologischen bzw. Spharozytose-Veranderungen

Hyperchrome Zellen Hyperchrome/hyperdense Erythrozyten sind bei jedem Menschen zu

Reti-Hamoglobin

CHCMr

finden. Es sind dies durch Wasserverlust geschrumpfte Zellen. Diese
Zellen sind zugleich die Indikatorzellen fur die verschiedenen Formen
der Spharozytose. Davon betroffene Patienten haben einen Anteil
von 5-55% hyperchromer Erys (Cynober et al J. Lab. Clin 1996).

Bei der Messung in Hamar lag der Anteil hyperchromer Erys bei
5.6%. Bei der Messung im Labor 28 lag er 2009 bei 6.5%. Vor 10
Jahren am 4. Februar 2000, wurden nach Unterlagen der Doping-
Kontrolleure 16.2% gezahlt; es ist dies eine der wenigen
Untersuchungen, von der mir eine Kopie des Laborwertausdrucks
vorliegt. Dies ist mehr als in der Allgemeinbevélkerung; der
Normbereich geht fir einige Autoren bis 2.5%, einzelne geben Werte
bis 4% als normal an.

Die Reti-Hamoglobinmessung ist zusatzlich von Bedeutung, weil
beim Epo-Doping tendenziell wenig Hamoglobin in den Uberstirzt
gebildeten Zellen vorhanden ist. Die Zellen sind dann tendenziell
wasserreich und hdmoglobinarm. In Hamar lag der Hamoglobingehalt
der Retikulozyten mit 34.2 pg im oberen Grenzbereich.

CHCMr gibt den mittleren zellularen Hamoglobingehalt pro 100 ml
Retis an. Er ist bei Epo-Doping besonders niedrig. In Hamar war
dieser Wert mit 33.4 g/dl erh6ht gemessen worden.

5.6 Bewertung/Abgleich der Daten der Doping-Kontrollen mit Dr.
Weimanns Befunden

Bewertung

Alle medizinischen Daten der Doping-Kontrollen passen exakt in das
Bild der neuen Weimann-Befunde einer hereditdren Membranopathie
vom Typ einer Sphéarozytose:

e Uber 10 Jahre hinweg tendenziell fallende Hamoglobin- und
Hamatokritwerte bei gleichzeitig tendenziell steigenden
Retikulozytenwerten als Ausdruck einer leichten
Verschlechterung der Hamolyse-Situation.

e Wechselnd hohe MCHC-Werte als Standard-Labor-Auffalligkeit
bei Membranopathien

e Hamoglobin nach hohen Retikulozyten niedriger als nach
normalen, weil die hohen Retikulozytenwerte Ausdruck einer
verstarkten Nachproduktion zerfallener Erythrozyten sind.

e Vor hohen Hamoglobinwerten niedrigere Retikulozytenzahlen,
weil die hohen Hamoglobinwerte Ausdruck der Tatsache sind,
dass in den letzten Wochen weniger Zellzerfall stattgefunden hat.

e Vermehrt hyperchrome Zellen.
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6

Zum CAS-Verfahren erstellte arztliche Gutachten

Gegenuberstellung/Abgleich der Befunde Dr. Weimanns mit
den vorher erstellten arztlichen Gutachten

Mir liegen folgende Gutachten vor, anhand derer ich die Diagnose einer hereditéren
Membranopathie Uberprift habe:

6.1

e  Gutachten Professor Dr. D'Onofrios vom 22. August 2009

e Vorlaufiger Bericht Professor Dr. Schrezenmeiers vom 30. Juli
2009 sowie seine Stellungnahme vom 6. Dezember 2009

e  Gutachten Professor Dr. H. Heimpel vom 11. Februar 2010

e  Gutachten Professor Dr. Christof Dame

e  Gutachten Professor Dr. Walter Schmidt vom 20. Oktober 2009
e Bericht Professor Dr. Lothar Récker Juli bis September 2009

Prof. Dr. D’Onofrio, Katholische Universitat zu Rom

Prof. Dr. D’Onofrio kommt in seiner zusammenfassenden Wertung
auf der Basis der damals vorliegenden Befunde zu der Einschéatzung,
die Retikulozytenzahlen in Hamar 2009 seien auf Doping
zurlckzuflihren. Er listet aber auch detailliert alle medizinischen
Befunde auf, die fir eine hamolytische Konstellation im Sinne einer
hereditaren Spharozytose sprechen kénnen. Diese Aspekte seiner
Stellungnahme vom 22. August 2009 sollen hier dargestellt werden.

Er schreibt an mehreren Stellen, dass neben Doping als Ursache der
erhdhten  Retikulozytenzahlen aus der Gruppe der Vvielen
hamolytischen Andmien nur eine hereditare Sphéarozytose
(Kugelzellenanédmie) in Betracht kommt. Die Kugelzellenandmie sei
die haufigste angeborene hamolytische Anadmie in Nordeuropa mit
einer Pravalenz (Haufigkeit) von 1:2000. Er bemiht sich sehr darum,
bei den Richtern des CAS Verstandnis fir diese schwierige
Erkrankung zu vermitteln. Er macht mehrfach deutlich, dass diese
Erkrankung die zentrale Alternativ-Erklarung fir die erhdhten
Retikulozytenzahlen ist — nicht fur Doping-Verdachtige im
allgemeinen, sondern speziell bei Frau Pechstein.

Er beschreibt klinisches Bild, pathophysiologisches Prinzip,
genetische Grundlagen, Proteindefekte, Laborkonstellationen und
spezielle Testverfahren zum Nachweis.

Er kritisiert, dass Frau Pechstein sich nicht adaquat schnell um die
Durchfihrung der entsprechenden Untersuchungen bemuht habe.

Besonders wichtige, kritische Passagen zitiere ich in Englisch, der
Originalsprache der mir vorliegenden Gutachtenversion.

Folgende Untersuchungsdaten zitiert er:

25




Zitat der Daten des Schweizer Labors flir Doping-Analysen am 16. April 2009

e hoch-normaler MCHC-Wert: 35.7 g/dl,
e rare echino-spherocytes on the peripheral blood film”,
e “serum Epo in the high normal range ...”

e normales Bilirubin

Uber die Daten von Prof. Dr. Schrezenmeier schreibt Prof. Dr. D’Onofrio

e Retikulozyten 2.45% (oberhalb des internen Normbereiches)

e _MCHC is increased (37.3 g/dl), as it inconstantly was in former
test results; this is in favour of spherocytosis (and it is not a proof
of analytical error)”

e “Several spherocytes are present on the peripheral blood film,
another element which is in favour of spherocytosis; spherocytes
are absent in normal blood.”

Zitat zu hyperchromen Zellen

Conclusions

Er schreibt, in einer limitierten Zahl von durchgefiihrten
Untersuchungen gebe es Informationen Uber den Prozentsatz
hyperchrome Zellen (typisch fir Kugelzellenanamie HS); dabei seien
erhdhte Werte festgestellt worden. Speziell zu Hamar 2009 schreibt
er: , .. in the Hamar ADVIA reports of 6 and 7 February 2009, they
are above 5%."

Seine “Conclusions” beginnen folgendermaBen: ,From a medical and
hematological standpoint, as stated since my first Expert Opinion of
May 25, two possible explanations remain valid for the exceedingly
variable and occasionally high reticulocyte counts observed in the
Appellant (Kommentar: “the Appellant”; das ist Frau Pechstein): one
is blood doping, the other one is a compensated congenital hemolytic
blood disorder (in particular spherocytosis). Some findings including
slightly increased Advia MCHC and hyperchromic cells, the findings
of even a few spherocytes on the blood film (although | could not
personally verify it), can be observed in a patient with compensated
spherocytosis.”

Original sieht sein anschlieBender Text folgendermafBen aus:

In conclusion, the increase in reticulocytes associated to the above mentioned

findings can indicate;
1) blood doping

2) hereditary spherocytosis {or one of its variants).

Im Anschluss beklagt er sich durchaus verstandlich, dass ihm die
Untersuchungsergebnisse zum Zeitpunkt seiner Gutachten-Erstellung
noch nicht vorliegen. Er halt eine kongenitale hamolytische
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Erkrankung far ,quite unlikely“. Er fahrt fort mit den Worten: ,,The
study of red cell membrane, anyway, available in several
laboratories in Europe, could be carried out to definitely rule it
out (or confirm it).” (Hervorhebung durch mich).

6.2 Prof. Dr. Hubert Schrezenmeier Transfusionsmedizin Ulm

Pathol. Befunde

Erganzungen

Vorlaufiger Bericht vom 30.07.2009

Pulmonale Spastik (Asthma) mit Medikation von Symbicort und
Salbuhexal. Dies ist eine Kombination zur Inhalation bestehend aus
,<cortison* und ,Betamimetikum®, beides Medikamente zur
Erweiterung der Bronchien. Haufige Infekte im Winter. Aufféllige
Zyanose (Blauverfarbung) von Lippen, Zunge und Wangen bei Atem-
Maneuvern.

Nachgewiesene Hamolyseparameter: hoher MCHC-Wert und
erneute Retikulozytenvermehrung. Dazu Kugelzellen.

Erhdéhte Retikulozytenzahl und erneut erhéhter MCHC-Wert (Werte
nicht angegeben). Umfassende aber zum Berichtszeitpunkt noch
nicht komplette Diagnostik mit dem Ziel der Identifizierung einer
genau definierten hamolytischen Erkrankung ohne eindeutigen
pathologischen Befund.

Mit Datum vom 6. Dezember 2009 weist Prof. Dr. Schrezenmeier
darauf hin, dass er im Urteil des CAS falsch zitiert wurde. Er hatte
wiederholt erhéhte Retikulozyten und erhéhte MCHC-Werte
gemessen sowie mikroskopisch  Kugelzellen  (Sphéarozyten)
festgestellt.

In seiner Erganzung mit Datum vom 12.02.2010 bezieht er die
Befunde von Dr. Weimann ein und stellt fest, dass ,in der
Gesamtschau samtlicher Befunde, insbesondere auch bei
Berlicksichtigung des neu verfligbaren Auswertungs-Algorithmus ....*
diese vereinbar sind mit einer milden Form einer hereditaren
Spharozytose.

6.3  Prof. Dr. H. Heimpel

MCHC-Wert

Prof. Heimpel weist darauf hin, dass viele der bei Frau Pechstein
gemessenen MCHC-Werte oberhalb der Normgrenze liegen. Der
MCHC-Wert ist nur bei sehr seltenen Konstellationen erhéht. Hierzu
zahlen so genannte Kalte-Agglutinine, die das Blut an kalten
Korperteilen (Lippen, Ohren) verklumpen und zerstéren sowie
Veranderungen der Erythrozytenstruktur wie z.B. bei der
Kugelzellenanamie.

Epo-Doping kann diese Veranderungen nicht auslésen. Es flhrt beim
MCHC-Wert wenn dann zu gegenteiligen Effekten.
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Zusammenfassung

Prof. Heimpel wertet dies als ein Beleg daflir, dass die Erythrozyten
von Frau Pechstein nicht normal sind und zweitens eine sicher nicht
durch Epo verursachte Veranderung aufweisen.

Die niedrig-normalen und zum Teil pathologisch niedrigen
Haptoglobinwerte ergénzen die auf eine leichte Hamolyse
hindeutende Konstellation. Es wird zuséatzlich noch darauf
hingewiesen, dass eine Verdopplung des Hamoglobinabbaus im
Vergleich zum Gesunden erforderlich ist, um den Haptoglobinwert
sinken zu lassen. Dies entspricht einer milden bei anderen Menschen
nicht auffallenden Hamolyse.

Prof. Heimpel zitiert Daten, nach denen 1% der Nordeuropéer eine
Konstellation zwischen normal und Kugelzell-Andmie haben bei
Beschwerdefreiheit und Screening-Blutuntersuchung.

Zuséatzlich weist er die Behauptung von Prof. Dr. d’Onofrio zurlck,
negative erythrozytdre Membran-Untersuchungen kdénnten eine
Erythrozytenerkrankung ausschlieBen.

In seiner erganzenden Stellungnahme vom Februar 2010 nach
Vorliegen der Daten von Dr. Weimann sieht er seine urspriingliche
Einschatzung voll-umfanglich bekraftigt, dass eine Membranopathie
vom Typ hereditare Spharozytose vorliegt.

6.4 Prof. Dr. Christof Dame, Charité-Universitdtsmedizin Berlin

Vorgehen

Ergebnisse

Sechs Untersuchungen von Blutbild und Epo-Spiegel sowie
molekularbiologische Untersuchungen

Kein SNP (single nucleotid polymorphism) im Exon 8 des Epo-
Rezeptor-Gens somit kein Anhalt fir Hypersensitivitdit gegentber
Epo.

Kein SNP im Promotor-Gen des Epo-Rezeptors.

Kein SNP im regulatorisch wirkenden Intron1 des Epo-Rezeptors-
Gens.

Im Epo-Gen-Locus wurden ein Polymorphismus auf beiden Allelen
des Epo-Enhancers nahe dem HRE nachgewiesen. Nach Angaben
von Prof. Dr. Dame ist nicht auszuschlieBen, dass dieser
Polymorphismus bei sportlicher Belastung oder Hypoxie die
endogene Epo-Synthese modifiziert.

Ein weiterer Polymorphismus, der mit erhéhten Epo-Spiegeln
assoziiert ist, wurden auf beiden Allelen des Epo-Promotors
nachgewiesen.
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Fazit:

6.5

Prof. Dr. Dame stellte bei Frau Pechstein zwei homozygote, von
Vater und Mutter vererbte, Veranderungen im Erythropoetin-Gen fest,
von denen eine das Gen sicher aktiviert und es fir die andere
unbekannt ist, welchen Einfluss sie hat.

Fazit ist, dass bei Frau Pechstein eine Konstellation vorliegen kann,
bei der bei vermindertem Blut-Sauerstoff UberschieBend
Erythropoetin  gebildet wird und damit die Retikulozyten in
pathologische Bereiche gehoben werden kénnen. Da der
Sauerstoffmangel bei der Sportlerin (siehe Prof. Dr. Schrezenmeier:
Zyanose, Asthma) jeweils nur kurzzeitig auftritt, ware verstandlich,
dass der Effekt nicht auf den Hamoglobinwert durchschlagt.

Prof. Dr. Walter Schmidt, Institut fir Sportwissenschaft,

Vorgehen

Sein Reslimee lautet

Fazit:

6.6

Retis

Universitat Bayreuth

Prof. Dr. Schmidt hat die ISU-Blutwerte von Claudia Pechstein
insbesondere die von Hamar analysiert.

Bei statistischer Betrachtung (z-score) sind die Hamar-Daten sicher
verschieden von der Parasotti-Doping-Gruppe mit Epo-Doping Uber
24 Tage; die Irrtumswahrscheinlichkeit dieser Aussage wurde von
Prof. Dr. Schmidt mit zwischen 1% und unter 0.0001% berechnet.

Bei einem zweiten Vergleich mit einer anderen 10-Tage-Epo-Doping-
Gruppe von Parisotto (2000b) ergab sich ebenfalls ein signifikanter
Unterschied. Die Irrtumswahrscheinlichkeit dieser Festlegung
.Parisotto-10-Tage-Epo-Doping ist ausgeschlossen® wurde von ihm
mit 5% berechnet.

Bei einem dritten Vergleich mit Epo-Daten von Breymann 1996 mit
Kurz-Doping (2 Applikationen) ergab sich ein gleichartiges Ergebnis.

Die Retikulozytenzahlen in Hamar sind abnorm. Die zusétzlichen
weiteren Veranderungen der Erythrozyten und Retikulozyten sind
nicht typisch fir Epo-Doping. Die erhéhten Retikulozytenzahlen sind
nicht notwendigerweise Folge von Epo-Doping.

Prof. Dr. Lothar Récker — Labor 28 — Berlin: Juli — September

2009

In der Zeit vom 21. Juli bis 25. September wurden regelméBig
Blutbild-Untersuchungen durchgefiihrt. Bei Untersuchung mit dem
Advia-Gerat lag der Hamoglobin-Mittelwert bei 13.8 g/dl, die

Retikulozyten wurden im Mittel bei 2.09% gezahlt. Vier von 11
Retikulozytenmessungen zeigten Werte oberhalb der ISU-Grenze
von 2.4%. Dabei wurde vom 11.08.2009 an regelmaBig der
Erythropoetinspiegel kontrolliert.
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Gerate-Vergleich

Nach submaximaler Belastung am 21.7.2009 sowie am 19.9.2009
dokumentiert sich ein Retikulozyten-Anstieg in den n&chsten Tagen
von 1.4% auf 2.6% im Juli und von 1.9 auf 2.6% im September.

Hohe Werte finden sich aber nicht nur nach besonders starker
Belastung sondern unabhangig davon z.B. 11. August und am 16.
September. Es gibt somit auch belastungsunabhéangig hohe
Retikulozytenwerte.

Haptoglobin ist ein auBerst empfindlicher Hamolyse-Indikator, weil
dieses Protein freies Hamoglobin abfangt und abtransportiert. Das
Messprinzip funktioniert so, dass nur das freie Haptoglobin gemessen
wird, welches kein aus Erythrozyten freigesetztes Hamoglobin
transportiert.  Bei leichten Hamolysen ist der Haptoglobinwert
erniedrigt, bei mittelgradigen ist freies Haptoglobin gar nicht mehr
nachweisbar. Frau Pechstein liegt bei den Messungen im Labor 28
immer im untersten Normbereich bzw. darunter.

Im Labor wurden Blutbilduntersuchungen simultan an zwei
verschiedenen Geréaten durchgefiihrt, einerseits am Advia-Gerat, das
meist bei Doping-Kontrollen verwendet wird sowie an einem Sysmex-
Gerat.

Vergleich der Retikulozytenwerte simultan gemessen mitzwei | ¢ Sysmex
verschiedenen Geraten (Prozentwerte) B Advia
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Dabei zeigten sich die Retikulozyten bei Frau Pechstein am Sysmex-
XE2100-Gerét deutlich niedriger. Der Mittelwert betrug 1.3%
gegeniber 2.2% bei paralleler Messung am Advia. Dieser
Unterschied ist wesentlich grdBer als bei Normwertkollektiven
gemessen mit beiden Systemen. Dabei ist der Unterschied marginal
wenn Uberhaupt vorhanden und liegt in der GréBenordnung von bis
0.4%.
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Kommentar

Advia-Prinzip

Ein zusatzliches Phanomen fallt auf. Der oben dargestellte Anstieg
der Retikulozyten nach Belastung zeigt sich nur beim Advia-Gerat.
Auch bei diesen Werten zeigt sich, dass die Erythrozyten von Frau
Pechstein abnormal sind und zwar ganz besonders unter oder nach
Belastung, weniger in Standard-Situationen.

Dabei zeigten sich die Retikulozyten bei Frau Pechstein am Sysmex-
XE2100-Gerat deutlich niedriger. Der Mittelwert betrug 1.3%
gegenlber 2.2% bei paralleler Messung am Advia. Dieser
Unterschied ist wesentlich gréBer als bei Normwertkollektiven
gemessen mit beiden Systemen. Dabei ist der Unterschied marginal
wenn Uberhaupt vorhanden und liegt in der GréBenordnung von bis
0.4%, wie Normwertstudien bei Gesunden gezeigt haben.

Ein zusatzliches Phanomen fallt auf. Der oben dargestellte Anstieg
der Retikulozyten nach Belastung zeigt sich nur beim Advia-Gerat.

Die Abgrenzung der Retikulozyten erfolgt beim Advia-Gerat und bei
dem der Firma Sysmex unterschiedlich. Um den Unterschied zu
verstehen muissen einige Fakten erlautert werden. Wie an anderer
Stelle erlautert besteht der definierende Unterschied zwischen
Erythrozyt und Retikulozyt darin, dass letzterer noch RNA enthélt, die
im Zahl-Automaten mit Fluoreszenz-Farbstoffen angefarbt wird. Ein
Retikulozyt baut die RNA in vier Tagen ab und ist dann ein reifer
Erythrozyt — davon drei Tage im Knochenmark und ein Tag im Blut.
Ein Retikulozyt unterscheidet sich vom reifen Erythrozyt nicht nur
durch die RNA sondern auch dadurch, dass er gréBer ist. Im Laufe
seiner Reifung gibt er Flissigkeit ab.

Beim Advia-Gerét basiert die Trennung zwischen Erys und Retis nur
auf der Farbstoff-Aufnahme charakterisiert durch die senkrechte
trennende Linie zwischen Erythrozyten und LFR (low fluorescence
reticulocytes). MFR und HFR stehen fir medium und high FR (Bild
etwas schlecht fotografiert aus dem Lehrbuch von Lothar Thomas).

Jeder Punkt der nachfolgenden Abbildung steht flr einen Erythrozyt
oder Retikulozyt. An der Y-Achse findet sich der Hinweis ,Streulicht”
beim Advia bzw. ,FSC* beim Sysmex; das soll bedeuten, je weiter
oben eine Zelle abgebildet wurde, desto gréBer ist sie. Je weiter
rechts sie liegt, desto mehr Farbstoff hat die RNA gebunden, desto
unreifer ist sie also. Siehe nachstehende Abbildung.
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Sysmex-Prinzip

Retikulozyter

|
LFR MFR HER

Ein zusétzliches Problem kommt hinzu. Wie die nachfolgende
Abbildung der Retikulozytenzahlung vom 6. Februar 2009, die zur
Dopingsperre flhrte, zeigt, werden beim Advia-System die groBen
Erythrozyten und Retikulozyten von der Auswertung ausgeschlossen
— symbolisiert durch die die Zellwolke schneidende Gerade.

Retic Scatter Absorption |

Beim Sysmex-Gerét (siehe Abbildung unten) wird bei der Ery-Reti-
Unterscheidung die Zellgr6Be in einer dynamischen Weise
bertcksichtigt, wie die gebogen verlaufende Trennlinie zwischen blau
dargestellten Erys und pink-farbenen oder und roten Retis zeigt (bei
Schwarz-weiB-Druck sicher schlecht zu sehen). Das heiBt ganz
konkret, groBe Zellen mit nur noch ganz wenig RNA-Anférbung
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werden vom Sysmex-Gerat als Erythrozyt und vom Advia-System als
Retikulozyt gezahlt.

Nun kommt hinzu, dass bei einige hereditaren Membranopathien z.B.
vom Typ der Sphérozytose der Metabolismus des Farbstoffs gestort
ist. Der Membrandefekt hat Einfluss sowohl auf den schnellen Eintritt
des Fluoreszenzfarbstoffes in die Zelle als auch auf den Austritt des
Farbstoffes, der nicht an RNA gebunden wurde. Deshalb kénnen
solche Patienten eine zu niedrige Fraktion ,unreifer Retikulozyten®
haben. Darauf beruht auch der Reti%/IRF-Quotient von Dr. Weimann.
Patienten mit Kugelzellenandmie haben natirlich  unreife
Retikulozyten; nur die Messverfahren unterschéatzen sie.

Als nachstes muss daran erinnert werden, dass Retikulozyten auch
gréBer sind als reife Erythrozyten. Das heiBt innerhalb eines Tage
geben sie viel Flussigkeit ab und werden dadurch kleiner.
Spharozytose-Retikulozyten, die den Fluoreszenz-Farbstoff schlecht
aufnehmen oder halten kénnen, sind groB und haben wenig
Fluoreszenz. In obiger Abbildung habe ich eine Stelle mit Kreis und
Pfeil markiert, an der solche Zellen liegen. Das Advia z&hlt sie als
Retis, das Sysmex-Gerat als reife Erythrozyten (siehe Muster-Zelle
mit Punkt und Pfeil).

Wahrend bei Normalpersonen bei der Reti-Zahlung kaum
Unterschiede zwischen den Gerate-Typen Advia und Symex
bestehen (siehe Normwertstudien), sind diese bei hereditarer
Spharozytose aus mess-technischen Griinden groB.

Zusammenfassung Retikulozytenzahlung mit Advia und Sysmex-Systemen

Die beiden Geratetypen farben und z&hlen die Retikulozyten auf
unterschiedliche Weise. Die beobachteten Unterschiede sind in
Normwertstudien dennoch minimal und ohne Relevanz. Dies findet
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Hyperchrome Zellen

Reti-Hamoglobin

seinen Ausdruck auch in den Normbereichen, die in Lehrblchern
angegeben sind.

Eine Ausnahme davon scheinen jedoch Menschen mit Spharozytose
zu sein. Einschrankend muss aber festgestellt werden, dass diese
Aussage nach Kenntnis des Autors nur auf limitierten bei Frau
Pechstein gewonnenen Daten beruht und eine Generalisierung erst
erlaubt ist, wenn der Befund auf breiterer Basis bestétigt ist.

Bei Frau Pechstein ist der Unterschied zwischen beiden Systemen
bei paralleler Messung groB.

Bei acht Messungen wurde der Anteil hyperchromer Erythrozyten
bestimmt. Der Prozentsatz lag zwischen 3.3 und 11.1% bei einem
Mittelwert von 6.5%. Dies ist deutlich mehr als in der
Allgemeinbevélkerung; der Normbereich geht fir einige Autoren bis
2.5%, fur andere bis 4%. Damit wurde der Hamar-Befund in Richtung
hamolytische Konstellation auch mit diesem Parameter bestatigt.

Die Retikulozyten-Hamoglobinmessung ergab wie in Hamar immer
Werte im oberen Grenzbereich bei 34.2 pg.

6.7 Bewertung/Abgleich der vorherigen arztlichen Gutachten mit Dr.
Weimanns Befunden

Bewertung

Alle arztlichen Gutachten passen exakt in das Bild der neuen
Weimann-Befunde einer hereditaren Sphéarozytose. Die
Retikulozytenzahlen sind wechselnd hoch normal oder erhdht wie
auch bei den Doping-Kontrollen. Kugelzellen, aber wenige, wurden im
Blutausstrich gesehen in zwei verschiedenen Institutionen, eine
davon einem speziellen Doping-Labor. Der wichtige Haptoglobinwert
ist immer wieder niedrig. Die erythrozytéren Spezialparameter passen
auch.
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7 Bewertung der arztlichen Gutachten zu Claudia Pechstein

7.1 Fakten, Uber die Gutachter-Konsens besteht

Die Gutachten von Prof. Dr. Dame und Prof. Dr. Schmidt haben eine
andere Zielrichtung und werden daher hier nicht in der
GegenUberstellung aufgefihrt.

Die arztlichen Gutachten von Prof. Dr. D’Onofrio, Prof. Dr. Heimpel,
Prof. Dr. Schrezenmeier, Prof. Dr. Rdcker, Dr. Weimann sowie
meines und das hier nicht wiedergegebene von Prof. Dr. Tichelli,
Basel, stimmen weitgehend darin Uberein, dass bei Frau Pechstein
Veranderungen des Blutbildes bestehen, die zumindest verdachtig
sind fir das Vorliegen einer hereditdren Sphérozytose oder einer
Variante dieser Anomalie.

Einigkeit besteht darin, dass folgende Befunde den Verdacht auf das
Vorliegen der Anomalie nahe legen:

e immer wieder erhdhter MCHC-Wert,
e oft vermehrte Zahl so genannter hyperchrome Zellen,

e teils erniedrigter Haptoglobinspiegel (allerdings Durchfiihrung
der Messung ohne Uberwachung durch ISU-Gutachter, wie im
CAS-Urteil moniert)

e oft erhdhte Retikulozytenzahl (allerdings auch alternativ
verursachbar durch aktivierendes Blutdoping)

Waéhrend die anderen Gutachter vom Vorliegen einer erythrozytaren
Membranopathie vom Typ Sphéarozytose ausgehen, konnte Prof. Dr.
D’'Onofrio zumindest auf der zum CAS-Verfahren vorliegenden
Datenbasis eine solche Diagnose nicht stellen.

7.2 Fakten, Uber die Gutachter-Dissens besteht

Ja oder nein

Das klassische Bild einer leichten bis mittelschweren Sphéarozytose
liegt selbstverstandlich nicht vor. Die zentralen die Anomalie
nachweisenden Tests haben ein unauffélliges Ergebnis erbracht. Von
daher ist zunachst verstandlich, wenn ein Kollege sich der
Membranopathie-Diagnose nicht voll anschlieBen kann. Die Studien
der letzten 15 Jahre haben hier jedoch zu einem kompletten Wandel
des Spharozytose-Bildes im Bereich der ganz milden
Erkrankungsformen gefuhrt.

Sieht man sich die verdffentlichten Studien und wissenschaftlichen
Reviews zur Thematik an, wird klar, sie wurden Uberwiegend unter
dem Aspekt geschrieben, hier sind offensichtlich erkrankte Menschen
— welche Befunde liegen vor? Dann heiBt es zum Beispiel: bei 90%
der Patienten war die Membrandiagnostik mittels SDS-PAGE
pathologisch. Konkret heiBt das, bei 90% aller Patienten aller
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Hohe der Retizahl

Zentrale Frage:

Schweregrade war die Untersuchung pathologisch. Das heiBt nicht,
dass sie bei 90% aller asymptomatischen Patienten aufféllig war.

Bei Frau Pechstein wird nach meiner Kenntnis erstmals in einem
Individualfall die umgekehrte Frage gestellt: Hat diese &uBerst
erfolgreiche  Ausdauer-Sportlerin ~ mit  offensichtlich  &uBerst
leistungsféahigem Herz-Kreislauf-Blut-Muskel-System eine Anomalie
der Erythrozyten. Liegt hier eine ganz milde asymptomatische
Erkrankung vor.

Und zweitens: Wenn die Erkrankung ganz mild ist, erklart sie dann
die ,ganz leicht“ oder ,ganz stark® erhéhten Retikulozytenwerte. Bei
der Frage der Retikulozytenwerte gibt es zwei diametral
unterschiedliche Perspektiven. Die Perspektive der Doping-Fahnder
und die der Hamatologen: Fir Doping-Fahnder sind 3.5%
Retikulozyten ein stark erhdéhter Wert, der zunéchst einmal einen
starken Dopingverdacht begriindet. Fiir Himatologen dagegen ist der
gleiche Prozentsatz nur geringgradig erhoht, weil wir es ansonsten
bei Krankheiten mit vorzeitiger Zerstérung der Erythrozyten mit
Retikulozytenzahlen um 4 bis 10% oder mehr zu tun haben. Wenn
dementsprechend in einem Lehrbuch oder Ubersichtsartikel von einer
nur leicht erhéhten Retikulozytenzahl die Rede ist, liegt dieser
Beurteilung naturgeman die hamatologische Perspektive zu Grunde.

Der ISU-Gutachter im CAS-Verfahren, Prof. Dr. D’Onofrio, war die
wesentliche Stiitze des Urteils, das die ISU-Doping-Sperre fir Frau
Pechstein im CAS-Verfahren bestatigte. Der zentrale Satz seines
oben dargestellten Gutachtens vom 22. August 2009 lautet ,,The
study of red cell membrane, anyway, available in several
laboratories in Europe, could be carried out to definitely rule it
out (or confirm it).”

Dieser Satz ist deshalb entscheidend, weil SDS-PAGE und Lyse-
Tests bei Frau Pechstein unaufféllig waren. Ist damit jedoch eine
Spharozytose ausgeschlossen?

Es stellt sich also die Frage, ist es richtig, dass man durch
Untersuchung der “red cell membrane” eine Sphéarozytose
ausschlieBen kann. Zweite Frage ist, was ist mit ,study of red cell
membrane® gemeint. Meint er SDS-PAGE, meint er die Lyse-Tests?
Die Untersuchungstechnik sei ,available in several laboratories in
Europe®. Aus der Formulierung, die Untersuchung sei in ,several*
Labors in Europa mdglich, l&sst sich schlieBen, dass er die SDS-
PAGE meint. Denn alle anderen Untersuchungen sind in ,many
laboratories mdéglich. Nur SDS-PAGE-Untersuchung ist auf ,several
laboratories in Europe” beschrankt.

Die Antwort auf die zentrale Frage lautet: Nach Meinung von
Lehrbuchautoren und von Autoren von Ubersichtsarbeiten kann durch
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Zentrale Antwort

die geforderten Untersuchungen zwar eine Spharozytose bewiesen
aber nicht durch negative Ergebnisse ausgeschlossen werden. Kann
man keinen der bekannten Protein-Defekte nachweisen, ist ein noch
nicht beschriebener nicht ausgeschlossen.

Zur Verdeutlichung der Problematik sei auf das jedermann bekannte
Beispiel der Hepatitis-Formen verwiesen. Friher kannte man nur die
Hepatitis-Viren A und B. Es wéare vermessen gewesen, hatte man
damals bei fehlendem Virusnachweis dem Patienten gesagt, Sie
haben keine Virus-Hepatitis. Die Gastroenterologen waren so klug, in
solchen Fallen die Diagnose einer NonA-NonB-Hepatitis zu stellen.
Heute geht das etwas genauer. Nun ja, das sollten wir Hamatologen
auch koénnen.

Es gibt keine Untersuchung, durch die eine Sphéarozytose
ausgeschlossen werden kann. Jede Untersuchung hat insbesondere
bei ganz milden Formen Licken. Nachfolgend sind die Belege dafir
aufgefihrt. Die Belege hohe MCHC-Werte, oft erniedrigtes bzw.
grenzwertig niedriges Haptoglobin, viele hyperchrome Zellen,
passender  HS-Screening-Index,  erhdhter  Ret-IRF-Quotient,
Familienanamnese (und Retikulozytenzahl)(letztere in Klammern
wegen der alternativem Mdoglichkeit der Verursachung durch
Blutdopings) belegen die erythrozytare Membranopathie im Sinne
einer Sphéarozytose.
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Wissenschaftliche Belege

Wissenschaftliche Belege daflir, dass das bei Frau Pechstein vorliegende
klinische und labor-technische Bild einer ganz milden Spharozytose
entspricht bzw. dem Bild eines Merkmalstrager bei rezessiv vererbter
Variante

8.1

Fazit

Zitate

Lehrbuch U.S.A.: Wintrobe’s Clinical Hematology, 12. Auflage, 2009
Kapitel 31. Autor: Gallagher PG

Dem Lehrbuch-Kapitel entsprechend hat Frau Pechstein eine
Spharozytose-Konstellation, die zu ,Carrier” und mit Einschréankung
zu ,mild HS" passt. Fir ,mild HS" ist die Retikulozytenzahl nicht hoch
genug. Auch sind dabei die Lyse-Tests oft positiv, was bei der
Sportlerin nicht der Fall ist.

Hyperdense/hyperchrome Erythrozyten sind in Verbindung mit dem
MCHC-Wert das wichtigste diagnostische Instrument fiir milde Félle
von Kugelzellen-Anomalie.

Blutzell-Diagnostik: “Histograms of hyperdense erythrocytes
(MCHC >40 g/dl)” (Kommentar: Damit ist der MCHC der individuellen
Zellen gemeint, der CHCM, sonst wird eine hdhere strengere Grenze
von 41 g/dl angegeben) obtained from laser based cell counters have
been used as a screening test for HS and, when combined with an
elevated MCHC, has been claimed to identify nearly all cases of HS”
(Seite 918). Es gibt Falle ohne Auffélligkeit bei der SDS-PAGE.

Zur Biochemie: “The primary lesion in HS erythrocytes is caused by
membrane protein defects that result in membrane instability. The
first biochemical defect recognized in patients with HS was spectrin
deficiency, and the degree of spectrin deficiency was found to
correlate with the extent of spherocytosis, the degree of abnormality
of the osmotic fragility test, and severity of hemolysis (Fig. 31.4)
(27,28, 31, 32, 33). In some cases, spectrin deficiency is the result of
impaired synthesis, whereas in other instances, it is caused by
quantitative or qualitative deficiencies of other proteins that integrate
spectrin into the cell membrane, especially ankyrin. In the latter case,
free spectrin is degraded, thereby leading to spectrin deficiency.
Analysis of red cell membrane proteins in patients with HS has
identified several major abnormal patterns: spectrin deficiency alone,
combined spectrin and ankyrin deficiency, band 3 deficiency, protein
4.2 deficiency,

or no obvious biochemical abnormality.

(Hervorhebung durch mich). Each of the variant subsets is associated
with mutations that result in different protein abnormalities and varied
clinical expression (Table 31.2) (34). A tabulation of these mutations,
searchable by gene or phenotype, is available at the Human Gene
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Mutation Database, Institute of Medical Genetics in Cardiff,
www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php.”

Table 31.2 Classification of Hereditary Spherocytosis (HS) (wdrtlich zitiert)

Carrier Mild HS Moderate HS Mod. Severe Severe HS
Hemoglobin (g/dl) Normal 11-15 8-12 6-8 <6
Reticulocytes (%) 1-3 3-8 8 10 10
Bilirubin (mg/dl) 0-1 1-2 2 2-3 3
Spectrin content 100 80-100 50-80 40-80 20-50
(% of normal)
Peripheral smear Normal Mild spherocytosis  Spherocytosis Spherocytosis Spherocytosis

poikilocytosis

Osmotic fragility Normal Normal or slightly ~ Distinctly Distinctly Distinctly

Fresh blood slightly increased increased increased increased
increased

Incubated blood Slightly Distinctly Distinctly Distinctly Markedly
increased increased increased increased increased
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8.2

Fazit

Zitate

Lehrbuch U.S.A.: Handin, Lux, Stossel: Blood - Principles and
Practice of Hematology, Kapitel 54, Autoren: Lux SE, Palek J. Seiten 1701-
1818. 1. Auflage 1995

Menschen mit Tragerstatus einer rezessiven Variante einer
Spharozytose haben nach Text dieses Lehrbuchs recht genau die
Konstellation von Frau Pechstein. Die mittlere Retikulozytenzahl
solcher Trager wird mit 2.1% +/- 0.8% angegeben.

Stille Trager der Sphérozytose-Anomalie haben meist verminderte
Haptoglobinspiegel, erhdhte Retikulozytenzahlen bei 2.1 +/- 0.8%
und leicht verminderte osmotische Resistenz. Sport kann die
Symptomatik verschlimmern. 30% von Patienten mit milder HS haben
keine Mikrospharozyten im peripheren Blut. Einige haben gar keine
Spharozyten (auch keine normal groBen). Auf die MCHC-Erhéhung
wird hingewiesen. Der Prozentsatz von hyperchromen Zellen wird als
zentrales und bestes Diagnoseverfahren fiir die Spharozytose
beschrieben.

Table 54.9 Clinical Classification of Hereditary Spherocytosis
(HS): Wértlich identisch zur Tabelle in Wintrobes Lehrbuch

“Silent carrier state: The parents of patients with nondominant HS
are clinically asymptomatic and do not have anemia, splenomegaly,
hyperbilirubinemia, or spherocytosis in peripheral blood smears. Most
do have subtle laboratory signs of HS, including slight reticulocytosis
(average 2.1% +/- 0.8%), diminished haptoglobin levels, osmotic
fragility, shortened acidified glycerol lysis time, and elevated
autohemolysis..... No single test is sufficient. Carriers can be
detected reliably only considering the results of a battery of tests”
(Seite 1756).

“Hemolysis may also be exacerbated by pregnancy or exercise, such
that it may impair athletic performance in endurance sports, even in
patients with mild disease” (Seite 1756).

“About 25 to 35% of patients with mild HS patients lack the
characteristic microspherocytes, in some no spherocytes are
detectable” (Seite 1758).

. but all patients have some dehydrated cells. These are best
revealed by instruments ...... which measure mean corpuscular
volume (MCV) by light scattering and provides a histogram of MCHC
that is sufficient, in our experience and others, to identify all or nearly
all HS patients. We find that this simple method is one of the easiest
and most accurate ways of diagnosing HS” (Seite 1758).
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8.3 Lehrbuch U.S.A.: Lilleymann J, Hann |, Blanchette V: Pediatric
Hematology, Kapitel 13, Autoren: Mentzer WC, Libin BH. Seiten 257-283. 2.

Auflage 1999

Fazit

Zitate Spharozytose

Zitate Xerozytose

In Bezug auf Frau Pechstein sind folgende Feststellungen von
Bedeutung: Der MCHC ist wichtig. Osmotische Resistenztests sind
nicht bei allen Patienten pathologisch, insbesondere nicht bei jenen
Patienten, bei denen die Erythrozyten insbesondere viel Wasser
verlieren, aber wenig Oberflachenmembran.

Im Kapitel findet sich auch eine Beschreibung einer varianten Form
eine hereditdaren Membranopathie, die bei Frau Pechstein in Betracht
kommt: die Xerozytose mit folgenden Merkmalen: Andmie selten,
autosomal  dominant, MCHC-Erhéhung, meist vergréBerte
osmotische Resistenz im Gegensatz zur Sphérozytose, Ausstromen
von Kalium und Wasser aus der Zelle, Einstrdmen von Natrium in die
Zelle, Na-K-ATPase-Problem, Retikulozytose. Es wird auch deutlich,
dass die Xerozytose ein Syndrom ist, fir das es keinen eindeutig
entscheidenden Test gibt sondern ein Batterie von Tests mit
synoptischer Stellung der Diagnose.

»1he most helpful red cell index is the MCHC which is routinely higher
higher, reflecting the red cell dehydration.”

“The reduced surface area:volume ratio that is characteristic of
spherocytes increases their susceptibility to osmotic lysis in hypotonic
solutions. This is the basis of the well-known osmotic fragility test, in
which red cells are suspended in buffered salt solutions of differing
tonicity and the degree of hemolysis is determined. However,
according to one previous report, the osmotic fragility test is normal in
as many as one-third of hereditary spherocytosis samples. The
normal samples are those in which cell dehydration has reduced
volume to a degree equivalent to the reduction in surface area
characteristic of spherocytes. Incubation of blood specimens for 24
hours in the absence of metabolic substrate accentuates the osmotic
fragility of spherocytes and makes easier the distinction of this
disease from others. Surprisingly, even after incubation, 15% of the
samples in the report cited above (Cynober) had normal osmotic
fragility.”

“Little or no anemia is usually found in this disorder, although the red
life-span may be considerably shortened. Exercise-associated
episodes of hemolysis were reported ...”

“The reticulocyte count is often increased to a level higher than
expected for the degree of anemia.”

“Ultimately, the diagnosis of xerocytosis depends on recognizing the
abnormalities listed above and eliminating from consideration other
diseases .....”
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8.4  Lehrbuch: Gadner H, Gaedicke G, Niemeyer C, Ritter J:
Péadiatrische Hamatologie und Onkologie, Kapitel 9, Autor: Eber S.
Seiten 123-138, 2006: “Angeborene Erythrozytenmembrandefekte”

Fazit Der Autor gibt keine minimalen Erfordernisse fur die Diagnose einer
Sphéarozytose an. Er geht auch auf die hereditdre Xerozytose ein
(sieche auch Punkt 8.3). Seine Tabelle 9.5 gibt einen Uberblick tber
die Abgrenzung der verschiedenen Formen der Membranopathie.

Einteilung der angeborenen Erythrozyten-Membrandefekte

Hereditare Spharozytose

Hereditare Elliptozytose

Hereditare Poikilozytose (Pyropoikilozytose)
Hereditare sphérozytare Elliptozytose
Sldostasiatische Ovalozytose

Hereditédre Stomatozytose

Hereditére Xerozytose

Tabelle 9.5, Merkmale von heraditirer Stomatozytose, Xerozytose und verwandter Erkrankungen (nach Walensky et al. 2003)

Stomatozytose' Kryohydrozytosa Familllare Pseudo- Xerozytosa
milt zellularar hyperkallamila
Uberwi sserung
Himolyse Mittel bis schwer Mild bis mittel Mild bis normal Mild bis mittel
Erythrozytenmorphologis Stomatozyten T-TTT Stomatozyten (T), Targetzellen, Targetzellen T
tassenfdrmig; zentraler Stomatozyten (1) Echinozyten T
Balken Stomatozyten (T
MCV (20-100 A 110-150 90-105 32-104 34-122
MCHC (32-36 g/dl) 24-30 34-33 33-39 34-33
Osmotische Fragilitit Tt Mormal bis (T) (8] +
Erythrozytires Na* 50-100 15-50 10-25 10-30
{5—12 mmol/d)
Erythrozytires K* 20-55 55-65 T5-100 G0-90
{20-103 mmalA)
Erythrozytires K™ und 110-140 75-105 87-109 75-99
Ma* (95-110 mmol/l)
Passives Membranleak® 20-40 1-5 1-2 24
Stomatinverlust Ja Mein?? Mein Mein
Kilteautchimolyse Mzin la Mein Mein
Pseudohyperkaliimie K+ () nach Lagerung la Ittt Teilweise
Intrauterin Aszites Mzin Mein Mein Gering bis stark
Rickgang der Himolyse Gut Gering bis gar nicht Nicht erforderlich Schlecht
nach Splenektomie
Postsplenektomis- 1t Mormal? Micht bekannt Tt
Thromboserisiko

1 Neben der schweren Form gibt es leichtere Verlaufsformen der hereditiren Stomatozytose, bei denen Stomatozyten vermehrt sind,
die zellulire Oberwisserung (MCV 95-130;Ma* 320-60) jedoch nur leicht ausgeprigt ist (Jarvis et al. 2001; Oski et al. 1969)

? Die Mormalbereiche sind in Klammern angeben

* Definiert als der Ouabain- und Bumetanid-resistente 86Rubidiumeinstrom bei 37°C; es wird der Quotient des Patientenwerts zum
normalen Einstrom angegeben (Morm: 0,06-0,1 mmalA Erythrozyten/h; Coles et al. 1999)

* Bei sinem Patient mit angeblicher Kryohydrozytose wurde ein Fehlen des Stomatins beschrieben (Lande et al. 1982); dieser Patient hat
aber eher Zeichen der Stomatozytose mit zellulirer Uberwésserung.
T vermehrt; (4) vermindert; T TT deutlich wermehrt oder erhaht; (T) leicht vermehrt oder erhéht; (4] leicht erniedrigt.
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8.5

Fazit

Zitate

Leitlinie UK: Leitlinie der General Haematology Task Force of the
British Committee for Standards in Haematology: Bolton-Maggs,
Stevens, Dodd et al: Guidelines for the diagnosis and management of hereditary
spherocytosis. Brit. J. Haemat 126: 455-474, 2004.

In Bezug auf Frau Pechstein ist wichtig: Die Protein-Analyse mit SDS-
PAGE und die Lyse-Tests sind nicht bei allen Patienten pathologisch;
dies gilt insbesondere flr ganz milde Formen. Die bei Frau Pechstein
pathologischen Parameter MCHC und der Prozentsatz hyperdenser
Zellen sind ein ,discriminating feature of the HS phenotype®. Selbst
asymptomatische Merkmalstrager rezessiver Varianten haben
mittlere Retikulozytenzahlen von 1-3%.

Woértlich heiBt es: “Hereditary spherocytosis is a heterogenous group
of disorders with regard to clinical severity, protein defects and mode
of inheritance. The clinical severity of HS varies from symptom free
carrier to severe haemolysis. Mild HS can be difficult to identify
because individuals may have a normal haemoglobin and bilirubin.
The presence of spherocytes and reticulocytosis will support the
diagnosis. If there are no spherocytes seen on the film, no
abnormalities in the red cell indices and the reticulocyte count is
normal, a carrier state cannot be excluded, but the individual is
unlikely to have any clinical sequelae. Occasionally, mild HS can be
exacerbated by illnesses that cause splenomegaly, such as infectious
mononucleosis.”

Ausdricklich wird in der Leitlinie darauf hingewiesen, dass Spektrin-
Analysen etc normal sein kdnnen. ,Gel electrophoresis is the method
of choice.... The main drawback is a lack of sensitivity to very mild or
asymptomatic carrier HS” (Seite 463 und Tabelle 3).

Dies qilt auch fir die osmotische Resistenz-Tests (negativ bei 10-
20% der Patienten). ,All the laboratory tests currently in use can
detect typical HS (Table VI). The acid glycerol lysis test has a higher
detection rate in asymptomatic relatives of known affected individuals
than the osmotic fragility test. The drawback of both tests is an
apparent lack of specificity under certain circumstances....... ” A
normal osmotic fragility result does not exclude the diagnosis of HS
and may occur in 10-20% of cases of HS” (Seite 460).

“The cryohaemolysis test, the osmotic gradient ektacytometry and the
EMA binding test have a higher predictive value in the diagnosis of
HS ......... In mild or atypical cases, difficulty in interpretation is likely
to occur with results that fall between normal and typical HS
reference ranges (Seite 461).”
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Table lll. Classification of spherocytosis and indications for splenectomy (modified
from Eber, S.W., Armbrust, R. & Schroter, W. Variable clinical severity of hereditary
spherocytosis: relation to erythrocytic spectrin concentration, osmotic fragility and
autohemolysis. Journal of Pediatrics, 177, 409—-411 (1990) (Seite 458).

Classification Trait Mild
Haemoglobin (g/dl) Normal 11-15
Reticulocyte count % Normal (<3%) 3-6
Bilirubin (umol/l) <17 17-34
Spectrin* per erythrocyte 100 80-100

(% of normal)

Moderate Severe
8-12 6-8

>6 >10
>34 >51
50-80 40-60

*Data on spectrin content are provided for interest; it is not necessary to measure this.

Table V. Elevated automated red cell parameters in the prediction of hereditary
spherocytosis and its severity (aus der hier zitierten Leitlinie, GBR, Seite 460)

Parameters Remarks

Combined MCHC and RDW Significantly higher in HS

or HDW

Combined % hyperdense* cells Excellent diagnostic efficacy
and RDW and indication of HS severity

% Microcytes The best indicator of HS severity
Combined MCHC and A discriminating feature of the
% hyperdense cells HS phenotype

Reference

Pati et al (1989)
Michaels et al (1997)

Pilar Ricard & Gilanz (1996)

Cynober et al (1996)

Cynober et al (1996)
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8.6

Fazit

Zitate

Leitlinie Deutschland Padiatrie — S.W. Eber Leitlinie Hereditare
Spharozytose - Gesellschaft flr Padiatrische Onkologie und
Hamatologie (GPOH). H. Cario (Uim), R. Dickerhoff (Bonn/St.-Augustin), S.
Eber (Minchen, H. Heimpel (Ulm), G. Janssen (Dusseldorf), G. Janka-Schaub
(Hamburg), E. Kohne (Ulm), A. E. Kulozik (Heidelberg), M. Lakomek (Géttingen), C.
Niemeyer (Freiburg), G. Stéhr (Géttingen) Leitlinienkoordination: Ursula Creutzig,
Hannover. AWMF online.

Die péadiatrische Sphéarozytose-Leitlinie der GPOH ist nur begrenzt
auf Situationen wie bei Frau Pechstein anwendbar. Das Ziel der
Leitlinie ist Hilfestellung fir Diagnostik und Therapie bei Patienten,
die in aller Regel mit einer hamolytischen Konstellation, einer
MilzvergréBerung oder einer Anamie zum Arzt kommen. Bei solchen
Patienten ware es vollig verfehlt, auf der Basis von Retikulozytose,
hohem MCHC-Wert und vermehrt nachgewiesenen
hyperchromen/hyperdensen Erythrozyten eine Sphéarozytose fir
gesichert zu halten und z.B. eine Milzentfernung anzuraten. Ohne
Nachweis der osmotischen Fragilitdt und ohne die anderen
Sphéarozytose-Tests dirfte hier keine therapeutische Entscheidung
getroffen werden. Die diagnostischen Kriterien sind bei der Leitlinie
der GPOH unter dem Aspekt der Abgrenzung von anderen
Erkrankungen zu sehen.

Dementsprechend kdnnte man bei Anwendung der Leitlinie der
GPOH bei Frau Pechstein keine Kugelzell-Anomalie diagnostizieren,
weil die als obligat bezeichnete erhéhte osmotische Fragilitat der
Erythrozyten nicht durch die entsprechenden Tests nachgewiesen ist.
Bei dem Kriterium ,Zeichen der gesteigerten Hamolyse® sind wie
gefordert zwei weitgehend erflllt (siehe auch Gutachten Prof. Dr.
Rocker): Retikulozytose und Ahaptoglobinamie. Die beiden Ubrigen
sindirektes Bilirubin erhoht®, ,erhéhte LDH“ sind nicht erfillt
»(mindestens 2 Zeichen obligatorisch)®. Wenn die Retikulozytose
jedoch als Doping-Indikator gewertet wirde, lagen hier keine zwei
erflllten Kriterien vor.

Von den Kriterien der ,leichten HS* sind die Parameter (1) Bilirubin
und (2) osmotische Fragilitat im inkubierten Blut nicht erfillt. (3) Der
Hamoglobinwert war auch o6fters Uber 15 g/dl gemessen worden.

,Neben der gesteigerten Hamolyse, der positiven Familienanamnese
und der MilzvergréBerung sind der Nachweis von Kugelzellen und
einer erhdhten osmotischen Fragilitét der Erythrozyten die wichtigsten
diagnostischen Kriterien. Weitere Spezialuntersuchungen sind nur bei
fehlenden fakultativen Hauptbefunden erforderlich.®
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Tabelle: Klinische Schweregrade der hereditaren Spharozytose (weitestgehend woértlich)

Anteil an Patienten (%)
Hamoglobin (G/L)
Retikulozyten (%)
Bilirubin (mg/dl)
Osmotische Fragilitat
Frisches Blut
Inkubiertes Blut

Sphérozyten u.a. im
Blutausstrich

Transfusionen

Leichte HS Mittelschwere HS Schwere HS Sehr schwere HS
25-33 60-70 ~10 3-4
110 - 150 80-110 60-80 <60
15-6 26 210 meist >15 =10
1-2 22 >2-3 >3

Normal/gering erhéht
Deutlich erhéht

Oft nur vereinzelt

.Nachweisdiagnostik:
Untersuchungsergebnisse nachgewiesen

Deutlich erhdht Deutlich erhdht Deutlich erhéht

Deutlich erhdht Deutlich erhdht Deutlich erhdht;

Deutlich vermehrt | Deutlich vermehrt | Mikrospharozyten
und Poikilozyten

regelmaBig

Die Erkrankung wird durch folgende

(obligatorische Befunde

mussen immer vorhanden sein)*:

o

(@)

@)

Tabelle zur Nachweisdiagnostik (weitestgehend wértlich)

Hauptbefunde:

o  Positive Familienanamnese (fakultativ)

o  MilzvergréBerung (fakultativ)

o Anamie (fakultativ, ca. 1/3 der Patienten sind nicht anamisch!)
o  Zeichen der gesteigerten Hamolyse: Retikulozytose, indirektes

Bilirubin erhdht, erhéhte LDH, Ahaptoglobindmie (mindestens 2
Zeichen obligatorisch)

Nachweis von vermehrten Kugelzellen im Ausstrich (kénnen bei
leichten Fallen fehlen)

Erhdéhte osmotische Fragilitat der Erythrozyten (obligatorisch)
Erhdhte Anisozytose (RDW ?) (fakultativ)

Nebenbefunde:

Erhéhte MCHC (> 35 %) oder Rechtsverschiebung des MCHC
Histogramms (fakultativ)

Verminderte Spektrinkonzentration u. a. Defekte der
Erythrozytenmembran (fakultativ)

Verminderte Eosin-Maleimid-Bindung (erniedrigte Bande 3-
Konzentration)
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8.7

Fazit

Zitate

Kutter, Luxemburg: Strategies for screening for hereditary
spherocytosis. J. Chin. Clin. Med. 2: 266, 2007

Der Prozentsatz hyperchromer Erythrozyten wurde bei 94.000
Luxemburger Patienten untersucht. Bei 547 wurde die definitive
Diagnose einer hereditaren Spharozytose gestellt auf der Basis von
hyperchromen Zellen. Dazu musste der Prozentsatz solcher Zellen
dauerhaft bzw. oft Gber 3.4% und mindestens einmal Uber 9% liegen.
Dies ist bei Frau Pechstein der Fall.

“We provisionally conclude HS from permanently increased %Hyper
over one year with at least one value >9.0%. Before issuing a final
diagnosis of HS, the eventuality of the secondary origin must be
considered. While the increase of %Hyper is generally not permanent
in diseases such as infectious mononucleosis, HELLP syndrome,
ethanol abuse, in pregnancy and during chemotherapy, it is
permanent in G6PHD deficiency, homozygous drepanocytosis
(HbSS, HbSC), long lasting autoimmune, haemolytic anaemia (AIHA).
In other words increased %Hyper can be seen as indicator of
haemolysis of origin” (Seite 267). 94.000 Luxemburger Patienten
waren bezlglich des Prozentsatzes hyperchromer Zellen untersucht
worden. Bei 992 ergab sich aufgrund dieser Werte der Verdacht auf
das Vorliegen einer hereditaren Spharozytose, bei 547 wurde die
Diagnose definitiv gestellt Uberwiegend auf der Basis des Verlaufs
der hyperchromen Erys. (J. Chin. Clin. Med. 2: 266, 2007). Finf der
Patienten hatten eine “marked anaemia”, funf eine MilzvergrdBerung.
Eine “marked reticulocytosis” war vorhanden bei 21 von 105
entsprechend untersuchten Patienten; welcher Wert als “marked
reticulocytosis® angesehen wurde, ist nicht angegeben. Signifikante
Haptoglobinverminderung bei 26 von 64 Untersuchten, freies Plasma-
Hamoglobin erhéht bei 139 von 350.
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8.8

Fazit:

Zitate

Cynober U.S.A.: Red cell abnormalities in hereditary
spherocytosis: Relevance to diagnosis and understanding of the
variable expression of clinical severity. J Lab Clin Med 128: 259-269,

1996)

Die Autoren betonen die Uberragende Bedeutung des Prozentsatzes
hyperchromer Zellen in Verbindung mit erhéhten MCHC-Werten fir
die Diagnose einer Sphéarozytose. Dies ist exakt die Laborwerte-
Kombination von Claudia Pechstein. Auch die normale Zahl von
Mikrozyten und der immer normale MCV-Wert passt nach diesen
Autoren perfekt dazu.

“If, on the other hand, there is evidence for an increased mean cell
hemoglobin concentration or an increased percentage of hyperdense
red cells (or both), a diagnosis of HS should be seriously considered
in spite of normal osmotic fragility. The availability of routine,
automated hematology analyzers that can generate hemoglobin
concentration histograms makes the proposed approach feasible.” (J
Lab Clin Med 128: 259-269, 1996)

So untersuchten Cynober et al insgesamt 55 nicht-splenektomierte
Patienten mit HS. Davon fiel der Test auf osmotische Fragilitat in 18
von 55 Faéllen (33 %) negativ aus. Bei Durchfihrung des gleichen
Tests mit inkubiertem Blut waren immer noch 8 Patienten negativ
(14,5 %).

,10 increase the sensitivity of the osmotic fragility test for the
diagnosis of HS, the test is generally repeated after incubation of the
whole blood sample at 37°C for 24 hours (incubated osmotic fragility
test). During this incubation period the HS red cells lose surface area
at a faster rate than do normal cells, and they also increase their
volume as a result of cell hydration. This combination of changes
exaggerates the susceptibility of HS red cells to osmotic lysis as
compared with their normal counterparts. In the group of non-
splenectomized patients with HS that we studied, the incubated
osmotic fragility of red cells was normal in 8 of the patients.”

“Neither the MCV nor the percentage of microcytic red cells had any
diagnostic value. There was substantial overlap in the values of these
two parameters between the patient group and the control group......
On the other hand, the percentage of hyperdense cells could clearly
distinguish the group of patients with HS from their normal
counterparts. Because hyperdense cells are also seen in other red
cell disorders such as Hb SC disease, Hb CC disease, and
xerocytosis, the finding of increased numbers of dense cells is not
specific for HS. However, it can be of great value in screening for HS
in members from affected families, because similar increases in the
numbers of hyperdense cells are found in all affected members.*

48



8.9

Fazit

Zitate

Conway GBR: The clinical relevance of an isolated increase in
the number of circulating hyperchromic red blood cells. Conway AM,
Vora AJ, Hinchliffe RT: J Clin Pathol 55: 841-844, 2002

Nach diesen Daten von ,apparently healthy children® mit vermehrten
hyperchromen Erythrozyten (Zellen die Wasser verloren haben) hat
Frau Pechstein eine Konstellation von hyperchromen Erythrozyten
verbunden mit der zusatzlichen dort beschriebenen Konstellation:
plus Retikulozyten erhéht plus MCHC erhéht aber Lyse-Tests negativ
bzw. nicht signifikant verschieden von den Normal-Kindern (modifiied
Pink test). Die Autoren grenzen diese Patientengruppe von der mit
typischer  hereditdrer = Spharozytose ab, die alle diese
labortechnischen Merkmale auch hat aber in wesentlich stérkerem
AusmalB. Die mittlere Retikulozytenzahl liegt dieser neu definierten
Patientengruppe bei 102.800/ul +/- 44.800/ul (Standardabweichung).

~Subjects with an isolated increase in hyperchromic red blood cells
have a profile of red blood cell changes similar to that of patients with
HS, but to a lesser degree. They may carry a recessive form of the
disease but lack the laboratory features of clinically manifest HS”
(Summary).

“We estimate the incidence of an increase in hyperchromic red blood
cells in our population also to be around 1%, giving an incidence of
an abnormal Pink test of about 0.1%, based on the finding of an
abnormal Pink test in three of the 34 children studied” (Seite 843).

“Take home messages: Subjects with an isolated increase in
hyperchromic red blood cells have a profile of red blood cell changes
similar to that of patients with HS, including significantly higher
numbers of hyperchromic red blood cells and reticulocytes, and
significantly higher values for mean cell haemoglobin concentration
and haemoglobin distribution width, and lower mean cell volume
‘values, although these were seen to a lesser degree than is present
in HS.

About 1% of North European subjects have laboratory findings
indicative of a continuum between normal subjects and those with
clinically manifest disease.

These individuals may carry a recessive form of the disease but lack
the laboratory features of clinically manifest HS” (Seite 843).
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8.10

Fazit

Mariani, Italien (Arbeitsgruppe von Professor Dr. Zanelli, Mailand): Clinical and

hematologic features of 300 patients affected by hereditary spherocytosis grouped
according to the type of the membrane protein defect. Mariani M, Barcellini W,

Vercellati C, Marcello AP, Fermo E, Pedotti P, Boschetti C, Zanella A:
Haematologica 93:1310-1317, 2008

GréBte mir bekannte Fall-Sammlung zur hereditaren Spharozytose.
Es handelt sich hierbei allerdings um eine Sammlung von Féllen mit
klinisch auffélliger Erkrankung. Asymptomatische Patienten finden
sich offenbar nur wenige. Man erkennt dies zum Beispiel daran, dass
70% aller untersuchter Patienten eine MilzvergréBerung hatten. 60%
hatten eine Anamie.

11% aller Spharozytose-Patienten waren in der SDS-PAGE
unaufféllig und zeigten dementsprechend keinen nachweisbaren
Eiweissdefekt der Zellwand (dem Typ 6 nach Perotta entsprechend).
Ausdricklich heisst es in dem Artikel, eine molekularbiologische
Suche ist erfolglos, wenn vorher kein Proteindefekt nachgewiesen ist.
Zitat: ,efforts to identify the protein defect by genetic analysis in
unclassified cases have been unsuccessful.” Dies sei erganzt, weil in
Deutschland bei Frau Pechstein das Fehlen dieser an sich
winschenswerten molekularbiologischen Diagnostik vielfach kritisiert
worden ist.

In den klinischen Parametern unterschieden sich die proteinchemisch
nicht-splektomierten nicht-klassifizierbaren Typ-6-Patienten (nach
Perotta) nach meiner Einschatzung der Abbildung 2 nicht relevant
von denen mit nachgewiesenem Proteindefekt. Lediglich der
Hamoglobinwert ist bei diesen im Mittel mit 12.5 g/dl héher als bei
den anderen Subgruppen (dort zwischen 10.7 und 11.5 g/dl, Werte
nach der Abbildung geschatzt).

Auszug aus “Table 1: “Hematologic and biochemical data of
non-splenectomized and splenectomized HS patients”

Ergebnisse der osmotischen Resistenztests bei 259 nicht-
splenektomierten Patienten

Standard glycerol lysis  pathologisch bei 124 Patienten  48%
Acidified glycerol lysis ~ pathologisch bei 246 Patienten ~ 95%
Pink pathologisch bei 197 Patienten ~ 76%
NaCl on fresh blood pathologisch bei 174 Patienten  67%
NaCl on incubated blood pathologisch bei 223 Patienten ~ 86%
All tests pathologisch bei 259 Patienten 100%

Nach den Maildnder Erfahrungen liegt die Sensitivitdt der einzelnen
Lyse-Test-Untersuchungen sowie des EMA-Tests teils deutlich unter
100%. Far die Kombination der verschiedenen Tests haben die
Mailander Kollegen hingegen eine Sensitivitdt von 100% fur die
Erkennung der Spharozytose angegeben. Dieses Ergebnis wortlich
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genommen bedeutet, dass eine Sphéarozytose bei Frau Pechstein
ausgeschlossen ist.

Was aber bedeutet es, wenn die Sensitivitdt mit 100% angegeben
ist? Wortlich heisst das, jeder einzelne Fall wird durch die Test-
Kombination erkannt. Dies ist auch die Einschatzung des
Kinderarztes und Wissenschaftler mit dem  Schwerpunkt
Erythrozyten, Prof. Dr. Eber, Minchen (persénliche Mitteilung), ein
ebenfalls auf diesem Sektor international sehr renommierter
Wissenschaftler.

Ich habe diesbezilglich trotz der herausragenden Kompetenz der
Professoren Zanella und Eber auf dem hier diskutierten Gebiet etwas
Bedenken. Ist die Sensitivitdt einer Laborwert-Kombination 100%,
bedeutet dies nicht mehr und nicht weniger als, dass man dieses
Merkmal zur Krankheitsdefinition verwendet hat. Nach dieser
Definition findet man dann naturlich eine 100%ige ,Sensitivitat®.

Andere Autoren sehen dies offenbar anders, wie aus den zusétzlich
hier zitierten Publikationen (siehe Abschnitte 8.8, 8.9, 8.11, 8.12
dieses Gutachtens) hervorgeht. Diese Autoren ziehen ganz
Uberwiegend bei einer Labor-Konstellation wie der von Frau
Pechstein eine Xerozytose nicht einmal in Erwahnung. In diesem
Kontext ist es wichtig zu erwahnen, dass die xerozytotische
Eigenschaft, das ,Austrocknen“ der Zellen, sich bei sehr vielen
Patienten mit Sphéarozytose findet; speziell bei den vielen mit
erhéhtem MCHC-Wert.

Die Wérter “xerocytosis” und “stomatocytosis” kommen zum Beispiel
in den Publikationen von Kutter (Abschnitt 8.7) und Conway
(Abschnitt 8.9), die sich beide mit hohen MCHC-Werten und
hyperchromen Zellen befassen, einfach nicht vor.

In der aktuellen Review-Arbeit von Perotta, Gallagher und Mohandas
im Lancet 2008 heit es dementsprechend: “Thus, the clinical
presentation ranging from band-3-related hereditary spherocytosis to
dehydrated hereditary stomatocytosis and cryohydrocytosis is a
continuum.” (Seite 1414 des Artikels) (Siehe auch Abschnitt 8.12).
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8.11

Fazit

Zitate

Michaels U.S.A.: Screening for hereditary spherocytosis by use
of automated erythrocyte indexes. Michaels LA, Cohen AR, Thao H,
Raphael RI, Manno CS: J Pediatr 130: 957-960, 1997

Laut Michaels et al begrindet allein der wiederholt/oft erhéhte
MCHC-Wert den Verdacht auf das Vorliegen einer Spharozytose mit
einer Sensitivitat von 70% und einer Spezifitat von 86%. Das  heift:
dieser erhdhte Laborwert erkennt 70% aller Kugelzell-Anomalie-Falle.
Und wenn der Wert erhdht ist, liegt mit 86%iger Sicherheit eine
solche Erkrankung vor. Fir héhere Werte Uber 35.4 g/dl liegt die
Spezifitdt sogar bei 96%. Allerdings beruht diese Auswertung auf
Kindern. Die Ubertragbarkeit auf Erwachsene ist unsicher; die Zahlen
scheinen mir flr sie zu hoch zu sein.

Bei 112 HS-Kindern und einer Vergleichsgruppe fanden die Autoren,
dass schon allein der MCHC-Wert ein hohes MafB3 an diagnostischer
Aussagekraft hat bei der Diagnostik der Sphéarozytose: ,An MCHC
>35gm/dl has a sensitivity of 70% and a specificity of 86%" fur die
HS. Wenn zusatzlich der RDW (Schwankung der GrdBe der
Erythrozyten) erhéht ist, ist nach den Autoren eine Spezifitdt von
100% gegeben. Letzteres liegt bei Frau Pechstein nicht vor. J.
Pediatr 130: 957, 1997.
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8.12 Perrotta Lancet 2008: Hereditary spherocytosis. Perrotta S, Gallagher

Fazit

Zitate

PG, Mohandas N: Lancet 372: 1411-1426, 2008

Da bei Frau Pechstein die SDS-PAGE-Untersuchung unauffallig war,
liegt der von Perotta et al als sechstes angegebene Typ der
Sphéarozytose vor mit der Bezeichnung ,yet to be defined protein
abnormalities®. Es wird auf die Unsicherheit der Lyse-Tests
hingewiesen insbesondere bei asymptomatischer Erkrankung. Es
wird darauf hingewiesen, dass die hyperchromen Zellen und der
MCHC-Wert eine groBe Bedeutung fir die Kugelzell-Anomalie-
Diagnostik haben.

Somit ist die HS-Diagnose im Einklang mit diesem Review des
Jahres 2008 in der besonders angesehenen britischen Zeitschrift
Lancet.

~>0me automated haematology analysers measure cell haemoglobin
concentration of individual red blood cells, and increased numbers of
dense dehydrated cells might identify all patients with hereditary
spherocytosis without the need for additional laboratory tests,
especially when one member of a family is already known to have the
illness” (Seite 1420). Exakt dies ist bei Frau Pechstein immer wieder
nachweisbar, auch schon im am 4. Februar 2000, um 11:59 Uhr, in
Milwaukee. Es wurden damals 16.2% hyperdense/hyperchrome
Erythrozyten gezahlt.

“The parents or other relatives of patients with recessive hereditary
disease are carriers of an asymptomatic trait. They are clinically
healthy and do not have anaemia, splenomegaly,
hyperbilirubinaemia, or spherocytosis on peripheral blood smears.
Most relatives have subtle laboratory signs of hereditary disease,
including slight reticulocytosis (1.5-3.0%) or slightly reduced
haptoglobin values. The incubated osmotic fragility test is probably
the most sensitive method for detection of carriers, especially by the
100% lysis point, which is greatly increased in carriers (mean sodium
chloride 4.3 g/L [SD 0.5]) compared with controls (2.3 g/L [0.7]). The
acidified glycerol lysis test might also be useful for the diagnosis of
spherocytosis. About 1% of the population are estimated to be silent
carriers” (Seite 1417)

“Membrane loss in hereditary spherocytosis is associated with
defects in several membrane proteins. On the basis of densitometric
quantification of membrane proteins separated by sodium dodecyl
sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
western blot analysis, this disease can be divided into subsets: (1)
isolated deficiency of spectrin; (2) combined deficiency of spectrin
and ankyrin; (3) deficiency of band-3 protein; (4) deficiency of protein
4.2; (5) deficiency of Rh complex; and

(6) yet to be defined protein abnormalities.”
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Tabelle 3 zu entnehmen, dass bei milder Sphéarozytose die Gel-
Elektrophorese SDS-PAGE unaufféllig ist (Seite 1416).

“The simplest method is SDS-PAGE of red blood cell membranes, but
this technique reveals abnormalities in only 70-80% of patients”
(Seite 1421).

“Osmotic fragility tests have a poor sensitivity because about 20% of
mild cases of hereditary spherocytosis are missed. It is unreliable in
patients with small numbers of spherocytes.. “ (Seite 1421).

Bei der Klassifikation gehen die Autoren etwas anders vor als in der
oben zitierten Leitlinien-Arbeit aus GroB-Britannien. Prinzipiell besteht
jedoch kein Unterschied; die ganz milde Kategorie ,Trait* ist nicht
aufgefuhrt.

Table 3: Classification of hereditary spherocytosis (Tabelle wértlich bis auf letzte Zeile)

Haemoglobin (g/L)

Reticulocytes

Bilirubin (pmol/L)

Peripheral smear

OF (fresh blood)
OF (incubated blood)

Splenectomy
Transfusions

SDS-PAGE

Mild Moderate Moder severe Severe
Normal >80 60-80 <60
<6% >6% >10% >10%
17.1-34.2 >34.2 >34.2-51.3 >51.3
Some Spherocytes Spherocytes Microspheroc.
poikilocytosis
Normal/slightly increased Increased Increased
Increased Increased Increased Increased
Rarely In some cases Necessary Necessary early
0-1 0-2 >2 Regular
Normal Pathol Pathol Pathol
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8.13 Bruce GBR 2009 Hereditary stomatocytosis and cation leaky red
cells — Recent developments. Bruce LJ: Blood Cells, Molecules, and
Diseases 42 (2009) 216—222

Einteilung

Zitat

In dieser Ubersichtsarbeit (siehe auch Flatt JF and Bruce LJ: ,The
hereditary stomatocytoses” Zeitschrift Haematologica 94: 1039, 2009)
zu hereditaren Stomatozytosen kann man einen sehr guten Uberblick
Uber die verschiedenen Formen der Stomatozytose-Syndrome
gewinnen. Die unterstrichene ,dehydrated hereditary stomatocytosis*
ist diejenige Form, die bei Frau Pechstein als Alternative zur
Spharozytose diskutiert wird.

Warum heiBen die Erkrankungen Stomatozytosen? Stomatozyten
sind rote Blutkdrperchen, die wie ein kiissender Mund aussehen. Sie
heiBen so, weil Hamatologen solche archaischen Bezeichnungen
lieben. Mit ihnen tun sie so, als wirden sie die Krankheiten am
Mikroskop diagnostizieren. Das tun jedoch nur die wenigsten. In
Wirklichkeit sind Stomatozyten bei Stomatozytosen eher selten zu
finden. Bei Kugelzellenanomalie muss man die Kugelzellen auch sehr
oft lange suchen.

Per definitionem geht man davon aus, dass die verschiedenen
Spharozytosen auf strukturellen Defekten der Membraneiweisse
beruhen, wahrend die Stomatozytosen auf Defekten bei
Funktionseiweissen beruhen sollen — also zum Beispiel auf Defekten
des Systems, das fiir die richtige Elektrolytkonzentration in den roten
Blutkdrperchen sorgen soll.

Dieser entscheidende Unterschied zu Spharozytosen ist jedoch oft
schwer nachweisbar. Es gibt keinen Einzeltest, der zweifelsfrei das
Vorliegen einer Stomatozytose zum Beispiel vom Typ der Xerozytose
beweist.

Folgendes ist die Original-Einteilung der unterschiedenen Syndrome
e Cryohydrocytosis
e HSt “Blackburn”
e Hereditary spherocytosis with a low temperature leak
e Overhydrated hereditary stomatocytosis (OHSt)
e Stomatin deficient CHC
e Dehydrated hereditary stomatocytosis
e Familial pseudohyperkalemia
e Distal renal tubular acidosis
e SouthEast Asian ovalocytosis (SAO)
e Mediterranean stomatocytosis
e Rhesus null
e Stomatocytosis

Als Definition ist angegeben: “Hereditary stomatocytosis (HSt)
describes a group of haemolytic anemias where the red cells leak
monovalent cations.” Gegenwartig kann die Erkrankung noch durch
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Zitat Perotta 2008:

Zitiert aus Guideline:

keine Untersuchung mit definitiv bewiesen werden. Die sogenannte
Gradienten-Ektazytometrie (siehe vorn) ist allerdings sehr hilfreich.

.Hereditary stomatocytoses are very rare autosomal dominant
haemolytic anaemias, often diagnosed as atypical hereditary
spherocytosis.” (siehe Abschnitt 8.12)

“Cell dehydration occurring in the spherocytes of a patient with HS
can be one of the causes of normal osmotic fragility results for non-
splenectomized HS patients (Cynober et al, 1996)(siehe Abschnitt
8.5)

9 Wie hoch sind die Retikulozyten bei ganz milder
asymptomatischer Spharozytose?

Fazit

Lehrbiicher

Leitlinie UK

Conway GBR

Die bei Frau Pechstein beobachteten Retikulozytenzahlen passen
exakt zu einer ganz milden Spharozytose und sogar zum alleinigen
Trager-Status bei rezessiver Form. Far klinisch gesunde Eltern von
Kindern, die an einer rezessiv vererbten Spharozytose leiden, werden
mittlere Retikulozytenzahlen von 2.1% +/- 0.8% angegeben.

In beiden amerikanischen Lehrblchern (Wintrobes, Handin) wird
einheitlich angegeben, dass selbst bei asymptomatischen Tragern die
Reti-Zahl zwischen 1 und 3% liegt. Siehe Tabelle 31.2 im Lehrbuch
Wintrobes und Tabelle 54.9 im Lehrbuch Handin.

“Silent carrier state: The parents of patients with nondominant HS
are clinically asymptomatic and do not have anemia, splenomegaly,
hyperbilirubinemia, or spherocytosis in peripheral blood smears. Most
do have subtle laboratory signs of HS, including slight reticulocytosis
(average 2.1% +/- 0.8%)” (Handin Seite 1756)

Leitlinie der General Haematology Task Force of the British
Committee for Standards in Haematology: Bolton, Maggs, Stevens,
Dodd et al: Guidelines for the diagnosis and management of
hereditary spherocytosis. Brit. J. Haemat 126: 455-474, 2004.

Tabelle 3: Retikulozytenzahl bei milder Form 3-6%, bei Tragerstatus
bis 3%.

Conway AM, Vora AJ, Hinchliffe RT: The clinical relevance of an
isolated increase in the number of circulating hyperchromic red blood
cells. J Clin Pathol 55: 841-844, 2002

Bei gesund erscheinenden Kindern mit der Konstellation viele
hyperchrome Zellen plus erhdéhter MCHC-Wert lag die mittlere
Retikulozytenzahl bei dieser Patientengruppe bei 102.800/ul +/-
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Perrotta Lancet 2008

Cynober U.S.A

44.800/ul (Standardabweichung). Dies entspricht in etwa 2.3% +/-
1%.

Perrotta S, Gallagher PG, Mohandas N: Hereditary spherocytosis.
Lancet 372: 1411-1426, 2008.

Selbst die Trager rezessiv vererbter HS-Formen haben im Mittel 1.5 —
3% Retikulozyten.

“The parents or other relatives of patients with recessive hereditary
disease are carriers of an asymptomatic trait. They are clinically
healthy and do not have anaemia, splenomegaly,
hyperbilirubinaemia, or spherocytosis on peripheral blood smears.
Most relatives have subtle laboratory signs of hereditary disease,
including slight reticulocytosis (1.5-3.0%) or slightly reduced
haptoglobin values” (Seite 1417).

Red cell abnormalities in hereditary spherocytosis: Relevance to
diagnosis and understanding of the variable expression of clinical
severity. J Lab Clin Med 128: 259-269, 1996)

Der Schweregrad Null der Spharozytose nach Cynober
(Schweregrad-Bereich: null - 15) gilt bis zu Retikulozytenwerte von
150.000/ul. Dies entspricht in etwa 3.3% Retikulozyten.
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10 Zusammenfassung - Diagnosestellung

Reslimee:

Die zusétzliche Spezialdiagnostik mit den neuen im Jahr 2009
etablierten Indizes und der Familienuntersuchung ergab die bereits
zuvor vermutete Diagnose einer abortiven Membranopathie der
Erythrozyten im Sinne einer Spharozytose . Bei Gesamtbetrachtung
aller oben diskutierter Befunde und nach den Leitlinien der Task
Force of the British Committee for Standards in Haematology besteht
kein Zweifel daran, dass die Blutbildkonstellation bei der WM in
Hamar und in vielen Jahren zuvor auf die hamolytische
Konstellation zuriickgeht.

Prinzipiell héatten allerdings die zur CAS-Verhandlung bereits
vorliegenden Befunde fir die Annahme der Sphéarozytose-Diagnose
reichen missen

1. Oft hohe MCHC-Werte
2. Oft erhéhter Prozentsatz hyperchromer Erythrozyten

3. Immer Haptoglobinwerte im unteren Grenzbereich oder darunter im
Labor 28

10.1 Als Diagnose ergibt sich:

Diagnose

Erbmuster

Haufigkeiten

Schweregrad

Protein-Typ

Zum Schweregrad:

Hereditdre Membranopathie passend zu Sphéarozytose oder
»Variante“ wie Xerozytose

Unklar; dominant (Vater) méglich; heterozygoter Trager einer
rezessiven Variante méglich vererbt vom Vater

Dominant 1:2.000

Rezessiv 1:20.000, daraus errechnet sich eine Tragerstatus-
Haufigkeit von 1%

Tréagerstatus: 1:100

Grad Null nach Cynober (Schweregrad-Bereich: null - 15) (Retis
bis 150.000/ul bei Schweregrad 0)

Typ 6 nach Perrotta: “Yet to be defined protein abnormalities™
(Perrotta Lancet 2008)

Cynober wértlich: “... a severity score was derived based on the
mean hemoglobin value, the reticulocyte count, the presence or
absence of splenomegaly, and the transfusion requirement. The
relative weight given to the range of values for each of these different
parameters is as follows: haemoglobin levels (gm/dl) (0 for >12, 1 for
11.9 to 10, 3 for 9.9 to 8, 5 for 7.9 to 6, and 7 for 5.9 to 4); blood
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Konstellation

transfusion requirements (0 for no transfusions, 1 for 1 to 3
transfusions, 2 for 4 to 6 transfusions, and 4 for >6 transfusions
before the age of 2 years); reticulocyte counts (x 10%L) (0 for
<150, 1 for 151 to 300, 2 for 301 to 500, and 3 for >500);
splenomegaly (0 for absence and 1 for presence). Based on these
criteria, the severity score ranged from a value of zero for individuals
with no clinical manifestations to a maximum of 15 for the most
severely affected.”

Jeder einzelne Befund bei Frau Pechstein mag diskutierbar sein. Die
Gesamt-Konstellation aller Befunde indes beweist eindeutig das
Vorliegen einer hereditaren Membranopathie im Sinne einer
Sphéarozytose. Diese Konstellation mit auch durch duBere Einflisse
veranderbarer Hamolyse erklart die sehr aufféllige gelegentliche
Retikulozytenvermehrung bei der WM in Hamar sowie bei Weltcups
und bei Trainingskontrollen und die niedrigen Werte zu anderen
Zeiten.

10.2 Kurzdarstellung der Einzel-Befunde

Neue Methoden 1
HS-Screening-Index

Neue Methoden 2
Quotient Retis/IRF

Familie

Die Abklrzung HS steht fir hereditare Spharozytose. Bei hereditaren
Sphéarozytosen ist der Anteil besonders kleiner Erythrozyten
(%MicroR) wesentlich héher als der Anteil von Zellen mit
verminderter Hamoglobinkonzentration (%HYPO-He). Aus
grundsatzlichen Griinden sollten beide Werte parallel gehen. Diese
typische Kombination von vergleichsweise vielen %MicroR und
wenigen %HYPO-He kann mit einem Index deutlich gemacht werden.

Insgesamt wurden die HS-Screening-Indizes an 6 Tagen in 7
Blutproben mit jeweils 3-fach Messungen bestimmt. Die HS-
Screening-Indizes lagen bei Werten von 6-7. Werte > 4 sind ein
starker Hinweis auf eine HS, sofern eine Thalassamie
ausgeschlossen ist.

Patienten mit Membranopathie vom Typ der Kugelzellen-Anamie fal-
len durch einen hohen Quotienten aus Retikulozyten und dem
Prozentsatz unreifer Retis auf. Frau Pechsteins Blutkonstellation
entspricht in diesem neu definierten Parameter des Sysmex-Systems
einer Spharozytose-Membranopathie-Konstellation.

Der Retikulozyten/IRF-Quotient entspricht bei Claudia Pechstein den
Werten von Patienten mit einer milden hereditaren Spharozytose.

Die zwischenzeitlich — auch mit Hilfe der neuen Messmethoden —
durchgefiihrte Familiendiagnostik bestatigt den Befund einer
abortiven Membranopathie der Erythrozyten im Sinne einer
Spharozytose. Der Hamoglobinwert der Mutter wurde bei mehreren
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Asthma

Epo-Profil

Retikulozyten

Retis und Advia

Reti-Verlauf
Hb-Verlauf

Ery-Indizes

Haptoglobin

Messungen zwischen 14.7 und 15.8 g/dl gemessen, der des Vaters
zwischen 15.4 und 15.7 g/dl. Claudia Pechstein liegt somit mit ihrem
eigenen  Hamoglobinwert  Uber die gesamte  10-jahrige
Beobachtungszeit im ,familiaren” genetisch determinierten Bereich.

Auch der Vater der zeigt eine Konstellation wie bei Spharozytose mit
erhdhtem MCHC-Wert und einem erhdhten Anteil hyperchromer
Zellen (9.9%).

In dem bei Frau Pechstein diagnostizierten Asthma kdnnte unter
Umstanden ein  zusatzlicher retikulozyten-steigernder  Effekt
insbesondere in Zusammenschau mit den Daten von Prof. Dr. Dame
liegen.

Nach Prof. Dr. Schmidt passen die Original-Blutbilddaten von Hamar
nicht zu Epo-Doping (siehe 5).

Bei Claudia Pechstein ist die Retikulozytenzahl oft erhéht; dies wurde
in allen beteiligten Labors bestétigt. Nach Belastung lieBen sich bei
der Sportlerin 100%ige Anstiege dokumentieren. Es gibt aber auch
belastungsunabhéangig gleich hohe Retikulozytenwerte.

Beim Advia-Gerat werden die Retikulozyten von Menschen mit
Membranopathie vom Typ der hereditdren Sphéarozytose prinzip-
bedingt hdher gemessen als mit dem Sysmex-Gerét (siehe Prof. Dr.
Rdécker), weil letzteres groBe Retikulozyten mit wenig Farbbindung,
wie bei HS typisch, als Erythrozyten z&hlt. Bei Nicht-HS-Patienten
werden die Reti-Werte dagegen mit beiden Geraten annahernd gleich
hoch gezahlt.

Das Advia-Gerat erkennt ganz speziell Menschen mit milder
Spharozytose.

ISU-Daten: Die Retikulozytenzahl steigt deutlich von 2000 bis 2009,
wahrend die Hamoglobinwerte tendenziell Uber 10 Jahre hinweg
fallen. Dies passt nicht zu Epo-Doping sondern eher zu einer
medizinischen Ursache.

ISU-Daten: Nach hohen Retikulozytenwerten Uber 2.4% steigt der
Hamoglobinwert nicht — er ist tendenziell niedriger: 14.3 vs. 14.6 g/dl.
Vor hohen  Hamoglobinwerten finden sich nie  hohe
Retikulozytenwerte — sie sind tendenziell niedriger: 1.8% vs. 2.0%.

Der MCHC-Wert ist bei Frau Pechstein in allen Labors hoch. Er liegt
meist im oberen Grenzbereich, oft im pathologisch hohen Bereich.

Von Hamar 2009 liegen zu den Erythrozyten von Frau Pechstein
Zusatz-Informationen vor. Auch hier ergibt sich ein Bild wie eine
Minimalform einer Kugelzellen-Anamie: Viele hyperchrome Erys,
hoher Retikulozyten-Hamoglobinspiegel, hoher CHCMr-Wert. Epo-
Doping wirde die umgekehrte Konstellation zeigen (siehe 3.3).

Haptoglobin ist ein auBerst empfindlicher Hamolyse-Indikator, weil
dieses Protein freies Hamoglobin abféngt und abtransportiert. Frau
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Pechstein liegt bei den Messungen im Labor 28 und bei der Charité-
Untersuchung immer im untersten Normbereich bzw. darunter.

Protein-Chemie Die osmotischen Testverfahren in Richtung Sphéarozytose etc. waren
negativ. Dies schlieBt eine Sphéarozytose nicht aus; diese
Konstellation liegt bei 20% der Patienten vor. Die protein-chemische
Diagnostik z.B. SDS-PAGE hat gezeigt, dass keine der bekannten
Protein-Anomalien vorliegt. Dies ist der charakteristische Befund der
Spharozytose Typ 6 nach Perrotta: “Yet to be defined protein
abnormalities”.

Laborwerte Pathologisch kdnnen bei Sphéarozytose - dominant oder rezessiv
vererbt oder Trager-Status - folgende Labor-Parameter sein:

Parameter bei schwerer und mittelschwerer Spharozytose (bei Frau Pechstein nicht
vorhanden)

Hamoglobin, Erythrozyten-Zahl, Hamatokrit zu niedrig

Bilirubin zu hoch
LDH zu hoch
Viele kleine Erys = %Micro

Membranopathie-Spharozytose-Indizien:  Oft  pathologisch  unabhangig vom
Schweregrad (bei Frau Pechstein vorhanden); der einzelne Befund beweist die
Diagnose nicht — mehrere Parameter miissen zusammenkommen

¢ Retikulozytenzahl wechselnd hoch, je héher desto kranker. Werte
um 4 % gelten in diesem Zusammenhang als niedrig

e MCHC hoch

¢ Viele hyperchrome/hyperdense Zellen

e Wenige unreife Retikulozyten (Sysmex-System)
e Haptoglobin niedrig

e Wenige Erys mit wenig Hb = %Hypo

e Kugelzellen im Blut (einzelne)

e RDW hoch (liegt bei Frau Pechstein nicht vor)

Direkter Spharozytose-Nachweis: Prinzipielle Untersuchungen zum definitiven
Nachweis der Sphérozytose (bei Frau Pechstein negativ bzw. normal)

¢ |Inkubierter osmotischer Resistenztest
e Acidified Glycerol Lysis Test AGLT
o EMA-Test

o SDS-PAGE zum Nachweis einer Protein-Anomalie

61




Neue Untersuchungstechniken/Methoden der Auswertung - Indizien (bei Frau
Pechstein pathologisch im Sinne einer Membranopathie vom Typ der Sphéarozytose
oder Variante)

e HS-Screening-Index: Micro Erys/Hypo- Erys

¢ Quotient Retikulozytenzahl/Fraktion ,unreifer* Retikulozyten

Reslimee Die Kombination von (1) immer wieder erhéhten Retikulozyten, (2)
immer aufféllig niedrigem Haptoglobin und (3) immer auffallig hohem
MCHC-Wert teils innerhalb teils auBerhalb des Normbereiches, sowie
den erythrozytéren Spezialparametern wie (4) hyperchrome Erys, (5)
hoher Retikulozyten-Hamoglobinspiegel und (6) hohe CHCMr-Werte
sind eindeutiger Beleg flr eine hamolytische Konstellation bzw.
sprechen gegen jede Form von Blutdoping. Durch die Weimann-
Methodik der Charité in Berlin wurde die Diagnose einer hereditaren
Membranopathie vom Typ der Spharozytose abgesichert.
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Anhang 2 Liste medizinischer Begriffe

HS Hereditare Sphérozytose = Kugelzellenandmie. Die Bezeichnung der
Krankheit klingt eindeutig: Es handelt sich um die Anamie
(=Blutarmut), bei der ein Teil der roten Blutkérperchen kugelférmig
aussieht. Die Bezeichnung ist missverstandlich, nur ein kleiner Teil
der kranken Erys zirkuliert in Kugelform und nicht als Scheibchen. In
Wirklichkeit gibt es sehr viele verschiedene Krankheiten, bei denen
die Erythrozyten Kugelform annehmen. Die Kugelform ist nicht das zu
Grunde liegende Krankheitsprinzip sondern Ausdruck
verschiedenster Schadigungstypen des Erythrozyten; er ist danach
nicht mehr dazu in der Lage, die fur die Sauerstoff-Versorgung des
Gewebes bessere Scheibenform zu halten und wird passiv zur Kugel.
Der Vererbungsmodus ist unterschiedlich: teils rezessiv, teils
dominant. Dominante Vererbung bedeutet, man ist auch krank, wenn
von einem Elternteil das gesunde Gen und vom anderen das kranke
Gen geerbt hat. Rezessiv heiBt, dass die Erkrankung von Vater und
Mutter vererbt sein muss. Der Auspragungsgrad der verschiedenen
Formen von Kugelzellenanamie kann extrem unterschiedlich sein.

Hb-Wert Abklrzung fir Hamoglobinwert. Angegeben in g/dl, das heit Gramm
Hamoglobin pro 100 ml Blut

Hamatokrit Der Wert gibt an, wie hoch der Anteil der Erythrozyten am Blut in
Prozent ist. Ein Wert von 45% bedeutet, das Blut besteht zu 45% aus
Erythrozyten und zu 55% aus Flussigkeit
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Abklrzung fir H&moglobinmenge in den Erythrozyten, angegeben in
g/dl wie bei Hb-Wert, aber hier bedeutet es Gramm H&moglobin pro
100 ml Erythrozyten (nicht Blut).

Wie MCHC; hier beruht der Wert aber auf der Messung des
Hamoglobingehaltes der Einzelzellen. Der Wert ist dann der
Mittelwert gebildet aus den Werten aller Zellen.

Mittelwert der Menge des Hamoglobins im einzelnen Erythrozyten
Mittlere ZellgrdBe

Prozentsatz von Erythrozyten mit wenig Hamoglobin 19% unter der
Mitte des Definitionsbereiches

Prozentsatz von Erythrozyten mit viel Hamoglobin pro Volumen 19%
uber der Mitte des Definitionsbereiches

Prozentsatz kleiner Retikulozyten 33% unter der Mitte des
Definitionsbereiches

Prozentsatz besonders groBer Erythrozyten 33% Uber der Mitte des
Definitionsbereiches

Retikulozyten; junge Erythrozyten; drei bis vier Tage im
Knochenmark, ein Tag im Blut

Empfindlichster Labor-Parameter zur Erfassung einer Hamolyse. Es
bindet Hamoglobin; ist deshalb ,verbraucht” wenn viel Hamoglobin im
Blut transportiert werden muss — also bei Hamolyse.

Bezeichnet einen schnelleren Zerfall der roten Blutkdérperchen
(normalerweise leben sie 100-120 Tage). Meistens wie eine Art
Allergie — der Korper zerstért durch Antikérper seine eigenen
Erythrozyten. Selten beruht die Hamolyse auf vererbten
Eigenschaften. Bekannteste Beispiele sind die viele Formen der
Thalassémie, die Sichelzellen-Krankheit und die verschiedenen noch
nicht einzeln charakterisierten Formen der Kugelzellenanamien wie
bei Claudia Pechstein.

Volumen des einzelnen Retikulozyten
auch MCHCr; mittlerer zelluldrer Hamoglobingehalt pro 100 ml Retis
Hamoglobingehalt der Retikulozyten

Ribonukleinsaure. Kopie der Erbinformation, die in der Zelle fir die
EiweiBproduktion genutzt wird.

immature reticulocyte fraction; Anteil unreifer Retikulozyten mit noch
viel RNA. Dieser Anteil ist bei Kugelzellenandmie beim Sysmex-
System scheinbar niedrig.

Prof. Dr. Winfried Gassmann
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