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Gutachten zu den medizinischen Ursachen der oft erhdhten
Retikulozytenzahl bei Frau Claudia Pechstein
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|2 Einleitung

Mir liegt Dr. Andreas Weimanns Untersuchungsbericht von der Charité Berlin vom 10.
Februar 2010 vor. Mit einer bislang unbekannten Mess- bzw. Auswertungsmethodik und mit
einer weiteren flr die Sphérozytose neu entdeckten, sonst fir Eisenmangel-
Diagnostikzwecke vorbeschriebenen Methode 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 frilherer 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 ahnlich effektiven Substanzen (ESA) vorliegt.

Als Mitglied der Arbeitsgemeinschaft Labor in der Deutschen Gesellschaft fir Hamatologie
und Onkologie fuhlte 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 Bemuhungen ist nicht erfolgt und wird auch fir die Zukunft von mir
abgelehnt. Die erarbeiteten Tabellen, Abbildungen und Stellungnahmen wurden Frau
Pechstein zur Verfligung gestellt, ausdriicklich zur freien Verwendung. Zuséatzlich stehen die
Dateien jedermann zur beliebigen Nutzung zur Verfigung; Urheberrechte werden nicht
geltend gemacht.

Zwei Fragen ergaben sich:

1. Wo konnten sich eventuell hinter den Blutwerten Indizien fir Doping mit
Erythropoetin oder &hnlich wirkende 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 natirlich die Werte vor,
wéahrend 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.
Zusatzlich habe ich nach Blutwertverlaufen gesucht, die auf die Entnahme von Eigenblut-
Konserven hindeuten kdnnten sowie auch nach aufféllig tiefen Retikulozytenwerten etc. Dies
ist schriftlich niedergelegt in folgenden Stellungnahmen:

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

Alle drei Papiere kénnen auf der Internet-Site des Marienkrankenhauses Siegen eingesehen
werden: www.marienkrankenhaus.com. Als Reslimee 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 konnen und dass sich auch in den Jahren vorher keine Belege fir Blutdoping welcher
Art auch immer finden.

Zu Frage 2: Zur Frage nach Hinweisen auf eine Anomalie zur Erklarung der erhohten
Retikulozytenwerte habe ich mir die ISU-Originaldaten diesbeziiglich 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 lberhaupt 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 Ausgangslage: Bericht von Dr. Andreas Weimann,
Labormedizin, Charité, Berlin, vom 10. Februar 2010 zu neuen
Untersuchungsmethoden und neue Indizes zur
Diagnosestellung einer hereditaren Sphéarozytose bei Frau
Claudia Pechstein

Aus dem Untersuchungsbericht Dr. Weimanns ergibt sich
zusammengefasst das Folgende:

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
ertffnet. Im Jahr 2009 wurden zwei neue Index-Werte fur die
Differentialdiagnose von Patienten mit asymptomatischer fraglicher
hamolytischer Konstellation etabliert, nachdem einer der beiden
schon vorher fir die oft schwierige Diagnose des Eisenmangels
insbesondere in der Abgrenzung zur Thalassédmie aber auch bei
Dialysepatienten publiziert worden ist (E. Urrechaga: Int. J. Lab
Hematol 31: 528, Oktober 2009). 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 Retikulozytenzahl-IRF-Quotienten.

1.

Der HS-Screening-Index ist ein Quotient aus besonders kleinen
Erythrozyten (%MicroR) dividiert durch den Prozentsatz von
Erythrozyten mit auffallig wenig Hamoglobin (%HYPO-He).
Dieser Index wurde primar fur die oft schwierige Diagnostik des
Eisenmangels insbesondere bei Niereninsuffizienz  und
Thalassamie entwickelt. Zu dieser Thematik gab es in den letzten
Jahren einzelne Publikationen. Das Prinzip besteht darin, dass
bei Eisenmangel viele Erythrozyten einerseits zu wenig
Hamoglobin haben, weil der entscheidende Werkstoff fur die
Produktion, das Eisen, fehlt. Andererseits sind diese Zellen dann
auch klein, weil zu wenig vom entscheidenden ,Inhaltsstoff* des
Erythrozyten, dem Hamoglobin vorhanden ist. Dementsprechend
muss der Quotient aus beiden bei Eisenmangel nahe bei ,1"
liegen: Die zu kleinen Zellen haben auch zu wenig Hamoglobin.

Die Entwicklung des HS-Scores und die Nutzung des Scores fiir
die hereditare Sphéarozytose ist ein Nebenprodukt dieser
Forschung. Man beobachtete Menschen mit vielen kleinen
Erythrozyten aber .paradoxerweise” mit normaler
Hamoglobinmenge pro Zelle. Dies ist die Konstellation der
Kugelzellenandmie. So wurde aus dem Eisenmangel-Parameter
bei niedrigen Werten ein HS-Index bei hohen Werten.

Der Index war bei Frau Pechstein erhoht wie bei hereditarer
Membranopathie vom Typ Sphérozytose.

Der zweite neu entwickelte Quotient aus Retikulozytenzahl und
IRF (immature reticulocyte fraction) zeigte ebenfalls das klare
Bild einer abortiven Sphéarozytose. Das zu Grunde liegende
Phanomen an sich ist seit langer Zeit bekannt und wurde z.B.
von Prof. Dr. D’Onofrio in 1996 beschrieben. Die RNA der
Sphéarozytose-Retikulozyten wird durch den Fluoreszenz-
Farbstoff nicht adédquat dargestellt, weil der Farbstoff nicht gut in
die Zelle hineinkommt. Da die Farbstoffmenge den Reifegrad des
Retikulozyten ,definiert®, fehlen bei der Spharozytose die
.unreifen* Retis, weil der RNA-Gehalt der Retikulozyten
methodisch bedingt unterschéatzt wird. Dieses Phanomen war
bislang nur graphisch darstellbar, nun wurde es in eine einfache
mathematische Funktion gebracht.

Diese beiden Quotienten wurden nicht fir Doping-Kontroll-Zwecke
entwickelt, sondern fir die hoch-spezialisierte universitare Medizin
und die Medizin der Spezialabteilungen, bei denen sich das Problem
der fehlenden Abklarbarkeit ganz diskreter Hamolysen immer wieder
stellte.



Vorgehen
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HS-Screening-Index

Quotient Retis/IRF

Familie

Vom 01.12.2009 bis zum 16.12.2009 wurde an 5 Tagen 6 Blutproben
mit jeweils 3-fachen Messungen von Frau Pechstein analysiert.
Zusétzlich 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 manifester Kugelzellen-Andmie (HS = hereditare
Sphéarozytose).

Zum Begriff siehe Anlage. 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 dieses Gerétes
in diesem Labor liegt bei 31,8-34,7 g/dl)

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

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

Die Abkirzung HS steht fur hereditare Sphéarozytose. Hereditare
Sphéarozytosen haben einen erhohten Anteil an mikrozytaren
Erythrozyten. Dieser Anteil von %MicroR hat eine normale Menge
Hamoglobin und ist somit nicht hypochrom. Daher ist der Anteil von
%HYPO-He nicht erhoht. Diese typische Kombination von 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.

%Micro-R: 1.1-1.4% %Hypo-He: 0.2-0.3%

Die HS-Screening-Indizes lagen bei Werten von 6-7. Werte > 4 sind
ein Hinweis auf eine HS (Quelle: Francois Mullier, SYSMEX Europa
Symposium 2009, Istanbul, Vortrag).

Patienten mit Kugelzellen-Anamie fallen durch einen hohen
Quotienten aus Retikulozyten und dem Prozentsatz unreifer Retis
auf. Frau Pechsteins Blutkonstellation entspricht auch in diesem neu
definierten Parameter einer Spharozytose-Konstellation.

Der Retikulozyten/IRF-Quotient ahnelt bei Claudia Pechstein am
ehesten den Werten von Patienten mit einer milden HS (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 Uber die gesamte 10-jahrige Beobachtungszeit im
Jamilidren" genetisch determinierten Bereich.



Vater

Reslimee-Familie

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

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

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

Eigene Bewertung der Weimann-Daten

Bewertung

Reslimee-Proteintyp

Die nach meiner Kenntnis erstmals durch Dr. Weimann in der
klinischen Praxis angewandte, zusatzliche Spezialdiagnostik mit den
neuen im Jahr 2009 etablierten Indizes und der
Familienuntersuchung hat die vermutete, aber im CAS-Verfahren
noch nicht bewiesene Diagnose einer abortiven Membranopathie der
Erythrozyten im Sinne einer Spharozytose gesichert. Bei
Gesamtbetrachtung aller oben diskutierter Befunde und nach den
Leitlinien der Task Force of the British Committee for Standards in
Haematology besteht nun kein Zweifel mehr daran, dass die
Blutbildkonstellation bei der WM in Hamar auf die hamolytische
Konstellation einer Spharozytose zuriickgeht.

Es ist zusatzlich davon auszugehen, dass die neuen Indizes die Zahl
der erkannten Trager/Patienten mit Sphéarozytose-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-Anomalitat 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

1

2

3

4, Deficiency of protein 4.2
5 Deficiency of Rh complex
6

Yet to be defined protein abnormalities




4 Eigene Analyse: Gegentberstellung/Abgleich der Befunde Dr.
Weimanns mit den Blutbilddaten der Dopingkontrollen

Kugelzellenanamie - Was ist eine hereditare Spharozytose und
welche Labor-Auffalligkeiten finden sich?

” HS“

Stille Trager

Befunde

Laborwerte

Hereditare Spharozytose = Kugelzellenandmie. Die Bezeichnung der
Krankheit klingt eindeutig: Es handelt sich um die Anémie
(=Blutarmut), bei der ein Teil der roten Blutkdrperchen kugelférmig
aussieht. Die Bezeichnung ist missverstandlich, denn die meisten
kranken Erythrozyten haben Uber 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 heil3t, dass die Erkrankung von Vater und
Mutter vererbt sein muss. Der Auspragungsgrad der verschiedenen
Formen von Kugelzellenandmie kann extrem unterschiedlich sein.

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. Ein Mensch von 20.000 hat eine rezessiv
vererbte Kugelzellenanamie. Daraus errechnet sich, dass 1.4% der
Bevolkerung stille in der Regel asymptomatische Trager einer
rezessiven Form einer Kugelzellenandmie sein missen (Lehrbuch:
Handin, Lux, Stossel: Blood - Principles and Practice of Hematology,
Kapitel 54, Seiten 1701-1818).

Stille Trager der Sphérozytose-Anomalie haben meist verminderte
Haptoglobinspiegel, erhdhte 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).

Pathologisch konnen bei Sphéarozytose - dominant oder rezessiv
vererbt oder Trager-Status - die in der nachfolgenden Tabelle
aufgefuhrten Labor-Parameter sein; Frau Pechsteins Befunde sind




mit Ja/nein gekennzeichnet. Die grau unterlegten Parameter sind als
weitgehend obligat zu betrachten.

Labor-Veranderungen der hereditaren Spharozytose
Bei Frau Pechstein vorhanden: Ja/nein?

Parameter bei schwerer und mittelschwerer Spharozytose

Hamoglobin, Ery-Zahl, Hkt zu niedrig Nein
Bilirubin zu hoch Nein
LDH zu hoch Nein

Oft pathologisch unabhangig vom Schweregrad

Retikulozytenzahl wechselnd hoch, je Ja
hoher desto kranker. Werte um 4 % gelten
in diesem Zusammenhang als sehr niedrig

MCHC hoch Ja

Viele hyperchrome/hyperdense Zellen Ja
Haptoglobin erniedrigt Ja

Wenige unreife Retikulozyten Ja

Viele kleine Erys = %Micro Ja

Wenige Erys mit wenig Hb = %Hypo Ja
Kugelzellen im Blut Ja

RDW hoch Nein
Prinzipielle Untersuchungen

Inkubierter osmotischer Resistenztest Nein
Saure-Hamolyse-Test Nein
EMA-Test Nein
SDS-PAGE zum Nachweis einer Protein- Nein
Anomalie

Neue Untersuchungen/Methodiken

HS-Screening-Index: Micro Erys/Hypo- Ja
chrome Erys
Quotient Retikulozytenzahl/Fraktion Ja

~unreifer* Retikulozyten




Die Blutbild-Daten der ISU-Doping-Kontrollen

MCHC-Werte

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  Sphéarozytose
(Kugelzellenanamie) tUberpruift:

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 Uber 36 g/dl sind
Fehlbestimmungen jedoch ausgeschlossen.

Es handelt sich somit um eine ,hyperchrome Blutbildung“. Im
Lehrbuch Lothar Thomas ,Labor und Diagnose®, 7. Auflage, 2008,
heilt es auf Seite 677 (von 2016 Seiten): ,Auf Grund des MCV
(mittleres corpuskulédres Volumen = Volumen des Erythrozyten) wird
eine Anamie in normo-, mikro und makrozytéar klassifiziert und an
Hand des MCHC in normo- und hypochrom. Hyperchrome Anamien
gibt es nicht.” Die Formulierung ist etwas Uberspitzt — was will der
Autor damit sagen: Er will damit andeuten, dass es hohe MCHC-
Werte mehr oder weniger nur als Artefakt gibt bei Fehlbestimmung
durch das Labor oder durch ,Fehlverhalten* der Erythrozyten. Er
schreibt wortlich auf Seite 680: ,Erhohte MCHC: Wird gefunden bei
hochtitrigen Kélteagglutininen und bei hereditarer Sphéarozytose.” Bei
letzterer entsteht der erhohte MCHC-Wert (also die erhohte
Hamoglobinmenge pro 100 ml Erythrozyten) dadurch, dass Wasser
durch die etwas defekte Membran der Erythrozyten austritt. Dies
passiert nur, wenn die Zellmembran der Erythrozyten geschadigt wird
und Flussigkeit aus den Zellen ausstromen kann und sich durch die
intrazellulare Austrocknung der Hamoglobinmenge im Erythrozyt
scheinbar erhdéht. Wegen dieser Gegebenheit ist der MCHC-Wert ein
so wichtiger Indikator einer leichten Hamolyse auf der Basis einer
Schadigung der Zellwand.

Es verbleibt also 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.



Verlauf des MCHC-Wertes bei den ISU-Kontrollen von 2000 - 2009
Normbereich 32 - 36 mg/dl
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4.1

Verlauf Blutwerte

Die Retikulozytenzahlen steigen tendenziell Gber 10 Jahre hinweg

- die Hamoglobinwerte fallen tendenziell in der gleichen Zeit

Retikulozytenzahlen nach oben.

Die Hamoglobinwerte tber 10 Jahre hinweg von der ISU gemessen

tendieren im Lauf der zehn Jahre nach unten, die

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 Abwaértstrend von 14.7 auf 14.4 g/dl
dar. Dieser abfallende Hamoglobin-Trend bei steigenden
Retikulozyten spricht flr ein medizinisches Phanomen und gegen

Epo-Doping.
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Hamoglobinwerte von 2000 - 2009
Normbereich Lehrbuch plus ISU-Grenzwert 12-16.5 g/d|
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4.2  Nach hohen Retikulozytenwerten Uber 2.4% steigt der
Hamoglobinwert nicht — er ist tendenziell niedriger

Wenn Epo-Doping die Erh6hung der Retikulozytenzahl tber die ISU-
Grenzen verursacht, muss der Hamoglobinwert um z.B. 1 g/dl und
mehr steigen. Dies war nie der Fall. Tatséchlich lag der mittlere
Hamoglobinwert innerhalb der nachsten vier Wochen nach auffalligen
Reti-Werten mit 14.3 g/dl niedriger als in allen anderen Situationen
(14.6 g/dl). Entsprechendes gilt 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 fur 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
16
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4.3  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 hochsten Hamoglobinwerten der
Patientin.
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Reticulocytes %

4 -

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

Episode nr

Wenn die hdochsten Hamoglobinwerte der Sportlerin Ausdruck von
Epo-Doping wéren, kénnte 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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4.4  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. Siehe
auch MCHC-Wert. Diese Zellen sind zugleich die Indikatorzellen fur
die verschiedenen Formen der Sphéarozytose. 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 bei 6.5%. Dies ist mehr als
in der Allgemeinbevdlkerung; der Normbereich geht fir einige
Autoren bis 2.5%, einzelne geben Werte bis 4% als normal an.

Die Retikulozyten-Hamoglobinmessung ist zusétzlich von Bedeutung,
weil beim Epo-Doping tendenziell wenig H&amoglobin in den
Uberstlrzt gebildeten Zellen vorhanden ist. Die Zellen sind dann
tendenziell wasserreich und hamoglobinarm. 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 erhoht gemessen worden.

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 hereditéaren Spharozytose:

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

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

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

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

Vermehrt hyperchrome Zellen.
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5

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

Mir liegen folgende Gutachten vor, anhand derer ich die Diagnose einer hereditéaren
Membranopathie tberprift habe:

5.1

Gutachten Professor Dr. D"Onofrios vom 22. August 2009

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

Gutachten Professor Dr. H. Heimpel vom 11. Februar 2010
Gutachten Professor Dr. Christof Dame

Gutachten Professor Dr. Walter Schmidt vom 20. Oktober 2009
Bericht Professor Dr. Lothar Rocker 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 Einschatzung,
die Retikulozytenzahlen in Hamar 2009 seien auf Doping
zurickzufuhren. Er listet aber auch detailliert alle medizinischen
Befunde auf, die fir eine hamolytische Konstellation im Sinne einer
hereditdren Spharozytose sprechen koénnen. Diese Aspekte seiner
Stellungnahme vom 22. August 2009 sollen hier dargestellt werden.

Er schreibt an mehreren Stellen, dass neben Doping als Ursache der
erhohten Retikulozytenzahlen aus der Gruppe der vielen
hamolytischen Andmien nur eine hereditare Sphéarozytose
(Kugelzellenandmie) in Betracht kommt. Die Kugelzellenanamie sei
die haufigste angeborene hamolytische Anédmie 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 erhodhten
Retikulozytenzahlen ist — nicht far 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 addquat schnell um die
Durchfiihrung der entsprechenden Untersuchungen bemuiht habe.

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

Folgende Untersuchungsdaten zitiert er:
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Zitat der Daten des Schweizer Labors fur Doping-Analysen am 16. April 2009

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

normales Bilirubin

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

Retikulozyten 2.45% (oberhalb des internen Normbereiches)

.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)”

“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 fur Kugelzellenandmie HS); dabei seien
erhohte 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 folgendermal3en: ,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 sperocytes on the blood film (although | could not
personally verify it), can be observed in a patient with compensated
spherocytosis.”

Original sieht sein anschlieRender Text folgendermallen aus:

in conclusion, the increase in reticulocytes associated to the above mentianed

findings can indicate;
1) blood doping

2) hereditary spharocytosis (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 hélt eine kongenitale hamolytische
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Kommentar:

Great Britain

Wintrobes Lehrbuch
U.S.A. Chapter 31

Erkrankung fur ,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).

Die medizinischen Fakten sind adaquat und fair beschrieben. Nur die
Aussage des allerletzten Satzes ist falsch. Oder hoflicher formuliert,
sie deckt sich nicht mit den Publikationen der Top-Experten auf dem
Sektor der hereditdéren Spharozytose. 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 ware 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 konnen.

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.

Dort hei3t 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. Dies gilt auch fur die osmotische
Resistenz-Tests (negativ bei 10-20% der Patienten).

“The primary lesion in HS erythrocytes is caused by membrane prote-
in 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
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Perrotta Lancet 2008

5.2

Pathol. Befunde

Erganzungen

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
Mutation Database, Institute of Medical Genetics in Cardiff,
www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php.”

“Membrane loss in hereditary spherocytosis is associated with
defects in several membrane proteins. On the basis of densitometric
guantification 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) vet to be defined protein abnormalities.”

Lancet 372: 1411-1426, 2008.

Prof. Dr. Hubert Schrezenmeier Transfusionsmedizin
Ulm 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. Auffallige
Zyanose (Blauverfarbung) von Lippen, Zunge und Wangen bei Atem-
Maneuvern.

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

Erhéhte Retikulozytenzahl und erneut erhohter 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 erhdhte Retikulozyten und erhéhte MCHC-Werte
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gemessen sowie mikroskopisch  Kugelzellen (Sphéarozyten)
festgestellt.

In seiner Ergdnzung 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
Berticksichtigung des neu verfigbaren Auswertungs-Algorithmus ...."
Diese vereinbar sind mit einer milden Form einer hereditaren
Sphéarozytose.

5.3  Prof. Dr. H. Heimpel

MCHC-Wert

Zusammenfassung

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 erhdht. Hierzu
zédhlen sogenannte Kalte-Agglutinine, die das Blut an kalten
Korperteilen (Lippen, Ohren) verklumpen und zerstbren sowie
Verdnderungen der Erythrozytenstruktur wie z.B. bei der
Kugelzellenanamie.

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

Prof. Heimpel wertet dies als ein Beleg dafiir, 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 ergéanzen die auf eine leichte Hamolyse
hindeutende Konstellation. Es wird zusatzlich 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.

Zusatzlich weist er die Behauptung von Prof. Dr. d’Onofrio zurlick,
negative erythrozytdre Membran-Untersuchungen koénnten eine
Erythrozytenerkrankung ausschliel3en.

In seiner ergédnzenden Stellungnahme vom Februar 2010 nach
Vorliegen der Daten von Dr. Weimann sieht er seine urspriingliche
Einschéatzung voll-umfanglich bekraftigt, dass eine Membranopathie
vom Typ hereditare Spharozytose vorliegt.
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54 Prof. Dr. Christof Dame, Charité-Universitatsmedizin Berlin

Vorgehen

Fazit:

Sechs Untersuchungen von Blutbild und Epo-Spiegel sowie
molekularbiologische Untersuchungen

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 fur die andere
unbekannt ist, welchen Einfluss sie hat.

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

5.5  Prof. Dr. Walter Schmidt, Institut fir Sportwissenschatft,

Vorgehen

Sein Resiimee lautet

Fazit:

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 lber
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 zuséatzlichen
weiteren Veranderungen der Erythrozyten und Retikulozyten sind
nicht typisch fiir Epo-Doping. Die erhéhten Retikulozytenzahlen sind
nicht notwendigerweise Folge von Epo-Doping.
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5.6  Prof. Dr. Lothar Récker — Labor 28 — Berlin: Juli — September

2009
Retis

Geréate-Vergleich

In der Zeit vom 21. Juli bis 25. September wurden regelmaRig
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% gezéhlt. Vier von 11
Retikulozytenmessungen zeigten Werte oberhalb der ISU-Grenze
von 2.4%. Dabei wurde vom 11.08.2009 an regelmafig der
Erythropoetinspiegel kontrolliert.

Nach submaximaler Belastung am 21.7.2009 sowie am 19.9.2009
dokumentiert sich ein Retikulozyten-Anstieg in den néachsten 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 belastungsunabhéngig hohe
Retikulozytenwerte.

Haptoglobin ist ein auRerst empfindlicher Hamolyse-Indikator, weil
dieses Protein freies Hamoglobin abféangt 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 Geréten durchgefiihrt, einerseits am Advia-Gerat, das
meist bei Doping-Kontrollen verwendet wird sowie an einem Sysmex-
Gerat.
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Vergleich der Retikulozytenwerte simultan gemessen mit zwei

& Sysmex

verschiedenen Geraten (Prozentwerte) B Advia
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Kommentar

Dabei zeigten sich die Retikulozyten bei Frau Pechstein am Sysmex-
XE2100-Geréat deutlich niedriger. Der Mittelwert betrug 1.3%
gegenuber 2.2% bei paralleler Messung am Advia. Dieser
Unterschied ist wesentlich gréRer als bei Normwertkollektiven
gemessen mit beiden Systemen. Dabei ist der Unterschied marginal
wenn Uberhaupt vorhanden und liegt in der Grélienordnung von bis
0.4%.

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-Geréat deutlich niedriger. Der Mittelwert betrug 1.3%
gegenuber 2.2% bei paralleler Messung am Advia. Dieser
Unterschied ist wesentlich gréRer als bei Normwertkollektiven
gemessen mit beiden Systemen. Dabei ist der Unterschied marginal
wenn Uberhaupt vorhanden und liegt in der Grolienordnung 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 enthalt, 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.
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Advia-Prinzip

Sysmex-Prinzip

Ein Retikulozyt unterscheidet sich vom reifen Erythrozyt nicht nur
durch die RNA sondern auch dadurch, dass er gréRer ist. Im Laufe
seiner Reifung gibt er Flussigkeit 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 fir 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 grofer ist sie. Je weiter
rechts sie liegt, desto mehr Farbstoff hat die RNA gebunden, desto
unreifer ist sie also. Siehe nachstehende Abbildung.

Beim Sysmex-Gerat (siehe Abbildung unten) wird bei der Ery-Reti-
Unterscheidung zusatzlich noch die Zellgrof3e bericksichtigt, wie die
gebogen verlaufende Trennlinie zwischen blau dargestellten Erys und
pink-farbenen oder und roten Retis zeigt (bei Schwarz-weil3-Druck
sicher schlecht zu sehen). Das heil3t ganz konkret, grof3e Zellen mit
nur noch ganz wenig RNA-Anfarbung werden vom Sysmex-Gerét als
Erythrozyt und vom Advia-System als Retikulozyt gez&hlt.

Nun kommt hinzu, dass bei der hereditdaren Sphérozytose die
Membran der Erythrozyten schlecht durchgéngig ist fur den Farbstoff,
der die RNA farbt (siehe auch Gutachten Dr. Weimann). Deshalb
haben solche Patienten immer eine zu niedrige Fraktion ,unreifer
Retikulozyten®“. Darauf beruht auch der Reti%/IRF-Quotient von Dr.
Weimann. Patienten mit Kugelzellenandmie haben natirlich unreife
Retikulozyten; nur die Messverfahren unterschatzen sie, weil zu
wenig Farbe in die Zellen hineinkommt.
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Als nachstes muss daran erinnert werden, dass Retikulozyten auch
groRRer sind als reife Erythrozyten. Das heil3t innerhalb eines Tage
geben sie viel Flussigkeit ab und werden dadurch Kkleiner.
Sphéarozytose-Retikulozyten, die den Fluoreszenz-Farbstoff schlecht
aufnehmen oder halten koénnen, sind grof3 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-Gerét als reife Erythrozyten (siehe Muster-Zelle
mit Punkt und Pfeil).

Tut mir Leid; einfacher kann zumindest ich es nicht darstellen. Langer
Rede kurzer Sinn: Das Sysmex-Gerdt unterschatzt die
Retikulozytenzahl speziell bei Patienten mit Kugelzellenanamie. Die
Retikulozytenvermehrung solcher Patienten wird vom Advia-System
besser erfasst. Wahrend bei Normalpersonen bei der Reti-Zahlung
kaum Unterschiede zwischen den Geréate-Typen bestehen (siehe
Normwertstudien), sind diese bei hereditarer Sphérozytose aus
mess-technischen Griinden grof3.

0 (=

Hyperchrome Zellen Bei acht Messungen wurde der Anteil hyperchromer Erythrozyten

Reti-Hamoglobin

bestimmt. Der Prozentsatz lag zwischen 3.3 und 11.1% bei einem
Mittelwert von 6.5%. Dies ist deutlich mehr als in der
Allgemeinbevdlkerung; der Normbereich geht flr 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.
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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 erythrozytaren Spezialparameter passen
auch.

6 Zusammenfassung - Diagnosestellung

ResUmee:

Die zuséatzliche 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 Sphérozytose . 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 auf die hamolytische Konstellation zurtickgeht.

Als Diagnose ergibt sich:

Diagnose

Erbmuster

Haufigkeiten

Schweregrad

Protein-Typ

Konstellation

Hereditare Sphéarozytose

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

Dominant 1:2.000

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

Tragerstatus: 1:100
Grad Null nach Cynober (Schweregrad-Bereich: null - 15)

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

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 uf3ere Einflisse
veranderbarer Hamolyse erklart die sehr auffallige
Retikulozytenvermehrung bei der WM in Hamar und die niedrigen
Werte zu anderen Zeiten.
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Kurzdarstellung der Einzel-Befunde

Neue Methoden 1
Screening-Index

Die Abkurzung ,HS" steht fir hereditéare Spharozytose. Hereditare HS-
Sphéarozytosen haben einen erhéhten Anteil an mikrozytaren

Erythrozyten. Dieser Anteil von %MicroR hat eine normale Menge Hamoglobin und ist somit
nicht hypochrom. Daher ist der Anteil von %HYPO-He nicht erhoht. Diese typische
Kombination von vielen %MicroR und wenigen %HYPO-He kann mit einem Index deutlich

gemacht werden.

Neue Methoden 2
Quotient Retis/IRF

Familie

Asthma

Epo-Profil

Retikulozyten

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.

Patienten mit Kugelzellen-Anadmie fallen durch einen hohen Quotien-
ten aus Retikulozyten und dem Prozentsatz unreifer Retis auf. Frau
Pechsteins Blutkonstellation entspricht in diesem neu definierten
Parameter einer Spharozytose-Konstellation.

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

Die zwischenzeitlich — auch mit Hilfe der neuen Messmethoden —
durchgefuhrte Familiendiagnostik bestéatigt den Befund einer
abortiven Membranopathie der Erythrozyten im Sinne einer
Sphéarozytose. 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  Uber die gesamte  10-jahrige
Beobachtungszeit im ,familiaren” genetisch determinierten Bereich.

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

In dem bei Frau Pechstein diagnostizierten Asthma konnte unter
Umstdnden 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 erhdht; dies wurde
in allen beteiligten Labors bestétigt. Nach Belastung lieRen sich bei
der Sportlerin 100%ige Anstiege dokumentieren. Es gibt aber auch
belastungsunabhangig gleich hohe Retikulozytenwerte.

Beim Advia-Gerat werden die Retikulozyten von Menschen mit
hereditarer Sphéarozytose prinzip-bedingt héher gemessen als mit
dem Sysmex-Gerat (siehe Prof. Dr. Rocker), weil letzteres grofl3e
Retikulozyten mit wenig Farbbindung, wie bei HS typisch, als
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Retis und Advia

Reti-Verlauf
Hb-Verlauf

Ery-Indizes

Haptoglobin

Protein-Chemie

Reslimee

Erythrozyten zahlt. Bei Nicht-HS-Patienten werden die Reti-Werte
dagegen mit beiden Geraten annéhernd 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 Gber 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-Andmie: Viele hyperchrome Erys,
hoher Retikulozyten-Hamoglobinspiegel, hoher CHCMr-Wert. Epo-
Doping wiirde die umgekehrte Konstellation zeigen (siehe 3.3).

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

Die osmotischen Testverfahren in Richtung Spharozytose etc. waren
negativ. Dies schlie3t eine Spharozytose 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
Sphéarozytose Typ 6 nach Perrotta: “Yet to be defined protein
abnormalities”.

Die Kombination von (1) immer wieder erhohten Retikulozyten, (2)
immer auffallig niedrigem Haptoglobin und (3) immer aufféllig hohem
MCHC-Wert teils innerhalb teils aul3erhalb des Normbereiches, sowie
den erythrozytaren Spezialparametern wie (4) hyperchrome Erys, (5)
hoher Retikulozyten-Hamoglobinspiegel und (6) hohe CHCMr-Werte
sind eindeutiger Beleg fiir eine hamolytische Konstellation. Durch die
Weimann-Methodik der Charité in Berlin wurde die Diagnose einer
hereditaren Spharozytose abgesichert.
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| Anhang 2 Liste medizinischer Begriffe

HS Hereditare Sphéarozytose = Kugelzellenandmie. Die Bezeichnung der
Krankheit klingt eindeutig: Es handelt sich um die Anamie
(=Blutarmut), bei der ein Teil der roten Blutkdrperchen 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 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 heildt, dass die Erkrankung von Vater und
Mutter vererbt sein muss. Der Auspragungsgrad der verschiedenen
Formen von Kugelzellenandmie kann extrem unterschiedlich sein.

Spéarozytose = HS = Kugelzellenanamie.

Hb-Wert Abkirzung fur Hamoglobinwert. Angegeben in g/dl, das heif3t 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 Flissigkeit
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MCHC

MCH
MCV
%Hypo
%Hyper
%Muicro-R
Reti

Haptoglobin

Hamolyse

MCVr
Makro%
CHCMr
CHr
RNA

IRF

Abklrzung fir Hamoglobinmenge in den Erythrozyten, angegeben in
g/dl wie bei Hb-Wert, aber hier bedeutet es Gramm Hamoglobin pro
100 ml Erythrozyten (nicht Blut).

Mittelwert der Menge des Hamoglobins im einzelnen Erythrozyten
Mittlere ZellgroRRe

Prozentsatz von Erythrozyten mit wenig Hamoglobin

Prozentsatz von Erythrozyten mit viel Hamoglobin pro Volumen
Prozentsatz kleiner Retikulozyten

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 Blutkbrperchen
(normalerweise leben sie 100-120 Tage). Meistens wie eine Art
Allergie — der Korper zerstért durch Antikdrper 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 Kugelzellenanédmien wie
bei Claudia Pechstein.

Volumen des einzelnen Retikulozyten

Prozentsatz besonders grof3er Erythrozyten

auch MCHCr; mittlerer zellularer Hamoglobingehalt pro 100 ml Retis
Hamoglobingehalt der Retikulozyten

Ribonukleinsédure. Kopie der Erbinformation, die in der Zelle fur die
Eiwei3produktion genutzt wird.

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

Prof. Dr. Winfried Gassmann
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