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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Historische Einordnung: Erythrozytentransfusion

Jahrlich werden am Universitdtsklinikum GieBen und Marburg circa 40.000
Erythrozytenkonzentrate transfundiert !82. Deutschland wies 2015 einen jihrlichen
Bedarf von 47,7 Erythrozytenkonzentraten pro 1000 Einwohnerinnen und Einwohnern
auf ®. Erythrozytenkonzentrate werden grundsitzlich ABO- und Rhesus-D-kompatibel
(RhD) transfundiert ?°. Nach Transfusion von Erythrozytenkonzentraten kann der
Empfinger Alloantikdrper gegen eine Vielzahl von weiteren Blutgruppenantigenen
bilden. Praformierte Alloantikorper 16sen hidmolytische Transfusionsreaktionen aus,
wenn die transfundierten Erythrozyten das korrespondierende Antigen tragen. Die
Kenntnis der Risikofaktoren fiir eine Alloimmunisierung gegen Blutgruppenantigene ist
fiir die sichere und gesicherte Transfusion von Erythrozytenkonzentraten von hoher

Bedeutung.

Die erste gelungene Bluttransfusion fiihrte der Physiologe Richard Lower 1666 in Oxford
zwischen zwei Hunden durch. Im Jahr 1667 wurde durch Jean- Baptiste Denis und den
Chirurgen Paul Emmerez in Paris die erste Blutiibertragung vom Tier (Lamm) auf den
Menschen vollzogen '*. Nach zahlreichen Experimenten mit Tieren versuchte sich der
Geburtshelfer James Blundell 1825 als einer der Ersten an Bluttransfusionen von
Menschen zu Menschen. Mittels eines speziellen Transfusionssystems mit Spritze und
Trichter verabreichte er Gebdrenden Frauen mit postpartaler Blutung, das ihrer
Eheménner. Postpartale Blutungen waren einer der wichtigsten Ursachen der erhohten
Miittersterblichkeit bei Gebarenden. James Blundell gilt daher als ,,Vater der modernen
Bluttransfusion® '°. Schnell zeigte sich das Problem der schnellen Blutgerinnung und
somit Unbrauchbarkeit des Blutes fiir eine Transfusion. Zahlreiche Todesfélle durch die
bis dahin unbekannten Unvertraglichkeitsreaktionen infolge ABO-inkompatibler
Transfusionen, wurden ebenfalls verzeichnet. Fiir die erfolgreiche Durchfiihrung einer
Transfusion ist die Kompatibilitit der ABO-Blutgruppen zwischen Spender und

Empfinger essentiell, die erst 1901 entdeckt wurden '%.
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1.2. Erythrozytenantigene

Heute sind 43 verschiedene Blutgruppensysteme (siehe Tabelle 1, S. 4) bekannt, an deren
Bildung 45 Gene beteiligt sind. Insgesamt sind mehrere Hundert Blutgruppenantigene
bekannt '!1%132164 1901 wurde das ABO-System (siehe Kapitel 1.3.1, S.5) von Karl
Landsteiner entdeckt '?°, der fiir die Entdeckung der menschlichen Blutgruppen 1930 mit

dem Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin ausgezeichnet wurde.

Blutgruppen sind definitionsgeméf Strukturen auf Blutzellen, die von Alloantikérpern
erkannt werden. Alloantikérper werden von Individuen gebildet, die das
korrespondierende Blutgruppenantigen nicht besitzen und durch fremde Blutzellen im
Rahmen einer Schwangerschaft, Transfusion oder Transplantation immunisiert werden.
Im ABO-Blutgruppensystem entstehen ,,natiirliche* Anti-A- und Anti-B-Antikoérper nach
der Geburt, die vorwiegend der IgM-Immunglobulinklasse angehéren. Die Agglutination
von Erythrozyten durch IgM-Antikorper ist makroskopisch sichtbar und daher war es
Landsteiner bereits 1900 moglich, die ABO-Blutgruppen zu entdecken °®. Verfahren zum
Nachweis von Immunantikorpern der IgG-Klasse, durch welche die meisten anderen
Blutgruppensysteme charakterisiert sind, wurden erst Jahrzehnte spdter entwickelt

(siehe Kapitel 1.8, S. 25).

1.2.1. Aufbau und Funktion der Erythrozytenantigene

Biochemisch handelt es sich bei Blutgruppenantigenen um Kohlenhydrate
(Oligosaccharide) beziehungsweise um Polypeptide (Proteinstrukturen). Das Rhesus-
System und das Kell-System sind durch Proteinstrukturen charakterisiert. Zu den
Blutgruppensystemen mit iiberwiegendem Kohlenhydratanteil gehdren das ABO-System,
H-, li-, Lewis- und das P-System. Diese Oligosaccharide sind fest in der Lipidschicht der
Erythrozytenmembran iiber sogenannte Membranlipide oder iiber hydrophobe Anteile

verankert (siche Abb. 1, S. 3).
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Schematische Darstellung der Erythrozytenmembran

Glycophorin A Glycophorin B

innen

g = Oligosaccharide _5 = Peptidketten

Abb. 1 Schematische Darstellung der Erythrozytenmembran '0%124

Polymorphe Gene determinieren die Blutgruppenantigene. Infolge der zahlreichen
Blutgruppenantigene ist es extrem unwahrscheinlich, dass zwei Menschen, mit
Ausnahme eineiiger Zwillinge, exakt die gleiche Blutgruppenkonstellation aufweisen '¥3.
In biochemisch leicht modifizierter Art sind diese Antigenstrukturen auch in anderen
Geweben des menschlichen Korpers zu finden, womit deren Bedeutung in der

Transplantationsmedizin eine besondere Stellung einnimmt 44,

Fiinf verschiedene Funktionen konnen mit Blutgruppenantigenen assoziiert sein: !

Enzyme (Transferasen, Proteasen, Ektoenzyme und weitere Enzyme), Rezeptoren fiir
exogene Liganden (Viren, Bakterien und Parasiten), Adhédsionsfunktion (Beeinflussung
der Leukozytenextravasation, Metastasierung von Tumorzellen), Transporter- und

Kanalfunktion sowie Strukturproteine (Glykophorine) (siche Tabelle 1, S. 4).
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Tabelle 1 Einteilung der erythrozytdaren Antigene nach der International Society of Blood
Transfusion (ISBT) in Blutgruppensysteme, Strukturdeterminanten, Funktionelle
Klassifizierung der Erythrozytenantigene und ihre Transfusionsrelevanz ¢ (Quelle: ISBT
03 Februar 2021)

ISBT-

ISBT-

System Antigene  Funktionsmolekiil — Transfusionsrelevanz
Nr. ) Symbol & 3
001 ABO ABO A,B,H Glykosyltransferase 2 regelhaft
002 MNSs MNSs M, N, S, s Glykophorin ¢ bei Antikdrper-Nachweis
003 P P () Re7eprorTWPANOVINS i Antikrper-Nachweis
D,C,cE, 107 regelhaft (wichtig bei
004 Rhesus Rh e. Cw Membrantransporter Schwangerschaft)
005 Lutheran Lu Lu(a), Lu(b)  Adhisionsmolekiil bei Antikdrper-Nachweis
K, k, Kp(a), . bei Antikdrper-Nachweis
006 Kell Kel Kp(b), Js(a), Mligﬁznf(}),gi/i:i(; 53 (wichtig bei Frauen im
Js(b) P gebirfahigen Alter)
007 Lewis Le Le(a), Le(b)  Glykosyltransferase '3 bei Antikérper-Nachweis
008 Duffy Fy Fy(a), Fy(b) Bindungsprotein '3 bei Antikorper-Nachweis
009 Kidd Jk Jk(a), Jk(b)  Membrantransporter '°'  bei Antikérper-Nachweis
010 Diego Di Membrantransporter 3!
011 Cartwright Yt \\;V/rr((%)), Ektoenzym ° bei Antikorper-Nachweis
012 Xg Xg Adhidsionsmolekiil 34
013 Scianna SC Adhésionsmolekiil
014 Dombrock Do Ektoenzym 8
015 Colton Co Membrantransporter '
016 Landsteiner/Wiener Lw Adhisionsmolekiil ®!
017 Chido-Rodgers Ch/Rg Komplement
018 Hh H Glykosyltransferase 22
019 Kx Xk Membrantransporter
020 Gerbich Ge Glykophorin 32
021 Cromer Crom Komplemgltregulator
022 Knops Knops Komplemlellsltregulator
023 Indian In Adhisionsmolekiil >
024 Ok Ok Adhisionsmolekiil %2
025 Raph Raph Nicht bekannt
026 John Milton Hagen Jmh Adhésionsmolekiil
027 I I Glykosyltransferase
028 Globoside Glob Glykosyltransferase
029 Gill Gil Membrantransporter
030 Rh-assoc1at§d RHAG
glycoprotein
031 FORS FORS
032 JR JR
033 LAN LAN
034 VEL VEL
035 CD59 CD59
036 AUG AUG
037 KANNO KANNO KANNOI
. B4GALNT2
038 Sid SID and Sd(2)
039 CTL2 CTL2
40 PEL PEL
41 MAM MAM
42 EMM EMM
43 ABCCI1 ABCC1
Transkriptions- GATALI Transkriptionsfaktor %8
faktor
Transkriptions- KLF1 Transkriptionsfaktor 38

faktor
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1.3. Klinisch relevante Blutgruppensysteme
1.3.1. ABO-System

Das ABO-System ist das Blutgruppensystem mit der hochsten klinischen Relevanz in der
Transfusionspraxis. Die ABO-Blutgruppen sind durch endstindige Zuckerreste
charakterisiert, die durch eine Glykosyltransferase mit unterschiedlicher Substrat-
Spezifitit an bestimmte Vorlduferstrukturen transferiert werden. Thre Morphologie
entspricht endstindig verzweigter Kohlenhydratketten, die an Lipide oder Proteine der
Erythrozytenmembran angeheftet sind *°. Es werden fiinf wichtige Allele unterschieden
(siehe Tabelle 2, S. 6), deren Expression verschiedene Genprodukte kodieren '®°. Die
Allele fiir A und B sind hierbei dominant gegeniiber dem rezessiven Allel 0. Kommen
beide Allele A und B in einem Individuum vor, handelt es sich um eine Kodominanz mit
der daraus resultierenden Blutgruppe AB. Die Antigene A und B bilden die
unterschiedlichen Phiinotypen 0, A, B und AB '®. Im Blutplasma liegen natiirlich
vorkommende Antikorper (Isoagglutinine) vor, die gegen Antigendeterminanten (Anti-
A, Anti-B) gerichtet sind, die dem Individuum selbst fehlen. Postnatal werden die ABO-
Antikorper durch Zuckerstrukturen an Darmbakterien induziert. ABO-Antigene sind nicht
nur auf der Erythrozytenmembran, sondern auch in Korperfliissigkeiten, im Serum (als
l6sliche Glykoproteine), in verschiedenen Korperzellen und Zelloberflachen, in
sensorischen Nervenzellen, Blutplédttchen, in Endothelzellen von Blutgefiflen, auf
Bakterien sowie im Tier- und Pflanzenreich zu finden ®2. Infolge priformierter anti-
erythrozytirer Antikdrper der Immunglobulinklasse IgM ist es von entscheidender
Bedeutung, eine inkompatible Transfusion zu vermeiden. Der gebildete Antigen-
Antikorper-Komplex fiihrt zur Komplementaktivierung und Bildung des Membran-
Angriff-Komplexes C5b-9. Es kommt zu einer Himagglutination (Verklumpung) und
sofortigen intravasalen Hamolyse der Erythrozyten. Himolysen resultieren sehr rasch in
klinischen Symptomen, in nicht wenigen Fallen mit tédlichem Verlauf (siche Kapitel 1.6,
S. 15). Es handelt sich hierbei um hdmolytische Transfusionsreaktionen (HTR) vom

Soforttyp.
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Tabelle 2 Genetische Grundlagen des ABO-Systems (modifiziert {ibernommen) S. 390
Tab. 10.5 aus dem Buch Klinische Chemie und Himatologie 6. Auflage **

Allel/ Merkmal  Antigen Genprodukt Blutgruppe
H- H-Substanz als Grundstruktur
H a- (1-2) L-Fucosyltransferase bei 0 und als Basisstruktur bei A
Substanz
und B, AB

Keine der ABO-Blutgruppen,

H Entfallt Nicht vorhanden _Bombay-Phinotyp*
A- a-(1->3) -3-N-Acetyl-
*
ABOTA Substanz Galactosaminyltransferase Aund AB
AB0*B B- a-(1->3) -D-Galactosyltransferase Bund AB
Substanz
AB0*0 Entfallt Nicht vorhanden, codiert fiir kein 0

funktionierendes Enzym

Wie in der Tabelle 2 ersichtlich, stellt das H-Antigen die Basisstruktur der Kohlenhydrat-
Epitope der Antigene A und B dar. Das H-Antigen wird mittels einer Fucosyltransferase
mit dem Vorldufermolekiil aus N-Acetylgalactosamin (GlcNAc) und D-Galactose (D-
Gal) gebildet. Bei Blutgruppe A ist das spezifische Enzym a-(1-2>3) -3-N-Acetyl-
Galactosaminyltransferase (A-Transferase) fiir die Entstehung der A-Substanz
verantwortlich '%. Es wird zwischen zwei Merkmalen unterschieden: Merkmal A1, mit
einer sehr hohen A-Antigenexpressionsdichte (80 % Vorkommen) und Merkmal A2, mit
einer geringeren A-Antigenexpressionsdichte (20 % Vorkommen) 7. Bei Blutgruppe B
ist es die a-(1> 3) -D-Galactosyltransferase (B-Transferase). Die Antigene A und B
entstehen an unterschiedlichen Kohlenhydratketten. Insgesamt gibt es vier verschiedene
Typen. Auf den Erythrozyten iiberwiegen Antigene an Typ-2-Ketten. Besitzt ein
Individuum beide Transferasen, hat es die Blutgruppe AB. Blutgruppe 0 ist durch
funktionslose Allele charakterisiert. Fehlt die Fucosyltransferase-Aktivitit, entsteht der

extrem seltene sogenannte Bombay-Phinotyp 0315

. Bei diesem Typ haben die
Erythrozyten weder ein A- oder ein B-Antigen noch ein H-Antigen auf ihrer
Membranoberfldche. Bei diesen Individuen sind Isoagglutinine vom Typ Anti-A, Anti-B
und ein Anti-H im Serum zu finden '®!1°, Individuen mit diesem Phénotyp kénnen nur
mit Erythrozyten des gleichen Phinotyps transfundiert werden, was in der klinischen

Praxis zu erheblichen Problemen fiihren kann.

Die Antigene A-und B sind auch zahlreich auf der Oberfliche von Bakterien der
Darmflora vorhanden. Im Lauf der ersten Lebensjahre kommt es durch die Entwicklung
des Mikrobioms zur Bildung von natiirlichen Antikoérpern der Immunglobulinklasse IgM

gegen Zuckerstrukturen von Bakterienmembranen oder -kapseln. Diese Antikdrper
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gehoren zum frilhen Abwehrsystem gegen Infektionen. Gegen korpereigene
Zuckerstrukturen werden ABO-Antikdrper nicht gebildet. . Die Bestimmung der ABO-
Blutgruppe erfolgt durch den Nachweis der Antigene auf der Erythrozytenoberfliche und
der Isoagglutinine im Plasma. Bei Neugeborenen wird die Blutgruppe nur vorldufig

bestimmt und erst mit der endgiiltigen Ausbildung der Isoagglutinine bestitigt 1.

Die Rolle des ABO-Systems beschrankt sich nicht nur auf die Hédmotherapie, die
Transplantationsmedizin oder auf die Immunhidmatologie. ABO-Blutgruppen sind mit
kardiovaskuldren Erkrankungen und dem Thromboserisiko assoziiert %2, So ist das
thromboembolische Risiko bei Patientinnen und Patienten mit einer Nicht-0-Blutgruppe

erhoht, vermutlich durch eine hohere Konzentration des von-Willebrand-Faktors (VWF)

und Faktor VIII 7:62.110,

1.3.2. Rhesus-System

Das Rhesus-System (Rh-System) kommt in der klinischen Relevanz direkt nach dem
ABO-System. Erstmalige Beschreiber des Rh-Systems waren Philip Levine und Rufus
Edwin Stetson *. 83 % der deutschen Bevélkerung tragen das RhD-Antigen und werden
entsprechend als RhD-positiv bezeichnet . Bei den verbleibenden 17 % fehlt das RhD-
Antigen auf der Erythrozytenmembranoberfliche '®®. Das Rh-System umfasst 50
verschiedene Blutgruppenantigene. Klinisch wie auch hdmotherapeutisch relevant sind
fiinf verschiedene Antigene (D, C, E, c, ). Die CDE Nomenklatur erfolgt gemaf3 Robert
Russel Race und Ronald Aylmer Fischer 7%!'°. Die Rh-Antigenmerkmale sind serologisch
mit entsprechenden Antikorpern nachweisbar. Das Rhesus-System wird durch zwei Gene
kodiert: RHD und RHCE. RHD kodiert das serologische Merkmal RhD wéhrend die
Merkmale C, ¢, E und e durch das RHCE-Gen kodiert werden. Personen mit dem RhD-
negativen Phénotyp besitzen in der Regel kein RHD-Gen (homozygote RHD-Deletion).
Ob von einer RhD-positiven oder RhD-negativen Blutgruppe gesprochen werden kann,
entscheidet alleine das Vorhandensein des RhD-Antigens ', Antikérper gegen Antigene
im Rh-System entstehen in der Regel erst durch Immunisierung im Rahmen einer
Schwangerschaft oder Transfusion *. Eine wichtige Ausnahme im Rh-System stellen
Anti-E-Antikérper dar, welche bei Neugeborenen beziehungsweise Kleinkindern

natiirlich oder Infekt assoziiert vorkommen konnen 47111159,
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Aufgrund der klinischen Relevanz des Rh-Systems sollten alle Transfusionen RhD-
kompatibel erfolgen '2. Bekannt sind iiber 100 verschiedene Allele, zum Beispiel engl.
weak D (verminderte Antigendichte, gerade noch nachweisbar im indirekten Coombs-
Test (ICT)), engl. partial D (D-Antigen so verdndert, dass eine Ausbildung von Anti-
RhD-Antikérper moglich ist), engl. DEL (D- Antigene, welche sich nur mit Elutions- und
Adsorptionsverfahren beziehungsweise genetisch nachweisen lassen) '8, Das RhD-
Merkmal ist das immunogenste Antigen. Die durch inkompatible Transfusionen
entstandenen Antikorper sind hédufig IgG-Antikorper, seltener vom IgM-Typ. In nur
wenigen Ausnahmen kénnen IgA-Antikdrper vorliegen '>!%8, Durch den Ubertritt von
fetalem Blut in den miitterlichen Kreislauf, zum Beispiel durch den Geburtsvorgang,
kommt es zur Bildung von Anti-RhD-Antikérpern der IgG-Immunglobulinklasse. Im
Rahmen einer weiteren Schwangerschaft konnen Anti-RhD-Antikdrper nach plazentarem
Transport in die fetale Zirkulation gelangen und somit eine hdmolytische Erkrankung
beim Fetus und Neugeborenen hervorrufen. In Deutschland ist bei jeder Schwangerschaft
die Bestimmung der ABO- und RhD-Blutgruppe der Mutter verpflichtend, diese muss in
den Mutterschaftspass eingetragen werden. Bei RhD-negativen Miittern und negativem
Antikdrper-Suchtest wird in der 28.—30. Schwangerschaftswoche (SSW) eine Prophylaxe
mit Anti-RhD-Immunglobulin (Rhesusprophylaxe) durchgefiihrt. Die Gabe von Anti-
RhD-Immunglobulin wird nach der Entbindung wiederholt, wenn das Neugeborene RhD-
positiv bestimmt wurde. Durch die pri- und postpartale Prophylaxe konnte die Inzidenz

der himolytischen Erkrankung beim Fetus und Neugeborenen deutlich gesenkt werden
143

1.3.3. MNS-System

Erstbeschreiber des MNS-Blutgruppensystems waren Levine und Landsteiner im Jahr
1927 %3¢ Heute sind circa 40 verschiedene Antigene bekannt, wobei vier Hauptantigene
klinisch relevant sind. Hierzu zéhlen M, N, S und s. Anti-M und Anti-N gehdren héufig
der Immunglobulinklasse IgM an. Hiufiger kommen diese Antikorper natiirlich vor und
reagieren schon bei einer Temperatur unter 37 °C. Sie fithren nicht zu einer
hamolytischen Reaktion bei Antigen positiver Erythrozytentransfusion und sind somit
nicht tranfusionsrelevant **. Sind diese Antikérper im indirekten Coombs-Test bei 37 °C
nachweisbar und gehoren sie der Immunglobulinklasse IgG an, werden sie als klinisch

relevant eingestuft und miissen bei Transfusionen beriicksichtigt werden 9104189 Dje
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Antigene des MNS-Systems befinden sich auf Glykophorin A und Glykophorin B ''°
(siehe Tabelle 1, S. 4).

1.3.4. Kell-System

Gebildet wird das Kell-System durch Membranglykoproteine auf der Oberfliche der
Erythrozytenmembran. Das K-Antigen ist ebenso wie das RhD-Antigen sehr immunogen.
Deshalb steht es in seiner Bedeutung in der Transfusionsdiagnostik hinter dem ABO- und
dem Rhesus-System an dritter Stelle. Inkompatible Transfusionen bei Patientinnen und
Patienten mit Anti-K-Antikérpern konnen zu sehr schweren hamolytischen
Transfusionsreaktionen fiihren 2. Das im Serum einer Patientin mit rezidivierenden
Aborten namens Mrs. Kell im Jahr 1946 nachgewiesene Anti-K fiihrte zur
Namensgebung des Kell-Blutgruppensystems. Drei Jahre spiter fanden Levine et al.
(1949) einen weiteren Antikorper im Serum einer Mutter, deren Kind postnatal an einer
hamolytischen Erkrankung litt. Der Name der Mutter, Cellano, war namensgebend fiir
das zweite Antigen im Kell System *!#, Die Antikdrper im Kell-System, die durch eine
Alloimmunisierung gebildet werden, gehdren meistens der Immunglobulinklasse I1gG1
an %, In diesem System sind mittlerweile iiber 20 Antigene bekannt, wobei die
antithetischen Hauptantigene K und k (Cellano), Js(a) und Js(b), sowie Kp(a) und Kp(b)
sind ', Beide Merkmale K und k werden kodominant weitervererbt. Bei der
Blutgruppenbestimmung wird in der Regel nur das K-Merkmal bestimmt '2. Es kénnen
die drei verschiedenen Phénotypen K-neg. (kk), mischerbig K-pos. (Kk) und reinerbig K-
pos. (KK) unterschieden werden. Mehr als 90 % der Menschen in Mitteleuropa sind K-
negativ (kk), 8 % der Menschen sind mischerbig K-positiv (Kk) und kénnen somit K-
positive und K-negative Erythrozytenkonzentrate erhalten. Etwa 2 % der Bevolkerung
sind reinerbig K-positiv (KK) und konnen daher Anti-k bilden, was aufgrund der
niedrigen Immunogenitit dieses Antigens k selten vorkommt 42, Falls doch ein Anti-k
im Serum nachgewiesen wird, miissen diese Patientinnen und Patienten mit (KK)-
Erythrozytenkonzentraten versorgt werden, was ein erhebliches Versorgungsproblem
aufwirft, da nur 2 % der Spender homozygot fiir K sind '**. Natiirlich vorkommende Anti-
K-Antikorper sind selten. Bei Vorhandensein eines Anti-K-Antikorpers im Serum ohne
vorherige Transfusion oder Graviditét ist am ehesten Krankheit oder Infektion ein Trigger
142 Das K-System hat nicht nur eine blutgruppenbestimmende Eigenschaft, sondern ist

eine funktionsbildende Struktur. Dessen Fehlen beziechungsweise Verlust fiihrt zu einem
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extrem seltenen McLeod-Phinotyp, wodurch es zu einer Akanthozytose mit

himolytischen Krisen kommen kann >4,

1.3.5. Kidd-System

1951 fanden Allen et al. (1978) ! im Serum einer Patientin den irreguliren
erythrozytiren Antikorper, der die Ursache einer hamolytischen Erkrankung bei dem
Neugeborenen einer Wochnerin in Boston war. Das Kind hiel ,John Kidd“. Die
Antikdrper wurde Anti-Jk(a) genannt. Zu den Merkmalen des Kidd-Systems zdhlen Jk(a)
und Jk(b), wobei Jk(a) und Jk(b) kodominant gegeniiber Jk vererbt werden. Anti-Jk(b)
kommt hingegen selten vor '®. Eine Besonderheit der Kidd-Antikorper ist, dass sie
hiufiger dem Ig3-Subtyp angehodren, welcher in vitro eingeschriankt nachzuweisen ist.
AuBlerdem fallen die Titer der Kidd-Antikorper nach einer stattgefundenen
Sensibilisierung oft schnell wieder unter die Nachweisgrenze, sodass zuvor durchgefiihrte
serologische Vertriglichkeitsproben trotz Immunisierung zunéchst negativ sein konnen.
Bei inkompatibler Transfusion kommt es durch Boosterung in diesen Féllen zu einer

verzogerten himolytischen Transfusionsreaktion '#? (siehe Kapitel 1.6, S. 15).

1.3.6. Duffy-System

Antigene im Duffy-System z&hlen zu den mittelstarken Immunogenen. Antikorper gegen
Antigene im Duffy-System kommen nie natiirlich vor. Sie werden durch Transfusionen,

103,142

seltener durch Schwangerschaften, induziert Die beiden antithetischen

Hauptantigene hier sind Fy(a) und Fy(b) *'*°. Die Antikdrper des Duffy-Systems gehdren

zur IgG-Klasse '

. Sie konnen durch Aktivierung des Komplementsystems eine
hamolytische Transfusionsreaktion oder in seltenen Fillen eine hamolytische Krankheit
beim Fetus und Neugeborenen auslosen %2, Thre Namensherkunft stiitzt sich auf einen
Héamophilie-Patienten namens Joseph Dulftfy, der nach multiplen
Erythrozytentransfusionen eine Alloimmunisierungsreaktion aufwies °>. Rund 49 % der
Kaukasierinnen und Kaukasier tragen die Blutgruppenkonstellation Fy(at+b+), 34 %
Fy(a-b+) und 17 % Fy(atb-). Die Konstellation Fy(a-b-) ist in der kaukasischen

Bevolkerung mit <1 % sehr selten, dagegen in der afroamerikanischen Bevolkerung mit

68 % stark vertreten '*2.



Einleitung 11

1.3.7. Weitere transfusionsrelevante Antikorper

Weitere Blutgruppensysteme sind seltener transfusionsrelevant. Sie werden daher in

dieser Arbeit nur tabellarisch aufgefiihrt (siche Tabelle 1, S. 4).

Wird im Rahmen der pritransfusionellen Diagnostik ein Antikorper gegen eines der oben
genannten Blutgruppensystemantigene nachgewiesen, muss vor jeder Transfusion die
Spezifitit des Antikorpers und seine transfusionsmedizinische Bedeutung bestimmt

werden, um die Gefahr einer hdmolytischen Transfusionsreaktion zu minimieren.

1.4. Alloantikorper gegen erythrozytire Antigene

Die Exposition gegeniiber fremden Erythrozytenantigenen im Rahmen einer
Schwangerschaft, Transfusion oder Transplantation kann zur Bildung von Antikdrpern
filhren. Antikorper gegen fremde Antigene werden Alloantikérper genannt.
Alloantikorper konnen nach plazentarem Transfer eine hidmolytische Erkrankung beim
Fetus und Neugeborenen hervorrufen. Bei Transfusion inkompatibler Erythrozyten kann
eine hdmolytische Transfusionsreaktion auftreten. Die Schwere der Immunhidmolyse ist
abhingig von den verschiedenen Faktoren wie Antigendichte, chemischer
Zusammensetzung, Expositionsdauer oder Reexposition und somit Boosterungsreaktion,

Antikorper-Titer, Komplementaktivierung und weiteren Faktoren.

Erythrozytire Antikdrper werden je nach ihrer optimalen Reaktionstemperatur eingeteilt
in Warmeantikorper, die bei 37 °C reagieren (meist der Immunglobulinklasse IgG
zugehorig) sowie in Kailteantikorper, welche bevorzugt zwischen 0—4 °C reagieren
(Immunglobulinklasse IgM). Wiarmeantikdrper konnen auch bei niedrigen Temperaturen

mit Erythrozyten reagieren, wobei Kélteantikorper keine Reaktionen bei 37 °C zeigen.

Im ABO-System werden reguldre Antikorper (Isoantikorper, Isoagglutinine) und
irreguldre Antikorper (Alloantikorper) unterschieden. Durch einen Erstkontakt mit einem
Fremdantigen durch Transfusion oder Schwangerschaft gelangen membrangebundene
Fremdoberfldchenantigene der Erythrozyten in den Kreislauf. Es kommt zur Bildung von
Blutgruppenalloantikorpern gegen die Fremdantigene, die auch als primére
Immunisierung bezeichnet wird. Die Prisentation des Antigens steht hier am Anfang
einer Wirkungskaskade des adaptiven Immunsystems. Die Prisentation des allogenen
Materials erfolgt durch den Abbau der Erythrozyten im retikuloendothelialen System
(RES). Immunkompetente Zellen wie dendritische Zellen, B-Lymphozyten und



Einleitung 12

Makrophagen nehmen Antigenmolekiile der Erythrozyten in sich auf und fragmentieren
diese mithilfe proteolytischer Enzyme. Bruchstiicke dieser Antigene werden
anschlieBend iiber Major Histocompatibility Complex-(MHC)-Klasse-II-Molekiile T-

Helferzellen 80147

présentiert. Antigen-spezifische B-Lymphozyten werden durch Signale
von T-Helferzellen zur Bildung von Blutgruppenalloantikdrpern angeregt *°. Bei der
primdren Immunisierung gehoren die Antikorper der Immunglobulinklasse IgM an.
Durch die Aktivierung der Komplementkaskade bis C9 kommt es zur intravasalen
Héamolyse. Der entstandene C5b-9-Komplex lagert sich in die Erythrozytenmembran ein
und zerstort diese. Im Verlauf der Immunisierung erfolgt in der Regel innerhalb 2—
4 Wochen durch T-Zellen-Hilfe ein Wechsel der Immunglobulinklasse zu IgG (,,Klassen-

Switch*) .

Das Thema sekundidre Immunisierungsreaktion und Booster-Effekt wird in Kapitel 1.6,

S. 15 naher erlautert.

Erythrozytire Antikorper konnen allerdings auch ohne Kontakt mit fremden
Erythrozytenantigenen gebildet werden. Diese Antikorper gehdren zu den natiirlichen
Blutgruppenantikorpern. Kreuzreaktive Strukturen wie zum Beispiel bakterielle
Polysaccharid-Strukturen (engl. Pathogen-associated molecular patterns, PAMPS) und
andere molekulare Strukturen, die einem Zielantigen der Oberflichenmerkmale von
Erythrozyten #hneln, fithren zu einer Heteroimmunisierung **2. Natiirliche Antikdrper
gehoren oft der IgM-, teils der IgG- und seltener der IgA-Klasse an. Klinisch relevante
Blutgruppenisoagglutinine sind Anti-A und Anti-B, welche natiirlich im menschlichen
Kérper vorkommen 137, Laut Laura Dean (2005) #* 1isst sich diese auf eine inapparente
Immunisierung durch A- und B-dhnliche Antigene auf Darmbakterien, die im Magen-
Darm-Trakt verbreitet vorkommen, zuriickfithren und wird mit dem enteralen Kostaufbau
des Kindes in den ersten Lebensjahren begiinstigt . Es lisst sich ein exponentieller
Anstieg der jeweiligen Antikorpertiter bis etwa zum zehnten Lebensjahr beobachten,
welche mit der fortschreitenden Seneszenz wieder einen Abwirtstrends aufzeigen '3%1%0,
Anti-A und Anti-B Antikorper sind hdufig vom IgM-Immunglobulinklasse-Typ. Diese
reagieren bei Umgebungstemperaturen stirker bei 4 °C als bei 37 °C. ABO-Antikorper
der IgG-Immunglobulinklasse konnen ohne nachweisbare Immunisierung vorkommen,
die besser bei 37 °C reagieren '>!32, Die IgG-Antikorper haben keine lebenslange
Persistenz, sondern konnen intermittierend und auch unabhédngig von vorangegangen

103,57

Schwangerschaften oder Transfusionen nachweisbar sein . Bei entsprechender
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Blutgruppenkonstellation (meistens Mutter 0, Kind A1) kommen IgG-Antikérper auch

als Ausldser einer hiimolytischen Erkrankung des Neugeborenen infrage '*2.

1.5. Transfusionspraxis in Deutschland

Fiir eine sichere Ubertragung von Blutkomponenten ist die Durchfilhrung und
Vorbereitung einer  Erythrozytentransfusion mittels transfusionsserologischen
Untersuchungen und Qualitétspriifungen gemdB den deutschen Richtlinien zur
Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten
(Hamotherapie), = Gesamtnovelle 2017  (Anpassungen  2019), und des

66

Transfusionsgesetzes von 1998 unabdingbar 2. Die pritransfusionellen

Untersuchungen lassen sich wie folgt gliedern:

Transfusionsmedizinische Anamnese mit der Frage nach vorherigen Transfusionen,
bereits vorliegende/bekannte Antikorper, vorangegangene Schwangerschaften und/oder

allogene/autologe Transplantation von Stammzellen oder Knochenmark.

Blutgruppenbestimmung im ABO- und Rh-System (RhD) und gegebenenfalls weitere
Blutgruppenmerkmale zwischen Empfangenden und Spendenden miissen kompatibel
sein ®. ABO-Antigene werden mit monoklonalen Testantikdrpern (Anti-A, Anti-B)
versetzt und die korrespondierenden ABO-Isoagglutinine mit Testerythrozyten (Al, A2,
B, 0) bestimmt, bekannt als Serumgegenprobe '2. Diese kann bei Neugeborenen und
Séuglingen bis zum Abschluss des dritten Lebensmonats zunichst vernachldssigt und der
serologische Befund als vorldufig angenommen werden. Die RhD-Bestimmung erfolgt

mit mindestens zwei Testreagenzien ',

Der Antikorper-Suchtest im indirekten Coombs-Test bei 37 °C (siehe Kapitel 1.8.1,
S.25) ist Bestandteil der Blutgruppenbestimmung. Getestet wird auf irregulire
erythrozytire Antikorper (auBerhalb des ABO-Systems). Vor einer Transfusion mit
Erythrozytenkonzentraten soll der letzte Antikdrper-Suchtest in der Regel nicht langer als
72 Stunden  zuriickliegen. Kann eine  Schwangerschaft oder erfolgte
Erythrozytentransfusion in den letzten drei Monaten sicher ausgeschlossen werden, ist
der Giiltigkeitszeitraum eines negativen Antikorper-Suchtests in Deutschland rechtméBig
auf sieben Tage ausdehnbar '2. GemiB der schweizerischen Transfusionsrichtlinien, kann
die Giiltigkeit eines negativen Antikorper-Suchtests im oben genannten Fall auf 21 Tage

verlingert werden 2°.
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Die serologische Vertrdglichkeitsprobe mit Spendererythrozyten und Empfangerserum
(Kreuzprobe) dient dem Nachweis klinisch relevanter blutgruppenserologischer
Unvertraglichkeiten zwischen Spendenden und Empfangenden (ABO-Inkompatibilitit
und Antikdrper gegen private Erythrozytenantigene) ',

Die Antikorper-Identifizierung/Antikorper-Differenzierung (siehe Kapitel 1.8.2, S. 25)
dient dem Nachweis irregulérer Antikdrper 2. Hierdurch ist die Antikérper-Spezifitit im
Serum durch eine groBere Anzahl Testerythrozyten (8—13 Zellen) mit allen klinisch

relevanten Erythrozytenantigenen in bekannter Verteilung zu ermitteln .

Die vollstindige Bestimmung aller Rhesusmerkmale (mit monospezifischen Reagenzien
sowie polyklonalen oder oligoklonalen Reagenzien im indirekten Coombs-Test) C, c, E,

e und K ist mittels zweier verschiedener Testreagenzien durchzufiihren %103,

Beim ABO-Identitdtstest engl. Bedside-Test bestimmt die transfundierende é&rztliche
Person unmittelbar vor der Transfusion mittels mit Testseren beschichteter Testkarten die
ABO-Blutgruppe der Patientin oder des Patienten am Patientenbett und vergleicht diese

mit der Blutgruppe des Erythrozytenkonzentrats.

Zur Vermeidung einer iatrogenen Andmie ist gemdl den deutschen Richtlinien fiir
Himotherapie ?° bei Friih- und Neugeborenen die pritransfusionelle Diagnostik auf ein

Minimum zu beschranken.

Der notwendige Antikdrper-Suchtest und die serologische Vertriaglichkeitsprobe vor
Erythrozytentransfusionen kann mittels miitterlichen Plasmas oder Serum unter
Bestimmung der ABO-Blutgruppe der Mutter ermittelt werden. Grund hierfiir ist das
unreife Immunsystem der Frith- und Neugeborenen. Die Bildung erythrozytérer
Antikorper ist im Regelfall nicht vor dem vierten Lebensmonat mdglich 193192, Bereits
ab der 13.SSW st der aktive diaplazentare Transport von maternalen IgG-
Alloantikorpern zwischen Mutter und Fetus moglich, wodurch die passive Immunitét der

Frith- und Neugeborenen ermdglicht wird 4514

Bei fehlendem miitterlichem Serum/Plasma erfolgt die oben genannte prétransfusionelle
Diagnostik iiber das kindliche Blut. Bei Verwendung sogenannter Baby-
Erythrozytenpriparate und fehlendem Nachweis irregulérer Antikdrper im Serum/Plasma
der Mutter, kann bis zur Vollendung der vierten Lebenswoche nach dem errechneten

Geburtstermin auf die Wiederholung der Kreuzprobe und des Antikdrper-Suchtests
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verzichtet werden. Baby-Erythrozytenpréparate sind mehrere kleine
Erythrozyteneinheiten, die durch Aufteilung eines Erythrozytenkonzentrats von
moglichst wenigen Spenderinnen und Spendern hergestellt werden. Die wiederholte
Transfusion von Erythrozyten aus der gleichen Ursprungskonserve soll das Risiko der
transfusionsbedingten Infektionsiibertragung und die Belastung mit Fremdantigenen fiir
die Neugeborenen verringern. Bei Erythrozytentransfusion ausschlie8lich der Blutgruppe

0 kann auf den ABO-Identititstest (Bedside-Test) verzichtet werden %°.

1.6. Himolytische Transfusionsreaktionen

Schwerwiegende unerwiinschte Reaktionen beim Empfangen von Blutkomponenten
werden mithilfe eines etablierten Meldesystems beim Paul-Ehrlich-Institut (PEI) erfasst
(siehe Tabelle 4, S.18). Laut Himovigilanzreport des PEI von 2018 ®* haben sich in einem
Beobachtungszeitraum von 21 Jahren (1997-2018) 126 Todesfille nach der Ubertragung
von Blutkomponenten ereignet 2. Im Zeitraum 1997 —2018 sind dem PEI 366 bestiitigte
Fille einer hdmolytischen Transfusionsreaktion (akut und verzogert) gemeldet worden.
Davon 17 mit tddlichem Verlauf. Ein Drittel der bestdtigten Félle waren verzogerte
hamolytische Reaktionen 29, Fiihrende Ursachen schwerwiegender
Transfusionsreaktionen sind heute allergische Reaktionen und Reaktionen mit
pulmonaler Symptomatik, insbesondere die transfusionsassoziierte Volumeniiberladung
(Transfusion associated circulatory overload, TACO) '?°. Transfusionsreaktionen zeigen
sich bei Empfangenden unmittelbar nach Erythrozytengabe oder nach sieben, selten nach
bis zu 28 Tagen %*%7. Das klinische Bild einer himolytischen Transfusionsreaktion kann
diffus und deren Symptome relativ unspezifisch sein. Unterschieden werden milde,
schwere und lebensbedrohliche = Andmien, die durch die hamolytische
Transfusionsreaktion verursacht wurden ®. Differenziert werden akute himolytische
Transfusionsreaktionen (AHTR), die sich innerhalb von 24 Stunden nach
Transfusionsereignis manifestieren konnen, von zeitlich zum Transfusionsereignis
verzdgerten hdmolytischen Transfusionsreaktionen (Delayed haemolytic transfusion
reaction, engl. DHTR), die zwischen 24 Stunden und 28 Tagen nach Transfusion

auftreten konnen 2%,

Die hédufigste Ursache der akuten hdmolytischen Transfusionsreaktionen sind die ABO-

Fehltransfusionen !9'2°. Die engl. major-inkompatible ABO-Fehltransfusion ist mit

132

einem Mortalitdtsrisiko von 10% fiir den Empfangenden assoziiert Im
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Beobachtungszeitraum von 1997-2018 fiihrten Fehltransfusionen bei 16 Menschen zum

Tod '#°.

Ausloser hdmolytischer Transfusionsreaktionen kénnen immunologische oder nicht
immunologische Ursachen sein. Nicht immunologische Faktoren, welche eine akute
hamolytische Transfusionsreaktion verursachen konnen, sind die falsche Lagerung der
Erythrozytenkonzentrate oder das Hinzufiigen falscher Adjuvanzen in die
Erythrozytenkonzentrate, zum Beispiel einer 5 %-Dextrose-Losung *°. Immunologische
Ausloser sind Alloantikérper oder Auto-Antikorper, die liber die Aktivierung des
Komplementsystems eine Kaskade in Gang setzen, die letztlich zur Hamolyse der

Erythrozyten fiihrt ',

Geschwindigkeit und Schweregrad der Himolyse sind abhéngig vom Antikorper-Titer,
der Immunglobulinklasse (IgM wirksamer als IgG), der Antigendichte auf den
Erythrozyten, der Aktivierung des Komplementsystems, der Beschaffenheit des
Monozyten-Makrophagen-Systems oder der Art der Himolyse (intra- oder extravasale

Himolyse) ' (siehe Tabelle 3, S. 17).

Vielfiltige Symptome einer akuten hdmolytischen Transfusionsreaktion sind Fieber,
Frosteln/Schiittelfrost, Gesichtsrotung, Riickenschmerzen oder Flankenschmerzen,
gastrointestinale Manifestationen (abdominelle Schmerzen, Ubelkeit/Erbrechen,
Diarrhoe), Hypotension, Blisse, Ikterus, Oligo-/Anurie, diffuse Blutungen und dunkler

Urin %,

Héaufige Laborkonstellationen: Himoglobindmie, Himoglobinurie, Himolyse Parameter
(erniedrigter Serum-Haptoglobinspiegel, Anstieg des unkonjugierten (indirekten)

Bilirubinspiegels und Anstieg des Lactatdehydrogenase (LDH)-Spiegels) 3%%°.

In Abhéngigkeit vom jeweiligen Antikorper-Typ kann zwischen intravasaler und
extravasaler Himolyse unterschieden werden. Ort dieser Himolyse ist vorwiegend das

RES 88,
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Tabelle 3 Ubersicht iiber die intravasale und extravasale Himolyse '3

Intravasale Himolyse Extravasale Hdmolyse
IgM-Antikdrper + Isohdmolysine Anti-A  Inkomplette IgG-Antikorper
und Anti-B vom IgG-Typ des:
. e anti-H(Bombay-Phinotyp) e K-System
Auslser e Anti-Jk(a) e ABO-System
e anti-P, P(1), Pk '3 e Duffy-System
e Rhesus-System '3
Fehlende oder nur inkomplette
Komplementaktivierung Aktivierung bis C9 Aktivierung (bis C3)
Intrarenaler und
. . intrahepatischer Abbau der
Effekt / Verlauf Zelllnhaltaizr /irgglé:eiy{f:rrlzi?bran tritt Erythrozyten durch
Makrophagen/milder Verlauf
Symptome Hémoglobinurie, Schock durch engl. DIC Ficber und Frosteln

(Disseminierte intravasale Gerinnung)

Eine extravasale Hédmolyse wird hiufig durch IgG-Antikérper hervorgerufen. Die
Komplementaktivierungskaskade verlduft hierbei nicht vollstandig ab. Sie endet bei der
Stufe C3b beziehungsweise es findet eine inkomplette Aktivierung bis C3 statt. Die mit
C3b-beladenen Erythrozyten werden iiber Makrophagen abgebaut, welche C3b-
Rezeptoren besitzen. Bei der inkompletten Aktivierung losen mit Antikorper beladene
Erythrozyten eine antikOrpervermittelte zelluldre zytotoxische Reaktion {iiber

mononukledre Zellen aus.

Patientinnen und Patienten mit einer verzogerten hdmolytischen Transfusionsreaktion
(DHTR) haben meistens bereits einen Alloantikorper durch primére Immunisierung
gebildet, sei es durch vorangegangene Schwangerschaft oder durch vorherige
Transfusionen. Meist ist in diesen Féllen der Antikorper-Titer unter die Nachweisgrenze
gefallen. Dieses Phinomen wird in verschiedenen Studien hiufig angegeben 13%140:150: T
10-37 % der Fille sind Antikdrper im Median nach zehn Monaten nicht mehr

nachweisbar (Antikdrper-Evaneszenz) !3%140:179,

Wird ein/e Patient/in mit einem inkompatiblen Erythrozytenkonzentrat transfundiert,
kommt es zum Booster-Effekt und einer sekunddren Immunisierung, die zu einer
verzogerten himolytischen Transfusionsreaktion fithren kann #°. Die Inzidenz der DHTR
liegt aktuell bei einem Fall pro 2500 Transfusionen. Bei sichelzellandmischen
Patientinnen und Patienten liegt die Inzidenz fiir eine DHTR um 11 % hoéher als bei
gesunden Patientinnen und Patienten !”2. Studien haben gezeigt, dass iiber 70 % der

Antikérper einige Jahre nach ihrer Entstehung nicht mehr nachweisbar sind 7>!317°, Ein
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Antikorper-Suchtest sechs Wochen nach Transfusion hatte eine hohe Sensitivitidt im
Nachweis von Alloantikdrpern 1%, In einer prospektiven Studie von Tormey et al. (2008)
176 zeigte sich, dass Blutgruppenalloantikdrper in einem zeitlichen Rahmen von 4-16

Wochen nach Transfusion serologisch nachweisbar werden.

Tabelle 4 Anzahl an registrierten und nach den Kriterien der IHN (Internationales
Hiamovigilanz Netzwerk) bestétigten Transfusionsreaktionen vom Jahre 1997-2018 in

Deutschland, Daten {ibernommen aus Hadmovigilanz-Bericht des Paul-Ehrlich-Instituts
2018 '#

Bestitigte Fille von

Transfusionsreaktionen
1997-2018

Allergische Transfusionsreaktion (ATR) Grad I- IV* 1506
Hémolytische Transfusionsreaktion (HTR) 366
Transfusionsassoziierte Lungeninsuffizienz**
(TRALI engl. Transfusion related acute Lung Injury) 240
ABO- Inkompatibilitét 219
Bakteriell iibertragene Infektionen
(TTBI engl. Transfision transmitted bacterial infection) 128
Viral iibertragene Infektionen*** 64
(TTVI engl. Transfusion-transmitted viral infection)
Posttransfusionelle Purpura (PTTP) 18
Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion 3
(GvHD engl. Graft versus Host Disease)
Total 2544

*ab 2009 nur ATR Grad 11l und 1V in die Auswertung einbezogen.

** ab 2013 nur wahrscheinliche und gesicherte TRALI als bestdtigt aufgenommen.

*** enthdlt Meldungen zu Hepatitis-C-Virus, Hepatitis-B-Virus, Hepatitis-A-Virus, Hepatitis-E-Virus, Human
Immunodeficiency Virus (HIV)
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1.7. Alloimmunisierung

Die vollstindige Vermeidung der Alloimmunisierung im Rahmen der Transfusion von
Erythrozytenkonzentraten ist bei iiber 300 verschiedenen Blutgruppenantigenen
schwierig. Hierfiir miisste die Kompatibilitidt zwischen Spendenden und Empfangenden
fiir alle bekannten Blutgruppenantigene iiberpriift werden (engl. matching). Aus
logistischen Griinden ist das nicht moglich. Die hochste
Alloimmunisierungswahrscheinlichkeit ist bei Antigenen mittlerer Frequenz zu finden,
da hier das Zusammentreffen von Antigen-negativen Empfangerinnen und Empfiangern
und Antigen-positiven Spenderinnen und Spendern am wahrscheinlichsten ist !85.
Irreguldre Antikorper entstehen bei ca. 5-17 Patientinnen und Patienten pro
10000 transfundierte Erythrozytenkonzentrate; somit fiihrt ein Erythrozytenkonzentrat
mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,1 %-0,2 % zur Alloimmunisierung '*°. Die hiufigste
Ursache fiir eine verzogerte himolytische Transfusionsreaktion sind laut dem ,,Annual-
SHOT-Bericht (Serious Hazards of Transfusion, Hiamovigilanzsystem aus

GroBbritannien)* Antikorper des Kidd-Systems 2%, da der Titer dieser Antikdrper nach

primdrer Immunisierung haufig unter die Nachweisgrenze fillt.

Adaptive Immunantworten werden durch Priasentation des Antigens durch professionelle
Antigen-priasentierende Zellen (APZ) an T-Helferzellen initiiert. Der Mechanismus der
Immunisierung gegen erythrozytire Antigene ist im HOD-Modell untersucht worden.
HOD-Maéuse exprimieren Hen egg lysozyme, Ovalbumin und das humane
Blutgruppenantigen Duffy an Erythrozyten. Im Rahmen der Immunisierung mit
transgenen HOD-Erythrozyten werden in der Milz zwei Populationen von
konventionellen dendritischen Zellen (cDCs, engl. Cluster of Differentation)
charakterisiert: cDC1-Zellen (XCR1+) prisentieren Fremdantigene an MHC-Klasse-I-
Molekiilen, wihrend c¢DC2-Zellen (33D1+) Fremdantigene an MHC-Klasse-II-
Molekiilen prisentieren *°. Die Studie von Calabro et al. (2016) *° mit dem transgenen
HOD-Mausmodell zeigt auf, dass die Induktion einer Alloantikérperbildung nach
Erythrozytentransfusionen durch Présentation des Antigens durch cDC2-Zellen
eingeleitet wird. Dieser Zelltyp wird auch als Bridging channel dendritic cell (33D1+)
bezeichnet °. In murinen Modellen untersuchten Adams et al. (2011) ! die
immunmodulatorischen Verdnderungen bei einer neonatalen Alloimmunisierung von

Blutgruppenalloantikorpern.  Sie  beobachteten eine deutliche Zunahme der

regulatorischen T-Lymphozyten (CD8+ CD25+), die mit einer erhdhten Produktion von
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IL-10 und IFN-o einhergeht. Bisher gab es keine Berichte beim Menschen, die die
immunologischen Verdnderungen beschreiben, die mit dem Prozess der
Alloimmunisierung gegen Erythrozytenantigene einhergehen. In der vorliegenden Studie
von Molina-Aguilar et al. (2020) ''> wurden in einer groB angelegten Kohortenstudie an
Menschen die T- und B-Lymphozyten-Subpopulationen (CD3+, CD4+, CD8+) und das
CD4/CD8-Verhiltnis sowie regulatorische T-Lymphozyten (Treg) bei Patientinnen und
Patienten mit verschiedenen hdmatologischen Erkrankungen bestimmt, die mehrfachen
Transfusionen von Erythrozytenkonzentraten ausgesetzt waren und Alloantikorper gegen
Erythrozyten des Spendenden entwickelten. Die Lymphozyten-Subpopulationen wurden
mit Patientinnen und Patienten unter den gleichen Bedingungen (hdmatologische
Erkrankung, Alter, Geschlecht, Polytransfusion) verglichen, die keine Anti-Erythrozyten-
Alloantikdrper entwickelten. Bei alloimmunisierten Individuen wurde in dieser Studie
eine niedrigere Anzahl von CD4+-Lymphozyten, Treg CD4+-Zellen und eine hohere
Anzahl von B- und CDS8+-Lymphozyten sowie eine Abnahme des CD4/CDS-

Verhiltnisses beobachtet 2.

Es wird davon ausgegangen, dass Blutgruppenantigene nur unmittelbar nach der
Transfusion allogen/immunogen sind. In verschiedenen Mausmodellen wurden
dendritische Zellen fiir einige Tage unter bestimmten Bedingungen depletiert (zum
Beispiel durch Injektion von Diphterie-Toxinen) 3°. Nach Depletion werden dendritische
Zellen innerhalb weniger Tage durch Neubildung aus Vorlduferzellen ersetzt. Diese
neugebildeten dendritischen Zellen aus dem Knochenmark flihrten zu keiner
Alloantikorperbildung, obwohl die Blutgruppenantigene noch mehrere Wochen nach

Transfusion im Organismus der Méuse nachzuweisen waren %,

Ein weiterer Faktor der Alloimmunisierung — neben spezialisierten dendritischen Zellen —
ist die zeitgleiche Aktivierung dieser Zellen durch sogenannte engl. Danger signals. Dies
konnte auch im Rahmen einer klinischen Studie an Patientinnen und Patienten mit
Sichelzellanimie gezeigt werden 2!. Fasano et al. (2015) ¢ zeigten, dass die Neubildung
von Alloantikérpern nach Bluttransfusion héufiger beobachtet wird, wenn die

Transfusion wihrend einer inflammatorischen Episode erfolgte °.
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Es sind verschiedene Faktoren bekannt, die das Auftreten einer Alloimmunisierung

begiinstigen konnen (siche Tabelle 5, S. 21).

Tabelle 5 Einflussfaktoren fiir eine Alloimmunisierung nach Erythrozytentransfusion

Empfangende

Genetische Faktoren engl. Responder Phinomen (unabhéngig von Vorerkrankungen) [106]

Fahigkeit Fremdmerkmale zu présentieren: Splenektomie bei Patientinnen und Patienten ohne vorherigen
Blutgruppenantigen-Kontakt bzw. Antikdrperbildung senkt Alloimmunisierung (Thalassdmie) [9,107-109]

Vorerkrankte (hShere Alloimmunisierungsrate bei Himoglobinopathien) [9,110-112]

Immunstatus zum Zeitpunkt der Transfusion [43,113]

Anzahl an Transfusionen bis zur 40. Transfusion Erstimmunisierung konstant [114,115]

Polymorphe Allele und Zusammensetzung des Rh-Systems [116,117]

Spendende/ Préiparatfaktoren

Lagerung und Alter der Erythrozytenkonzentrate vor Transfusion ''-197

Beschidigung der Erythrozyten aufgrund der Vorbehandlung 7

Matching, Screening erweiterter Blutgruppenmerkmale zwischen Spendenden und Empfangenden senkt
Alloimmunisierung 7121171

Verunreinigung durch Lymphozyten oder Pléttchen !8:14%:157.168

Polymorphe Allele und Zusammensetzung des Rh-System 33157

Die genetische Veranlagung des Blutempfangenden spielt eine Rolle in der
Wahrscheinlichkeit, eine  Alloimmunisierungsreaktion nach  Exposition mit
Blutgruppenantigenen zu zeigen. Unterschieden wird zwischen Responder und Non-
Responder. In einer Studie von James Higgins et al. (2008) wurde gezeigt, dass 13 % der
Bevolkerung zu den Respondern und 30 % zu den Non-Respondern zihlen *2. In der
Studie von Tatari-Calderone et al. (2013) wurde gezeigt, dass zwei einzelne Nukleotid-
Polymorphismen in dem CDS81-Gen bei Patientinnen und Patienten mit einer

Sichelzellanimie mit Alloimmunisierung vergesellschaftet sind ',

Ebenso hat das Matching der Blutgruppenantigene einen erheblichen Einfluss auf die
Alloimmunisierung. Die Alloimmunisierungswahrscheinlichkeit liegt bei dauerhaft
transfusionsabhéngigen Individuen beispielsweise mit hidmato-onkologischen
Erkrankungen (Hamoglobinopathien (Sichelzellandmie, Thalassdmien])),
Myelodysplastisches Syndrom (MDS)) zwischen 8 und 76 %, speziell bei Patientinnen
und Patienten mit Sichelzellandmie bei 44 % '32. Die Arbeit von Tahhan et al. (1994) 7!

zeigt, dass bei Erkrankten mit Sichelzellandmie, die dauerhaft auf Transfusionen
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angewiesen sind durch ein extended Matching fiir weitere Blutgruppenmerkmale (C, c,
E,e, c, E, e K, S, Fy(a), Fy(b)) die Alloimmunisierungsrate von 35 % auf beinahe 0 %
senken kann !7!. Die Arbeit von LaSalle Williams et al. (2011) °7 zeigt, dass durch
extended Matching die Rate der Alloimmunisierung auf 7 % reduziert wird. Das Problem
der hohen Alloimmunisierungsrate bei Erkrankten mit Sichelzellandmie ldsst sich
mitunter durch das polymorphe Rh-System erkldren (sieche Tabelle 5, S.21). Die
Sichelzellanimie kommt héufig bei Patientinnen und Patienten mit afrikanischer
Abstammung vor. Bekommen diese Transfusionen von nicht-afrikanischen
Blutspendenden, in den USA hiufig kaukasischer Abstammung, kommt es aufgrund einer
Diskrepanz in der Ausprigung der Merkmale C, Fy(a), Fy(b), Jk(b) und S zwischen
Personen der kaukasischen Bevdlkerung, die hidufig Antigen-Merkmalstrager sind, und
der afroamerikanischen Bevolkerung, die diese Antigene selten ausprigen, zu einer

Alloimmunisierungsreaktion **'%7. Studien in Jamaika !

zeigen, dass ein Matching nach
ethnischer Herkunft zwischen Empfangenden und Spendenden ein dreimal niedrigeres
Immunisierungsrisiko birgt, verglichen mit der Transfusionspolitik in Europa und

Nordamerika (9 % gegeniiber 27 %).

Zalpuri et al. (2012) ' zeigten in einer Studie, dass sich die Inzidenz der
Alloimmunisierung zwischen Minnern und Frauen iiber dem 45. Lebensjahr nicht
unterscheidet. Bis zur vierzigsten Transfusion nimmt das Risiko der erstmaligen
Alloimmunisierung bei beiden Geschlechtern zu (siehe Tabelle 6, S.22) und bleibt

danach annihernd konstant 7''%8,

Tabelle 6 Alloimmunisierungsinzidenz in Abhéngigkeit der transfundierten Einheiten,
Inhalte nach Zalpuri et al. (2012) '8

Erythrozytenprdparate [n] Haufigkeit der Blutgruppenalloantikorper in [%]
5 1,00
10 2,40
20 3,40
40 6,50

Alloimmunisierungsinzidenzen bei n = 3002 transfundierten Individuen, davon n = 1929 Ménner und n = 1073 Frauen
> 40. Lebensjahr

Ein moglicher Therapieansatz, Alloimmunisierung bei multipel transfundierten
Patientinnen und Patienten durch eine Splenektomie zu verringern, wird kontrovers
diskutiert. In einem Tiermodell von Benner et al. (1975) ' stellte sich die Splenektomie

als ein moglicher Ansatz zur Senkung der Alloimmunisierungsrate dar. Die
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Arbeitsgruppe von Thompson et al. (2011) ' fand gegenteilige Ergebnisse. Eine
Splenektomie bei Erkrankten mit Thalassimie war ein Risikofaktor fiir eine
Alloimmunisierung. Die Alloimmunisierungsrate bei chronisch transfundierten

Patientinnen und Patienten mit Splenektomie war hier verdreifacht.

In zahlreichen Mausmodellen, aber auch beim Menschen wurde gezeigt, dass der
Immunstatus zum Zeitpunkt der Transfusion einen entscheidenden Einfluss auf die
Alloimmunisierung haben kann 788%1_Wyrden Miusen Adjuvantien in Form von engl.
polyinosinic polycytidylic acid vor Transfusion gegeben, wurde in ,,Non-Responder*-
Mausstimmen eine Alloimmunisierung beobachtet ®°. Patientinnen und Patienten, die
aufgrund einer Organtransplantation mit Cyclosporin und Kortikosteroiden
immunsupprimiert wurden, zeigten seltener eine Alloimmunisierung, auch bei

Transfusion des immunogenen Rhesusmerkmals RhD bei RhD-negativen Empfiangern
33,134

Tabelle 7 Héaufigkeiten alloimmunisierter Patientinnen und Patienten bei bestimmten
Grunderkrankungen

Population Alloimmunisierungsrate in [%] Referenzen
Minnliche 176
Militirveteranen 2,4 Tormey et al. (2008)
Unselektierte Patientinnen o
und Patienten 2,9 Hoeltge et al. (1995)
Erkrankte mit MDS 36,8 Guelsin et al. (2015) ®
Erkrankte mit 29 bei Kindern ¢
Thalasséimie 47 bei Erwachsenen Aygun et al. (2002)
18-76 bei ABO- und D-matching Chou ST et al. 3¢
. 5-11 zusitzlich C-, E-, K-kompatible Vichinsky et al. (2014) '*,
Erkrankte mit Versorgung Sakhalkar et al. (2005) 146
Sichelzellanémie
07 Extended matching (K, C, E, S, und Lasalle-Williams et al. (2011) %7,
Fy(a) oder Fy(b) Antigene) Tahhan et al. (1994) !

Der Einfluss des Alters auf die Alloimmunisierungsrate ist umstritten. In einer Studie mit
einem Patientenkollektiv mit Hidmoglobinopathien zeigte sich, dass ein frither Beginn
einer multiplen Transfusionstherapie (vor dem dritten Lebensjahr) die Rate der
Alloimmunisierungsreaktionen im Vergleich zu Patientinnen und Patienten mit spaterem

Beginn chronischer Transfusionen senkte '40-161:185,

Die Dauer der Lagerung und Vorbehandlung der Erythrozytenkonzentrate vor der

Transfusion beeinflusst die Aktivitit des Immunsystems beim Empfangenden und kénnte
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laut Baumgartner et al. (2009) '! die Ursache fiir dessen Immunreaktionen nach

Bluttransfusionen sein.

Die biochemischen und physikalischen Verdnderungen aufgrund der Dauer der Lagerung
eines Erythrozytenkonzentrates konnten als proinflammatorische Faktoren im Empfanger
wirken 7. Stowell et al. (2013) '®7 zeigten an einem transgenen Mausmodell mit HOD-
Maiusen, dass die Lagerung von Erythrozyten mit Vitamin C (Ascorbinsdure) als
Antioxidans protektiv auf die Erythrozyten wirkt und somit die Wahrscheinlichkeit einer
Alloimmunisierung beim Empfangenden verringert. Beeinflussende Faktoren sind hier
Stoffwechselprodukte im Erythrozytenkonzentrat, die zum Beispiel durch Hdmolyse

(freiwerdendes Him ist ein TLR4-Ligand) entstehen !1!18,

In retrospektiven Studien wurde gezeigt, dass eine Leukozytendepletion der
Erythrozytenkonzentrate im Vergleich zu nicht Leukozyten-depletierten Préparaten mit
einer geringeren Alloimmunisierungswahrscheinlichkeit assoziiert ist. Leukozyten oder
deren Stoffwechselprodukte konnten ein Danger signal darstellen und die

Immunisierungswahrscheinlichkeit erhéhen '8

. Eine grofl angelegte retrospektive
multizentrische Studie von Schonewille et al. (2005) '# fand gegenteilige Ergebnisse. Es
gibt laut dieser Studie keinen Unterschied in der Inzidenz von
Blutgruppenalloantikdrpern nach Transfusion zwischen Buffy coat-leukoreduzierten
Erythrozytenkonzentraten verglichen mit Leukozyten-depletierten Erythrozyten-
Praparaten gegen HLA-Merkmale. Sie liegt laut Studie in beiden Gruppen bei 0,13—
0,17 % pro Transfusion. Entscheidender sind nicht lagerungsabhingige Risiken fiir
Alloimmunisierung von Blutgruppenantikorpern (sieche Tabelle 5, S.21) 3% Die
Leukozytendepletion von Blutkomponenten ist heute in Deutschland Standard, da
Nebenwirkungen wie febrile Reaktionen und die Ubertragung von Cytomegalievirus

durch diesen Prozess erheblich gemindert werden kénnen 723,
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1.8. Nachweisverfahren erythrozytirer Antigene und Alloantikérper vor
Transfusion
1.8.1. Nachweis von Iso- und Alloantikorpern

Im Jahr 1945 wurde von dem Englénder Robert Royston Amos Coombs ein Testverfahren

entwickelt, von dessen Namen die hergeleitete Bezeichnung ,,Coombs-Test* abstammt
39

Beim direkten Antihumanglobulin-Test werden an Erythrozyten gebundene
Immunglobuline und/oder Komplementfaktoren (C3d) nachgewiesen. Ist es in vivo beim
Blutempfangenden zu einer Beladung mit Immunglobulinen  und/oder
Komplementfaktoren gekommen, ist dieser Test positiv *. Der direkte Coombs-Test
findet Anwendung zur Detektion von Alloantikdrpern nach beziehungsweise vor
Transfusionen, Auto-Antikdrpern als mogliche Ursache einer AIHA und bei
Neugeborenen zur Diagnose eines MHN durch maternale IgG-Antikdrper ', Mit
monospezifischen Seren gegen IgG, IgA, IgM, C3 und C3d kann eine Differenzierung an

Erythrozyten gebundenen Humanglobulinen vorgenommen werden.

Der indirekte Coombs-Test dient dem Nachweis von freien erythrozytiren Antikdrpern
im Serum/Plasma, die in vitro nach Inkubation bei 37 °C an Testerythrozyten gebunden
werden. Nach der ersten Inkubation werden die Testerythrozyten gewaschen, um freies
Humanglobulin zu entfernen. Die anschliefende Inkubation mit Anti-Humanglobulin—
auch Coombs-Serum genannt — fiihrt zur Agglutination derjenigen Erythrozyten, die mit
Immunglobulin und/oder Komplementfaktoren beladen wurden ', Das Coombs-Serum
tiberbriickt mithilfe des Antihumanglobulin-Tests die Distanz zwischen den mit

inkompletten Antikdrpern beladenen Erythrozyten '%.

1.8.2. Antikorper-Suchtest, Antikorper-Differenzierung

Zur Vermeidung hamolytischer Transfusionsreaktionen muss, laut Richtlinie
Himotherapie der Bundesirztekammer (BAK), bei allen invasiven und operativen
Eingriffen mit moglicher Transfusionsindikation ein aktuelles Antikorper-
Suchtestergebnis vorliegen 2°. Beim Antikorper-Suchtest wird das Patientenserum oder
EDTA-Plasma (Ethylendiamintetraessigsdure bzw. Ethylendiamintetraacetat) mit Hilfe
von bekannten Testerythrozytensuspensionen (engl. Testzell-Panels, Testzellen)

bestehend aus mindestens zwei, besser drei Testerythrozytensuspensionen verschiedener
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Spenderinnen und Spender der Blutgruppe 0 untersucht. Reagieren die Testerythrozyten
mit den entsprechenden Antikérpern im Serum kommt es zu einer

Verklumpung/Agglutination '%,

Das Antigenpanel, das auf den Testerythrozytensuspensionen vorliegen muss, ist in der
Richtlinie Himotherapie der BAK ?° vorgeschrieben. Folgende Antigene sollen auf den

Testerythrozyten ausgeprégt sein:

Rh-System: C, Cw, ¢, D, E, e, Kell-System: K, k, Duffy-System: Fy(a), Fy(b), Kidd-
System: Jk(a), Jk(b), MNSs-System: M, N, S, s, P-System: P (1), Lewis-System: Le(a),
Le(b) %°.

Die fettgedruckten Antigensysteme sollten im Antikorper-Suchtest moglichst homozygot
(Antigen in hoher Dichte) vorliegen.

Es gibt verschiedene Techniken, die in der Antikérper-Suche Verwendung finden: die

Rohrchentechnik, die Sdulenagglutination sowie die Festphasentechniken.

Bei den Sdulen- und Festphasentechniken ist das Untersuchungsergebnis lange stabil im
Vergleich zur R6hrchentechnik, sodass es durch eine zweite Person mitbeurteilt werden
kann. Pflichtbestandteil des Antikorper-Suchtests soll jedoch immer ein indirekter
Antihumanglobulin-Test sein. Bei positivem  Antikorper-Suchtest wird zur
Identifizierung der Spezifitit des irreguldren Antikorpers ein erweitertes Testzell-Panel

mit mindestens acht, meist elf Zellen verwendet (Antikorper-Differenzierung).

Zugrunde liegt allen Methoden eine Verdiinnungsreihe 2n ohne einen linearen
Zusammenhang der Stufen bei der Auswertung. Somit sind die Ergebnisse rein
semiquantitativ und dienen zum Nachweis der AntikOérper in den verschiedenen
Verdiinnungsstufen. Aufgrund der Unterschiede in Aufbau und Reaktionsweise der
verschiedenen Blutgruppenalloantikdrper miissen bei ihrem Nachweis unterschiedliche
Methoden und Phasen verwendet werden. Zur Anwendung kommen der klassische
Coombs-Dreistufentest bestehend aus Agglutinationstest, Supplement-Test und Coombs-
Test. Es gibt weitere unterschiedliche Techniken, die die Sensitivitit der Antikorper-
Suchtests mittels Enzymzusdtzen wie Papain, Bromelin und Ficin steigern. Die
Auswertung erfolgt durch den Coombs-Test oder in neutraler Karte / Kochsalz (NaCl)
188 Der Papain-Coombs-Ansatz wird aufgrund seiner besseren Sensitivitit fiir Rh- und

Kidd-Antikorper als der Standard-Coombs-Ansatz verwendet. Allerdings sind
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Enzymtechnik oder NaCl-Ansidtze keine gidngigen Untersuchungsverfahren in der

Transfusionsdiagnostik, sondern stellen nur eine ergéinzende Technik dar '*°.

1.8.3. Serologische Vertriglichkeitsprobe

Die serologische Vertraglichkeitsprobe soll vor der Bluttransfusion eine mdgliche
Inkompatibilitit durch gebildete Antikorper im Blut des Empfangenden, die
moglicherweise gegen Erythrozytenantigene des Spendenden gerichtet sind, entdecken.
Durch Supplement (Losung mit niedrigen lonenstirke, engl. low ionic strength solution)
wie das LISS-Reagenz (frither Albumin-Zusétze) werden bestimmte Antikdrper, vor
allem Rh-Antikérper, in ihrer Reaktion verstirkt ', Die Technik dieser Untersuchung
entspricht dem des indirekten Coombs-Tests. Bei Neugeborenen (bis zur vollendeten
vierten Lebenswoche nach dem errechneten Geburtstermin) kann auf eine wiederholte
Kreuzprobe vor jeder Transfusion verzichtet werden, wenn bei Mutter und Kind keine
irreguldren Antikorper gefunden werden und der Antikdrper-Suchtest unauffillig ist. In
den ersten drei Lebensmonaten konnten immunhdmatologische Diagnostika unter

bestimmten Voraussetzungen mit miitterlichem Blut erfolgen 2°.

1.9. Immunogenitit von Antigenen

Die Immunogenitit erythrozytirer Antigene wird durch die Frequenz der
Alloimmunisierung gegen das jeweilige Antigen bestimmt und durch den
Immunogenitétsindex ausgedriickt. Dieser Index ldsst sich iiber die Kenntnis der
Haufigkeit der Beobachtung des betreffenden Antikorpers, das Evaneszenzverhalten des
Antikorpers und das mogliche Vorliegen einer Antigen-Inkompatibilitdt bei Transfusion,

berechnen !78.

Die Alloimmunisierungsrate kann bei gleicher Antigenfrequenz vollig unterschiedlich
sein. Zum Beispiel besitzen Lu(a) und Yt(b) nahezu einen identischen
Immunogenititsindex (etwa 8 %). Der Haufigkeitsnachweis der verschiedenen
Antikdrper ist ebenfalls divers: Anti-Lu(a) ist einer der zehn am haufigsten gebildeten

irreguldren Antikorper, wihrend Anti-Yt(b) sehr selten nachgewiesen wird %178,

Vermindert nachgewiesene Antigene werden im engl. als private antigens bezeichnet.
Hier ist die Wahrscheinlichkeit sehr gering, dass ein/e Patient/in immunisiert wird, selbst

wenn die Immunogenitét des Antigens eine Hohe ist.
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Tabelle 8 Immunogenitit von Blutgruppen-Antigenen (modifiziert nach Tormey et al.
(2009)) '8, Die angegebenen Werte sind relative Immunogenititen im Vergleich zum
Antigen K, dem die Immunogenitét 1 zugeordnet wird.

Antigen *Immunogenitdtsindex der Antigene
K 1,00
Cw 0,70
Lu(a) 0,40
Jk(a) 0,37
E 0,35
Le(a) 0,16
P (1) 0,12
c 0,097
M 0,090
Le(b) 0,089
Fy(b) 0,064
C 0,055
S 0,013

*Antikérper-Potenzitit korrigiert mit der Antikorper-Persistenz (Antigenpotenz, korrigiert um die Antikérper-
Persistenz, dividiert durch die traditionelle Antigenpotenz)

Tabelle 9 Evaneszenzverhalten verschiedener Antikorper-Spezifititen in einem
Untersuchungszeitraum von 1978-1997 1%

Verteilung der nachweisbaren Medianer Zeitraum

Antikorper vom Zeitpunkt des ersten und
(auf die Gesamtzahl vorliegender letzten Nachweises (Evaneszenz)
Antikérper) in [%] [Monate]
Anti-K 28 6
Anti-E 23 7
Anti-D 20 34
Anti-Fy(a) 9 6
Anti-C 8 6
Anti-c 5 8
Anti-Jk(a) 3 1
Anti-S 2 23
Anti-Jk(b) 1 3
Anti-e 1 39
Anti-Fy(b) <l

Anti-s <l
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1.10. Fragestellung

Friihgeborene erhalten hédufig Transfusionen mit Erythrozytenkonzentraten. Im
Gegensatz zur transfusionsassoziierten Alloimmunisierung bei Erwachsenen ist die
Immunisierung gegen Blutgruppenantigene bei Frith- und Neugeborenen ein seltenes

2,46,61,75,102,105,108,127,159,168,169 * pogtyliert wird eine Unreife des neonatalen

Ereignis
Immunsystems, die dazu fiihrt, dass bei Neugeborenen Alloantikérper nach einer
Transfusion selten nachgewiesen werden %1914 In Ubereinstimmung mit nationalen *°

und internationalen Standards !'>!16-11°

werden pratransfusionelle Untersuchungen bei
Neugeborenen in limitiertem Umfang durchgefiihrt. Dabei steht die Vermeidung einer
iatrogenen Anédmie durch wiederholte Blutentnahmen im Vordergrund. Die Evidenz fiir
die Standards zur Durchfiihrung der prétransfusionellen Untersuchungen bei
Neugeborenen wird aus den Ergebnissen kleiner Kohortenstudien abgeleitet, die
zwischen 30 und 90 Patientinnen und Patienten einschlossen %%, Die bisher
vorgelegten Studien sind daher zu klein, um seltene Ereignisse nachzuweisen. Ferner ist

unbekannt, wie lange die postulierte Nicht-Reaktionsfdhigkeit des neonatalen

Immunsystems gegeniiber Blutgruppenalloantigenen andauert.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit soll die Inzidenz der Alloimmunisierung gegen
erythrozytire Blutgruppenantigene nach Transfusion, primér in einer Kohorte von mehr
als 1000 Neugeborenen und Kleinkindern bis zum dritten Lebensjahr sowie bei

Erwachsenen élter als 45 Jahre, untersucht und miteinander verglichen werden.

Ziel dieser Untersuchung ist es, festzustellen, ob und bis zu welchem Zeitpunkt nach der
Geburt nicht mit einer Alloimmunisierung durch Blutgruppenantigene gerechnet werden

muss.

Die Ergebnisse der Studie sollen eine evidenzbasierte Grundlage fiir Standards zur
Minimierung der blutgruppenserologischen Untersuchungen bei Frith- und
Neugeborenen liefern. Ziel ist die Vermeidung einer iatrogenen Andmie durch
wiederholte Blutentnahmen bei zugleich sicherer Vermeidung héimolytischer

Transfusionsreaktionen.
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2. Material und Methoden

2.1. Studiendesign

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine retrospektive Kohortenstudie, in
welcher das Alloimmunisierungsverhalten Erwachsener (iiber 45 Jahre) gegeniiber einer
Kohorte von Neugeborenen und Kleinkindern nach  Transfusion von
Erythrozytentransfusionen untersucht wurde. Die Patientendaten stammen aus dem
Laborinformationssystem BBS, dem Blutempfingersystem registrierter Transfusionen
am Institut fiir Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin am

Universitétsklinikum Giefen und Marburg GmbH (UKGM), Standort Giel3en.

Die statistische Untersuchung der Labordaten wurde mittels eines Votums der
Ethikkommission des Fachbereichs Humanmedizin der Justus-Liebig-Universitit GieBBen

(Aktenzeichen 06/15) genehmigt.

2.2. Datenerhebung und Kriterien der gebildeten Kollektive

Diese retrospektive Kohortenstudie umfasste Patientinnen und Patienten, die ihre erste
Erythrozytentransfusion in einem Beobachtungszeitraum von 20 Jahren (1. Januar 1994—
31. Dezember 2013) am UKGM, Standort Gieflen in Deutschland, erhielten. Alle
Patientinnen und Patienten wurden vor der Erythrozytentransfusion routineméfig auf
Allo- oder Autoantikdrper untersucht. Die Ergebnisse des Antikorper-Screenings und der
Antikorper-Identifizierungen wurden fiir 72 Stunden als giiltig angesehen.
Erythrozytentransfusionen innerhalb dieses Zeitrahmens wurden als eine einzelne
Transfusionsepisode definiert. Individuen mit vorbestehenden Alloantikérpern und/oder
Autoantikdrpern wurden aus der Studie ausgeschlossen. Nur Patientinnen und Patienten
mit vorliegendem Antikdrper-Screening zwischen 7 und 365 Tagen nach der ersten
Erythrozytentransfusion wurden eingeschlossen. Falls verfiigbar, wurden alle
nachfolgenden Antikdérper-Screenings und Transfusionsepisoden ausgewertet. Alle
Ergebnisse des Antikdrper-Screenings, wie Patientenblutgruppe, Abnahmedatum,
Blutgruppenkonstellation der Erythrozytenkonzentrate und vorhandene
Blutgruppenalloantikorper der Patientinnen und Patienten vor Transfusion
beziehungsweise nach Transfusion mit den jeweiligen Testdaten, wurden in dem
Laborinformationssystem BBS, dem Blutempfingersystem des Instituts fiir Klinische

Immunologie und Transfusionsmedizin am UKGM, Standort Giel3en, gespeichert. Nicht
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fiir alle reaktiven Antihumanglobulin-Tests waren die Protokolle der Antikdrper-
Differenzierung auffindbar. In diesen Féllen wurden archivierte Daten ein zweites Mal
kontrolliert. Fehlende Werte wurden entsprechend in der Datenbank festgehalten. Bei
Respondern wurde der Endpunkt der Nachuntersuchung, engl. follow-up, definiert als die
erstmalige Entdeckung eines Blutgruppenalloantikérpers. Bei Non-Respondern wurde
der Endpunkt definiert als die letzte Transfusion innerhalb des Beobachtungszeitraums,
der eine Nachuntersuchung folgte. Die Vergleichskohorte bestand aus Erwachsenen, die
45 Jahre alt oder dlter waren, um die Wahrscheinlichkeit einer
schwangerschaftsinduzierten Alloimmunisierung zu minimieren. Die
Beobachtungsgruppe waren Neugeborene und Kinder bis zum dritten Lebensjahr. Die
pratransfusionelle Diagnostik und Bereitstellung kompatibler Erythrozytenkonzentrate

erfolgte gemiB den deutschen Richtlinien fiir Himotherapie .

Die Patientendaten wurden anschlieBend in Microsoft Excel-Tabellen exportiert und nach
den unten genannten Kriterien ausgewertet. Die klinischen Indikationen fiir die
Transfusion, Informationen iiber vorgédngige Transfusionen an anderen Standorten,
ethnische Herkunft oder vorgingige Schwangerschaften der einzelnen Patientinnen und

Patienten waren nicht verfiigbar.

Neben dem Geschlecht (weiblich (w)/ménnlich (m)) wurde das Alter zum Zeitpunkt der
ersten Transfusion (in Tagen) erfasst. Die Beobachtungsgruppe umfasste alle
Transfusionsfille zwischen Geburt und Vollendung des dritten Lebensjahrs
(Neugeborene- und Kleinkinder-Kohorte). Die Vergleichskohorte beinhaltete alle
Transfusionsfille von Erwachsenen zwischen dem 45. und 100. Lebensjahr.
Eingeschlossen wurden alle Patienten, die ihre erste Transfusion am UKGM, Standort
GieBen, im oben genannten Beobachtungszeitraum erhielten und ein vorheriger
Antikorper-Suchtest max. 72 Stunden vor jeder Transfusion = VORTEST mit einem
negativen Testergebnis einherging. Je Transfusion wurde ein NACHTEST1 (Antikorper-
Suchtest) im Zusammenhang mit dem Transfusionsfall erfasst. In der Regel erfolgt dieser
Test am Tag der Transfusion beziehungsweise innerhalb < 72 Stunden. Der
Giiltigkeitszeitraum lag im Rahmen dieser Studie (1990-2014) nach den Querschnitts-
Leitlinien (BAK) von 2014 % bei 72 Stunden beziehungsweise drei Tage nach der
Blutentnahme, wobei zu beachten ist, dass der Tag der Blutentnahme als Tag Null zé&hlt

und somit die Giiltigkeit letztendlich auf 96 Stunden ausgedehnt werden konnte. Mit der
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neuen Richtlinie zur Gewinnung von Blut von 2017 % &nderte sich dieser Zeitraum auf
genau 72 Stunden, wobei der Tag der Blutentnahme als Tag Eins angesehen wurde.
Zusétzlich wurde je Transfusion ein erster NACHTEST?2 erfasst und war der erste
Antikorper-Suchtest nach der Transfusion. Dieser Test kann nach dem dritten Geburtstag
erfolgt sein > Nachbeobachtungszeit: Zeit zwischen dem dritten Geburtstag und dem
letzten Antikorper-Suchtest. Ein weiterer NACHTEST3/ letzter vorhandener Nachtest
wurde zusitzlich erfasst. Dies entsprach dem ersten Antikérper-Suchtest im
Nachbeobachtungszeitraum mit positivem Ergebnis (Bewertung POS) oder der letzte
vorhandene Antikdrper-Suchtest, wenn die Durchsuchung keinen positiven Befund
erbrachte. Der Test kann ebenfalls nach dem dritten Geburtstag erfolgt sein. Der
NACHTEST3 wurde erfasst, um falsche Befunde im NACHTEST2 zu erkennen, zum
Beispiel kein Material im NACHTEST?2. Erfasst wurde die Anzahl der transfundierten
Erythrozytenkonzentrate bis zum Ende der Beobachtungszeit der Studie sowie die Anzahl

der Transfusionsepisoden bis zum Ende der *follow-up-Zeit.

Studienendpunkt: ist der erstmalige Nachweis eines transfusionsrelevanten irreguléren
Antikorpers (Tage nach der ersten Transfusion). Voraussetzung ist die Angabe der
Spezifitit des Antikorpers mittels Antikorper-Differenzierung. Eingeschlossen wurde das
Ergebnis der Antikdrper-Suchtests frithestens > 7 Tage nach der ersten Transfusion bis

maximal 365 Tage nach der Transfusion (siche Abb. 2, S. 33).

* Follow-up-Zeit Definition fiir Non-Responder: Zeitpunkt der letzten Transfusion und

des letzten vorhandenen Antikérper-Suchtests.

* Follow-up-Zeit Definition fiir Responder: Zeitpunkt des erstmaligen Nachweises eines

Alloantikorpers nach Transfusion.

- Weitere Zeitspannen zum Studiendesign sind in Abb. 3, S. 34 dargestellt.
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Beobachtungszeitraum fiir Beobachtungs- und Vergleichskohorte, die zum ersten Mal am UKGM transfundiert wurden
- Nichtantik6rperbildner

START: STOPP:
Neugeborene/ Letzte Transtusion max.3.
>45. Lebensjahr bzw. 100. Lebensjahr
Nicht alter als 3 frihestens nach 7
| Tage | Tagen | | | |
| | | | | I

Letzter vorhandener

1. negativer Vortest Erste Transtusion 1. Nachtest 2. Nachtest Letzte Transfusion
Nachtest

Beobachtungszeitraum fiir Beobachtungs- und Vergleichskohorte, die zum ersten Mal am UKGM transfundiert wurden
- Antikérperbildner

START: STOPP:
Neugeborene/ Erster Nachweis eines Antikorpers
> 45. Lebensjahr in einem der Nachtests
NiCllt éiltel. alS 3 frﬂheStenS naCh 7 ....................................................................
| I Tage | Tagen I I i
| I | i I |
. L _ Letzter vorhandener
1. negativer Vortest Erste Transtusion 1. Nachtest Letzte Transfusion Wachtest

Abb. 2 Studiendesign der Beobachtungs- und Vergleichskohorte
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Zeitspannen im Beobachtungszeitraum fiir Beobachtungs- und Vergleichskohorte

Beobachtungszeitraum
START: STOPP:
Neugeborene/ Letzte Transfusion max.3.
> 45. Lebensjahr bzw. 100. Lebensjahr
Nicht élter als 3 frithestens nach 7
I I Tage I Tagen I | I
| | | i I | ]
L. Fiepafiver Viatest Erste. 1. 79 Naohiest Letzte‘ Letzter vorhandener
Transfusion Transfusion Nachtest
l [ Il 141 I\ 151 l
[3]
2]

Abb. 3 Zeitspannen fiir Beobachtungs- und Vergleichskohorte [1] Alter bei erster Transfusion; [2] Alter bei letzter Transfusion; [3]
Zeitspanne zwischen erster und letzter Transfusion; [4] Zeitspanne zwischen erster Transfusion und erstem Antikorper-Suchtest/Nachtest.
Nach erster Transfusion frithestens nach sieben Tagen moglich; [4] Zeitspanne zwischen erster Transfusion und zweitem/ letzten
vorhandenem Antikorper-Suchtest; [5] Zeitspanne zwischen 1. oder 2. Nachtest und letzter Transfusion
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2.3. Antikorper-Suchtestverfahren

Im Beobachtungszeitraum von 1994-2013 gab es Anderungen in den Antikdrper-
Suchtestverfahren im immunhidmatologischen Labor am Standort Gie3en, welche in den

nachfolgenden Kapiteln kurz vorgestellt werden.

2.3.1. Saulenagglutinationstechnologie mit drei Suchzellen (1994-2003)

In der vorliegenden Arbeit erfolgten die immunhédmatologischen Untersuchungen zur
Durchfiihrung der Antikorper-Suche und  Antikorper-Differenzierung in  der
Gelzentrifugationstechnik mit dem  ScanGel-Kartensystem mittels ID-Karte
LISS/Coombs + Enzyme Test (DiaCell I-II-III-Testerythrozyten) der Firma Bio-Rad

DiaMed, Cressier sur Morat in der Schweiz.

Das Testprinzip entspricht der Sichtbarmachung einer Himagglutination mittels einer
Saulen-Agglutinations-Methode in einer Gelsdule. Sie wird mit mindestens zwei
Testerythrozytensuspensionen mit bekanntem Verteilungsmuster durchgefiihrt, welche
sich in ihrem Antigenmuster ergiinzen ', Hierzu werden CE-zertifizierte Reagenzien
verwendet. Die Testerythrozyten miissen folgende Antigene ausprigen: C, Cw, c, D, E,
e, K, k, Fy(a), Fy(b), Jk(a), Jk(b), S, s, M, N, P(1), Le(a), und Le(b). D, ¢, Fy(a), Fy(b),
Jk(a), Jk(b), S, und s miissen homozygot vorliegen. Der Gelkartentest besteht aus einer
Plastikkarte mit sechs Mikrorohrchen, die jeweils mit einer Gelmatrix mit
Antihumanglobulin-Serum befiillt sind. In die oberste Kammer des Mikroréhrchens
(Kavitidt oder engl. Well genannt) wird das Reaktionsgemisch (zu untersuchendes
Serum/Plasma und Testerythrozyten) pipettiert und 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Bei
positivem Antikorper-Suchtest kommt es zu einer Agglutination, sichtbar durch eine
Verklumpung. Zu Beginn der Zentrifugation werden die Erythrozyten aufgrund von
GroBe und Gewicht sauber vom Serum und damit von allen ungebundenen
Humanglobulinen getrennt. Danach treffen die Erythrozyten auf das Antihumanglobulin-
Serum-Reagenz, welches in das Gel aufgenommen ist. Es kann zu einer Quervernetzung
kommen, sofern eine Antigen-Antikorper-Reaktion stattgefunden hat. Die Agglutinate
werden nach ihrer Grofe und Festigkeit beim Zentrifugieren von der Gelmatrix
aufgehalten. Bei Agglutination werden die Gel-Kiigelchen am Herabsinken gehindert.
Anschliessend wird ein roter Belag auf der Geloberfldche ersichtlich. Bei ausbleibender

Agglutination werden nicht agglutinierte Erythrozyten bei der Zentrifugation durch die
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feinen Poren des Gels gedriickt und sammeln sich am Boden der Sdulen. Nach

Zentrifugation ist dort ein roter Knopf ersichtlich .

Der Enzym-Coombs-Ansatz (mit Bromelin) ist deutlich sensitiver in der Detektion von
Rh- und Kidd-Antikérpern als der Standard-Coombs-Ansatz '3, Die Enzymtechnik wird
nur bei besonderen Fragestellungen der Antikdrper-Differenzierung eingesetzt 55, Bei
besonderen Fragestellungen erfolgt der Antikorper-Suchtest mit NaCl-Karten in einem
neutralen Gel. Hier konnen besonders gut Immunglobuline vom IgM-Typ detektiert
werden. Die ID-Gelkarten (DiaMed AG, Cressier sur Morat, Schweiz) werden seit

einigen Jahren routineméfig in der Blutgruppenserologie verwendet.

IgA beladene Testerythrozyten

2
:

Abb. 4 Testprinzip der Gelsiule der Firma DiaMed (modifiziert iibernommen) 32 IgA-
Nachweis auf Erythrozyten/Gelmatrix mit Agglutinate. Die Gelkarte besteht aus sechs
trichterformigen Vertiefungen. Die Gelsdulen sind mit Dextran Gel befiillt.

2.3.2. Festphaseverfahren mit drei Suchzellen (2004-2011)

Testprinzip des hier verwendeten Antikorper-Suchtests ist das Festphaseverfahren zur

Identifizierung von Blutgruppenalloantikdrpern (2004-2011) *2.

In der Solidscreen-Methode werden mit Antikorper und/oder Komplement-Komponenten
beladene Testerythrozyten dem Antihumanglobulin-Serum zugefiihrt und anschlie3end
in einer Rundboden-Mikrotiterplatte zentrifugiert. Wéahrend der Zentrifugation kommt es
zu einer mehr oder weniger festen Kavititenwandbindung. Das Antihumanglobulin-
Serum (Solidscreen II der Bio-Rad Medical Diagnostics GmbH, Dreieich, Deutschland)
bindet anschlieBend an die mit Protein A beschichtete Kavitit. Protein A stellt eine

zelluldre Struktur der Zellmembran des Bakteriums Staphylococcus aureus dar. Durch
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das Protein A besteht eine hohe Bindungs-Affinitdt zum Fc-Teil der meisten

Immunglobulinklassen '3

. Ein Bindeglied zwischen der Wandkavitit und bereits
agglutinierter Antihumanglobulin-Molekiile stellen sensibilisierte Testerythrozyten dar
16 Eine Reaktion ist dann als positiv zu bewerten, wenn sich an der Kavititenwand ein
Zellrasen bildet. Ungebundene Erythrozyten sedimentieren nach dem letzten

Zentrifugationsschritt auf den Boden der Kavitiit '°.

Die erste Auswertung der Testergebnisse erfolgt durch den Analyseautomaten (Tango-
Optimo AG-TL-265 der Biotest AG, Dreieich, Deutschland). Anschliefend werden die
Ergebnisse von einem/einer MTA (Medizinisch-technische/r Assistent/in) tiberpriift und

an das Laborinformationssytem iibermittelt °2.

2.3.3. Gelkarte mit drei Testzellen (ab 2012)

Das Testprinzip entspricht dem oben beschriebenen Gelzentrifugationstest. Die
automatische Kameraauswertung erfolgt durch einen Vollautomaten IH-100 der Bio-Rad
Medical Diagnostics GmbH, Hercules, USA. Die Testergebnisse werden durch eine/n

MTA und anschlieBend zur Ubertragung in das Laborinformationssystem freigegeben.

2.3.4. Antikorper-Differenzierung mit Gelkarte und elf Testzellen (ab 1994)

Die Identifizierung der Antikorper-Spezifitdten bei positivem Antikorper-Suchtest im
Antihumanglobulin-Test entspricht dem Testprinzip der Gelkarte (siehe Kapitel 2.3.1,
S. 35). Die Antikorper-Differenzierung erfolgt mit elf Testerythrozyten.

Die Testerythrozyten besitzen unterschiedliche Antigenkonfigurationen und werden von
den Herstellerfirmen so ausgewéhlt, dass die meisten einzelnen Antikorper sowie die

meisten haufig auftretenden Antikorper-Kombinationen identifiziert werden kdnnen.

Die Auswertung beziehungsweise Befundung der Antikorper-Differenzierung ist &hnlich
dem Antikorper-Suchtest in der Sdulenagglutinationstechnik. Anhand der bekannten
Antigenausstattung der Testerythrozyten und dem daraus entstehenden jeweiligen
Reaktionsmuster in den Panelzellen kann auf die Spezifitét der irreguléren Antikdrper im
Patientenplasma geschlossen werden. Reagieren alle Panelzellen homogen, erklart sich
diese Reaktion am besten durch vorhandene Auto-Antikorper (Eigenansatz positiv) oder
sehr ausgedehnt reagierende Alloantikorper (Eigenansatz negativ). Kann ein spezifischer

Antikorper nicht eindeutig differenziert werden, miissen weitere Untersuchungen zur
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Abklarung der Spezifitdit mittels Adsorptionstechnik, FElution (S&ure, Wirme,
Chloroform) und Festphaseverfahren durchgefiihrt werden. Bei beispielsweise
Kilteantikorpern kann die Antikorper-Differenzierung zur Abkldrung der Antikorper-
Spezifitit auch in verschiedenen Test-Milieus wie NaCl, Bromelin und bei
unterschiedlichen Temperaturen durchgefiihrt werden. Zudem lédsst sich anhand der
Verdiinnungsreihe der sogenannte Antikorper-Titer ablesen. Bei diesem Versuch wird
das Serum so lange geometrisch verdiinnt, bis es gerade noch zu einer sichtbaren
Agglutinationsreaktion kommt. Die letzte Verdiinnungsstufe mit gerade noch

erkennbarer Agglutination ist der Antikdrper-Titer.

2.4. Statistische Auswertung
Mittels GraphPad (Version 6.0, GraphPad Prism Software Inc, La Jolla California, USA)

wurden die statistischen Analysen und graphischen Darstellungen erstellt. Deskriptive
Statistiken und Abbildungen wurden teils mit Microsoft Excel (Version 2013, Microsoft
Corporation, Redmond Washington, USA) und teils mit Microsoft Publisher (Version
2013, Microsoft Corporation, Redmond Washington, USA) erstellt. Die Excel-
Datenbank wurde durch eine weitere Untersuchungsperson auf Vollstindigkeit {iberpriift
und fiir die anschlieBende statistischen Auswertungen in eine Microsoft Access-
Datenbank (Version 2013, Microsoft Corporation, Redmond Washington, USA)

konvertiert.

Alle Werte wurden stets mit Maximum, Minimum, Median und dem IQR (engl
Interquartilrange, Spannweite (25 %,75 %) angegeben. In der Kohorte der Erwachsenen
wurde zur Schitzung der kumulierten Inzidenz der Alloimmunisierung in Abhingigkeit
von der Anzahl transfundierter Erythrozyten eine Analyse nach Kaplan-Meier

durchgefiihrt.
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3. [Ergebnisse

3.1. Kontrollgruppe Erwachsenenkohorte (45. bis 100. Lebensjahr)

3.1.1. Patientencharakteristika

In diese retrospektive Studie wurden, im oben genannten Zeitraum, insgesamt n = 17084
Patientinnen und Patienten in die Kohorte der Erwachsenen eingeschlossen, welche die
Einschlusskriterien erfiillten.

Tabelle 10 Alter bei erster und letzter Transfusion in der Vergleichskohorte
(Erwachsene 45-100-Jdhrige) im Untersuchungszeitraum (von 1994-2013)

Alter bei erster Transfusion Alter bei letzter Transfusion
(in Jahren) [a] (in Jahren) [a]
Minimum 45 45
25%-Perzentile 61 62
Median 70 71
75%-Perzentile 77 78
Maximum 99 100

Altersverteilung 45 - 100 Jiihrige nach Jahren

3600-
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2400
2000-
16001
12001
8001
4001
0_-

Anzahl [n]

O

3 8 8 ') 8 ') 3 ') 3 ')
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Alter bei erster Transfusion [a]

Abb. 5 Altersverteilung der Erwachsenenkohorte (n = 17084 Patientinnen und Patienten)
bei erster Transfusion, Klassenbreite 5 Jahre [a]

Das Durchschnittsalter vor der ersten Transfusion lag bei 70 Jahren (Median, IQR 61-77
Jahre).
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Tabelle 11 Geschlechterverteilung der Erwachsenenkohorte (n = 17084 Patientinnen
und Patienten)

mdnnlich weiblich nicht ermittelbar
Anzahl [n] 5198 4070 7816

Bei den Patienten und Patientinnen, bei welchen das Geschlecht nicht ermittelbar war, ist
auf eine fehlende Dokumentation und Ubertragung in das Laborinformationssystem des
jeweiligen Geschlechtes zuriickzufiihren und mit wenig Aufwand retrospektiv nicht mehr

nachvollziehbar gewesen.

Die Patientinnen und Patienten der Erwachsenenkohorte hatten in zwei
Transfusionsepisoden (Median) fiinf Erythrozytenkonzentrate (Median, IQR 2-12)
erhalten. Polytransfundierte Personen mit maximal 990 Transfusionsepisoden waren eine
Seltenheit. Insgesamt erfolgten maximal 2208 Erythrozytentransfusionen je Patient/in.
Im Median wurden die Transfusionen in zwei Transfusionsepisoden (Median, IQR 1-5)
durchgefiihrt.

Tabelle 12 Anzahl der Erythrozytenkonzentrate und der Transfusionsepisoden je
Patient/in in der Erwachsenenkohorte (n = 17084 Patientinnen und Patienten)

Erythrozytenkonzentrate Transfusionsepisoden
(je Patient/in) [n] (je Patient/in) [n]
Minimum 1 1
25 %-Perzentile 2 1
Median 5 2
75 %-Perzentile 12 5

Maximum 2208 990
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3.1.2. Inzidenz der Alloimmunisierung bei Erwachsenen

Im Beobachtungszeitraum wurde in der Kohorte der Erwachsenen bei 607 Patientinnen

und Patienten (3,56 %) nach Transfusion mindestens ein Alloantikérper nachgewiesen.

Kontrollgruppe
Erwachsene

n=17084

Antikorperbildner Nicht-Antikorperbildner
n =607 n= 16477

Alloimmunisierungsinzidenz:
3,6%

Abb. 6 Inzidenz der Alloimmunisierung bei Erwachsenen

In der Kohorte der Erwachsenen mit Alloimmunisierung lag eine gleichméBige
Verteilung der Geschlechter vor (siehe Tabelle 13, S. 41). Allerdings waren die Anzahl

der nicht ermittelbaren Geschlechter mit n = 306 hoch.

Tabelle 13 Geschlechterverteilung bei den Antikorperbildenden (n = 607) in der
Kohorte der Erwachsenen

mannlich weiblich nicht ermittelbar
Anzahl [n] 142 159 306
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3.1.3. Hiufigkeiten erythrozytirer Alloantikorper

Die Haufigkeit der beobachteten Blutgruppen-Spezifititen der Alloantikdrper entsprach
den Ergebnissen anderer Autorinnen und Autoren fiir kaukasische Populationen

(siche Kapitel 1.9, S. 27). Der hdufigste Antikorper war Anti-E, gefolgt von Anti-K.

Tabelle 14 Haufigkeiten der Blutgruppenalloantikrper in der Kohorte der

Erwachsenen

Antikérper-T Anzahl Anteil an allen
per-2yp [n] Antikérperbildenden [%]

Anti-E 138 22,7
Anti-K 120 19,9
Mehrere Alloantikorper
(héiufig Kombination aus Anti-D + Anti-E, Anti-C+ 99 16,3
Anti-S oder Anti-K)
Anti-D 57 9,4
Anti-Lu(a) 33 5,4
Anti-Jk(a) 32 5,3
Anti-C 21 3,5
Anti-c 20 3,3
Anti-M 16 2,6
Anti-Cw 13 2,1
Anti-Fy(a) 13 2,1
Anti-Kp(a) 10 1,7
Anti-S 10 1,7
Anti-Jk(b) 6 1,0
Anti-Wr(a) 5 0,8
Anti-e 4 0,7
Anti-Co(b) 2 0,3
Anti-Fy(b) 2 0,3
Anti-Le(a) 2 0,3
Anti-Le(b) 2 0,3
Anti-N 2 0,3

Total 607
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3.1.4. Kumulative Inzidenz der Alloimmunisierung

Tabelle 15 zeigt die Anzahl der Erythrozytenkonzentrate und die Anzahl der
Transfusionsepisoden  bei  erwachsenen  Patientinnen und  Patienten mit
Alloimmunisierung.

Tabelle 15 Anzahl der Erythrozytenkonzentrate und der Anzahl der
Transfusionsepisoden bei erwachsenen Personen mit Alloimmunisierung

Erythrozytenkonzentrate Transfusionsepisoden
(je Patient/in) [n] (je Patient/in) [n]
Minimum 1 1
25%-Perzentile 3 1
Median 6 2
75%-Perzentile 13 5
Maximum 149 83

Im Median hatten erwachsene Patientinnen und Patienten mit Alloimmunisierung sechs
Erythrozytenkonzentrate (Median, IQR 3—13) innerhalb von zwei Transfusionsepisoden

(Median, IQR 1-5) erhalten.

20+

154

Kumulative Alloimmunisierungsinzidenz
[%; 95% KI]

0 L] T T 1
0 10 20 30 40
Kumulativ transfundierte Erythrozytenkonzentrate [n]|
Anzahlan 7064 5256 2352 1339 863
Patienten

Abb. 7 Kumulative Inzidenz der Alloimmunisierung bei erwachsenen Patientinnen und
Patienten [95% Konfidenzintervall (KI)] in Abhingigkeit von der Anzahl an
Erythrozytenkonzentrate [n]

In Abb. 7 ist der Zusammenhang zwischen der Anzahl kumulativ transfundierter

Erythrozytenkonzentrate und der Inzidenz der Alloimmunisierung dargestellt. Nach
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Transfusion von zwei Erythrozytenkonzentraten bildeten 0,9 % der Erwachsenen einen
Blutgruppenalloantikdrper. Die Rate der immunisierten Patientinnen und Patienten nahm
mit der Transfusion weiterer Erythrozytenkonzentrate zu. Nach 40 erfolgten
Transfusionen konnte eine Abflachung der Kurve bei 10,24 % immunisierter
Patientinnen und Patienten beobachtet werden (siche Tabelle 16).

Tabelle 16 Kumulierte Alloimmunisierungsinzidenz [%] in der Erwachsenenkohorte
bezogen auf die Anzahl [n] an transfundierten Erythrozytenkonzentraten.

Erythrozytentransfusionen [n] Alloimmunisierungsinzidenz [%]  Konfidenzintervalle

[95 %]

2 0,91 0,4-1,82

4 1,97 1,19-3,07

6 2,66 1,74-3,89

8 3,46 2,39-4,83

10 4,13 2,93-5,63

20 7,06 5,29-9,16

40 10,24 7.71-13.18

3.1.5. Transfusionscharakteristika

Im Beobachtungszeitraum wurde gemdll den Kriterien der vorliegenden Arbeit in der
Kohorte der Erwachsenen der erste Antikorper-Suchtest sieben Tage nach der ersten
Erythrozytentransfusion durchgefiihrt. Der letzte Antikdrper-Suchtest erfolgte spitestens
am 365. Tag. Bei einem Beobachtungszeitraum von 1993-2013 wurden bei negativen
Antikorper-Suchtestergebnissen weitere Nachtestungen maximal bis 19 Jahre (Spalte [1]

Maximum 7164 Tage) nach der ersten Transfusion durchgefiihrt.

Tabelle 17 Zeitspannen in der Kohorte der Erwachsenen

Tage [d] [1] 2] 3]
Minimum 7 7 0
25%-Perzentile 33 14 0
Median 94 34 14
75%-Perzentile 258 99 121
Maximum 7164 365 7138

[1] Zeitspanne zwischen erster Transfusion und Nachtest 1
[2] Zeitspanne zwischen letzter Transfusion und Nachtest 1
[3] Zeitspanne zwischen erster und letzter Transfusion

Die follow-up-Periode der Nicht-Antikorperbildenden lag im Median bei 99 (Median,
IQR 14-99) (Spalte [2]). Zwischen der ersten und letzten Transfusion lagen im Median
14 Tage (Spalte [3]).
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Das Alter beim ersten positiven Antikorper-Suchtest lag im Median bei 72 Jahren, hier
sind 50 % der Alloimmunisierungsreaktionen zu erwarten. Die follow-up-Periode der
Antikorperbildenden lag im Median bei 52 Tagen (Median, IQR 16—138).

Tabelle 18 Zeitspannen in der Kohorte der Erwachsenen bei den Antikdrperbildenden
n = 607 Patienteninnen und Patienten

Tage [d], Jahre (a) [1] [2]
Minimum 16585 (46) 7(0)
25%-Perzentile 22787 (63) 16 (0)
Median 26095 (72) 52 (0)
75%-Perzentile 28478 (79) 138 (0,4)
Maximum 34495 (95) 364 (~1)

[1] Alter bei erstem positiven Antikorper-Suchtest
[2] Zeitraum (letztes Transfusionsdatum und erster positiver Antikérper-Suchtest)
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Tabelle 19 Zusammenfassung der Ergebnisse der Erwachsenenkohorte

Charakteristika der Nicht-Antikorperbildenden

Personen-Anzahl [n]

Transfundierte Personen gesamt (Nicht-Antikdrperbildende und Antikdrperbildende) 17084
Alter bei erster Transfusion in Jahren [a] (Median, IQR) 70 (61-77)
Minner 5198
Frauen 4070
Nicht ermittelbar 7816
Erythrozytenkonzentrate je Person (Median, IQR) 5(2-12)
Transfusionsepisoden je Person (Median, IQR) 2 (1-5)
follow-up-Periode in Tagen [d] bei den Nicht-Antikorperbildenden (Median, IQR) 94 (33-258)

Charakteristika der Antikorperbildenden

Personen-Anzahl [n]

Antikorperbildende gesamt 607
Alloimmunisierungsinzidenz [%] 3,56
Alter beim ersten positiven Antikérper-Suchtest in Jahren [a] (Median, IQR) 72 (63-79)
Minner 142
Frauen 159
Nicht ermittelbar 306
Erythrozytenkonzentrate je Person (Median, IQR) 6 (3-13)
Transfusionsepisoden je Person (Median, IQR) 2 (1-5)
follow-up-Periode in Tagen [d] bei den Antikérperbildenden (Median, IQR) 52 (16-138)
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3.2. Beobachtungsgruppe Neugeborene, Siduglinge, Kleinkinder (Geburt
bis drittes Lebensjahr)

3.2.1. Patientencharakteristika

In der Fallkohorte der Neugeborenen und Kleinkinder wurden im oben genannten

Zeitraum insgesamt n = 1648 Patientinnen und Patienten eingeschlossen, welche die

Einschlusskriterien erfullten.

Tabelle 20 Alter bei erster und letzter Transfusion in der Beobachtungsgruppe

(Neugeborene und Kleinkinderkohorte 0—3-Jihrige) im Untersuchungszeitraum von
1994-2013

Alter bei erster Transfusion in Alter bei letzter Transfusion in
Tagen [d] Tagen [d]
Minimum 1 1
25%-Perzentile 6 28
Median 24 82
75%-Perzentile 141 255
Maximum 1094 1094

1100+
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400
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100+

Anzahl [n]
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Alter bei erster Transfusion [d]

Abb. 8 Altersverteilung der Neugeborenen und Kleinkinder (n = 1648 Patientinnen und
Patienten) bei der ersten Transfusion. Klassenbreite 90 Tage [d]

Das Durchschnittsalter vor der ersten Transfusion in der Beobachtungsgruppe lag bei 24
Lebenstagen (Median, IQR 0-90 Tage).
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Tabelle 21 Geschlechterverteilung der Neugeborenen und Kleinkinder (n= 1648
Patientinnen und Patienten)

mdnnlich weiblich nicht ermittelbar
Anzahl [n] 582 491 575

Die Patientinnen und Patienten der Beobachtungsgruppe erhielten in zwei
Transfusionsepisoden (Median) vier Erythrozytenkonzentrate (Median, IQR 2-7).
Polytransfundierte Patientinnen und Patienten mit maximal 61 Transfusionsepisoden
waren eine Ausnahme. Insgesamt erfolgten maximal 100 Erythrozytentransfusionen je
Patient/in. Im Median erfolgten die Transfusionen in zwei Transfusionsepisoden

(Median, IQR 1-5), vergleichbar mit der Kohorte der Erwachsenen.

Tabelle 22 Anzahl der Erythrozytenkonzentrate und der Transfusionsepisoden je
Patient/in in der Beobachtungsgruppe (n = 1648 Patientinnen und Patienten)

Erythrozytenkonzentrate (je Patient/in) Transfusionsepisoden (je
[n] Patient/in) [n]
Minimum 1 1
25%-Perzentile 2 1
Median 4 2
75%-Perzentile 7 5

Maximum 100 61
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3.2.2. Inzidenz der Alloimmunisierung bei Neugeborenen und Kleinkindern
Im Beobachtungszeitraum wurde in der Kohorte der Neugeborenen und Kleinkinder bei
einem Patienten und einer Patientin (0,12 %) nach Transfusion ein Alloantikdrper

nachgewiesen.

Beobachtungsgruppe
Neugeborene und Kleinkinder

n= 1648

Antikorperbildner Nicht-Antikérperbildner
n=2 n= 1646

Alloimmunisierungsinzidenz:
0,12%

Abb. 9 Inzidenz der Alloimmunisierung bei Neugeborenen und Kleinkindern

In der Kohorte der Neugeborenen und Kleinkinder mit Alloimmunisierung lag eine
gleichmdflige Verteilung der Geschlechter vor. Von n=1648 untersuchten
Neugeborenen und Kleinkindern kam es bei insgesamt einem Patienten und einer

Patientin zu einer nachweisbaren Alloimmunisierungsreaktion.

Tabelle 23 Geschlechterverteilung bei den n = 2 Antikorperbildenden in der Kohorte
der Neugeborenen und Kleinkinder

Anti-M Anti-E
Geschlecht Médchen Junge
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3.2.3. Haufigkeiten erythrozytirer Alloantikorper

In der Beobachtungsgruppe der Neugeborenen und Kleinkinder lieen sich nach
Erythrozytentransfusion im Beobachtungszeitraum von 20 Jahren lediglich zwei
Antikdrperbildende nachweisen (sieche Tabelle 23, S. 49).

Tabelle 24 Transfusionscharakteristika der Neugeborenen und Kleinkinder mit
Alloimmunisierung

Patient 1 Patient 2
Erythrozytenkonzentrate [n] 1 4
Transfusionsepisoden [n] 1 3
Alter bei erster Transfusion [d] 10 464
Alter bei letzter Transfusion [d] 10 484
Alter bei erstem positivem Antikorper-Suchtest [d] 181 611
*follow-up-Periode[d] 171 127

*follow-up-Periode [d] der Antikorperbildenden setzte sich zusammen aus der Zeitspanne Zeitpunkt der letzten
Transfusion und dem Zeitpunkt des erstmaligen positiven Antikdrper-Suchtest

Ein Midchen im Alter von 181 Tagen bildete ein Blutgruppenalloantikdrper der
Spezifitit Anti-M erstmalig 171 Tage (follow-up) nach einem Transfusionsereignis mit
einer Erythrozyten-Einheit am elften Lebenstag. Dieser Antikorper reagierte stark in der
Kochsalzphase des Antikorper-Identifikationstests und zeigte im indirekten

Antihumanglobulin-Test nur Reaktivitdt mit homozygoten Testzellen.

Bei einem Jungen dieser Kohorte wurde im Alter von 611 Tagen ein Antikérper der
Spezifitit Anti-E nachgewiesen, nachdem ihm insgesamt vier Erythrozyteneinheiten in
drei  Transfusionsepisoden verabreicht worden waren. Die ersten zwei
Erythrozytentransfusionen erhielt er im Alter von 464 Tagen, eine weitere im Alter von
480 Tagen und die letzte Transfusion im Alter von 484 Tagen. 127 Tage (~4 Monate)
nach der letzten Transfusion gelang der Nachweis des oben genannten

Blutgruppenalloantikorpers (fol/low-up-Periode > 100 Tage beziehungsweise 3 Monate).
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3.2.4. Transfusionscharakteristika

Die Dauer zwischen erster Transfusion und letztem Antikorper-Suchtest lag im Median

bei 96 Tagen (Median, IQR 39-209 Tage).

Tabelle 25 Zeitspannen der Neugeborenen- und Kleinkinderkohorte

Tage [d] [1] 2] 3]
Minimum 7 7 0
25%-Perzentile 39 19 0
Median 96 50 14
75%-Perzentile 209 155 71
Maximum 1368 365 1067

[1] Zeitspanne zwischen erster Transfusion und Nachtest 1
[2] Zeitspanne zwischen letzter Transfusion und Nachtest 1
[3] Zeitspanne zwischen erster und letzter Transfusion

Der erste Nachtest nach der letzten Transfusion erfolgte in der Gruppe der Nicht-
Antikdrperbildenden spitestens am 365. Tag (Maximum [d] in der Spalte [2]). Die
follow-up-Periode der Nicht-Antikorperbildenden lag im Median bei 50 Tagen (Median,
IQR 19-155 Tage) (Range 7-365 Tage) (Spalte [2]). Bei circa 75 % der Patientinnen und
Patienten lag im Median die Zeit zwischen der ersten und letzten Transfusion bei 14

Tagen (Median, IQR 071 Tage) (Spalte [3]).
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Tabelle 26 Zusammenfassung der Ergebnisse der Neugeborenen und

Kleinkinderkohorte

Charakteristika der Nicht-Antikorperbildenden

Patientinnen/Patienten-

Anzahl [n]
Tragsfundieﬁe Personen gesamt (Nicht-Antikorperbildende und 1648
Antikorperbildende)
Alter bei erster Transfusion (Median, IQR) 24 (6-141)
Jungen 582
Midchen 491
Nicht ermittelbar 575
Erythrozytenkonzentrate je Person (Median, IQR) 4 (2-7)
Transfusionsepisoden je Person (Median, IQR) 2 (1-5)
follow-up-Periode in Tagen [d] bei den Nicht-Antikdrperbildenden 96 (39-209)

(Median, IQR)

Charakteristika der Antikérperbildenden

Patientinnen/Patienten-

Anzahl [n]
Antikorperbildende gesamt 2
Alloimmunisierungsinzidenz [%] 0,12
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4. Diskussion

Zum Thema Alloimmunisierung gegen erythrozytire Blutgruppenantigene nach
Erythrozytentransfusion bei Neugeborenen und Kindern liegen bisher nur wenige Studien
vor P&IT3I96.I98.199 "7y dem ist die Anzahl untersuchter Patientinnen und Patienten in
diesen Studien zu klein, um evidenzbasiert die Grundlage fiir Standards zur Minimierung
der blutgruppenserologischen Untersuchungen bei Friith- und Neugeborenen anzupassen.
In dieser groB3en, retrospektiven Kohorten-Studie mit Neugeborenen und Kleinkindern
bis zum dritten Lebensjahr sowie einer Vergleichskohorte von Erwachsenen im Alter von
> 45 Jahren konnte in einem Beobachtungszeitraum von 20 Jahren vergleichend gezeigt
werden, dass in den ersten Lebensmonaten von Neugeborenen beziehungsweise
Kleinkindern eine Alloimmunisierung nach Erythrozytentransfusion nicht zu erwarten ist
181 Dieses Ergebnis entspricht den Erkenntnissen der aktuell vorliegenden Literatur
(siehe Tabelle 27 Vorhandene Studien zum Thema Alloimmunisierung bei Neugeborenen

und Kleinkindern, S.90).

4.1. Studiendesign

Das Patientenkollektiv in der vorliegenden Arbeit setzt sich zusammen aus n = 17084
Patientinnen und Patienten der Vergleichskohorte und n = 1648 der Beobachtungsgruppe,
welche auf ihre Bildung erythrozytirer = Blutgruppenalloantikérper nach
Erythrozytentransfusion untersucht und vergleichend gegeniibergestellt wurden. Um
vorab gebildete Antikorper verschiedener Genese weitestgehend ausschlieBen zu konnen,
wurden nur Patientinnen und Patienten untersucht, bei denen bei Studieneinschluss kein
Antikorper nachweisbar war. Ferner wurden durch die Wahl der Altersgruppe
schwangerschaftsbedingte Immunisierungen weitgehend ausgeschlossen !3%148:173.198
Alle zuvor nicht-alloimmunisierten Patientinnen und Patienten zwischen 1994 und 2013,
welche Erythrozytentransfusionen und Antikdrper-Suchtests in der follow-up-Periode
zwischen 7 und 365 Tagen nach Transfusion erhielten, wurden eingeschlossen. Die
follow-up-Periode mit einem Mindestabstand von sieben Tagen zwischen erster
Transfusion und erstem Nachtest (NACHTEST1) beruht auf verschiedenen Studien, die
zeigen, dass das adaptive Immunsystem mindestens sieben Tage 87!!%130 benotigt, um
einen nachweisbaren Blutgruppenalloantikorper bei vorliegender Alloimmunisierung zu
bilden. Der Beobachtungszeitraum wurde auf 20 Jahre festgelegt (1994-2013), sodass

eine evidenzbasierte Anderung der pritransfusionellen Diagnostik in der
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Transfusionspraxis bei Neugeborenen und Kleinkindern statistisch untermauert werden
kann. Schonewille et al. (2000) 3! haben die Alloimmunisierung bei Erwachsenen mit
einem ebenfalls ausgedehnten Beobachtungszeitraum von 20 Jahren untersucht,
allerdings mit einem nur kleinen Patientenkollektiv von n =653 Patientinnen und
Patienten. Die follow-up-Periode von 365 Tagen nach dem ersten Nachweis eines
Antikorpers beziehungsweise nach der letzten Transfusion wurde gewéhlt, um mdgliche
Antikorper-Evaneszenzen mitzuberiicksichtigen. In verschiedenen Studien wird von

einer Antikdrper-Evaneszenz von 10-37 % 13%:140.150.179

ausgegangen. In der Regel fillt
der Titer bei evaneszenten Antikdrpern im Median nach sieben Monaten unter die
Nachweisgrenze. Die Evaneszenz ist nicht von Alter, Geschlecht oder der
Blutgruppenalloantikdrper-Spezifitit abhingig '*°. Im Median wurden die Patientinnen
und Patienten in der vorliegenden Arbeit am 34. Tag (Median, IQR 14-99 Tage) nach
Transfusion mittels Antikdrper-Suchtestverfahren untersucht. Somit ist zu erwarten, dass
viele der gebildeten Antikdrper nachgewiesen werden konnten. Einschrinkend kommt
allerdings hinzu, dass die Informationsquelle der vorliegenden Arbeit nur auf die
vorliegenden Daten des Laborinformationssystems des UKGM am Standort Giellen
beschréinkt sind. Informationen  iiber  Transfusionen  beziehungsweise
Nachtestuntersuchungen, welche gegebenenfalls an anderen Einrichtungen der
Krankenversorgung durchgefiihrt wurden, fehlen. Bei kurzstationdrem Aufenthalt
verringerte sich die Wahrscheinlichkeit, diese Patientinnen und Patienten
nachzuuntersuchen. Dies ist auch zu erkennen an der follow-up-Periode der Patientinnen
und Patienten mit Alloimmunisierung. Im Median benétigte ein Erwachsener nach Erhalt
der Transfusion 52 Tage (Median, IQR 16364 Tage) 8! bis ein
Blutgruppenalloantikdrper nachgewiesen werden konnte. Ahnliche Ergebnisse liegen aus
der Studie von Zalpuri et al. (2012) '*® vor, in der im Median nach 60 Tagen ein positiver
Antikorper-Suchtest nach Erythrozytentransfusion vorliegt. Um in dieser Studie nicht das
Risiko einzugehen, dass viele Blutgruppenalloantikdrper unentdeckt bleiben, wurden
weitere Nachtests (NACHTEST?2) im Median 94 Tage (Median, IQR 33-258 Tage) nach
Erhalt der Transfusion durchgefiihrt, die jedoch mit einem negativen Ergebnis
einhergegangen sind (siche Tabelle 18, S. 45). Die Studie von Schonewille et al. (2000)
zeigt, dass die meisten der neugebildeten Blutgruppenalloantikdrper im Median bis zu
sieben Monate (etwa 210 Tage) nach Transfusion detektiert werden '*°. Dieser Zeitraum
wire weitestgehend mit einer 75 %-Spannweite von 258 Tagen in der vorliegenden

Studie abgedeckt.
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In dieser Arbeit setzt sich das Patientenkollektiv der Erwachsenen zu 23,8 % aus Frauen
und zu 30,4 % aus Ménnern zusammen mit einem Verhéltnis von Frauen zu Ménnern von
1,2 zu 1. Fehlende Werte ohne mogliche Geschlechtszuteilung betragen 45,8 %. Bei
einem Verhéltnis von Frauen zu Méannern von 1,2 waren Frauen gering iiberrepriasentiert
149.198 = Aufgrund des retrospektiven Studiendesigns in der vorliegenden Arbeit, eines
ausgedehnten Beobachtungszeitraums von insgesamt 20 Jahren und einer
unzureichenden Dokumentation bei Transfusion, konnte die Zuordnung des Geschlechts
nicht immer gelingen, wodurch ein hoher Anteil fehlender Werte entstand. Bei den
Antikorperbildenden ist ein leichter Uberschuss der weiblichen Patientinnen zu
beobachten mit n = 159 gegeniiber den Mannern mit n = 142. Aktuelle Studien zeigen,
dass  keine  Unterschiede = zwischen @ Frauen und Miénnern in  der
Alloimmunisierungsinzidenz nach  Erythrozytentransfusion vorliegen 20149196
wohingegen wenige Studien das weibliche Geschlecht als einen moglichen Risikofaktor
fiir Alloimmunisierung ansehen %1331 " Aufgrund der aktuellen Studienlage wird die
Alloimmunisierungsinzidenz der weiblichen und ménnlichen Patientinnen und Patienten
in dieser Arbeit nicht gesondert betrachtet. Laut Schonewille et al. (2000) *° sind Anti-
D-Antikdrper bei weiblichen Patientinnen, durch Rhesusinkompatibilitidten infolge
vorausgegangener Schwangerschaften, haufiger als bei Ménnern. Viele Jahre nach den
Schwangerschaften sind die Anti-D-Antikorper, trotz zuvor negativen Antikorper-
Suchtests, zum Startpunkt der Studie nachweisbar gewesen. Informationen iiber
vorangegangene Schwangerschaften fehlen in der vorliegenden Arbeit. Praformierte
Antikdrper und natiirlich vorkommende, kéltereaktive und/oder unspezifische Antikdrper
wurden hier ebenfalls ausgeschlossen. Durch das AusschlieBen von Patientinnen und
Patienten mit bereits praformierten Blutgruppenalloantikérpern konnten Responder in
diesem Studiendesign unterreprdsentiert sein. Diese bilden mit groBerer
Wabhrscheinlichkeit zusétzliche Antikorper. Somit ist das Ergebnis der vorliegenden
Arbeit beziiglich der kumulativen Alloimmunisierungsrate von 10,24 % (95 % KI,
7,71 %-13,17 %) '8! in der Kohorte der Erwachsenen mdglicherweise unterrepriisentiert.
Allerdings ist die Inzidenz der Alloimmunisierung insgesamt hoher als in anderen Studien
mit 2,8 % %, 7,7 % 3% und 6,5 % '*® Alloimmunisierungsinzidenz. In der Arbeit von
Evers et al. (2016) > wurden alle Patientinnen und Patienten mit einem Anti-D-
Alloantikoérper unabhingig von den Kriterien dieser vorliegenden Arbeit vorab
ausgeschlossen. Dies wire eine mogliche Erklarung fiir die niedrige

Alloimmunisierungsinzidenz von lediglich 7,7 %. Anti-D-Alloantikdrper machten in der
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vorliegenden Studie 9,4 % aller nachgewiesenen erythrozytiren

Blutgruppenalloantikérper in der Erwachsenenkohorte aus '8!,

4.2. Nachweis erythrozytarer Blutgruppenalloantikorper

Die Antikdrper-Suchtestverfahren, welche am Institut fiir Transfusionsmedizin und
Immunhé@matologie am UKGM, Standort Gieflen, Anwendung fanden, haben sich im
Beobachtungszeitraum der vorliegenden Arbeit gedndert. Von 1994-2003 wurde der
Antikorper-Suchtest mittels Gelkarten mit zwei Suchzellen durchgefiihrt. In den Jahren
2003-2012 kam eine automatisierte Auswertung iiber ein Festphasenverfahren mit drei
Suchzellen zum Einsatz ', 2012 wurde der Suchtest mit Gelzentrifugation mit drei
Testzellen wieder eingefiihrt 13!, Alle drei Testverfahren unserer Studie sind konform mit
der deutschen Richtlinie fiir Himotherapie '? und dem Transfusionsgesetz von 1998 ©6
und im Hinblick auf Spezifitdt und Sensitivitidt mit der Rohrchentechnik mit Albumin als
Supplement 7 vergleichbar. In Deutschland sind Spezifitit und Sensitivitit der Siulen-
und Festphasentechniken besser '*° als die vor 1994 verwendete Réhrchentechnik !, Die
Auswertung der Rohrchentechnik ist stark von der Erfahrung des Untersuchers abhéngig,
allerdings gelten in GroBbritannien beide Testverfahren als gleichwertig '3¢. Trotz
unterschiedlich verwendeter Antikdrper-Suchtestverfahren sind alle Testergebnisse
gleich stark in ihrer Aussagekraft, womit kein Bias entstanden ist. Bei positivem
Antikorper-Suchtest ist eine Kontrolle der Antikorper-Spezifitit durch eine Antikorper-
Identifizierung notwendig, die in unserer Studie seit 1994 mit elf Suchzellen durchgefiihrt

wurde, wobei die Mindestanforderung bei Panels mit acht Suchzellen ¥’ liegt.
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4.3. Erythrozytire Alloantikorper in der Kontrollgruppe Erwachsene (45.
bis 100. Lebensjahr)

Eine Fragestellung der Arbeit ist die Alloimmunisierungsinzidenz gegen erythrozytire
Blutgruppenantigene nach Transfusion, primér in einer Kohorte von mehr als 1000
Neugeborenen und Kleinkindern bis zum dritten Lebensjahr sowie bei Erwachsenen élter

als 45 Jahre, die untersucht und miteinander verglichen wurden.

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt n = 17084 Patientinnen und Patienten in
der Kontrollgruppe der Erwachsenen (45—100-Jdhrige) untersucht. Im Vergleich zu den
bisher vorliegenden Studien zum Thema erythrozytire Alloimmunisierung nach
Erythrozytentransfusion mit unter anderem n=3002 und n=4500 Patientinnen und

10.196,198,198,199 st die Studienpopulation der vorliegenden Arbeit deutlich groBer.

Patienten
Im Median erhielt das Patientenkollektiv sechs Erythrozytenkonzentrate. Bei n = 607
Patientinnen und Patienten kam es zu einer Bildung erythrozytirer
Blutgruppenalloantikdrper nach Erythrozytentransfusion. Das entspricht einer Inzidenz
von 3,6 %. In der Studie von Zalpuri et al. (2012) '® mit n=3002 untersuchten
Patientinnen und Patienten konnte bei einer Gabe von sechs Erythrozytenkonzentraten im
Median eine Alloimmunisierungsinzidenz von nur 1,8 % beobachtet werden. Die
Inzidenz hdngt maligeblich von der Zusammensetzung des untersuchten

Patientenkollektivs und vom Studiendesign ab. Wie oben bereits erwdhnt, konnte die hier

festgestellte hohere Inzidenz auf Anti-RhD-Antikdrper zuriickzufiihren sein.

Die Verteilung der Spezifitit der gebildeten transfusionsrelevanten Antikorper in anderen
Arbeiten '3? entspricht der Verteilung der verschiedenen Antikdrper-Spezifititen dieser
Arbeit '8! (mit n = 138 fiir Anti-E, n = 120 fiir Anti-K, n = 99 fiir multiple Antikdrper und
n =57 fiir Anti-D). Sie ist abhéngig von der Antigenfrequenz, Immunogenitit und des

Evaneszenzverhaltens des Antikorpers 13178198,

In dem untersuchten Patientenkollektiv der Erwachsenen konnten bei n =607
Patientinnen und Patienten transfusionsrelevante erythrozytére
Blutgruppenalloantikoérper durch einen positiven Antikorper-Suchtest und Antikorper-
Identifizierung ermittelt werden. Das mediane Alter beim ersten positiven Antikdrper-
Suchtest lag bei 72 Jahren (Median, IQR 63—79 Jahre). Verglichen mit anderen Arbeiten
lasst sich das mediane Alter, bei dem erythrozytdre Blutgruppenalloantikdrper nach

Erythrozytentransfusion nachweisbar werden, ungefdhr auf den Zeitraum zwischen dem
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59.-75. Lebensjahr begrenzen 4195196198 'Ein moglicher Erklirungsansatz konnte der
mit dem steigenden Lebensalter statistisch erhohte Bedarf an medizinischen Leistungen
in dieser Altersgruppe aufgrund von Krankheit oder Krankenhausaufenthalten,
gegebenenfalls mit operativen Eingriffen mit erhohtem Bedarf oder Notwendigkeit von
Erythrozyteneinheiten, sein ', Hiufig erhalten viele Patientinnen und Patienten in
diesem Alter ihre erste Erythrozytentransfusion. Das Alter bei der ersten
Erythrozytentransfusion in dieser Studienpopulation lag im Median bei 70 Jahren

(Median, IQR 61-77 Jahre).

Andere Risikofaktoren ', die eine Alloimmunisierung nach Erythrozytentransfusion
begiinstigen konnen, sind ausgenommen von Alter und Geschlecht °! verschiedene
vorliegende chronische Erkrankungen der Patienten und Patientinnen wie
Himoglobinopathien und Andere '*!'%6, der aktuelle Immunstatus beziehungsweise die
Immunkompetenz %7378, die Ethnie 7 und vorangegangene Operationen wie
Splenektomien oder Stammzell- oder Organtransplantationen 3*!3* (siehe Kapitel 1.7
Alloimmunisierung, S. 19). In der vorliegenden Studie waren lediglich die Informationen
zur anfordernden Station der Patientin oder des Patienten zum Zeitpunkt der Transfusion
angegeben. Ein Riickschluss auf die vorliegende Erkrankung und/oder auf den Status des
Immunsystems lieen sich hieraus nicht ziehen. Somit konnte in dieser Arbeit das
Alloimmunisierungsverhalten nicht spezifisch und abhingig vom Status des
Immunsystems oder der Grunderkrankung der jeweiligen Person zum Zeitpunkt der

Transfusion untersucht werden.

Der Einfluss der Anzahl transfundierter Erythrozytentransfusionen beziechungsweise der
Transfusionsepisoden auf die Alloimmunisierungsinzidenz konnte in der vorliegenden
Arbeit untersucht werden. Im Median erhielten die Patientinnen und Patienten in diesem
Kollektiv in zwei Transfusionsepisoden vier Erythrozytenkonzentrate. Im Median nach
zwel Transfusionsepisoden, in denen insgesamt fiinf Erythrozytenkonzentrate (Median)
verabreicht wurden, konnten bei den Respondern transfusionsrelevante, erythrozytére
Blutgruppenalloantikorper nachgewiesen werden. Bis zur 40. Transfusion stieg die
82,196

Alloimmunisierungsinzidenz an

der vorliegenden Arbeit kumulativ bei 10,24 % (siehe Abb. 7, S. 43) '8!, Nach der Gabe

und ndherte sich asymptotisch ihrem Maximum in

von zwei Erythrozytenkonzentraten ist bereits bei den meisten Respondern ein

Blutgruppenalloantikorper nachweisbar. Dieses Phinomen wurde ebenfalls in der Studie
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von Zalpuri et al. (2012) mit einer maximalen Alloimmunisierungsinzidenz von 6,5 %

nach der 40. Erythrozytentransfusion beschrieben '%.

Die Zahl der chronisch transfundierten Patientinnen und Patienten war in dieser Studie
gering. Ein/e Patient/in war eine Ausnahme mit der Verabreichung von 2208
Erythrozyteneinheiten in iiber 990 Transfusionsepisoden. Einige Studien zeigten einen
Zusammenhang zwischen der Inzidenz und der Anzahl der Erythrozytentransfusionen
121130185 Dyje Studie von Zalpuri et al. (2014) ' verglich Patientinnen und Patienten mit
einer intensiven Transfusionshistorie mit denjenigen, die nicht intensiv transfundiert
wurden und stellte keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen fest,
welches auch den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit entspricht. Ahnliche Ergebnisse
lieferten beispielsweise Studien von Cox et al. (1988) und anderen Autorinnen und
Autoren 40156182 Daraus kann geschlossen werden, dass die Anzahl der (multiplen)
Transfusionen nicht alleine als ausschlaggebender Risikofaktor fiir die
Alloimmunisierung angesehen werden kann, sondern multifaktorielle Ursachen

ausschlaggebend sind '%? (siehe Kapitel 1.7 Alloimmunisierung, S. 19).

Hervorzuheben ist die mit n=99 relativ hohe Zahl an multiplen vorliegenden
Antikdrpern in dieser Arbeit, was 16,2 % aller Alloantikdrperbildenden entspricht '8!,
Héaufig zeigte sich eine Kombination aus Blutgruppenalloantikorpern des Rh-Systems
beziehungsweise des Kell-Systems. Theorien fiir die Mehrfachantikorperbildung wurden
publiziert 13!, Es gibt Studien, die eine Mehrfachbluttransfusion dafiir verantwortlich
machen . Wurde der erste Antikorper gebildet, ist die Wahrscheinlichkeit erhoht,
weitere Antikorper zu bilden. Personen mit dieser Eigenschaft werden als Responder
bezeichnet %2, In der vorliegenden Studie wurde in der Kohorte der Erwachsenen nach
den Leitlinien fiir Himotherapie * primir nach ABO- und RhD-kompatibel transfundiert
% Das Risiko des Auftretens multipler Alloantikdrper bei mehrfachtransfundierten
Patientinnen und Patienten, zum Beispiel mit Hamoglobinopathien oder
Immunsuppression '*’, kann durch eine erweiterte Antigenberiicksichtigung bei der Wahl

36

der Erythrozytenkonzentrate minimiert werden. Bei hohem Risiko fiir eine

Alloimmunisierung (zum Beispiel Sichelzellandmie) konnen dariiber hinaus Kell- und in

ausgewihlten Fillen Duffy- und Kidd-Merkmale beriicksichtigt werden °7!17,

In der Arbeit von Eccles et al. (2015) °' wurde der Zusammenhang zwischen der

Blutgruppe der Person und der Alloimmunisierungsinzidenz mit dem Ergebnis
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aufgezeigt, dass RhD-negative Patientinnen und Patienten eine signifikant (p<0,0001)
hohere Alloimmunisierungsinzidenz aufweisen. In der vorliegenden Arbeit wurden
Risikofaktoren der Alloimmunisierung bei Erwachsenen nicht untersucht, da dies nicht

Teil der Fragestellung war.

4.4. Erythrozytire Alloantikorper in der Beobachtungsgruppe
Neugeborene und Kinder (bis zum dritten Lebensjahr)

In der vorliegenden Arbeit wurden iiber einen Beobachtungszeitraum von 20 Jahren
insgesamt n = 1648 Neugeborene und Kleinkinder bis zum dritten Lebensjahr in die
Untersuchung eingeschlossen. Von diesem Kollektiv konnte bei lediglich zwei
Patientinnen und Patienten jeweils ein Blutgruppenalloantikérper nachgewiesen werden.
Dies entspricht einer Alloimmunisierungsinzidenz von 0,12 %. Die vorliegenden
Ergebnisse dieser Kohorte werden durch die wenigen vorhandenen Arbeiten mit geringen
Fallzahlen bestdtigt. Auch sie zeigen eine Alloimmunisierungsinzidenz <1 % und eine
fehlende Alloimmunisierung nach Erythrozytentransfusion bei Patientinnen und
Patienten bis zum vierten Lebensmonat 6!:102102127.168,168.169.173 " yje aktyellste Studie

wurde im Juni 2020 '®! von der Arbeitsgruppe Tamai et al. !7

in der Japan Society of
Blood Transfusion and Cell Therapy veroffentlicht. Hierbei orientierten sich die
Untersuchungen am Studiendesign der vorliegenden Arbeit '8!, Untersucht wurde die
erythrozytire Alloimmunisierungsinzidenz nach Erythrozytentransfusionen {iber einen
Beobachtungszeitraum von 14 Jahren (2001-2015) bei Neugeborenen <1 Lebensmonat
n = 5253 (A), Sduglingen von 1— <12 Lebensmonaten n = 4628 (B), Kindern von 1-<5
Jahren n = 4035 (C), 5-10-jéhrigen Kindern n = 1708 (E), jungen Adoleszenten von 10
bis <15 Jahren n= 1575 (D) und Jugendlichen/jungen Erwachsenen von 15 bis <20
Jahren n= 1745 (F). Die niedrige Alloimmunisierungsinzidenzen in der Gruppe der
Neugeborenen (A) von 0 % und der Kleinkinder (B) von 0,46 % (ein alloimmunisierter
Séugling [0,08 %] jlinger als vier Monate und zehn Saduglinge [0,9 %] zwischen vier und
<12 Monaten) entsprechen den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit mit einer
Alloimmunisierungsinzidenz von 0,12 % in der Fallkohorte Neugeborene und
Kleinkinder bis zum dritten Lebensjahr '8!, Karafin et al. (2018) °! konnten ebenfalls eine
Alloimmunisierungsinzidenz von lediglich 0,4 % bei n = 251 untersuchten Patientinnen
und Patienten vor dem sechsten Lebensmonat aufzeigen. Es sind wenige Ausnahmen, die

vor dem sechsten Lebensmonat eine Alloimmunisierung nach Erythrozytentransfusion
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aufweisen (siehe Tabelle 27, S. 90 und Tabelle 28, S. 90). In der Literatur gibt es lediglich
drei  Fallberichte von Personen, die nach einer Erythrozytentransfusion
Blutgruppenalloantikoérper entwickelten: ein 18 Tage altes Kind mit Anti-E-, ein elf
Wochen altes Kind ebenfalls mit Anti-E- und ein zwdlf Wochen altes Kind mit Anti-K-

Antikdrpern 47105159,

Eine deutliche Geschlechterdifferenz konnte in der Beobachtungsgruppe der
vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden. Insgesamt wurden n = 582 ménnliche (35,3 %)
und n =491 weibliche (29,8 %) Personen untersucht. Fehlende Werte ohne mogliche
Geschlechtszuteilung lagen bei 34,9 %. Mit einem Verhiltnis von Buben/Madchen mit
dem Faktor 1,2 zu 1 waren die Buben gering iiberrepréisentiert. Diese Fallkohorte wurde
nach Kriterien gemiB der deutschen Richtlinien fiir Himotherapie 2*® transfundiert. Im
Vergleich zur Erwachsenenkohorte erhielt die Beobachtungsgruppe (Neugeborene und
Kleinkinder) nur Erythrozytentransfusionen, welche zusitzlich RhD- und K-kompatibel
waren, vergleichbar mit den bisher publizierten Arbeiten 6!:102102.127.168,168,169.173 = 1
Median erhielten die Patientinnen und Patienten in der vorliegenden Beobachtungsgruppe
vier Erythrozytenkonzentrate (Median, IQR 2-7 Erythrozytenkonzentrate) in zwei
Transfusionsepisoden, vergleichbar mit der Erwachsenenkohorte. Das Alter der
Patientinnen und Patienten bei erster Transfusion lag im Median bei 24 Tagen (Median,
IQR 6-141 Tagen). Der Altersgipfel (Alter bei erster Transfusion) lag in der Fallkohorte
zwischen dem 0. und 90. Tag. In der Erwachsenenkohorte lag das Durchschnittsalter vor
erster Transfusion bei 70 Jahren (Median, IQR 61-77 Jahre), mit den hidufigsten positiven
Antikorper-Suchtests (siehe Kapitel 4.3, S. 57) in diesem Kollektiv (erster positiver
Nachtest nach Transfusion). In der hier untersuchten Kohorte von Neugeborenen und
Kindern bis zum dritten Lebensjahr wurden bei zwei Patientinnen und Patienten (0,12 %)
ein Alloantikorper nachgewiesen. Ein Anti-M-Blutgruppenalloantikdrper wurde im Alter
von 181 Tagen und ein weiterer Anti-E-Blutgruppenalloantikérper im Alter von 611
Tagen nachgewiesen '8!, In der vorliegenden Arbeit reagierte der Anti-M-Antikdrper in
der NaCl-Phase des Antikorper-ldentifikationstests und zeigte im indirekten
Antihumanglobulin-Test Reaktivitét nur mit homozygoten Testzellen. Die Reaktivitit im
indirekten Antihumanglobulintest konnte auf einen Antikorper der IgG-Klasse deuten.
Anti-M-Antikorper konnen zu hamolytischen Erkrankungen des Fetus und der
Neugeborenen mit todlichem Verlauf fithren, auch wenn Antikérper der Klasse IgM

vorherrschen und nur ein geringer Anteil der IgG-Klasse vorliegt '°. In der vorliegenden
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Arbeit war der Anti-E-Antikorper 127 Tage nach Transfusion am 484. Lebenstag
(16. Lebensmonat) und der Anti-M-Antikorper 171 Tage nach Transfusion am
181. Lebenstag nachweisbar. Anti-M-Antikorper werden bei Sduglingen haufiger als bei
Erwachsenen nachgewiesen. Anti-E und Anti-M koénnen auch bei Patientinnen und
Patienten im Antikorper-Suchtest detektiert werden, die keine Transfusionen erhalten
haben oder nie schwanger waren *>'*. Es wurde postuliert, dass natiirlich vorkommende
Anti-M-Antikorper bei Kleinkindern aufgrund einer Kreuzreaktivitit zwischen
bakteriellen Epitopen oder Umweltreizen auf dem M-Antigen induziert werden kénnen
% Die Studien von Marsh et al. (1978) % und Mollison et al. (1987) ''* zeigten, dass
Anti-E- und Anti-M-Antikdrper im Kindesalter hdufig natiirlichen Ursprungs sind und
durch Kreuzreaktivititen mit (Darm-) Bakterien entstehen konnen. Es gibt allerdings
Einzelfallberichte eines Anti-E-Antikorpers aufgrund multipler

Erythrozytentransfusionen bei einem elf Wochen alten Neugeborenen *7.

Als eine der mdglichen Ursachen fiir die fehlende Alloimmunisierung nach
Erythrozytentransfusionen wird eine besondere Unreife des Immunsystems in den ersten

rt 105,106,194

Lebensmonaten von Kindern postpartal postulie . Eine nekrotisierende

Enterokolitis (NEC) bei Frithgeborenen wurde als Risikofaktor fiir eine hoéhere

128 In diesem

Alloimmunisierungswahrscheinlichkeit bei Neonaten angesehen
Zusammenhang konnte das Geburtsgewicht und die Geburtsreife des Kindes eine Rolle
spielen, da beides die Reife des Immunsystems beeintrichtigt '*. Klinische
Informationen {iiber die Beobachtungsgruppe lieBen sich in der vorliegenden
retrospektiven Arbeit aus dem Laborinformationssystem nicht extrahieren. Zuvor
publizierte kleine Fallserien bestitigen die Ergebnisse dieser Untersuchung '%°. Auch die
Verabreichung von nicht-leukozytendepletierten  Erythrozytenkonzentraten an
Friihgeborene war in einer amerikanischen Studie an Frithgeborenen nicht mit

Alloimmunisierung assoziiert '%®. In der vorliegenden Arbeit wurden seit 2001 nur

leukozytendepletierte Erythrozytenkonzentrate verabreicht 2°.

Die follow-up-Periode der Nicht-Antikorperbildenden liegt in der vorliegenden Studie im
Median bei 50 Tagen (Median, IQR 19-155 Tage). Die Zeitspanne zwischen der ersten
Transfusion und dem Antikorper-Suchtest liegt im Median bei 96 Tagen (Median, IQR
39-209 Tage). Dieser Nachbeobachtungszeitraum mit einer Spannweite von 75 % bei
209 Tagen (etwa sieben Monaten) ist hervorzuheben. In diesen ersten sechs Monaten wird

das Immunsystem von Neugeborenen durch die Ubertragung von miitterlichen
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Erythrozyten auf den fetalen/neonatalen Kreislauf hdufig mit nicht vererbten miitterlichen
Erythrozyten-Antigenen konfrontiert >*!87. Mehrere Studien haben das Vorhandensein
miitterlicher Erythrozyten im kindlichen Blutkreislauf von Neugeborenen beschrieben
3877 Die berichtete Inzidenz variiert in aktuellen Arbeiten zwischen etwa 2-3 % 3877173,
In einer #lteren Studie wird eine Inzidenz von bis zu 58 % °® berichtet. In einer neueren
Untersuchung wurden miitterliche Erythrozyten bei drei von 73 Neugeborenen
nachgewiesen 7. Das geschitzte Volumen der maternofetalen Mikrotransfusion bei der
Geburt betrug 0,8, 15 sowie 101 pL. Uber den Nachweis von Anti-D bei RhD-negativen-

t 2%, Diese

Kindern, die von RhD-positiven-Miittern geboren wurden, wird 1976 berichte
Ergebnisse wurden jedoch nie repliziert. Zusammengenommen scheint eine miitterlich-
fetale Mikrotransfusion bei einem Teil aller Neugeborenen regelmiflig nachweisbar zu
sein, ohne dass eine Alloimmunisierung gegen nicht vererbte miitterliche
Erythrozytenantigene nachgewiesen werden konnte. Diese Beobachtung unterstreicht die
Unfahigkeit des neonatalen Immunsystems, auf Erythrozytenalloantigene zu reagieren,
die in den neonatalen Blutkreislauf gelangen. Die Ursache fiir dieses Phdnomen ist noch
nicht abschlieBend geklirt. Bei den Einzelfallberichten mit Blutgruppenalloantikdrpern

84108 oder viralen

ist hdufig ein Trigger in Form einer vorausgegangenen bakteriellen
Infektion zu beobachten, mit molekularem Mimikry zwischen den Epitopen der
Bakterienoberflichen und Antigenen des Kell-, Duffy- oder Kidd-Systems >7°. Aufgrund
der fehlenden Krankengeschichte des vorliegenden Studienkollektivs war es nicht
moglich, infektiologische Kofaktoren zu untersuchen. Dass Inflammation eine relevante
Rolle im Alloimmunisierungsverhalten spielt, wurde zuniichst von Sun et al. (2003) 7
und Dakic et al. (2004) *> am Mausmodell gezeigt. Die Studie von Calabro et al. (2016)
30 mit dem transgenen HOD-Mausmodell zeigen auf, dass die Induktion einer
Alloantikorperbildung nach Erythrozytentransfusionen durch Présentation des Antigens
durch ¢DC2-Zellen eingeleitet wird. Dieser Zelltyp wird auch als Bridging channel
dendritic cell (33D1+) bezeichnet *°. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass
konventionelle DC2 DCs eine einzigartige Fahigkeit besitzen, Erythrozytenalloantigene
an CD41-positive T-Zellen zu prisentieren. Interessanterweise unterscheidet sich die
Zusammensetzung der DC-Populationen in der Milz junger Méduse signifikant von der in
adulten Miusen *°. Die Kolonisation mit DCs von Méiusen erfolgt in verschiedenen
Wellen; ¢cDC2 DCs sind bei der Geburt nicht vorhanden und werden im Alter von etwa

drei Wochen zur vorherrschenden Untergruppe, die bei erwachsenen Méusen mit etwa

fiinf Wochen ihr hochstes Niveau erreichen '7°. Bisher gibt es nur wenige Studien zu
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immunologischen Verinderungen bei erythrozytirer Alloimmunisierung nach
Erythrozytentransfusion beim Menschen. In der Arbeit von Molina-Aguilar et al. (2020)
2 \wurden in einer Kohortenstudie die T- und B-Lymphozyten-Subpopulationen (CD3+,
CD4+, CD8+) und das CD4/CD8-Verhiltnis sowie regulatorische T-Lymphozyten (Treg)
bei Patientinnen und Patienten mit verschiedenen hdmatologischen Erkrankungen
bestimmt, die mehrfach Erythrozyteneinheiten erhielten. Die Lymphozyten-
Subpopulationen wurden mit Patientinnen und Patienten unter den gleichen Bedingungen
(hédmatologische Erkrankung, Alter, Geschlecht, Polytransfusion) verglichen, die keine
erythrozytdren Alloantikdrper entwickelten. Bei alloimmunisierten Patientinnen und
Patienten wurde in dieser Studie eine niedrigere Anzahl von CD4+-Lymphozyten, Treg-
CD4+-Zellen und eine hohere Anzahl von B- und CD8+-Lymphozyten sowie eine
Abnahme des CD4/CD8-Verhiltnisses beobachtet, wie bereits im murinen Modell
beschrieben 1?8, Weiterfithrende Untersuchungen auf dem Gebiet des menschlichen
Immunsystems und der Pathophysiologie erythrozytirer Alloimmunisierung sind
notwendig. Das noch unreife adaptive Immunsystem und die fehlende notige T-
Lymphozytenreaktion mit erythrozytiren Antigenen wird als hauptverantwortlicher
Faktor fiir die fehlende Alloimmunisierung nach Erythrozytentransfusion bei Neonaten
und Siuglingen diskutiert '°2. Laut Debock et al. (1986) besteht ein Ungleichgewicht ©!
zwischen Thl-(CD4+) Zellen und Th2-Helferzellen zugunsten der Th2-Zellen in der
Neonatalperiode, welches die Besiedlung mit symbiotischen Darmbakterien

gewihrleistet und eine Autoimmunreaktion in diesen Monaten unwahrscheinlich macht
44
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5. Schlussfolgerung und Ausblick

Nach Transfusion von Erythrozytenkonzentraten konnen Blutgruppen-Alloantikdrper
entstehen, die bei Re-Exposition zu hdmolytischen Transfusionsreaktionen fiihren. Die
vorliegende Arbeit zeigte, dass Kinder innerhalb der ersten vier Lebensmonate nach
Transfusion von Erythrozytenkonzentrate — im Gegensatz zu einer Kontrollgruppe von
Erwachsenen — keine Alloantikorper bilden. Erythrozyten Antikorper werden in der
Regel auch nach Mehrfachtransfusionen nicht innerhalb der ersten vier Lebensmonate

gebildet 61,102,112

Die British Society for Haematology Guidelines on transfusion for fetuses, neonates and
older children empfehlen in ihrer Gesetzesausgabe von 2016 ! keine Wiederholung des
Antikorper-Screenings bei Neugeborenen auch in Féllen von groflvolumigen
Transfusionen, vorausgesetzt, der direkte Antihumanglobulin-Test ist negativ und es
liegen keine nachweisbaren miitterlichen Anti-A- oder Anti-B-Antikorper vor. Die in den
USA geltenden AABB-Standards fiir Blutbanken und Transfusionsdienste ' haben
dhnliche Empfehlungen fiir die Testung von Sduglingen unter vier Monaten, mit der
Ausnahme, dass kein direkter Antiglobulintest fiir die Erstuntersuchung erforderlich ist.
Die Evidenz fiir diese Empfehlungen basiert auf kleinen Studien mit Stichprobengrof3en
zwischen 30 und 90 Patientinnen und Patienten 6110212716816 " [;yy Gegensatz zu den
beiden oben genannten Standards beschrianken sich die deutschen Richtlinien fiir

2 auf begrenzte serologische Pritransfusionsuntersuchungen fiir

Héamotherapie
Sduglinge unter vier Wochen nach dem errechneten Geburtstermin. Nur bei
kleinvolumigen Transfusionen innerhalb dieses Zeitrahmens kann geméf der Richtlinien

29

fiir H&motherapie auf wiederholte Antikorper-Suchtests oder serologische

Vertréglichkeitsproben vor Transfusion verzichtet werden.

Basierend auf dieser Studie und anderen kleinen Fallserien kénnen in Ubereinstimmung

29 15,25,119

mit nationalen und internationalen Standards pratransfusionelle
Untersuchungen bei Sduglingen im Alter von weniger als vier Monaten entfallen,
vorausgesetzt, miitterliche Blutgruppenalloantikorper sind nicht nachweisbar. Auf Basis
der vorliegenden Studie '®! koénnte eine Anpassung der deutschen Transfusionsrichtlinien
fiir Neugeborene und Kleinkinder an internationale Standards erfolgen, um
unnotigerweise wiederholte diagnostische Blutentnahmen mit konsekutiver iatrogener

Animie zu vermeiden.
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6. Zusammenfassung

Eine Alloimmunisierung bei Neugeborenen nach Erythrozytentransfusion ist ein seltenes
Ereignis. Nationale und internationale Transfusionsrichtlinien empfehlen eine begrenzte
Pratransfusionstestung bei Neugeborenen unter dem vierten Lebensmonat. Die Evidenz
fiir diese Empfehlungen beruhten auf kleinen Studien mit Stichprobengréf3en zwischen
30 und 90 Séuglingen. Diese sind zu klein, um evidenzbasiert die Grundlage fiir
Standards zur Minimierung der blutgruppenserologischen Untersuchungen bei Friih- und
Neugeborenen anzupassen. Wir fiithrten eine retrospektive Kohorten-Studie mit
Neugeborenen und Kleinkindern bis zum dritten Lebensjahr sowie einer
Vergleichskohorte von Erwachsenen im Alter von >45 Jahren durch, welche am
Universititsklinikum Giessen und Marburg, Standort Giessen transfundiert wurden.
Eingeschlossen wurden alle nicht-alloimmunisierten Patientinnen und Patienten, die ihre
erste Erythrozytentransfusion zwischen 1994 und 2013 erhielten und mindestens einem
Antikorper-Suchtest zwischen 7 und 365 Tagen nach der Transfusion unterzogen wurden.
Die Inzidenz der Alloimmunisierung in der Kontrollgruppe von n = 17084 Erwachsenen
im Alter von > 45 Jahren, die im Median fiinf Erythrozytenkonzentrate erhielten (Median,
IQR 2-12 Erythrozytenkonzentrate) betrug 3,6 % (n = 607 alloimmunisierte Patientinnen
und Patienten). Nach Transfusion von 40 Erythrozytenkonzentraten lag die kumulative
Inzidenz der Alloimmunisierung bei Erwachsenen bei 10,24 % (95 %CI, 7.71 %—
13.17 %). Insgesamt erhielten n = 1648 Neugeborene und Kinder bis zum Alter von drei
Jahren im  Median vier Erythrozytenkonzentrate = (Median, IQR  2-7
Erythrozytenkonzentrate) in einem Median von zwei Transfusionsepisoden (Median,
IQR 1-5). Lediglich zwei Kinder entwickelten nach Transfusion einen Anti-M- bzw.
einen Anti-E-Antikdrper im Alter von 181 bzw. 611 Tagen. Nach unserem Wissen stellt
diese Studie die grofite longitudinale Kohortenstudie zur anti-erythrozytéren
Alloimmunisierung bei Neugeborenen und Kleinkindern dar. Basierend auf den
Ergebnissen der vorliegenden Daten kann geschlossen werden, dass auf wiederholte
prétransfusionsdiagnostische Tests bei Sauglingen im Alter von weniger als vier
Lebensmonaten verzichtet werden kann, vorausgesetzt, miitterliche Blutgruppen-
Antikorper sind bei der primdren Untersuchung nicht nachweisbar. Ziel ist es,

konsekutive Anéimien und unnétige Kosten fiir weitere Testverfahren zu vermeiden '8!,
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7. Summary

Transfusion-related alloimmunization in newborns is a rare event. National and
international transfusion guidelines recommend limited pre-transfusion serologic testing
in neonates under four months of age. The evidence for these recommendations is based
on small studies with sample sizes of 30 to 90 newborns. A study size too small to lead
to evidence-based adjustments to the basis for standards to minimise pre-transfusion

testing in preterm and newborn infants.

We conducted a retrospective cohort study of newborns and infants up to three years of
age and a comparison cohort of adults aged > 45 years, who received red blood cell (RBC)
transfusions at the University Medical Center, Justus-Liebig-University, Giessen,
Germany. All non-alloimmunised patients who received their first RBC transfusion
between 1994 and 2013 and underwent at least one follow-up antibody screening between
7- to 365-days post-transfusion, were included. The incidence of alloimmunisation in the
control group of n = 17084 adults aged > 45 years who received a median of five RBC
units (median, IQR 2—-12) was 3.6 % (n = 607 alloimmunised patients). After transfusion
of 40 RBC units, the cumulative incidence of alloimmunisation in adults was 10.24 %
(95 % CIL, 7.71 %—13.17 %). Overall, n = 1648 neonates and children up to three years of
age received a median of four RBC units (median, IQR 2-7 red cell concentrates) in a
median of two transfusion episodes (median, IQR 1-5). Only two children developed
anti-M and anti-E antibodies at 181 and 611 days of age, respectively. To our knowledge,
this study represents the largest longitudinal cohort study of anti-red blood cell
alloimmunisation in neonates and infants. Based on the results of this study, we conclude
that repeated pretransfusion testing in infants aged less than four months can be omitted,
provided maternal blood group antibodies are not detectable in the primary examination.
The aim is to avoid consecutive anemiae and unnecessary costs for additional testing

procedures '8!,
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8. Abkiirzungsverzeichnis

AHTR Akute hamolytische Transfusionsreaktion

AIHA Autoimmunhidmolytische Andmie

APZ Antigen-prisentierende-Zellen

ATR Allergische Transfusionsreaktion

BAK Bundesirztekammer

BBS Blutempfingersystem (Laborinformationssystem Standort GieBen)

cD engl. depletion of conventional dendpritic cell (dendritische Zellen)

CMV Cytomegalievirus

DC/DZ engl. depletion of conventional DCs/DZ (dendritische Zellen)

DCT direkter Coombs-Test

D-Gal D-Galactose

DGKJ Deutsche Gesellschaft fiir Kinder- und Jugendmedizin

DGTI Deutsche Gesellschatft fiir Transfusions- und Immunhé@matologie

DHTR engl. Delgyed haemolytic transfusion reaction (Verspatete himolytische
Transfusionsreaktion)

DIC gngl. Disseminated Intrqvascular Coagulation (Disseminierte
intravasale Koagulopathie)

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure bzw. Ethylendiamintetraacetat

FNHTR febrile, nicht-hdmolytische Transfusionsreaktion

GlcNAc N-Acetylgalactosamin

GvHD engl. Graft-versus-Host-Disease (Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion)

HIV engl. Human Immunodeficiency Virus (Humane Immundefizienz-Virus)

HLA Humanes-Leukozyten-Antigen/Merkmal

HOD HOD-Miuse exprimierep Hen egg lysozyme, Ovalbumin und das
humane Blutgruppenantigen Duffy an Erythrozyten.

HTR Héamolytische Transfusionsreaktion

ICT indirekter Coombs-Test

Ig Immunglobuline

IHN Internationales Hadmovigilanz Netzwerk

IQR engl. Interquartilrange

ISBT engl. International Society of Blood Transfusion

LISS: engl. low ionic strength solution

LPS Lipopolysaccharide

MDS Myelodysplastisches Syndrom

MHC(-1- | engl. Major-Histocompatibility Complex, deutsch Molekiile des

ID) Haupthistokompatibilitdtskomplexes
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MHN Morbus hdamolyticus neonatorum
MTA Medizinisch-technische/-r Assistent/in
NaCl Natriumchlorid
NEC Nekrotisierende Enterokolitis
engl. Pathogen-associated molecular patterns, deutsch Pathogen-
PAMPS .
assoziierte molekulare Muster
PEI Paul-Ehrlich-Institut
PTTP Posttransfusionelle Purpura
RBC engl. Red blood cell
RES Retikulo-endotheliales System
Rh Rhesus
SCD engl. Sickle cell disease, Sichelzellandmie
Hamovigilanzsystem aus GroBbritannien (engl. Serious Hazards of
SHOT .
Transfusion)
SSW Schwangerschaftswoche
engl. Transfusion associated circulatory overload (Transfusionsbedingte
TACO .
Volumeniiberladung)
TLR Toll-like-Rezeptor
engl. Transfusion related acute Lung Injury (Transfusionsassoziierte
TRALI . .
Lungeninsuffizienz)
engl. Transfusion-transmitted bacterial infection (Transfusionsbedingte
TTBI . .
bakterielle Infektionen)
engl. Transfusion-transmitted viral infection (Transfusionsbedingte
TTVI . .
virale Infektion)
UKGM Universitétsklinikum Giefen und Marburg
vWF von-Willebrand-Faktor
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12. Anhang

Tabelle 27 Vorhandene Studien zum Thema Alloimmunisierung bei Neugeborenen und

Kleinkindern bis zum vierten Lebensmonat, Fallreporte '8!
Alter zum
. Zeitpunkt Voran-
Erschei- ; Antiko. T
eines gehende Grunderkrankung des ntikorper-1yp
Autoren nungs- .. . . . .
ahr positivem Transfusionen Patientenkollektivs (Immunglobulintyp)
J Antikorper- [n]
Suchtests
i Anti-A (IgM
Marsh WL 1% 1978 20 Tage Keine Escherichia coli (E. coli) Enterokolitis " l (IgM)
Transfusionen Anti-K (IgM)
Smith MR '*° 1984 18 Tage 5 Gastroschisis Anti-E (Enzyme Phase)
Kongenital Herzerkrankung Lo
4 S R
DePalma L 1992 11 Wochen 31 Nekrotisierende Enterokolitis (NEC) Anti-E im ICT
oo Frithgeborenes 30 SSW; R
105 H ~
Maniatis A 1993 12 Wochen 28 Geburtsgewicht 1150g Anti-K im ICT
Harnwegsinfektion, Interstitielle Anti-Jk(a) im ICT
Albiero AL ? 2003 44 Tage 1 Pneumonie und Cytomegalie Virus K
(CMV)- Hepatitis Anti-K (Enzyme Phase)
Haspel RL ™ 2004 13 Monate 2 Rhesus- D pos. Hypoplastischer Linksherz- Syndrom Anti-D im ICT
Hata JL 7 2013 14 Tage 5 Disseminierte Histoplasmose Infektion Anti-E, Anti- Jk(a), Anti-

Kim ICT

Tabelle 28 Arbeiten zur Alloimmunisierung bei Neugeborenen und Kleinkindern bis zum
vierten Lebensmonat '*!

Anzahl der Anzahl an
. . Anzahl der .
Autor Erscheinungsjahr v Untersuchte Erythrozytenkonzentrate detektierten
der Arbeit Fiille fn] Altersgruppen  bis positivem Antikérper- Antikorpern
Suchtest im Median [n] [n]

Pass MA 177 1976 78 0—11. Monat Walking donor blood 0
Floss AM ©! 1986 53 0—4. Monat 13 0
i dvigsen CW 1987 % 0—4. Monat 14,1 0
Strauss RG ' 1999 35 0—6. Monat 5 0
Strauss RG ¢ 2000 30 1—89. Tag 4 0

5253 0-1. Monat 2 0
Tamai Y.et al 2020 4628 0—12. Monat 4 Anti-E (2), Anti-
173 D(1), Anti-Tk(a)(1)

4035 12-60. Monat 3 Anti-E (3)
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