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1 Einleitung

1.1 Antigen-Antikorperreaktion und Hamagglutination

Ein Antigen ist eine Substanz, die parenteral in den Korper injiziert wurde. Die-
se Substanz kann vom Empfanger als fremd erkannt werden und eine Immun-
reaktion mit Antikorperbildung auslosen. Erythrozytenantigene sind genetisch
kodierte Strukturen auf der Oberflache roter Blutkérperchen. Es sind uber 300
Erythrozytenantigene bekannt, welche anhand ihrer Genlokalisation in 36 ver-
schiedenen Blutgruppensysteme eingeteilt werden (siehe Tabelle 1). Bei der
Transfusion von Erythrozytenkonzentraten (EK) gelangen fremde Erythrozyten
in den Organismus des Empfangers. Weisen diese fremde Oberflachenmerk-

male auf, kdnnen Antikorper (AK) dagegen gebildet werden. 1°%8)

Antikoérper sind Immunglobuline (Ig). Anhand ihres Aufbaus werden funf Haupt-

klassen unterschieden: IgG, IgA, IgD, IgE und IgM. ™

In der Immunhamatologie spielen vor allem IgG und IgM eine Rolle. IgM-
Antikorper haben ihr Reaktionsoptimum uberwiegend bei 4°C, IgG-Antikorper
bei 37°C. "*"

IgG

Abbildung 1: IgG und IgM Antikérper '@



Tabelle 1: Blutgruppensysteme und die zugehérigen Blutgruppenantigene e

Blutgruppenysteme

Anzahl Antigene

Nr. Abkiirzung Name

1 ABO ABO 4
2 MNS MNS 48
3 P P 4
4 Rh Rhesus 61
5 Lu Lutheran 23
6 Kel Kell 38
7 Le Lewis 6
8 Fy Duffy 6
9 Jk Kidd 3
10 Di Diego 22
11 Yt Cartwright 2
12 Xg Xg 2
13 Sc Scianna 7
14 Do Dombrock 8
15 Co Colton 4
16 Lw Landst./ Wiener 3
17 Ch/Rg Chido/ Rodgers 9
18 H Hh 1

19 Xk Kx 1

20 Ge Gerbich 12
21 Crom Cromer 18
22 Knops Knops 9
23 In Indian 4
24 Ok Ok 3
25 Raph Raph 1

26 Jmh John Milton Hagen 6
27 I I 1

28 Glob Globoside 2
29 Gil Gill 1

30 RHAG Rh-associated glycopro- 4

tein

31 FORS FORS 1

32 Jr Jr 1

33 LAN Langereis 1

34 Vel VEL 1

35 CD59 CD59 1

36 AUG AUG 2




Bindet ein Antikorper sein Antigen, kommt es zu einer nicht sichtbaren Antigen-
Antikorperreaktion. Bindet ein Antikorper mehrere Zellen mit dem gleichen Anti-

gen, kommt es zur sichtbaren Agglutination (siehe Abbildung 2).

Antigen

- ¢

Red Blood Cell Antibody Agglutination

j y

Abbildung 2: Hamagglutination !

Die Agglutination wird von zwei Faktoren beeinflusst. Die Anziehungskrafte
(Van der Waals Krafte) zwischen Antigen und Antikérper und die AbstoRungs-

kraft zwischen zwei Erythrozyten auf Grund des Zetapotentials. °

Auf der aulReren Oberflache der roten Blutkdrperchen befindet sich Sialsaure,
dessen Carboxylgruppe vor allem fir die negative Oberflachenladung der Eryth-

rozyten verantwortlich ist. 2°

Positiv geladene Molekule werden angezogen und es bildet sich eine lonenwol-
ke um die Erythrozyten herum, auch Compact Layer genannt. Diese positive
lonenwolke zieht wiederum lonen aus dem Medium, in welchem sich die Eryth-
rozyten befinden, an. Es bildet sich das Diffuse Layer. Zwischen Compact Layer

und Diffuse Layer besteht das Zetapotential (siehe Abbildung 3).

10



Negative Net | —

Erythrocyte membrane - *

Compact Layer
Shear Plane
Zeta Potential

Diffuse Layer + +

Abbildung 3: Das Zetapotential'

Die Ladung der roten Blutkdrperchen sorgt dafir, dass zwischen zwei Erythro-
zyten immer ein Mindestabstand eingehalten wird. IgM-Antikorper kdnnen die-
sen Mindestabstand uberbrucken. Eine Antigen-Antikorperreaktion fuhrt somit
zu einer sichtbaren Agglutination. 1gG-Antikdrper konnen diesen Mindestab-
stand in der Regel nicht Uberbricken, eine Antigen-Antikdrper-Reaktion fihrt
hier nicht zu einer sofortigen Agglutination. Durch Zugabe von Antihumanglobu-
linserum (Anti-IgG) konnen Erythrozyten, an die bereits ein 1gG-Antikorper ge-
bunden ist, miteinander vernetzt werden. Eine weitere Mdglichkeit besteht da-
rin, den Abstand zwischen den Erythrozyten zu verkleinern. Dies gelingt zum
Beispiel durch Reduktion des Zetapotentials, durch Verstarkung der Van der
Waals Krafte mittels Dehydratation oder durch physikalische Mallnahmen wie

Zentrifugation, um die Zellen raumlich naher zusammen zu bringen.?" %

Durch Enzymbehandlung der Erythrozyten wird deren Oberflache verandert. In
der Immunhamatologie werden vor allem Bromelin und Papain eingesetzt, aber
auch Neuraminidase, Chymotrypsin, Dispase, Ficin, Pesin und Trypsin. Pep-
tidasen spalten die Peptidbindungen zwischen Aminosauren in Proteinen. Man
unterscheidet zwischen Exo- und Endopeptidasen. Exopeptidasen greifen am
Ende der Polypeptidketten an, der freien Amino- oder Carboxylgruppe. Endop-
eptidasen katalysieren die Hydrolyse zwischen der Amino- und Carboxylgruppe

zweier Aminosauren im inneren einer Polypeptidkette. Anhand von ihrem reak-

11



tiven Zentrum werden Endopeptidasen in Serine-, Cysteine-, Aspartic- und Me-

talloendopeptidasen eingeteilt.

Durch proteolytische Abspaltung der Sialsdure von der Oberflache der roten
Blutkorperchen kann die negative Oberflachenladung und somit auch das Zeta-
potential reduziert werden. Neuraminidase spaltet fast 95-100% der Sialsauren

ab und reduziert dadurch das Zetapotential um ca. 90%. "?°

Des Weiteren kdnnen Glykoproteine an der Oberflache der Erythrozyten proteo-
lytisch abgespalten werden. Die sterische Behinderung zwischen den roten
Blutkorperchen wird geringer und sie liegen raumlich naher beieinander. Zudem

sind Antigene besser fiir Antikdrper zuganglich.

In der vorliegenden Arbeit wird Bromelin zur Modifikation der Erythrozytenober-

flache eingesetzt.

Bromelin ist eine Cystein-Endopeptidase und wird aus der Ananaspflanze ge-
wonnen. In der Blutgruppenserologie wird es unter anderem verwendet, um
Antikérper gegen Antigene des ABO-, Rhesus (Rh)-, P-, MNS-, Kell-, Duffy-,
Kidd-, Lewis- sowie Vel-Blutgruppensystems nachzuweisen. DarlUber hinaus

konnen an Erythrozyten gebundene inkomplette Antikorper bestimmt werden.
1,23

Eine weitere Moglichkeit, das Zetapotential zu verringern, besteht darin, dass
Medium in dem sich die Erythrozyten befinden, zu verandern. Durch die Zugabe
von negativ geladenen Makromolekulen wie Albumin werden positiv geladene
Molekule abgefangen und die positive lonenwolke um den Erythrozyten wird
gleichzeitig verkleinert. Durch den Einsatz von low ionic strengh solution (LISS)
wird die Agglutination beschleunigt und kann auch noch bei niedrigem Antikor-
pertiter nachgewiesen werden. LISS ist eine elektrolytarme Lésung, bestehend
aus 0,17M Kochsalzlésung, 0,15M Phosphatpuffer und 0,3M Sodium Glycinate.
Durch den niedrigen Anteil von Natrium und Chlorid wird die lonenwolke um
den Erythrozyten verringert. Antigen und Antikorper treffen somit haufiger auf-
einander, wodurch die Antigen-Antikorperreaktion beschleunigt wird. Wegen der

geringeren lonenkonzentration wird auch das Zetapotential verkleinert, der Min-

12



destabstand zwischen zwei Erythrozyten verkleinert und die Agglutination

schlussendlich verstarkt." 2+2°

1.2. Einteilung erythrozytarer Antikorper

In der Immunhamatologie werden Antikdrper unterschieden, die sich gegen
fremde Blutgruppenmerkmale (Alloantikérper) und gegen korpereigene Blut-
gruppenmerkmale (Autoantikorper) richten. Es wird zwischen Warmeautoanti-
korpern, Uberwiegend von IgG-Typ und Kalteautoantikorpern, mehrheitlich von
IgM-Typ unterschieden. Durch Autoantikorper kdnnen autoimmunhamolytische
Anamien ausgeldst werden. Alloantikdrper werden eingeteilt in regularen und
irregularen Alloantikorper. Regulare Alloantikorper sind Antikorper, welche regu-
lar vorhanden sind, z.B. AntikOper gegen das Blutgruppenantigen A und B (Anti-
A und Anti-B) im ABO Blutgruppensystem. Irregulare Alloantikdrper entstehen
individuell unterschiedlich. Anhand vom Bildungsmechanismus wird zwischen

immunen und natdrlichen Alloantikérpern unterschieden (siehe Abbildung 4).
17,26
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Erythrozytare
Antikorper

Autoantikorper

Regulare Irreguldre
Alloantikérper Alloantikérper

Natdrlich praformierte
Ak

vor allem IgM
z.B. Anti-A, Anti-B

Naturlich praformierte

Ak Immuninduzierte Ak

vor allem IgG

vor allem IgM

7

Abbildung 4: Einteilung erythrozytarer Antikorper

Immune Alloantikérpern werden nach Kontakt mit fremden Blutgruppenantige-
nen, z.B. im Rahmen einer Transfusion, induziert. Es handelt sich um IgG-
Antikorper. Die Zellen des Immunsystems erkennen die fremden Erythrozyten
und bauen diese ab. Die Antigene werden auf ihrer Oberflache prasentiert.
Uber T-Helferzellen erfolgt die Aktivierung von B-Zellen, welche nun in groRen

Mengen Antikorper gegen dieses bestimmte Antigen produzieren. 16,17.27

Medikamente konnen eine immunogene Wirkung haben. Penicillin, Piperacillin
und Oxaliplatin kdnnen mit Oberflachenstrukturen roter Blutkdrperchen reagie-
ren und zugleich das Immunsystem aktivieren, sodass Medikamenten-
spezifische Antikdrper gebildet werden. Eine Antigen-Antikérperreaktion kann
stattfinden. Eine solche Reaktion zwischen medikamentenbedingten Antikor-
pern und sensibilisierten Erythrozyten kann zu einer immunhamolytischen

Anamie fiihren.?® 2°
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Naturliche Alloantikorper werden von bestimmten B-Zellen, den B-1 Zellen,
vermutlich ohne T-Zell-Aktivierung gebildet. Die Bildung wird nicht durch Kon-
takt mit fremden Antigenen initialisiert. Der genaue Mechanismus ist noch weit-
gehend unerforscht. Naturliche Alloantikorper sind meist vom IgM-Typ, kdnnen
aber auch vom IgG- oder IgA-Typ sein. Es handelt sich um polyreaktive Anti-
korper, d.h. sie reagieren mit mehreren verschiedenen Antigenen. Die Antigene
mussen nicht unbedingt eine strukturelle Ahnlichkeit aufweisen. Die Affinitat
polyreaktive Antikdrper variiert stark je nach Antigen. Insgesamt habe polyreak-
tive Antikorper aber eine geringere Affinitdt als monoreaktive Antikorper.
Grundsatzlich spielen nattrlich praformierte IgM-Antikérper eine wichtige Rolle
im (a) angeborenen Immunsystem, in (b) der Clearance apoptotischer Zellen,
(c) Homoostase der B-Zellen, (d) Entzindungsreaktionen, (e) Atherosklerose
und (f) Autoimmunerkrankungen. Die Rolle von naturlich praformierten IgG- und
IgA-Antikérpern ist noch weitestgehend unerforscht. Naturlich praformierte 1gG-
Antikorper erkennen Pathogene und leiten deren Phagozytose ein. Zudem kon-
nen Sie die Produktion von Cytokinen beeinflussen und damit auch Entzin-
dungsreaktionen. Bis jetzt ist noch nicht eindeutig nachgewiesen, ob naturlich
praformierter IgG-Antikorper auch eine Rolle bei Autoimmunerkrankungen, Ent-
zundlichen Erkrankungen und der Zell-Homdostase spielen. Naturlich prafor-
mierte IgA Antikorper spielen z.B. eine Rolle in der Immunabwehr von pathoge-

nen Mikroorganismen auf Schleimhauten. 173032

1.3. Hamolyse

Der Abbau von Erythrozyten wird als Hamolyse bezeichnet. Rote Blutkorper-
chen zirkulieren 100-120 Tage im Blut bis Sie physiologisch abgebaut werden.
Dabei werden unter physiologischen Bedingungen jeden Tag 2 x 10" Erythro-

zyten (ca. 40 ml) entfernt.*

Der vorzeitige, gesteigerte Abbau von roten Blutkdrperchen kann mehrere Ur-
sachen haben. Bei der immunvermittelten Hamolyse wird zwischen einem in-
travasalen und extravasalem Mechanismus unterschieden. Die intravasale Ha-
molyse ist eine komplementvermittelte Lyse. Erythrozyten, auf deren Oberfla-
che IgM-Antikérper gebunden sind, aktivieren die Komplementkaskade. Die
Zellmembran wird zerstort und es kommt zur intravasalen Hamolyse. Die extra-

vasale Lyse wird durch Zellen des Immunsystems, Uberwiegend Makrophagen
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und Monozyten, vermittelt, die auf der Oberflache von Erythrozyten gebundene
IgG-Antikorper und Komplementfaktoren erkennen. Sie findet im Reticulo-
endothelialen System vorwiegend in Leber und Milz statt. Makrophagen kénnen
mit einem speziellen Rezeptor die Fc-Region von IgG-Antikdrpern, die auf der
Oberflache von Erythrozyten gebunden sind, erkennen und binden. Makropha-
gen konnen den Erythrozyt komplett oder teilweise phagozytieren. Zudem kon-
nen sie den Erythrozyt auch ohne Phagozytose uber eine Antikorper abhangige

Zellulére Toxizitét zerstdren (siehe Abbildung 5). #3+%

\9Y

% ke U

Phagocytosis Cytotoxicity
(ADCCQ)
Fragmentation
=Spherocytes

Abbildung 5: Mechanismen extravasaler Haimolyse z

An der extravasalen Lyse sind jedoch nicht nur Makrophagen beteiligt. In Vitro
konnte auch die Interaktion von Lymphozyten, dendritischen Zellen und Gra-
nulozyten mit sensibilisierten roten Blutkdrperchen nachgewiesen werden. Anti-
korpereigenschaften, Quantitat der gebundenen Antikdrper, Komplementfakto-
ren und Aktivitat der Makrophagen sind weitere Faktoren, die die Interaktion
zwischen Erythrozyt und Immunzelle beeinflussen. Antikorperklasse und - sub-
klasse, Spezifitat, Temperaturreaktivitat, Titer, Komplementaktivierung sowie
Affinitat des Antikorpers helfen die Tendenz zur Hamolyse zu beurteilen. An-
hand des Kohlenhydratanteils der Fc-Domane werden IgG-Antikdrper in ver-
schiedene Subklassen von 1-4 (IgG1-4) eingeteilt. Sowohl Komplementsystem
als auch Makrophagen werden durch IgG4-Antikdrper nicht aktiviert, sodass sie
klinisch nicht relevant sind. IgG2-Antikorper aktivieren das Komplementsystem

schwach. Makrophagen binden nur an einen bestimmter Fc-Rezeptor-Allotyp,
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welcher bei 30% Kaukasiern und 85% Asiaten exprimiert wird. Erythrozyten, an
dessen Oberflache 1gG2-Antikorper gebunden sind, kdnnen somit sowohl eine
normale als auch eine verkurzte Lebenszeit haben. IgG1 und IgG3 kdnnen so-
wohl Makrophagen als auch das Komplementsystem aktivieren und verursa-
chen in der Folge eine Lyse der Erythrozyten. Antikorper verschiedener Sub-

klassen kénnen die gleiche Spezifitat haben. #%4%%37

1.4. Transfusionsbedingte Risiken

1.4.1. Infektionsbedingte Risiken

Mit der Transfusion von Blutprodukten kdénnen Viren, Bakterien, Parasiten und
andere Pathogene vom Blutspender auf den Blutempfanger Ubertragen werden
(siehe Tabelle 2). Einige dieser Erkrankungen konnen fatale Folgen flr den
Empfanger haben. Deshalb ist es sehr wichtig, infektidse Blutprodukte zu er-
kennen. Hepatitis B kann bei bis zu 5% der akut Infizierten chronifizieren. Bei
Immunsupprimierten und Neugeborenen kann die Rate aber auf bis zu 95%

ansteigen. ’

Tabelle 2: Transfusionsvermittelte Erkrankungen7

Viral Parasitar Bakteriell Prionen
Hepatitis B Malaria Treponema palli- | v Creutzfeldt-
dum (Syphilis) Jacob Erkrankung
Hepatitis C Chagas Erkran- Yersinia enteroco-
kung litica
Humane Immun- | Babesiosis Borrelia burg-
defizienz-Virus dorferi
(HIV)
Humanes T- Toxoplasmose Ehrlichiosis
lymphotropes Vi-

rus (HTLV) I/11

Westnilvirus und Leishmaniose
andere Arboviren

Cytomegalievirus

Epstein-Barr Virus

Kaposi Sarkom
(Humanes Her-
pesvirus Typ 8)

Parvovirus B19
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Die Transfusionssicherheit konnte in den letzten Jahren deutlich verbessert
werden, sodass heute fur viele bekannte Erreger ein relativ geringeres Risiko
fur transfusionsassoziierte Infektionen besteht (siehe Tabelle 3). Anhand von
Fragebdgen, z.B. Uber Auslandsaufenthalte, Sexualkontakte und i.v. Drogena-
busus kénnen Spender mit Risikofaktoren flr Ubertragbare Erkrankungen frih-
zeitig erkannt werden. Zudem wurden und werden immer sensiblere und sensi-
tivere Testverfahren entwickelt. AntikGrpertestungen sind meist erst bei fortge-
schrittener Infektion erfolgreich. Mit Verfahren zur Antigenerkennung oder zum
Nachweis von Desoxyribonukleinsaure (DNA) oder Ribonukleinsaure (RNA)
kann der Erreger auch schon in frihen Infektionsstadien identifiziert werden.
Um das diagnostische Fenster moglichst gering zu halten, kommen meist meh-
rere Testverfahren gleichzeitig zum Einsatz. Beim Hepatitis B Screening wird
das Oberflachenantigen (HbsAg) des Hepatitis-B-Virus (HBV), die Antikorper
gegen das Hepatitis B-Core-Antigen (Anti-HBc) und HBV-DNA bestimmt, um

eine mdglichst hohe Sensitivitat zu gewéhrleisten. 7238

Tabelle 3: Einige Infektionsrisiken durch Transfusion von BIutprodukten7_10

Erkrankung | Testungen Verbleibendes Risiko
einer transfusionsver-
mittelten Infektion

Hepatitis B HBsAg, Anti-HBc, HBV-DNA 1:500 000

Hepatitis C Risikofaktoren, Antikdrper gegen 1:1 000 000
das Hepatitis-C-Virus (HCV), HCV
Ribonukleinsaure

HIV Risikofaktoren, Anti-HIV, HIV p24 | 1:1 000 000
Antigen, HIV-DNA

Bakterielle Bakterientestung < 1:100 000 bis

Kontamination < 1:1 000 000

Fir viele bekannte Erreger besteht jedoch noch kein zufriedenstellendes Test-
verfahren. Teilweise kann das Risiko nur anhand eines Fragebogens abge-
schatzt werden oder es steht nur ein einzelnes Testverfahren zur Verfliigung,
sodass nicht alle Infektionsstadien sicher abgedeckt werden konnen. Dies be-
trifft zum Beispiel Malaria, Babesiosis und die Chagas Krankheit. Diese Testver-

fahren kénnen zudem sehr teuer sein.” %

Im Gegensatz zur klassischen Variante der Creutzfeld-Jacob Erkrankung, kann

die neue Variante (vCJD) Uber Transfusion von Blutprodukten tbertragen wer-
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den. Vor allem in GroRbritannien traten einige transfusionsvermittelte vCJD auf.
Die Ursache der Erkrankung sind infektiose abnorme Proteine (Prione), ein
Isomer einer physiologischen Form. Diese abnormen Prione befinden sich zu
50% im Plasma und zu 50% in wei3en Blutkdrperchen. Gegen Proteine kann
der menschliche Korper keine Antikorper bilden, sodass die abnormen Prionen
zwingend nachgewiesen werden mussen, um die Erkrankung zu diagnostizie-
ren. Dies erweist sich als aulerst schwierig, da im praklinischen Stadium nur
sehr geringe Mengen dieser Prionen vorhanden sind und es aulerst schwierig
ist, sie von der groRen Anzahl der physiologischen Form eindeutig zu unter-
scheiden. Daraufhin wurde die universelle Leukozytendepletion eingefuhrt und

das Plasma dieser Spender nicht mehr verwertet.” 4"~

Des Weiteren konnen auch Erreger in der Haut des Spenders wahrend der Ve-
nenpunktion in das Blut gelangen und dieses so kontaminieren, z.B. Yersinia
enterocolitica. Dieses Risiko konnte reduziert werden, indem die ersten Milliliter
Blut nach der Punktion verworfen werden. Zudem erhalten viele Transfusions-
empfanger, unabhangig von der Transfusion, auch eine antibiotische Behand-
lung. Verfahren zur Detektion vor Punktion befinden sich noch in der Entwick-

Iung. 7,50,51

Die Bedeutung vieler bekannter Erreger fiir die transfusionsassoziierte Ubertra-
gung ist noch unerforscht, wie z.B. bei Influenza. Neben den schon bekannten,
durch Transfusion Ubertragbaren Erregern, treten auch immer wieder neue In-
fektionserkrankungen auf, bei denen die Gefahr einer transfusionsvermittelten
Infektion nicht ausgeschlossen werden kann. Zudem werden transiente Infekti-
onen des Blutspenders und Zoonosen neue Herausforderungen darstellen. Im
Rahmen der Globalisierung kénnen Erreger, die bisher nur regional begrenzt

vorkamen, in kUrzester Zeit Uberall auf der Welt verbreitet werden. 7

Um das Risiko einer transfusionsassoziierten Ubertragung zu evaluieren, muss
bei neu aufgetreten Erkrankungen erstmal zwischen infektidos und nicht-infektios
unterschieden werden. Falls es sich um eine infektidse Erkrankung handelt,
muss im Rahmen der Erregerermittlung untersucht werden, ob diese durch
Transfusion von Blutprodukten Ubertragen werden kann und welche Konse-

quenzen dies fur den Empfanger haben konnte. Zudem mussen Risikofaktoren
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ermittelt und ein Testverfahren entwickelt werden. Auch der Ausschluss von
Blutspendern sollte gut durchdacht werden, da die Blutbanken und Patienten

auf sie angewiesen sind. ’

1.4.2. Nicht infektionsbedingte Risiken

Neben infektionsbedingten Risiken bestehen auch nicht infektionsbedingte Risi-
ken. Die haufigsten Reaktionen im Rahmen einer Transfusion sind die Allergi-
sche Reaktion, die febrile nicht-hamolytische Transfusionsreaktion (TR), sowie
die akute hamolytische und verzogerte hamolytische bzw. serologische Trans-
fusionsreaktion. Weitere transfusionsbedingte Reaktionen sind die transfusion
related acute lung injury (TRALI), transfusion associated graft versus host dis-

ease (TA-GVHD), transfusion associated circulatory overload. '*°2
Verschiedene Mechanismen konnen allergische Reaktionen auslosen:

e Vorbestehende IgE oder IgG Antikérper des Empfangers reagieren mit
Allergenen oder Proteinen im transfundiertem Blut,

e Anti-IgA-Antikorper des Empfangers reagieren mit IgA-Antikdrpern des
Spenders,

e |IgE-Antikérper kénnen mit der Transfusion vom Spender auf den Emp-
fanger Ubertragen werden,

e wahrend der Lagerung kdénnen sich Anaphylatoxine, Histamin, Bradyki-
nin und Cytokine bilden, welche ebenfalls eine allergische Reaktion aus-

I6sen kénnen. >
Die fieberhafte nicht-hamolytische Transfusionsreaktion beruht auf der Freiset-
zung inflammatorischer Cytokine aus Leukozyten wahrend der Lagerung der
Erythrozytenkonzentrate. Eine Leukozytendepletion vor der Lagerung reduziert

das Auftreten dieser Transfusionsreaktion. 195456

Die hamolytische Transfusionsreaktion beruht auf einer Reaktion zwischen An-
tigenen der Spendererythrozyten und Antikorpern des Empfangers. Die haufigs-
te Ursache ist die ABO-Inkompatibilitat. Hierbei wird eine akute hamolytische
Transfusionsreaktion durch natirlich praformierte Isoagglutinine des Empfan-
gers verursacht. Die verzogerte hamolytische Reaktion tritt Uberwiegend bei
Patienten nach wiederholten Transfusionen auf. Initial findet eine Sensibilisie-

rung gegen Antigene der Spendererythrozyten statt. Bei erneuter Transfusion
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konnen die gebildeten Antikorper geboostert werden und Tage bis Wochen
nach der Transfusion eine Hamolyse auslosen. Als verzOgerte serologische
Transfusionsreaktion bezeichnet man die Boosterung anamnestischer Antikor-
pern gegen Spendererythrozyten im Rahmen der Transfusion, ohne dass eine

Hamolyse manifest wird. 19°7°°

Transfusion related acute lung injury (TRALI) ist definiert als ein acute respira-
tory distress syndrome (ARDS) innerhalb von sechs Stunden nach der Transfu-
sion von Blutkomponenten. Verschiedene Mechanismen fuhren letztendlich zur
Aktivierung von Neutrophilen, welche zur Sequestration und zur Endothelscha-
digung der Lungenkapillaren fihren. Durch Leukozytendepletion sollen weniger

Neutrophile aktiviert werden. '*%-%%

Die TA-GVHD wird Uber T-Zellen vermittelt. Die T-Zellen, welche mit Erythrozy-
tenkonzentraten transfundiert werden, werden normalerweise durch das Im-
munsystem des Empfangers zerstort. Bei immunsupprimierten Patienten oder
Spendern aus dem Verwandtenkreis, sowie bei gleichen Human Leukocyte An-
tigen (HLA) Merkmalen kénnen die T-Zellen Uberleben und eine zellulare Im-
munantwort gegen Organe des Empfangers auslosen. Diese ist nicht therapier-
bar. Um diese Reaktion zu vermeiden, werden Risikopatienten mit Leukozyten-
depletierten und anschliefend bestrahlten Erythrozytenkonzentraten transfun-
diert. Bestrahlte EKs weisen jedoch hdhere extrazellulare Konzentrationen von

Kalium und Laktatdehydrogenase auf. '**%

1.5. Pathogenreduktionskonzept
Pathogenreduktion von Blutprodukten ist ein wichtiger Schritt zur Verbesserung
der Transfusionssicherheit, vor allem fir neu aufgetretene und noch nicht ent-

deckte infektiose Erreger.®

FUr unbekannte Erreger steht kein Testverfahren zur Verfigung. Um neue Er-
reger zu entdecken, muss zunachst ein neues Screeningverfahren entwickelt
werden, um potentiell infektiose Spender zu erkennen. Dieses ist zeit- und kos-
tenintensiv. Zudem ist die Anzahl Testungen bei einem Spender begrenzt. Dar-
uber hinaus wird die Zahl an Blutspendern abnehmen, da Blutprodukte von po-
sitiv getesteten Spendewilligen nicht verwendet werden dirfen. Mit einem effi-

zienten Pathogenreduktionsverfahren werden sowohl bekannte als auch neue
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und unentdeckte Pathogene reduziert, sodass auch Blutprodukte potentiell in-
fektioser Spender verwendet werden konnen. Durch Pathogenreduktion wird

die Infektionskette unterbrochen. &

Pathogenreduktionstechnologien fur Plasma und Thrombozytenkonzentrate
wurden bereits entwickelt. Das photochemische Verfahren mit Psoralen oder
Riboflavin und Ultraviolettstrahlung (UV) des Unterbereichs UV-A hat sich durch
Transfusionssicherheit und Therapieerfolg ausgezeichnet. Blutprodukte, welche
nach diesem Verfahren pathogenreduziert (PR) wurden, befinden sich bereits in

der klinischen Anwendung. %"°

Die Entwicklung und klinische Anwendung von Pathogenreduktionstechnolo-
gien aller Blutkomponenten einschliel3lich Erythrozytenkonzentraten ware ein
Meilenstein fur die Sicherheit der Transfusionstherapie. Pathogenreduzierte EK
befinden sich noch nicht in klinischer Anwendung. Um maximale Transfusions-
sicherheit zu erreichen, sollte es ein Pathogenreduktionsverfahren fur Erythro-

zyten, den am haufigsten transfundierten Blutbestandteilen, geben. 67

Eine photochemische Pathogenreduktion mit Psoralen oder Riboflavin ist bei
Erythrozyten jedoch ineffizient, da Hamoglobin (Hb) UV-Strahlung mit einem

Maximum bei 400 nm absorbiert."

1.6. Pathogenreduktion mit S-303

Amustaline Dihydrochloride (S-303) kann aufgrund seiner amphipatischen Ei-
genschaften sowohl Zellmembranen als auch Virushullen durchdringen. Seine
chemische Struktur enthalt einen Acridin-Ring, womit die Substanz sich in die
DNA Helix einbringt. Auf Grund seiner bifunktionell alkylierenden Wirkung wer-
den Nukleinsauren angegriffen und quervernetzt, so dass eine DNA-Replikation
nicht mehr moglich ist. Bei dieser Reaktion entsteht das nicht reaktive Neben-
produkt S-300 (siehe Abbildung 6). Die Reaktionskinetik nimmt mit sinkender
Konzentration von S-303 ab. S-303 reagiert zusatzlich auch mit anderen Nukle-
ophilen, wie Phosphat, Wasser und Makromolekulen, wie z.B. Proteinen auf der
Oberflache der Erythrozyten. Um diese unspezifischen Reaktionen zu reduzie-
ren, wird Glutathion (GSH) in den Pathogenreduktionsprozess mit eingebracht.
GSH ist ein naturlich vorkommendes Antioxidans, welches intrazellular mit einer

Konzentration von 5 mmol/l vorkommt. Es kann die Zellmembran nicht durch-
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dringen. Das extrazellular vorkommende S-303 wird abgefangen, folglich wer-
den die unspezifischen Nebenreaktionen verringert, ohne dass der Pathogen-

reduktionsprozess wesentlich beeintrachtigt wird. ™

Amustaline

Degradation

(]
y o
@ 5300

(Non-reactive)

Targeting

Docking & Permanent Crosslinking
(Helical Region of DNA and RNA)

Abbildung 6: Der Wirkmechanismus von S-303 liber Quervernetzung der DNA Stréinge3

Bei dem Erstgenerationsverfahren wurde 0,2 mmol/l S-303 und 2 mmol/l GSH
verwendet. Bei den anschlieRenden klinischen Studien konnten mit der serolo-
gischen Vertraglichkeitsprobe, auch Kreuzprobe genannt, sowohl in der Kon-
troll- als auch in der Versuchsgruppe Antikorper gegen S-303 pathogenredu-
zierte EK nachgewiesen werden. Dieser Antikdrper richtet sich gegen Acridin.
Es handelt sich vermutlich um natirlich praformierte und immuninduzierte Anti-
korper. Um eine Immunantwort durch einen solchen Antikorper zu reduzieren,
wurde das Verfahren modifiziert. Beim Zweitgenerationsverfahren werden 0,2
mmol/l S-303 und 20 mmol/l GSH verwendet. Durch die Erhéhung des GSH-
Anteils wird extrazellular mehr S-303 abgefangen und folglich weniger Acridin
auf der Oberflache der roten Blutkorperchen gebunden. Das Immunisierungsri-
siko sowie auch die Reaktion mit naturlich praformierten Antikérpern soll ver-

mindert werden. ™

Ein erfolgreicher Pathogenreduktionsprozess zeichnet sich aus durch (a) effek-
tive Pathogenreduktion, (b) vergleichbare in vitro Eigenschaften mit konventio-

nellen Blutprodukten sowie (c) Transfusionssicherheit und (d) Therapieerfolg."

Mit dem S-303-Pathogenreduktionsprozess erster und zweiter Generation kon-

nen sowohl infektidse als auch nichtinfektiose Transfusionsrisiken verringert
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werden. Grampositiven und Gramnegativen Bakterien, sowie Viren mit und oh-
ne Hullle werden effektiv reduziert und sind nicht mehr nachweisbar. Die Anzahl

Leukozyten wird reduziert und verbleibendes Plasma entfernt. '*'*

Pathogenreduzierte Erythrozyten zeigten bezlglich ihrer metabolischen und
physiologischen Eigenschaften in vitro keine relevanten Unterschiede zu kon-
ventionellen Erythrozyten. Leichten Abweichungen waren stets innerhalb des

jeweiligen Referenzbereiches (siehe Tabelle 4). """

Tabelle 4: Eigenschaften von S-303-behandelten EK im Vergleich zu konventionellen EK''™*

2nd Gen. RBC

Glukose 1

Laktat !

Kalium (extrazellular) l

Adenosin-Triphosphorsaure (ATP) -Level

L

pH

Volumenverlust

Hamatokrit

Hamoglobin-Verlust

Gesamthamoglobin

mean corpuscular hemoglobin

mean corpuscular volume

U S MO O RO e RO

Hamolyse

Mit Chromium 51 (*'Cr) markierten Erythrozyten wurde die Uberlebensfahigkeit
S-303-behandelter Erythrozyten in vivo getestet. Nach Transfusion wurde die
mittlere 24h Erholung (mean 24 h recovery) der 35 Tage alten S-303-
behandelten Erythrozyten gemessen. Die Erholung Erst- und Zweitgenerations-
zellen war geringer als die der unbehandelten Erythrozyten, aber immer noch
mehr als 75%. Die Lebensdauer Erstgenerationserythrozyten wich nicht von der
Lebensdauer unbehandelter roten Blutkorperchen ab. Die Lebensdauer der
Zweitgenerationszellen war auf Grund von Dehydration geringer. In Folgestu-

dien konnte das Problem der Dehydration jedoch beseitigt werden. %77

1.7. Klinische Studien mit S-303-behandelten Erythrozytenkonzent-
raten und das Auftreten von Immunreaktionen

Bis jetzt wurden acht klinische Studien mit S-303-behandelte Erythrozytenkon-

zentraten durchgefuhrt: FUnf Studien mit dem Erstgenerationsverfahren, eine
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Studie mit einem modifiziertem Verfahren und zwei Studien mit Zweitgenerati-

onsverfahren. #7780

Mit der Erstgenerationszelle wurden drei klinische Studien der Phase | durchge-
fuhrt, um die Uberlebensfahigkeit roter Blutkdrperchen zu untersuchen. Im
Rahmen dieser Studien zeigten sich keine immunologischen Reaktionen mit

pathogenreduzierten roten Blutkdrperchen.™ 7’

Im Anschluss folgten zwei klinische Studien der Phase Ill, um den Therapieer-
folg nach Transfusion von pathogenreduzierten Erythrozytenkonzentraten zu
evaluieren. Sie schlossen kardiochirurgische und chronisch transfusionsbedurf-
tige Patienten ein. Anhand der kardiochirurgischen Patienten mit akutem Blut-
verlust sollte die Gewebsoxygenierung untersucht werden. Die Ergebnisse der
chronisch transfusionsbedurftige Patienten sollten verwendet werden, um einen

Riickgang der Anamie und der endogenen Erythropoese nachzuweisen.'* 78

Beide Studien mussten jedoch abgebrochen werden, da zwei chronisch trans-
fusionsbedurftige Patienten nach Transfusion von S-303-behandelten Erythro-
zytenkonzentraten Antikorper gegen diese Erythrozyten entwickelten. Beide

Patienten waren zum Zeitpunkt der Antikdrperdetektion symptomfrei. ™78

Anhand von in-vitro Studien konnte nachgewiesen werden, dass es sich um
niedrigtitrige Antikérper gegen die Acridin-Komponente von S-303 handelt.
S-303 reagiert im Rahmen des Pathogenreduktionsprozess auch mit Oberfla-
chenmerkmalen der Erythrozyten. Dabei wird die Acridin-Komponente auf der

Oberflache roter Blutkdrperchen gebunden. ™

Um die klinische Relevanz dieser Antikorper beurteilen zu kdnnen, wurde ein
monocyte monolayer assay durchgeflhrt. S-303-behandelte Erythrozyten wur-
den mit dem Patientenplasma inkubiert und anschliefend Monocyten ausge-
setzt. Die mit Antikdrpern beladenen Erythrozyten wurden nicht phagozytiert.
Daraus lasst sich vermuten, dass eine Hamolyse nach Transfusion S-303-

behandelter Erythrozytenkonzentrate bei diesen Patienten unwahrscheinlich ist.
14,81

Im Rahmen einer Folgestudie fand fur alle kardiovaskuldren und chronisch

transfusionsbedurftigen Patienten eine Nachuntersuchung statt, um eine mogli-
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che Antikérperbildung gegen S-303-behandelte Erythrozytenkonzentrate zu
entdecken. Dabei konnten bei zwei kardiovaskularen Patienten aus der Kon-
trollgruppe Antikorper gegen S-303 pathogenreduzierte Erythrozytenkonzentra-
te nachgewiesen werden, obwohl diese noch nie Kontakt mit S-303-
behandelten Erythrozyten hatten. Es wurde angenommen, dass neben immun-
induzierten auch naturlich praformierte Antikorper gegen S-303-behandelte

Erythrozyten vorkommen kénnen.'* "

Das Verfahren wurde weiter modifiziert, um die Wahrscheinlichkeit fur eine
mogliche Immunantwort zu reduzieren. Beim Zweitgenerationsverfahren wird
bei gleichem Anteil S-303, 20 mmol/l GSH verwendet.

Zur Evaluierung von Antikérpern gegen S-303 pathogenreduzierte Erythrozy-
tenkonzentrate bei Personen, welche zuvor noch keine solche Bluttransfusion
erhalten haben, wurde Serum von 200 gesunden Blutspendern und von 186
mehrfach transfundierten Patienten sowohl mit S-303-behandelten (Erstgenera-
tionsverfahren), dem modifiziertem Verfahren also auch mit nicht behandelten
roten Blutkorperchen auf Antikdrpern untersucht. Bei den gesunden Blutspen-
dern wurden zwei Proben, bei den mehrfach transfundierten Patienten drei Pro-
ben gefunden, die mit drei verschiedenen Zellen der ersten Generation positiv
und mit allen drei Kontrollzellen negativ getestet worden sind. Da bei allen Pati-
enten noch kein Kontakt zu S-303 bestanden hat, wird angenommen, dass es
zu Kreuzreaktionen mit Antikérpern gegen S-303 ahnlichen Strukturen gekom-
men ist. Mit Zellen des Zweitgenerationsverfahrens kam es in beiden Kohorten
zu keinen positiven Reaktionen. Die Reaktivitat von S-303 mit Oberflachenmo-

lekiilen scheint durch die Erhéhung des GSH Anteils vermindert zu sein. '*%2

Mit Hilfe eines Tier-Modells wurde die Transfusion von S-303-behandelten EKs
an einem immunisierten Empfanger untersucht. Neuseelandische weilte Hasen
wurden mehrfach mit S-303-behandelten humanen Erythrozytenkonzentraten
transfundiert und entwickelten einen Acridin spezifischen Antikérper. Die Im-
munreaktion wurde mittels Immunflusszytometrie gemessen. Trotz weiterhin
wiederholten Transfusionen nahm die Immunantwort jedoch wieder ab. Vermut-
lich entwickelten die Hasen eine Toleranz gegenuber den behandelten roten

Blutkdrperchen. &
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Um Immunreaktionen mit der Zweitgenerationszelle zu untersuchen, wurden
200 Serumproben von gesunden Blutspendern und 800 Proben von Patienten
mit angeborenen Hamoglobinopathien untersucht. Zum Screening wurden drei
verschiedene S-303-behandelte Zellen sowie unbehandelte Kontrollzellen ver-
wendet. Mit dem Serum der gesunden Spender sind keine positiven Reaktionen
im Antikorpersuchtest aufgetreten. Im Patientenkollektiv mit angeborenen Ha-
moglobinopathien wurde bei drei Patienten ein Antikbrper gegen Acridin (anti-
Acridin) entdeckt. Es handelt sich beim ersten Patient um einen kaltereaktiven
IgM-Antikorper, beim zweiten Patienten vermutlich um einen IgG-Antikérper und

beim dritten Patienten um einen IgG- und IgM-Antikérper. 8

Eine weitere klinische Studie mit 51 kardiochirurgischen Patienten zeigte, dass
die Wirksamkeit und Sicherheit von pathogenreduzierten Erythrozytenkonzent-
raten der zweiten Generation vergleichbar mit konventionellen Erythrozyten-
konzentraten ist. Bei keinem der Patienten konnte durch Transfusion von
S-303-behandelten Erythrozytenkonzentraten eine Immunreaktion ausgelost
werden. Die Follow-Up Untersuchung mit dem indirekten Antihumanglobulintest
(IAT) wurden bis 90 Tage nach Transfusion durchgefuhrt. Es konnten keine An-

ti-Acridin spezifischen Antikorper nachgewiesen werden. 80

1.8. Fragestellung

Im Rahmen klinischer Studien mit der Erstgenerationszelle an chronisch trans-
fusionsbedurftigen und kardiochirurgischen Patienten wurden erstmalig Antikor-
per gegen S-303-behandelte Erythrozyten entdeckt. Dieser Acridin spezifische
Antikorper konnten sowohl bei Patienten in der Kontroll- als auch in der Ver-
suchsgruppe nach Transfusion S-303-behandelter Erythrozytenkonzentrate
nachgewiesen werden. Ein solcher Antikorper kann also sowohl durch Immuni-
sierung gebildet werden, kommt aber auch als naturlich praformierter Antikorper

VOr. 14,78,79,81,85,86

Um den Acridinanteil auf der Oberflache Roter Blutkorperchen zu vermindern,
wurde das Verfahren durch Erhéhung des GSH Anteils bei der Herstellung mo-
difiziert."

Es wurden zwei In-Vitro Studien mit jeweils 386 und 1000 Patientenproben

durchgefuhrt. Die Proben wurden auf einen AntikOrper gegen pathogenreduzier-
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te Erythrozyten untersucht. Die Zweitgenerationszelle zeigte eine geringe Reak-
tivitat mit Antikorpern gegen pathogenreduzierte Erythrozyten im Vergleich mit

der Erstgenerationszelle. 828

In dieser Arbeit soll Pravalenz und Eigenschaften natirlich praformierter Anti-
korper gegen S-303-behandelte Erythrozyten untersucht werden. Alle Testun-
gen beruhen auf dem Prinzip eines indirekten Antihumanglobulintest in Gelkar-
tentechnik. Es wird ein Kollektiv von mindestens 7000 potentiell transfusionsbe-
durftigen Patienten untersucht, die zuvor noch keine S-303 pathogenreduzier-
ten Erythrozyten erhalten haben. Es wird mit der Erst- und Zweitgenerationszel-
le getestet, um zu untersuchen, in wie weit Patienten mit einem Antikorper ge-
gen die Erstgenerationszelle mit der Zweitgenerationszelle reagieren und um-
gekehrt. Des Weiteren soll anhand der Charakterisierung dieser Antikorper auf
die klinische Relevanz geschlossen werden. Zu Charakterisierung wird die
Spezifitat mittels Neutralisation bestimmt, die Antikdrperklasse mit speziellen
Gelkarten, welche ein spezifisches Reagenz gegen jede Antikdrperklasse ent-
halten. Temperaturreaktivitat und Titer sollen den Antikdrper weiter charakteri-

sieren.
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2. Material und Methodik

2.1 Material

2.1.1 Material zur Herstellung von Testzellen aus einem Erythrozytenkon-

zentrat mit 300 ml.

Verbrauchsmaterialien Hersteller Kommentar

500 ml Zentrifuge-Flaschen | Corning

(Trichterflaschen)

Braun Extensions Set Braun

Spritzen (steril) 60 ml, 20 ml, | BD, Braun

5ml

Chemo-Aide Flaschen Adapter | Baxter

Pipettoraufsatz 50 ml Eppendorf

5 ml und 25 ml Pipetten (steril) | Greiner bio-one

50 ml Falcon Tubes Greiner bio-one

2 ml Tubes Starlab GmbH

Reagenzien und Losungen Hersteller Kommentar

GSH 3600 mg Cerus Glutathione Sodium
Salt

S-303 Cerus Amustaline Dihydroch-
loride

0,9%iges Natriumchlorid (NaCl) | Hospira

steril

0,9%iges NaCl Braun

Diluent (Mischbeutel mit Ver- | Cerus

dinnungslésung)

Glycerolyte Fenwal

ID Diluent 1 Bio-Rad Enthalt Bromelin fir die

Enzymbehandlung der
Testzellen
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2.1.2 Material zum Auftauen der gefrorenen Testzellen

Reagenzien und LoOsun- | Hersteller
gen
NaCl Fa. Roth Zur Herstellung einer
Aqua destillata Fa. Braun 9%igen und 2,5%igen
NaCl Lésung
ID Diluent 2 Bio-Rad modifiziertes LISS

Verbrauchsmaterialien | Hersteller
Glasrohrchen Sarstedt

Transferpipetten Sarstedt

2.1.3 Material fiir das Screening der Patientenproben auf Antikorper ge-
gen S-303-behandelte Erythrozyten

Als Untersuchungsmaterial wird Patientenplasma aus EDTA Blut verwendet.

Zur Testung werden aufgetaute, deglycerolisierte, in ID Diluent 2 aufge-

schwemmte Testzellen erster und zweiter Generation sowie Kontrolltestzellen

verwendet.

Reagenzien und Lésungen Hersteller Kommentar
Maus-Anti-Acridin-Antikérper | Cerus

(Ak)

S-300 Cerus

ID Diluent 2 Bio-Rad

GSH Cerus

Gelkarten Hersteller Kommentar
ID-Karte LISS/Coombs Bio-Rad
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2.1.4 Material zur Charakterisierung der Antikorper

Als Untersuchungsmaterial wird Patientenplasma aus EDTA Blut verwendet.

Zur Testung werden aufgetaute, deglycerolisierte, in ID Diluent 2 aufge-

schwemmte Testzellen erster und zweiter Generation sowie Kontrolltestzellen

verwendet.

Gelkarten Hersteller Kommentar

ID-Card LISS/Coombs Bio-Rad

ID-Card NaCl, Enzyme Test and Cold | Bio-Rad ID-Karte neutral

Agglutinins

ID-Card LISS/Coombs Bio-Rad Enthalt Anti IgG+C3d

ID-Card DAT IgG1/1gG3 Bio-Rad Enthalt Anti-lgG1 und
Anti-lgG3

ID-Card DC-Screening |

Bio-Rad Enthalt Anti 1gG, IgA,
IgM, Komplementfakto-
ren C3c (rabbit) und C3d
(monoclonal)

Reagenzien und Lésungen

Hersteller Kommentar

Kaltes 0,9%iges NaCl

Waschlosung

BAG Elutions-Kit

Firma BAG | Enthalt Waschpuffer, Elutions-
I6sung, Neutralisationspuffer

NaCl-Lésung 0,9 % Firma B.
Braun
RESt® Immucor Kaninchenerythrozytenstomata
Entfernt Kalteagglutinine
ID-Diluent 1 Bio-Rad
1,4 Dithiothreitol Roth DTT
Duebecco’s Phosphate Buffered | gibco DPBS
Saline
Verbrauchsmaterialien Hersteller
Glasrohrchen Sarstedt
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2.1.5 Gerate

Gerate Hersteller Kommentar

Kuhlzelle Uberwachte  Kihlzelle
des Deutschen Roten
Kreuz (DRK) Blutspen-
dedienst (BSD) Frank-
furt

Ultra-low Temperature Freezer | Sanyo Modell: Mdf-u71v

ID-Incubator 37 SlI Bio-Rad

Pipettor EP-3 und Spitzen Bio-Rad

Pipetten und Spitzen 10-1000ul | Eppendorf

Zentrifuge ID Sorvall

Suwamat 3 Zentrifuge Ortho

ID Zentrifuge 24 Bio-Rad

Freedom Evo 150 Tecan Pipettierroboter

Saxo Reader Bio-Rad Automatischer Gelkar-
tenleser

2.1.6 Software

Programm Hersteller

Access Microsoft

BiAS fur Windows Ver-
sion 10

Epsilon-Verlag

Citavi 5 Swiss Academic Soft-
ware

Excel Microsoft

EdgeBlood™ Haemonetics

EdgelLab™ Haemonetics

IH-Com Bio-Rad
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2.2 Methoden

2.2.1 Antihumanglobulintest

Zum Nachweis von Antikorpern wird der Antihumanglobulintest verwendet. Man
unterscheidet den direkten Antihumanglobulintest (DAT) und den indirekten An-
tihumanglobulintest (IAT). Mit dem DAT werden bereits in vivo an Erythrozyten
gebundene Antikdrper und/oder Komplementfaktoren durch Zugabe von Anti-
humanglobulinserum nachgewiesen. Es kommt zur Agglutination der Erythrozy-
ten (siehe Abbildung 7). 1°(PP20-24)

Mit dem IAT werden Antikorper im Serum nachgewiesen. Hierzu werden Test-
zellen bendtigt, welche die entsprechenden Antigene auf ihrer Oberflache re-
prasentieren. Um eine Antigen-Antikdrperreaktion hervorzurufen, wird das Pati-
entenserum zunachst zu den Testzellen gegeben und inkubiert. So kann der
Antikorper an sein Antigen binden. Im Anschluss wird wie beim DAT verfahren
(siehe Abbildung 7)."°(PP28-29)

Direkter Antiglobulin-Test (DAT):

Antiglobulin (Coombs Reagenz)

N .

Patienten-Erythrozyten

Indirekter Antiglobulin-Test (IAT):
Antiglobulin (Coombs Reagenz)

s v E

e ' Y il
TR +“ T
Patienten-Serum Test-Erythrozyten '

Abbildung 7: direkter und indirekter Antihumanglobulintest4
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2.2.2 Untersuchungstechniken

Die Agglutinationsreaktion wird genutzt, um einen Antikorper nachzuweisen. Es
stehen verschiedene Agglutinationstests, z.B. im Rdhrchen oder in der Gelkar-
te, zur Verfligung, um einen Antikorpersuchtest (AKS) durchzufihren. Um eine
ausreichend hohe Empfindlichkeit zu gewahrleisten, soll der AKS mindestens in

Réhrchentechnik mit Albumin als Supplement durchgefiihrt werden. 8788

Bei der Roéhrchentechnik wird das zu untersuchende Serum oder Plasma mit
der Erythrozytensuspension im Rohrchen vermischt. Tritt eine Agglutination auf,
ist der entsprechende Antikérper nachgewiesen. Die Agglutination kann durch

Zentrifugation verstarkt werden.®

Eine Gelkarte enthalt mehre Mikrorohrchen, welche mit einem Gel, einem Puf-
fer und einem Reagenz befillt sind. Je nach verwendetem Reagenz, z.B. Anti-
humanglobulin, stehen verschiedene Gelkarten zur Verfligung. In die Offnung
der Mikrorohrchen wird eine Erythrozytensuspension - je nach Test zusatzlich
auch Serum oder Plasma - hinein pipettiert und bei Zentrifugation durch das Gel
bewegt. Ist der Test negativ, findet keine Agglutination statt. Die Erythrozyten
gleiten durch das Gel, sammeln sich am Boden der Mikrorohrchen und bilden
dort ein Pellet. Fallt der Test positiv aus, findet eine Agglutination statt und die
vernetzten Erythrozyten werden im Gel zuruckgehalten. Je nach Reaktionsstar-
ke kann die Agglutinationsreaktion von Null (negativ) bis Vier (starkste Aggluti-

nation) eingeteilt werden (siehe Abbildung 8). °

- = ++ +++ ++++

Abbildung 8: Agglutinationsreaktion in der Gelkarte. -/0 = negatives Ergebnis, + - ++++ = positives
Ergebnis, eingeteilt anhand der Reaktionsstarke von 1 (+) bis 4 (++++)(Fa. Bio-Rad)

Der Gelkartentest bietet nicht nur in Bezug auf die Sensitivitat Vorteile gegen-
uber der Rohrchentechnik. Die Durchfihrung und das Ablesen der Ergebnisse

sind einfacher und konnen auch von weniger erfahrenem Personal zuverlassig
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durchgefuhrt werden. Die Gelkarten kénnen zudem aufbewahrt und das Ergeb-
nis auch noch Tage nach der Durchfuhrung des Testes weitgehend unverandert

abgelesen werden. %

In dieser Arbeit wird der DAT und IAT in Gelkartentechnik mit Verwendung der
.ID-Card LISS/Coombs® gemaly der Arbeitsanweisung der Firma Bio-Rad
durchgefuhrt.

Vor Durchfuhrung des Antihumanglobulintestes wird eine 0,8%ige Erythrozy-
tensuspension in ID Diluent 2 hergestellt. Beim DAT werden 50 ul dieser Eryth-
rozytensuspension in die Gelkartensaule pipettiert und anschlief3end 10 min mit
der ID-Zentrifuge zentrifugiert. Beim IAT werden 50 pl der 0,8%igen Erythrozy-
tensuspension und 25 pl Plasma oder Serum in das Mikroréhrchen einer Gel-
karte pipettiert. Diese wird 15 Minuten im ID-Inkubator bei 37°C inkubiert und
anschlieend mit der ID-Zentrifuge zentrifugiert. Nach Zentrifugation kann das
Ergebnis abgelesen werden. Ist die Reaktion in der Gelkarte positive, fand eine

Agglutination statt und der gebundene Antikdrper wurde nachgewiesen.®’
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2.2.3 Die Testzellen

2231

Die Auswahl der Blutspender

Zur Herstellung von elf verschiedenen Testzellen missen ebenso viele ver-

schiedene Erythrozytenkonzentrat-Spender der Blutgruppe O gefunden werden.

Die Auswahl erfolgt mit Hilfe der Blutgruppenmerkmale (siehe Tabelle 5).

"Die Testzellen sollen folgende Merkmale aufweisen:
C,Cw,c, D, E e K, Kk, Fy (a), Fy (b), Jk (a), Jk (b), S, s, M, N, P (1), Le (a), Le

(b).

Es wird empfohlen, dass folgende Merkmale in hoher Antigendichte (homozy-

gote Erbanlage fur das Allel) auf den Testzellen vorhanden sind:
D, ¢, Fy (a), Fy (b), Jk (a), Jk (b), S, s.” **

Tabelle 5: Phanotypen der 11 Testzellen
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cell MNSs P | Lewis | Kell | Duffy | Kidd [Lutheran
nr.
D(C|[E|c|e |[c*|M|N|S|s|Pi|Le?|Le®| K| k |Fy?|Fy®| Jk?|JK®|Lu?|Lu®
1 +lo|+|+|+|o]|+|+]Oo|F+]+]JoOo|+Jo|[+]+]|]o]Jo]|+]o]|+ 1
2 +lo|l+|+]loflo|+t|+]o|+]|]+]oOo|+Jo|[+]+]|oOo]+]|+]o]|+ 2
3 |lojJo|fo]l+|[+]o]|l+t]|+|[+]|+]F+t]o|F+t]o|+]+|+]+|]0]o0o]|+] 3
4 +|+|loflo|+]|]ojJo]+t]|]o|+]|]+]o|+]+|+]Jo]|t]o|+]o]|+] 4
5 +|l+]lo]lo|+|+]+]|+|F+|]o]lF+t]o|F+]o|+]+]F+]Jo]|+]o]|+ 5
6 +lof+|[+]o|o|Jo|+t|]o|+]|]+]o|+]o|+]t+t|+t]|]+t|[o]o]|+] 6
7 ololo|+|+|o]|+|+]+]Oo]|]+]JoOo|+Jo|+]Jo]|+]Jo]|+]o]|+ 7
8 ololo|+|+|lo|+]|lo]|]+]|]+]oJo|+Jo|l+]Jo|+]+]|o]o]|+ 8
9 +]l+]lo]lo|+]o]+|+]lOo|+]+]o|+]o|+])]o|+]+]|]o0o]o]|+ 9
M| +|+]o|lo|+]|]o]Jo]|]+|o]|]+]+]+]o]lo|+]+]o]Jo]|]+]o]|+] 10
M|+|o|+|[+|o]o|l+|o|o|+]|+]o|+]|o|+]+]|o]+]|o]|+[nt] 11
negative
heterozygous positive
+ |homozygous positive
+ |assumed, not tested
nt |not tested



2.2.3.2 Die Herstellung Testzellen erster und zweiter Generation

Um zu untersuchen, ob eine Probe einen Antikorper gegen Acridin oder GSH
aufweist, werden aus dem Erythrozytenkonzentrat eines jeden Spenders jeweils
drei verschiedene Testzellen hergestellt: Testzellen der ersten Generation
(High), Testzellen der zweiten Generation (Low) und Kontrolltestzellen (Con-
trol).

Die Testzellen der ersten und zweiten Generation werden mit der gleichen
Menge an S-303 hergestellt. Zur Herstellung der Testzellen der zweiten Gene-
ration wird mehr GSH verwendet als zur Herstellung der Testzellen der ersten

Generation (siehe Tabelle 6). ™

Die Kontrolltestzellen werden weder mit S-303 noch mit GSH behandelt.

Tabelle 6: Endkonzentration von S-303 und GSH je nach Herstellungsverfahren “

Erste Generation 0,2 mM 2 mM
Zweite Generation 0,2 mM 20 mM
Kontrollzellen 0 0

Zur Vorbereitung wird das Braun-Extension-Set an das Erythrozytenkonzentrat
angeschlossen. Die drei Trichterflaschen fur die drei verschiedenen Testzellen
werden mit 93,3 ml Erythrozyten aus dem gleichen Erythrozytenkonzentrat be-

fullt. %

Um Glutathion (GSH) herzustellen wird Glutathion, Natriumsalz in sterilem,
0,9%igem NaCl aufgeldst. Um eine 600 mM Lésung zu erhalten, missen 3600
mg Salz in 15,5 ml NaCl gelost werden. Die Auflosung von GSH kann bis zu
eine Stunde vor Benutzung erfolgen. Fur Herstellung der Testzellen erster Ge-
neration wird eine 60 mM Losung von GSH bendtigt. Hierzu wird das 600 mM
GSH mit 0,9%igem NaCl verdunnt werden. 3,3 ml der 60 mM GSH Loésung
werden zu 93,3 ml Erythrozyten gegeben und gemischt. Fur die Herstellung der
Testzellen zweiter Generation werden 46,7 ml Diluent mit 5 ml der 600 mM
GSH-L6sung vermischt. Diese Mischung wird dann zu 93,3 ml Erythrozyten

gegeben und gemischt. %3
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Zwei Minuten vor Nutzung wird die bendtigte 6 mM S-303 Lésung hergestellt.
57 mg S-303 werden vollstandig in 18,5 ml steriler 0,9%iger NaCl-Losung auf-
geldst. Beim Arbeiten mit S-303 ist besondere Vorsicht geboten, da diese L6-
sung giftig ist. Die S-303 Lésung darf auf keinen Fall spater verwendet werden,
da S-303 innerhalb von wenigen Minuten zu S-300 verfallt. 3,3 ml der 6 mM
S-303 LOosung werden zu den Erythrozyten mit GSH gegeben und sofort gut

vermischt. %3

Bei Raumtemperatur werden die Erythrozyten 18 Stunden inkubiert, damit
S-303 in das nicht-reaktive Nebenprodukt S-300 umgewandelt werden kann
(siehe Abbildung 9)."

cl
@/\/

o NH o) o

Z S =

N

C
NH H
900
=
H; /2c1' H ®

S-303«2HC1 S-300

Abbildung 9: S-303 und das Nebenprodukt S-300 (Fa. Cerus)

Anschlieend werden die Erythrozyten bei Raumtemperatur mit 2000 rpm (re-
volutions per minute) fiir drei Minuten mit Bremse 8 zentrifugiert, der Uberstand
entfernt und verworfen. Nun beginnt der Waschvorgang. Das verbleibende
Erythrozytenpellet wird mit gleicher Menge 0,9%igem NaCl vermengt und ge-
l6st, fiir erneut drei Minuten zentrifugiert (2000 rpm, Bremse 8), der Uberstand
entfernt und verworfen. Der Waschvorgang wird insgesamt zweimal durchge-

fuhrt.' 93

Nach der letzten Zentrifugation wird tropfchenweise das doppelte Volumen an
Glycerin zu den Erythrozyten gegeben und vermischt. Durch Zugabe von Gly-
cerin wird eine Hamolyse wahrend des Einfrierens verhindert. Je 1 ml dieser

Erythrozytensuspension wird in ein 2 ml Tube abgefiillt und bei -80°C gefroren.
93,94
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Der Herstellungsprozess wird in Abbildung 10 grafisch zusammengefasst.

—_—

RECs ) IBS/2m
(100 mL)| _ GSH (| Acridine

N
Add

ool et > 4 1 1

/

RBCs |IBS/20 mM
(100 mL

RBCs in \

AS-5 WASH

BSOML)  (TRacs) . e NG N
— Glyceroly'fe_) - ""

100 m Treatment
Abbildung 10: Herstellungsprozess der Testzellen (Fa. Cerus)

LOW
Acridine

WASH - \
- Add —3 _FREEZE

% Glycerolyte LOW => ' ' ' ‘ -80°C

2.2.3.3 Die Herstellung Bromelin-behandelter Testzellen
Um darzustellen, ob sich die Oberflache der roten Blutkorperchen (RBC) und
damit auch deren Acridinbeladung durch eine Enzymbehandlung verandert

werden kann, werden die Testzellen zusatzlich mit Bromelin behandelt.

Im ersten Versuchsansatz findet zunachst die Enzymbehandlung der Testzellen
statt und anschliel3end die Pathogenreduktion mit S-303. Im zweiten Versuchs-
ansatz wird zuerst die Pathogenreduktion durchgefuhrt und im Anschluss die
Enzymbehandlung. Es soll untersucht werden, ob die Prasentation von Acridin
auf der Oberflache der Erythrozyten durch Enzymbehandlung vor Pathogenre-
duktion verstarkt wird, bzw. durch Enzymbehandlung nach Pathogenreduktion

reduziert wird.

Die Enzymbehandlung wird gemal} der Arbeitsanweisung der Firma Bio-Rad
zur Verwendung des Reagenz ,ID Diluent 1% durchgefuhrt. Die Erythrozyten
werden mit der 20-fachen Menge an ID Diluent 1 vermischt, 10 Minuten bei

37°C inkubiert und dann dreimal mit 0,9%igem NaCl gewaschen.
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2.2.3.4 Das Auftauen der Testzellen

Um die gefrorenen Zellen zur Testung verwenden zu kdnnen, muss das Glyce-
rin entfernt werden. Hierzu werden die gefrorenen Testzellen zunachst aufge-
taut. Anschlielend wird tropfenweise die gleichen Menge 9%ige NaCl-Lésung
dazugegeben und gemischt. Nach 2-3 Minuten wird die finffache Menge der
ursprunglichen Menge 2,5%ige NaCl-Losung tropfenweise untergemischt und
wieder einige Minuten spater die 16-fache Menge der urspriunglichen Menge an
2,5%iger NaCl-Losung tropfenweise dazugeben und vermischt. Anschliel3end
wird das Gemisch bei 5000 rpm eine Minute zentrifugiert und der Uberstand

verworfen.®®

Gemal der Arbeitsanweisung der Firma Bio-Rad zur Verwendung des Reagenz
,ID Diluent 2 werden die Erythrozyten mit ID Diluent 2 zu einer 0,8%igen Auf-
schwemmung verdinnt. Die Testzellen kbnnen nun innerhalb von 24 Stunden

zur Testungen verwendet werden.

2.2.4 Das Screening der Patientenproben

Zum Antikérper-Screening wird ein indirekter Antihumanglobulintest durchge-
fuhrt. Zur Positiv-Kontrolle wird bei jedem Durchlauf eine Probe mit 1:10 ver-
dinnten murinen monoklonalen Antikdrper ,Maus-Anti-Acridin® mitgetestet, um
sicher zu gehen, dass die Acridin-Prasentation auf der Oberflache der patho-

genreduzierten Erythrozytenkonzentrate fur die Testung stabil ist.

Die verwendeten EDTA-Patientenproben kénnen bis zu 10 Tage bei 4°C auf-

bewahrt werden. %

Die Auswahl der Testzelle sieben zum Screening erfolgte anhand der Pravalenz
irregularer Antikorper. Zu den sechs haufigsten Irregularen Antikorpern gehoren

anti-E, anti-M, anti-K, anti-D, anti-Fy(a) und anti-Le(a). %

Eine Testzelle, welche keine der entsprechenden Antigene exprimiert, steht
nicht zur Verfugung. Die Testzelle 7 weist nur ein entsprechendes Blutgrup-
penmerkmal (M) auf ihrer Zelloberflache auf. Daher wurde sie zum Screening

ausgewabhlt (siehe Tabelle 5).

Die Testung erfolgt mit aufgetauten in ID Diluent 2 aufgeschwemmten Zellen

der Testzelle 7 High und Low. Mit dem Tecan Pipettierroboter werden 25 ul Pa-
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tientenplasma mit 50 ul der Testzellen in die Vertiefungen einer LISS/Coombs
Gelkarte pipettiert. Die befullten Gelkarten werden 15 Minuten bei 37°C inku-
biert und anschlieBend 10 Minuten zentrifugiert. Das Ergebnis wird mit einem
automatischen Gelkartenleser abgelesen. Die Ergebnisse werden vom Unter-
sucher Uberprift. Als positives Ergebnis wird eine Agglutination mit Testzelle
der ersten oder der zweiten Generation sowie mit beiden Testzellen gewertet.
Die initial positiven Proben werden mit der Testzelle 7 High und Low im doppel-

ten Ansatz zur Bestatigung nachuntersucht.

Wenn der Patient irregulare Antikorper gegen Oberflachenantigene der Testzel-
le 7 aufweist, wird das Plasma mit einer Testzelle manuell nachuntersucht, wel-

ches dieses Antigen nicht auf ihrer Oberflache aufweist.

Fallt die Reaktion mit einer der beiden Testzellen positiv aus, wird ein erneuter

Versuchsansatz mit Testzellen High, Low und Control durchgefihrt.

Besteht der Verdacht, dass ein Patient einen Antikérper gegen S-303-
behandelte Erythrozyten hat, wird die Spezifitat des Antikorpers abgeklart.

2.2.5 Ausschlusskriterien

Wenn bei einem Patienten mit initial positiver Reaktion in der Screeningunter-
suchung panagglutinierende Antikorper, Auto-Antikérper oder Geldrollenbildung
bekannt sind, wurden keine weiteren Testungen auf Antikérper gegen S-303-
behandelte Erythrozytenkonzentrate durchgefuhrt. Das Ergebnis des AKS mit
S-303-behandelten Testzellen kann nicht eindeutig interpretiert werden, da
auch durch panagglutinierende AK, Auto-AK oder Geldrollenformation eine
sichtbare Agglutination ausgeldst wird. Der Aufwand um diese Stdérfaktoren zu

eliminieren bzw. zu limitieren ist sehr groR.

Panagglutinierende Antikorper reagieren mit allen Testerythrozyten. Die Anti-
korperidentifizierung  stellt daher eine groRe Herausforderung dar.
Die Panagglutination kann durch einen Auto- oder AlloantikGrper gegen hoch-
frequente Antigene (HFA) oder durch multiple Antikdrper gegen nicht HFA aus-
geldst werden. Wenn zusatzlich klinisch signifikante Alloantikérper vorliegen,
konnen diese durch die Panagglutination maskiert werden. Mit einer Phenotypi-

sierung/Genotypisierung von HFA sowie eine Adsorption von Auto- oder Alloan-
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tikérpern kann die Ursache flr die Panagglutination und das Vorliegen von kli-

nisch signifikanten Alloantikérpern weiter untersucht werden.*

Autoantikorper sind typischerweise panreaktiv und richten sich gegen korperei-
gene Erythrozyten. Die roten Blutkorperchen konnen zerstort werden und so
eine Autoimmunhamolytische Anamie auslésen. Es wird zwischen warmereak-
tiven Auto-Antikérpern von IgG-Typ und kaltereaktiven Auto-Antikérpern von
IgM-Typ unterschieden. Der Nachweis von Auto-Antikdrpern erfolgt mit dem

DAT, ggf. erfolgt die Testung temperaturabhingig, z.B. bei 4 oder 37°C. +1%

Rote Blutkorperchen gesunder Spender kdnnen die Tendenz haben, Aggregate
zu bilden, die wie Geldrollen aussehen (siehe Abbildung 11). Diese Aggregate
sind reversibel, da die Anziehungskrafte zwischen den einzelnen Erythrozyten
gering sind. Die Anzahl der Erythrozyten pro Geldrollenformation kann variie-
ren. Je nach Starke der Scherkrafte kann ein Geldrollenaggregat geteilt und
auch komplett aufgelost werden. Der genaue Mechanismus der Geldrollenbil-

dung ist noch weitestgehend unerforscht. > " 1%

Abbildung 11: Momentaufnahme einer Geldrollenformation mit sieben Erythrozyten °

2.2.6 Spezifitat der Antikorper gegen S-303-behandelte Erythrozyten

Um die Spezifitat des Antikorpers gegen S-303 nachzuweisen wird eine Neutra-
lisation des Antikdrpers mit S-300, einem Abbauprodukt von S-303 durchge-
fiihrt. 13

Zunachst fertigt man eine geometrische Verdlinnungsreihe von S-300 mit modi-
fiziertem LISS (ID-Diluent 2) an, sodass S-300 in unterschiedlichen Konzentra-
tionen vorliegt: 6; 0,6; 0,06; 0,006 und 0,0006 mmol. Nun werden je 5 pl der
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verschiedenen S-300-Lésungen in ein Reagenzglas gegeben und zur Kontrolle
ein Reagenzglas mit 5 pl modifiziertem LISS (ID Diluent 2) anstelle von S-300
geflllt. Zu den 5 pl S-300 bzw. modifiziertem LISS werden 25 ul Plasma gege-
ben, vermischt und 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Sofern Acridin-spezifische
Antikoérper vorliegen werden diese durch S-300 gebunden und damit neutrali-
siert. In eine LISS/Coombs Gelkarte werden in die sechs Mikrorohrchen jeweils
50 ul Testzellen der Ersten Generation pipettiert. Dazu gibt man entsprechend
der verschiedenen Konzentrationen jeweils 25 pl des S-300-Plasma-Gemisches
dazu. Die Gelkarten werden nun bei 37°C fur 15 Minuten inkubiert und an-
schlielend zentrifugiert. Nun kann das Ergebnis abgelesen werden. Wenn es
sich um einen Antikorper gegen Acridin handelt, sollte das Ergebnis aus der
Gelkarte bei hoheren Konzentrationen von S-300 negativ ausfallen, da der Anti-
korper durch das S-300 vollstandig gebunden und somit neutralisiert wurde und
deshalb keine Agglutination mit den Testzellen hervorrufen kann. Die erste po-
sitive Reaktion der Gelkarte zeigt diejenige Konzentration von S-300 an, mit der

der Antikdrper nicht mehr vollstindig neutralisierbar ist.'%*

Liegt der Verdacht vor, dass eine Probe einen Antikorper gegen GSH enthalt,
wird die Neutralisation wie oben beschrieben, jedoch mit Hilfe einer geometri-
schen Verdinnungsreihe von GSH und mit Testzellen der zweiten Generation
(Low) durchgefuhrt.

2.2.7 Charakterisierung der Antikorper gegen pathogenreduzierte

Erythrozyten

2.2.7.1 Titer

Um die Konzentration des Antikdrpers im Plasma nachzuweisen, wird eine ge-
ometrische Verdunnungsreihe angefertigt. Dazu wird das Plasma mit der Ver-
dinnungsstufe 1:1 mit 0,9%iger NaCl-Lésung verdiinnt. Um die nachst héhere
Verdinnungsstufe zu erreichen werden 60 pl der vorherigen Verdlinnungsstufe
mit 60 pl 0,9%iger NaCl-Losung gemischt. Fur die 1:2 Verdunnung fugt man 60
gl Plasma zu 60 pl 0,9%iger NaCl-Lésung. Fur die 1:4 Verdinnung mischt man
60 pl des 1:2 verdiinnten Plasmas mit 60 pl 0,9%iger NaCl-Lésung. Diese Ver-
dunnungsreihe wird bis zu einer Verdunnungsstufe von 1:32 fortgesetzt.
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Nun werden jeweils 50 ul der in modifiziertem LISS (ID Diluent 2) aufge-
schwemmten Testzellen in sechs Mikrorohrchen der LISS/Coombs-Gelkarte
pipettiert. Anschlief3end gibt man 50 pl Plasma der jeweiligen Verdinnungsstufe

dazu.

Die beflllte Gelkarte wird nun 15 Minuten bei 37°C inkubiert und danach zentri-
fugiert. Nun kann der Titer bei der hdchsten Verdunnungsstufe, die noch zu ei-

ner positiven Reaktion in der Gelkarte fuhrt, abgelesen werden.

2.2.7.2 Dissoziation
Um die Affinitat des Antikorpers zum Antigen auf der Testzelle zu bestimmen,

wird eine Dissoziation durchgeflhrt.

Hierzu bendtigt man 400 pl einer 0,8%igen Suspension von in modifiziertem
LISS aufgeschwemmten Testzellen. Bei einem Antikdrper gegen Acridin wer-
den Testzellen der ersten Generation bendtigt, bei einem Antikdrper gegen

GSH Testzellen der zweiten Generation.

Dazu werden 400 pl dieser Testzellensuspension der ersten Generation mit
300 pl Plasma vermischt und 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Der im Plasma
enthaltene Antikorper soll hier an das Antigen auf der Testzelle binden. Die Lo-
sung wird anschlieend in drei Vorgangen mit je 2 ml modifiziertem LISS gewa-
schen, um freie Antikdrper zu entfernen. Die letzte Waschldsung wird aufgeho-
ben und ein AKS damit durchgefuhrt, um sicherzustellen, dass die Waschvor-

gange erfolgreich waren und keine freien Antikdrper mehr nachzuweisen sind.

Die gewaschenen Zellen werden mit modifiziertem LISS zu einer 0,8%igen

Suspension aufgeschwemmt.

Nun wird ein direkter Antihumanglobulintest mittels Gelkarten durchgefuhrt, um
zu kontrollieren, ob die Antikérper wirklich an die Antigene auf den Testzellen
gebunden sind. Dies ist der Fall, wenn der Test positiv ausfallt. Wenn der Test
negativ ausfallt, mussen die Testzellen erneut mit Plasma inkubiert und an-
schlieBend gewaschen werden und wieder ein DAT durchgefuhrt werden, bis

dieser positiv ausfallt.
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In die sechs Vertiefungen einer Gelkarte werden je 50 ul Testzellen mit gebun-
denem Antikorper gegeben. Dazu werden 25 pl der jeweiligen Verdunnungsstu-
fe von S-300 gegeben (6; 0,6; 0,06; 0,006; 0,0006 mmol) und eine Kontrolle mit
25 pl LISS.

Die Gelkarten werden 15 Minuten bei 37°C inkubiert und anschlie3end zentrifu-
giert. Nun kann das Ergebnis abgelesen werden. Je hdher die Konzentrationen
von S-300 bei der noch eine positive Reaktion in der Gelkarte auftritt, desto

groRer die Affinitat des Antikorpers zum Antigen auf der Testzelle.

2.2.7.3 Antikdrpertyp und —klasse

Um zwischen den verschiedenen Antikdrperklassen zu unterscheiden wird mit
dem zu untersuchenden Patientenplasma gemal} jeweiliger Arbeitsanweisung
der Firma Bio-Rad ein IAT in der Gelkarte ,DC Screening 14, ,NaCl, Enzyme
Test and Cold Agglutinins® und ,LISS/Coombs* durchgefuhrt. Die ID Karte ,DC
Screening |“ enthalt Antihumanglobulinserum (Anti-IgG), Anti-IgA, -IgM, -C3c
und —C3d und dient zum Nachweis dieser Antikdrper bzw. Komplementfakto-
ren. Die ID-Karte ,NaCl, Enzyme Test and Cold Agglutinins® enthalt kein Rea-
genz. Kommt es hier zu einer positiven Reaktion liegt mutmallich ein komplett
reagierender, direkt agglutinierender IgM-Antikorper vor. Fallt das Ergebnis in
dieser Gelkarte negativ aus, aber in der ID-Karte ,LISS/Coombs® positiv, liegt

ein IgG-Antikérper vor, 228991105106

Zur Verifizierung eines IgM-Antikoérpers wird eine Behandlung mit Dithiothreitol
(DTT) durchgefiihrt. DTT spaltet Disulfidbricken und somit kdénnen IgM-
Antikorper durch DTT zerstort werden und letztendlich keine komplette Aggluti-
nation mit Zielzellen hervorrufen. Dieser indirekte Nachweis von IgM-
Antikorpern mit DDT im Plasma einer Probe ist dann indiziert, wenn der AKS in
der Neutralkarte positiv ausfallt. Das Plasma wird in gleichen Teil mit 0,01 M
DTT fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert um die Disulfidbricken der IgM-
Antikorper zu zerstoren. Um bei einem negativen Ergebnis den Verdinnungsef-
fekt auszuschlieRen, wird zusatzlich noch eine Kontrolle mit Phosphate buffered
saline (PBS) anstelle von DTT angesetzt. 50 ul Testzellen der ersten Generati-
on werden in zwei Saulen einer LISS/Coombs-Gelkarte und in zwei Saulen ei-

ner Neutralkarte gegeben. In die erste Saule wird jeweils 25 ul Plasma mit DTT
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pipettiert. In die zweite Saule wird jeweils 25 pl Plasma mit PBS pipettiert. Die
Gelkarten werden 30 Minuten bei 37°C inkubiert und anschlie3end zentrifugiert.
Liegt ein IgM-Antikorper vor, fuhrt DTT zur Degradation des Antikdrpers. Somit
ist keine komplette Agglutination mehr mdglich, und der AKS auf der Neutral-
karte ist negativ. Um hier einen Verdinnungseffekt auszuschliel’en, muss der
Ansatz mit PBS in der Neutralkarte zu einer Agglutination gefihrt haben. Wenn
das Ergebnis in der LISS/Coombs-Gelkarte im Ansatz mit DTT sowie auch im

Ansatz mit PBS positiv ist, liegt zusatzlich noch ein IgG-Antikdrper vor. 197~1%9

Um einen |gG-Antikorper genauer zu charakterisieren, werden die IgG-
Subtypen bestimmt. Dazu wird ein IAT mit einer Gelkarte, die spezifische Anti-
korper gegen die IgG-Subklassen 1 und 3 enthalt, durchgefihrt. Wenn in einer
oder beider Gelkartensaulen eine Agglutination stattgefunden hat, liegt je nach

Saule ein IgG1- oder/ und IgG3-Antikdrper vor. 1°

Ist das Ergebnis sowohl in der IgG1-Saule als auch in der IgG3-Saule negativ,

liegt ein IlgG2- oder IgG4-Antikorper vor.

2.2.7.4 Temperaturabhangigkeit

Es soll die Temperaturabhangigkeit der Antigen-Antikérper-Reaktion bei 4°C,
20°C und 37°C untersucht werden. Um die optimal gleiche Temperaturbedin-
gungen zu schaffen, werden Testzellen, High, Low und Control, Patientenplas-
ma und Gelkarte zunachst 15 Minuten getrennt voneinander bei der gleichen
Temperatur inkubiert. AnschlieRend werden die Testzellen und das Plasma in
die Gelkarten pipettiert und erneut bei der entsprechender Temperatur 15 Minu-
ten inkubiert und anschlieRend zentrifugiert, um das Ergebnis ablesen zu kon-
nen. Diese Testung wird zunachst erstmal mit der ID-Karte LISS/Coombs
durchgefuhrt. Findet sich hier ein positives Ergebnis, wird hier der Titer des
Plasmas mit der entsprechenden Testzelle bei der entsprechenden Temperatur
getestet. Der Titer wird auf der ID-Karte LISS/Coombs und ,NaCl, Enzyme Test
and Cold Agglutinins® bestimmt.

2.2.7.5 Kalteagglutinine
Stellt sich im Rahmen der Testung der Temperaturreaktivitat der Verdacht auf
Kalteantikdrper, kénnen diese mit Hilfe von Kaninchenerythrozytenstroma

(RESt®) absorbiert werden. Die Absorption wurde nach Anleitung der Firma
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Immucor durchgefihrt. Zunachst wird das RESt® Absorptionsflaschchen min-
destens zwei Minuten zentrifugiert bis das Stromata gut gepackt ist. Der Uber-
stand wird entfernt, es werden 1 ml Patientenplasma hinzugefugt. Das Gemisch
wird fur ca. 45 Minuten bei 1-10°C inkubiert und anschlielend fur zwei Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand kann nun verwendet werden. Falls nicht alle Kalte-
agglutinine gebunden sind, kann die Anwendung mit RESt® wiederholt wer-

den 111-113

2.2.8 Enzymbehandlung der Testzellen

Durch Behandlung mit Enzymen wird die Oberflachenstruktur von roten Blut-
korperchen verandert. Enzyme spalten bestimmte Molekularbindungen und 16-
sen somit Glykoproteine und andere Strukturen von der Oberflache der Eryth-

rozyten ab."

Die Testzellen sollen nun mit Bromelin behandelt werden, um zu untersuchen,
in wie weit sich die Enzymbehandlung auf das an der Oberflache der Testzellen

gebundene Acridin bzw. GSH auswirkt.

Gemal der Arbeitsanweisung der Firma Bio-Rad zur Verwendung des Reagenz
,ID Diluent 1“ werden jeweils 50 ul Testzellen der ersten Generation, der zwei-
ten Generation und Kontrolltestzellen in die ID-Karte LISS/Coombs pipettiert.
Dazu wird jeweils 50 yl ID-Diluent 1 (enthalt Bromelin) gegeben. Wegen des
Verdinnungseffektes wird nochmal der gleiche Versuchsansatz gewahlt, aller-
dings wird anstelle von ID-Diluent 1 PBS benutzt. Der Reaktionsansatz wird 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend werden 25 ul Plasma da-
zugeben. Alles wird 15 Minuten bei 37°C inkubiert und anschlieRend 10 Minu-

ten zentrifugiert. Das Ergebnis kann nun abgelesen werden.

2.2.9 Aufbewahrung der Patientenproben
Das Plasma der Patienten mit Anti-Acridin-AK wird bei -30°C gefroren, aufbe-

wahrt und zu weiteren Untersuchungen aufgetaut.

2.2.10 Datenerfassung
Die Datenerfassung erfolgte in Zusammenarbeit mit der IT Abteilung des Insti-
tuts. Die Ergebnisse der Screening-Untersuchungen wurden mit dem Saxo-ID-

Reader automatisch erfasst. Mittels Composer-Software erfolgte die Visualisie-
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rung und Bewertung dieser Daten, sowie die Uberfihrung in eine Microsoft
Windows Standardanwendung. Uber die Proben- und/oder Auftragsnummer
konnten weitere Informationen zur Probe bzw. zum Patienten aus der Oracle
Datenbank des Blutbank- bzw. Laborinformationssystem (Ed-
geLab™/EdgeBlood™) importiert werden. Zur weiteren Analyse wurden Ac-
cess®-Datenbanken und Excel®-Tabellen erstellt. Neben Auftragsnummer und
Patientennummer, sowie dem Ergebnis des IAT wurden Alter, Geschlecht und
das Vorhandensein von Geldrollen-Bildung, Warme-Auto-AK, Kalte-Auto-AK
und panagglutinierenden AK erfasst. In die Screeninguntersuchung auf Antikor-
per gegen pathogenreduzierte Erythrozyten wurden alle Proben von potentiell
transfusionsbedurftigen Patienten eingeschlossen. Proben von Patienten mit
Geldrollen-Bildung, Warme-Auto-AK, Kalte-Auto-AK und panagglutinierenden
AK wurden ausgeschlossen. Die Plausabilitatspriufung der Daten erfolgte zu-
sammen mit Mitarbeitern der IT-Abteilung. Die Daten werden personenbezogen

erfasst, vor der Auswertung pseudonymisiert und zur Publikation anonymisiert.

2.2.11 Statistik
Die statistische Auswertung erfolgte mit dem BIAS®-Statistikprogramm in Zu-
sammenarbeit mit dem Institut flr Biostatistik und Mathematische Modellierung

der Universitat Frankfurt.

Um das Testverfahren mit der Erst- und der Zweitgenerationszelle miteinander
zu vergleichen, wird der Cohen’s Kappa-Koeffizient als statistisches Testverfah-

ren angewandt. '

Des Weiteren wurde die Sensitivitat bestimmt, um die Testung mit Erst- oder

Zweitgenerationszelle mit einer Testung mit beiden Zellen zu vergleichen.

2.2.12 Genehmigung der Ethik-Kommission
Die Ethik-Kommission ist zur Auffassung gekommen, dass keine berufsrechtli-
chen oder berufsethischen Bedenken gegen die Durchfihrung dieser Studie

bestehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Deskriptive Beschreibung der Patienten
Uber einen Zeitraum von 11 Monaten wurden 17300 Proben von 9789 potentiell
transfusionsbedurftigen Patienten, welche im BSD Frankfurt eingegangen sind,

getestet.

,Das Institut in Frankfurt nimmt die Versorgung des Universitatsklinikums Frank-
furt am Main in allen transfusionsmedizinischen Belangen wahr und stellt in Mit-
tel- und Sudhessen die Versorgung von insgesamt 100 Krankenhausern mit

Blutprodukten sicher.“"*

Von den insgesamt 9789 Patienten sind 4792 Patienten (48,95 %) weiblich und
4976 Patienten (50,83 %) mannlichen. Bei 21 Patienten (0,22 %) ist das Ge-
schlecht nicht bekannt (siehe Abbildung 12).

<000 4976 4792
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1000
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21

Madnnlich Weiblich Unbekannt
Geschlecht

Abbildung 12: Verteilung der Geschlechter

Die Altersverteilung ist in Abbildung 13 dargestellt. Die Altersgruppe 71-75 Jah-

re ist mit 1378 Patienten am haufigsten vertreten.
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Abbildung 13: Altersverteilung

3.2 Die Auswertung der Screening Untersuchung
Insgesamt wurden 9789 Patienten getestet. 2467 Patienten wurden mehrfach
untersucht (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Anzahl der Testungen
110 Patienten mit panagglutinierenden Auto-AK, Warme- oder Kalte-Auto-AK
oder Geldrollenbildung wurden ausgeschlossen. Weitere acht Patienten muss-
ten ausgeschlossen werden, da wegen mehrerer irregularer Antikorper keine

passende Testzelle zu Verfugung stand.
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In die Auswertung werden 9671 Patienten eingeschlossen. 9449 Patienten hat-
ten ausschliel3lich negative Ergebnisse im initialen AKS mit der Testzelle 7 ers-
ter oder zweiter Generation. 79 Patienten hatten im initialen Screening sowohl
positive als auch negative Ergebnisse im AKS mit Testzelle 7. Dieses Ergebnis
konnten jedoch bei allen 79 Patienten im Wiederholungsversuch mit Testzelle 7
oder einer anderen Testzelle, wenn irregulare, spezifische Allo-Antikérper ge-
gen Testzelle 7 vorhanden waren, bzw. auch im AKS mit Kontrolltestzellen nicht
bestatigt werden. 143 Patienten hatten im initialen Screening ausschlieRlich
positive Ergebnisse. Auch hier erfolgte eine Wiederholung des AKS, ggf. auch
mit der Kontrollzelle oder einer anderen Testzelle. Letztendlich konnten bei 12
Patienten Antikérper gegen S-303 pathogenreduzierte Patienten nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 15).

9789 Patienten

113 Patienten 227 Patienten mit
mit positiven ausschlieBlich

und negativen positiven
Ergebnissen Ergebnissen

9449 Patienten
mit ausschlieBlich

negativen
Ergebnissen

79 Patienten 143 Patienten mit
mit positiven ausschlieBlich
und negativen positiven
Ergebnissen Ergebnissen

79 Patienten mit 131 Patienten 12 Patienten mit
negativem Ergebnis mit negativem AK gegen PR-
Ergebnis Erythrozyten

Abbildung 15: Auswertung der Screeninguntersuchung
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Alle zwdlf Patienten mit AK gegen S-303-behandelte Erythrozytenkonzentrate

hatten ausschlieRlich positive Ergebnisse in der Screeninguntersuchung mit

Testzelle 7 (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Ergebnisse der Patienten mit Antikorpern gegen Pathogenreduzierte Erythrozytenkon-
zentrate in der Screeninguntersuchung

Patienten mit AK Anzahl Testung Anzahl positives Anzahl negatives

gegen S-303 PR Ergebnis Ergebnis
EK
1 1 1 0
2 2 2 0
3 2 2 0
4 3 3 0
5 1 1 0
6 1 1 0
7 1 1 0
8 1 1 0
9 1 1 0
10 1 1 0
11 1 1 0
12 1 1 0

3.3

ten

Pravalenz der Antikorper gegen S-303-behandelte Erythrozy-

Bei zwdlf verschiedenen Patienten-Proben von insgesamt 9671 konnte ein An-

tikdrper gegen Zellen der ersten oder zweiten Generation nachgewiesen wer-

den. Die geschatzte Wahrscheinlichkeit fur eine positive Reaktion bei einem

potentiell transfusionsbedurftigen Patienten liegt damit bei 0,12 % (95 % Kon-
fidenzintervall [0,06 %; 0,22 %]).

Tabelle 8: Beschreibung der Patientenproben, die einen Antikérper gegen Pathogenreduzierte
Erythrozytenkonzentrate haben

Probe Alter

75
85
35
85
21
76
85
31
75
76
51
87

=
RE B ooNooalswne

Einweiser
Thorax-, Herz- und Gefafchirurgie
Hamatologie, Onkologie
Notaufnahme
Eichhof-Medizinsiches Zentrum
Kreiskrankenhaus Gelnhausen
Urologie
Notaufnahme
Gynakologie/Geburtsthilfe
Krankenhaus Bad Soden
Orthopéadie
Orthopéadie
Allgemein- und Viszeralchirurgie

Immunhé@matologischer Status \

unauffallig

Anti-E, positive Reaktionen im Enzymtest ohne erkennbare Antigenspezifitat

unauffallig

positive Reaktionen im Enzymtest ohne erkennbare Antigenspezifitédt; V.a. Kélte AK
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Anti-D nach Rh-Prophylaxe
unauffallig
unauffallig
Anti-Le(a)
Anti-Fy(a)
unauféllig
unauffallig
unauffallig



Bei 11 Patienten (Proben 1 sowie 3 bis 12) konnte ein spezifischer Antikérper
gegen Acridin nachgewiesen werden. Die geschatzte Wahrscheinlichkeit fur
das Vorliegen eines Acridin-Antikorpers liegt bei 0,11% (95 % Konfidenzintervall
[0,06 %; 0,20 %]). Alle 11 Proben haben mit der Erstgenerationszelle reagiert.
Vier Proben haben zusatzlich mit der Zweitgenerationszelle reagiert. Die be-
dingte Wahrscheinlichkeit einen Anti-Acridin-Antikbrper mit der 2. Generations-
zelle zu finden wird auf 36,36 % (95 % Konfidenzintervall [10,93 %; 69,21 %]))
geschatzt, unter der Annahme, dass mit der Erstgenerationszelle alle Anti-

Acridin-AK gefunden wurden.

Bei einem Patienten (Probe 2) kam es zu einer positiven Reaktion ohne Nach-
weis eines Antikorpers gegen Acridin oder GSH. Die geschatzte Wahrschein-
lichkeit fur einen solchen Ak liegt bei 0,0001 %, (95% Konfidenzintervall

[0,0003 %; 0,0576 %]). Hier kam es nur mit der 2. Generationszelle zu einer

positiven Reaktion (siehe Abbildung 16).

Abbildung 16: Probe 2 AKS mit Testzelle 7 High, Low und Control
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3.4 Nachweis eines Antikorpers gegen S-303-behandelte Erythro-
zyten mit Erst- und Zweitgenerationszelle

Die folgende Testung der Sensitivitat beruht auf der Annahme, dass mit Erst-

und Zweitgenerationszelle alle Antikérper gegen S-303-behandelte Erythrozy-

ten gefunden werden.

Mit der 1. Generationszelle konnten elf von insgesamt zwoIf Antikrpern gegen
PR-Erythrozyten entdeckt werden. Die Sensitivitat, einen solchen AK mit der
Erstgenerationszelle zu finden, wird auf 91,67 % (95 % Konfidenzintervall
[61,52 %; 99,79 %]) geschatzt.

Mit der Zweitgenerationszelle konnten funf von insgesamt zwolIf Antikdrpern
gegen PR-Erythrozyten nachgewiesen werden. Die Sensitivitat, einen solchen
AK mit der Zweitgenerationszelle zu finden wird auf 41,67 % (95 % Konfidenzin-
tervall [15,17 %; 72,33 %]) geschatzt.

Der Cohen’s Kappa Koeffizient zeigt mit x = 0,59 eine moderate Ubereinstim-
mung zwischen Testung mit erster und zweiter Generation (95 % Konfidenzin-
tervall [56,91 %; 60,67 %]). Die Ubereinstimmung ist mit p < 0,000001 signifi-
kant.
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3.5 Charakterisierung der Antikorper gegen pathogenreduzierte
Erythrozyten

Der Titer der Anti-Acridin Antikdrper mit Testzelle 7 High reicht von 2 bis 16. Bei
Probe 4 zeigte sich z.B. ein Titer von 8 (siehe Abbildung 17). Bei Testung mit
Testzelle 7 Low zeigt sich ein Titer von 4 bis 8. Der Antikdrper unbekannter

Spezifitat weist einen Titer von 16 auf.

=

] \ \ @ ]

Abbildung 17: Probe 4, Titer mit Testzelle 7 High

. -

Bei 10 Proben handelt es sich um IgG2- oder IgG4-Antikdrper (siehe Abbildung

18). Bei einer Probe konnte ein IgM-Antikorper nachgewiesen werden. Bei einer

weiteren Probe konnte ein IgG1- oder IgG3-Antikdper nachgewiesen werden.

Abbildung 18: Nachweis eines IgG2- oder IgG4-Antikorpers bei Patientenprobe 3

Bei 37°C traten mit Zellen der ersten Generation die meisten positiven Reaktio-
nen auf. Mit Zellen der zweiten Generation kommt es bei 20°C zu den meisten

positiven Reaktionen (siehe Tabelle 9).
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Tabelle 9: Eigenschaften der Antikorper gegen S-303-behandelte Erythrozytenkonzentrate
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Bei Untersuchung der Temperaturreaktivitat ergab sich bei Probe 4 der Ver-
dacht auf das Vorliegen von Kalte-AK, da der AKS bei 4°C ein positives Ergeb-

nis mit der Kontrollzelle ergab. Durch Anwendung von RESt® der Firma Immu-

cor konnte dieser Kalte-AK neutralisiert werden (siehe Tabelle 10).

Tabelle 10: AKS Probe 4 ohne/mit RESt®, Temperaturreaktivitidt anhand der Reaktionsstarke

Temperatur
AKS mit 4°C 20°C 37°C
1. Gen. Zelle ++++ ++++ +++
ohne RESt 2. Gen. Zelle ++++ +++ +
Kont. Zelle ++++ - -
1. Gen. Zelle +/- ++
mit RESt 2. Gen. Zelle - + *nt
Kont. Zelle - -

*nt = not testes = nicht getestet

Die Dissoziation gibt Auskunft Gber die Affinitat des Antikérpers zum Antigen. Je
héher die Konzentration von S-300 bei der noch eine positive Reaktion im AKS
auftritt, desto groRer die Affinitat des Antikorpers zum Antigen der Testzelle

(siehe Tabelle 11).
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3.6 Ergebnisse mit enzymbehandelten Testzellen

Bei der Testung mit aufgetauten, deglycerolisierten in Diluent 2 aufge-
schwemmten Testzellen, welche anschlieBend mit Diluent 1 (Bromelinhaltig)
behandelt wurden, zeigten alle zehn getesteten Antikdrperhaltigen Patienten-
proben ein negatives Ergebnis im AKS (siehe Tabelle 12). Zwei Patientenpro-
ben, welche mit S-303-behandelten Testzellen der ersten Generation ein positi-
ves Ergebnis aufwiesen, hatten mit den Testzellen nach PBS Zugabe ein nega-
tives Ergebnis. Eine Patientenprobe, welche mit Testzellen der zweiten Genera-
tion ein positives Ergebnis im AKS hatte, wies nach Zugabe von PBS zu den

Testzellen ein negatives Ergebnis auf.

Tabelle 12: AKS mit aufgetauten und anschlieBend enzymbehandelten Testzellen

Probe 1. Gen. 2. Gen.

Bromelin PBS S-303 Bromelin PBS S-303
1 0 + + 0 0 0
2 *nt
3 0 + + 0 0 0
4 0 + + 0 + +
5 0 0 + 0 0 0
6 0 + + 0 0 +
7 0 + + 0 0 0
8 0 + + 0 0 0
9 0 0 + 0 + +
10 0 + + 0 0 0
11 *nt
12 0 + + 0 0 0
Gesamtzahl 0 8 10 0 2 3
+ - Aks positiv 0=AKS negativ

*nt=not tested = nicht getestet wegen zu wenig Material
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Die Testzellen erster Generation, welche wahrend der Produktion zuerst mit
S-303 pathogenreduziert und anschlie®end mit ID Diluent 1 behandelt wurden,
zeigten mit allen acht getesteten Anti-Acridin-haltigen Proben einen positiven
AKS. Mit Testzellen, welche mit PBS anstatt von Bromelin behandelten wurden,
hatten nur funf Patientenproben ein positives Ergebnis im AKS. Mit Testzellen,
welche mit S-303 pathogenreduziert, aber weder mit ID Diluent 1 noch mit PBS

behandelten wurden, fiel der AKS mit alle acht Patientenproben positiv aus.

Mit Testzellen der zweiten Generation, welche wahrend der Produktion zuerst
mit S-303 und anschlieend mit Bromelin behandelt wurden, kam es bei sechs
der acht getesteten Patientenproben zu einem positiven Ergebnis. Mit der Kon-
trollgruppe kam es nur zu einem positiven Ergebnis. Die drei Patientenproben,
welche mit Zweitgenerationszellen ohne PBS und Enzymbehandlung einen po-
sitiven AKS hatten, zeigten mit PBS behandelten Erythrozyten ein negatives

Ergebnis.
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Tabelle 13: Ergebnisse des AKS mit Bromelinbehandelten und anschlieBend pathogenreduzierten

Erythrozyten
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Mit den Testzellen der erster Generation, welche wahrend der Produktion nach
Zugabe von S-303 mit ID Diluent 1 behandelt wurden, zeigten funf der acht ge-

testeten Patientenproben ein positives Ergebnis.

Bei Testung mit der zweiten Generationszelle hatten zwei Proben, welche ohne
Bromelinbehandlung ein negatives Ergebnis hatten, einen positiven AKS. Zwei
weitere Proben, welche ohne Bromelinbehandlung ein positives Ergebnis hat-

ten, wiesen ein negatives Ergebnis auf.

Tabelle 14: AKS mit S-303 pathogenreduzierten und anschlieBend Bromelinbehandelten Testzellen

Probe 1. Gen. Zelle 2.Gen. Zelle
S-303 + Bromelin $-303 S-303 + Bromelin S-303

1 0 4 0 0

2 *nt *nt

3 + + 0 0

4 + + 0 +

5 0 + 0 0

6 0 + 0 +

7 + + 0 0

8 + + + 0

9 **nt **nt

10 *nt *nt

11 *nt *nt

12 + + + 0

+- positiver AKS 0=negativer AKS

*nt=not tested = nicht getestet wegen zu wenig Material
**nt=not tested = nicht getestet, da keine passende Testzelle vorhanden
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4 Diskussion

4.1 Pravalenz der Antikorper gegen pathogenreduzierte Erythrozy-
ten

In dieser Studie wurden 9671 potentiell transfusionsbedurftigen Patienten, un-

abhangig von der Grunderkrankung, eingeschlossen. Bei 12 Patienten wurde

ein Antikorper gegen pathogenreduzierte Erythrozytenkonzentrate gefunden.

Die geschatzte Wahrscheinlichkeit fur einen solchen Antikérper ist mit 0,12 %

(95 % Konfidenzintervall [0,06 %; 0,22 %]) gering.

Frihere Studien schlossen weniger Probanden ein. Bei 200 gesunden Blut-
spendern wurden zwei Proben gefunden, bei 186 potentiell transfusionsbedurf-
tigen Patienten drei Proben, welche AK gegen S-303-behandelte Erythrozyten-
konzentrate haben kdnnten. Eine weitere Studie schloss 200 Blutspender und
800 chronisch transfusionsbedurftige Patienten ein. Es konnten drei Proben aus
dem Patientenkollektiv mit Antikbrpern gegen pathogenreduzierte Erythrozyten

gefunden werden. 48284

4.2 Spezifitat der Antikorper gegen S-303-behandelte Erythrozyten
Bei elf von zwoIf Patienten konnten die Antikdrper gegen pathogenreduzierte
Erythrozyten als Acridin-spezifische Antikdrper identifiziert werden. Bei einem
Patienten ist die Spezifitat des Antikdrpers unbekannt. Tests konnten zeigen,
dass sich der Antikérper nur gegen die zweite Generation der S-303-
behandelten Erythrozyten richtet, aber nicht spezifisch flr Acridin oder GSH ist.
Dieser Antikorper ohne Spezifitdt muss mit einem Antigen reagieren, welches
im Rahmen der Pathogenreduktion mit dem Zweitgenerationsverfahren ent-
standen ist. Der AKS mit Testzellen der ersten Generation und mit Erythrozyten

ohne S-303-Behandlung ist negativ.

Bekannt ist, dass S-303 nicht nur die Nukleinsduren der DNA angreift, sondern
auch mit anderen Nukleophilen z.B. mit Proteinen auf der Oberflache der Eryth-
rozyten reagiert. Eine Folge ist die Bindung von Acridin auf der Oberflache der

roten Blutkdrperchen. ™

Es konnte sich um unspezifische Reaktion von S-303 mit Oberflachenmerkma-

len der Erythrozyten handeln. Da der AKS mit der Erstgenerationszelle negativ
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ist, ist es unwahrscheinlich, dass das Antigen durch eine unspezifische Reakti-
on von S-303 mit Oberflachenmolekulen hervorgerufen wurde. Im Zweitgenera-
tionsverfahren wurde die Konzentration von GSH erhdht, um die unspezifischen
Reaktionen von S-303 zu reduzieren. Eine Neutralisation mit GSH zeigte sich
jedoch ebenfalls negativ, sodass die Antikorper nicht spezifisch gegen GSH

gerichtet sind.

Die geschatzte Wahrscheinlichkeit einen solchen Antikorper gegen die Zweit-
generationszelle zu haben ist mit 0,0001 %, (95% Konfidenzintervall [0,0003 %;
0,0576 %])) sehr gering.

Es handelt es sich um einen IgG-Antikdrper der Subklasse 2 oder 4. Das Risiko

fir eine Hamolyse ist somit als gering einzuschatzen.? 34337

4.3 Klinische Bedeutung der Antikorper gegen pathogenreduzierte
Erythrozyten
Bei den hier nachgewiesen Antikdrpern gegen Acridin handelt es sich Uberwie-
gend um niedrigtitrige IgG-Antikdrper der Subklasse 2 oder 4. Es kann vermutet
werden, dass eine geringe klinische Relevanz dieser naturlich praformierten AK
gegen S-303-behandelte Erythrozytenkonzentrate vorliegt. Das Temperaturop-
timum liegt bei 37°C mit der Erstgenerationszelle. Der maximale Titer betragt
16. Die klinische Relevanz der Antikdrper ist typischerweise umso grolder, je
héher der Antikdrpermenge und damit auch der Titer ist. Bei zehn von zwolf
Patienten konnten IgG-Antikorper der Subklasse 2 oder 4 nachgewiesen wer-
den. 1lgG4-Antikorper sind klinisch nicht relevant, da sie keine Hamolyse ausl|6-
sen konnen. IlgG2-Antikdrper kdnnen das Komplementsystem schwach aktivie-
ren und daruber eine intravasale Hamolyse ausldosen. Bei einem Patienten
konnte ein IgM-Antikorper, bei einem weiteren Patienten ein IgG1- oder IgG3-
Antikorper nachgewiesen werden. Beide sind in der Lage, den Abbau von
Erythrozyten zu aktivieren. Ein monocyte monolayer RBC phagocytic assay
konnte noch weitere Hinweise fir die Klinische Relevanz dieser Antikorper er-
geben. Wegen Materialmangel konnte die Untersuchung in dieser Arbeit nicht

durchgefiihrt werden. 23436:37:115

Die Dissoziation gibt Auskunft Uber die Affinitat des Antikorpers zum Antigen.

Der Antikorper wird an das Antigen auf der Testzelle gebunden. Im Anschluss
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wird versucht, die Antikérper vom Antigen auf der Testzelle zu 16sen, indem der
Antikorper mit S-300 eine Bindung eingeht anstatt mit dem Antigen auf der
Testzelle. Je hoher die Konzentration von S-300, bei der noch gerade eine posi-
tive Reaktion im AKS auftritt, desto groRer die Affinitat des Antikdrpers zum An-
tigen der Testzelle. Es stand eine maximale 6 mM osmolare Lésung von S-300
zur Verfugung. Eine Probe zeigte auch mit der 6 mM noch eine positive Reakti-
on. Alle weiteren Proben variierten zwischen einer 0,6-0,0006 osmolaren Lo-
sung. Daraus lasst sich schlielen, dass die Affinitdt des Antikdrpers unter-

schiedlich sein kann.

4.4 Die Testerythrozyten

Die Testerythrozyten der ersten und zweiten Generation sowie die Kontrolltest-
zellen wurden in dieser Studie mit Glycerin vermischt und anschliel3end bei
-80°C gefroren aufbewahrt. Zur Testung wurden die Zellen aufgetaut und
deglycerolisiert. In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass die Blut-
gruppenantigene durch den Pathogenreduktionsprozess sowie auch die Lage-

rung bei -80°C nicht beeinflusst werden. '

Um sicher zu stellen, dass die Bindung von Acridin auf der Zelloberflache der
Testzellen durch Aufbewahrung bei -80°C stabil bleibt, erfolgte bei jedem
Screeningdurchgang eine positive Kontrolle mit einem Monoklonalen Anti-
Acridin-Antikérper. Eine positive Reaktion im AKS mit Testzellen und dem mo-
noklonalen Anti-Acridin-AK bestatigt die Bindung von Acridin auf den Testeryth-

rozyten.

In friheren Studien wurden die Testzellen der ersten und zweiten Generation
sowie die Kontrolltestzellen im letzten Herstellungsschritt mit SAG-M vermischt
und dann fiir 5 Tage 4°C aufbewahrt. '’

Nach unveroffentlichten Daten von Cerus, ist die Bindung von S-303 auf der

Zelloberflache nicht stabil, wenn die Erythrozyten bei 4°C aufbewahrt werden.

4.5 Das Testverfahren
Alle Proben wurden mit der Testzelle 7 der ersten und der zweiten Generation
getestet. Initial positive Proben werden mit dieser Testzelle erster und zweiter

Generation sowie mit Kontrollzellen im doppelten Ansatz manuell nachunter-
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sucht. Bei Patienten mit irregularen Antikdrpern gegen Oberflachenantigene der
Testzellen wird eine Testzelle ausgesucht, welche dieses Antigen nicht aufweist
und der AKS wiederholt. Patienten mit panagglutinierenden Antikorpern, Kalte-
AK oder Geldrollenbildung werden von weiteren Untersuchungen ausgeschlos-
sen. Wenn der Verdacht auf einen Antikdrper gegen pathogenreduzierte Eryth-
rozytenkonzentrate besteht, wird die Spezifitat geklart. Hier wird eine Neutrali-
sation mit S-300 und/oder GSH durchgefuhrt.

Das Testverfahren friherer Studien wich von dem Verfahren in dieser For-
schungsarbeit ab. In vorausgegangen Studien wurde mit drei Zellen getestet.
Mit allen dieser drei Zellen wurden Testzellen der ersten Generation und der
zweiten Generation sowie Kontrollzellen hergestellt. Ein Antikérper gegen
S-303-behandelte Erythrozytenkonzentrate wurde nachgewiesen, wenn mit alle
drei verschiedenen Testzellen erster oder zweiter Generation ein positiven AKS
und mit den Kontrollzellen einen negativen AKS vorlag. Die Spezifitat wurde

nicht immer untersucht. 48284

Im Vergleich zu vorherigen Arbeiten wurde in dem vorliegenden Forschungs-
vorhaben ein deutlich groReres Patientenkollektiv untersucht. Das Screening
erfolgte nur mit einer Testzelle der ersten und zweiten Generation. Ein Scree-
ning mit insgesamt neun Testzellen, wie in fruheren Studien, ist hier wegen des
grol3en Patientenkollektives unverhaltnismalig aufwendig. In diese Studie wur-
den Proben, welche im initialen Screening ein positives Ergebnis haben, nach-
untersucht. Stellte sich im Screening mit Erst- und Zweitgenerationszelle der
Verdacht auf einen Antikorper gegen pathogenreduzierte Erythrozyten, wurde
der Versuch mit Erst- und Zweitgenerationszellen und Kontrollzellen im doppel-
ten Ansatz wiederholt und die Spezifitat des Antikérpers untersucht. Bei Patien-
ten, welche irregulare Antikorper gegen Blutgruppenmerkmale haben, wurde im

Wiederholungsansatz eine Antigennegative Testzelle ausgesucht.

Mit der Gelkartentechnik wurde eine Methode verwendet, welche auch in tagli-
chen Routineuntersuchungen eingesetzt wird und bezuglich der Empfindlichkeit
den Mindeststandard erflllt. Die Rate falsch negativer Patientenproben beim
Screening mit nur einer Testzelle sollte somit gering sein. Zudem ist eine Tes-

tung auf einen spezifischen Antikorper mit mehreren Testzellen fur den Alltag,
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die die Untersuchung vieler Patientenproben erfordern wirde, weniger geeig-

net. &

In der Immunhamatologie gilt grundsatzlich, dass Erythrozyten mit einer hohe-
ren Antigendichte eine hohere Sensitivitat in der Detektion des entsprechenden
Antikorpers haben. Patienten konnen niedrigtitrige Antikorper gegen ein Blut-
gruppenantigen besitzen. Bei Antigen-Kontakt im Rahmen einer Transfusion
konnen niedrigtitrige Antikorper geboostert werden und dadurch eine Hamolyse
einleiten. Niedrigtitrige Antikdrper konnen besser mit einer Testzelle mit hoher
Dichte des entsprechenden Antigens entdeckt werden. Die Wahrscheinlichkeit,

dass ein Antikérper auf sein Antigen trifft wird dadurch erhoht.'8%7

In dieser Studie wurden zwdlf Patientenproben mit Antikbrpern gegen patho-
genreduzierte Erythrozyten gefunden. Alle Proben der zwdlf Patienten hatten
immer ein positives Ergebnis im AKS der Screeninguntersuchung (siehe Seite
53). Dies spricht fur eine hohe Sensitivitat dieses Testverfahrens. Mit der Erst-
generationszelle konnten elf der zwdlf Antikérper und alle Antikérper gegen
Acridin gefunden werden. Mit der Zweitgenerationszelle konnten funf Anti-
Acridin-AK und ein Antikdrper unklarer Spezifitat gegen pathogenreduzierte
Erythrozytenkonzentrate der zweiten Generation gefunden werden. Das Scree-
ning mit der Erstgenerationszelle ist sensitiver fur einen Anti-Acridin-AK. Als
Ursache daflr kommt am ehesten die hdhere Antigendichte im Vergleich zur
Zweitgenerationszelle in Betracht. Bei einem Patienten konnte ein Antikorper
unbekannter Spezifitat nachgewiesen werden, welcher jedoch nur eine positive
Reaktion mit der Zweitgenerationszelle ausloste. Der AKS vor einer moglichen
Transfusion sollte mit der Erstgenerationszelle und der Zweitgenerationszelle
erfolgen, auch wenn nur Erythrozytenkonzentrate transfundiert werden, welche
nach dem Zweitgenerationsverfahren pathogenreduziert wurden. Die Erstgene-
rationszelle weist, wegen der hoheren Antigendichte, eine hohere Sensitivitat in
der Detektion von Anti-Acridin-Antikorpern auf. Mit der Erstgenerationszelle
konnen deshalb auch niedrigtitrige Antikorper entdeckt werden, welche mit der
Zweitgenerationszelle eventuell nicht nachweisbar sind. Wenn mit der Erstge-
nerationszelle Anti-Acridin-AK nachgewiesen werden, mit der Zweitgenerati-
onszelle jedoch nicht, sollten trotzdem keine S-303-behandelten Erythrozyten-

konzentrate transfundiert werden. Bei Antigen-Kontakt kdnnen niedrigtitrige An-
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tikdrper geboostert werden und dadurch eine Hamolyse einleiten. Durch Tes-
tung mit der Erstgenerationszelle kann die Nachweisgrenze der Anti-Acridin-
Antikorper gesenkt werden. Trotzdem sollte bedacht werden, dass auch mit der
Erstgenerationszelle sehr niedrigtitrige Antikorper unterhalb der Nachweisgren-
ze liegen konnen. Eine geringe Anzahl falsch negativer Ergebnisse kann nicht

ausgeschlossen werden.

Proben von Patienten mit panagglutinierenden Antikorpern, Kalteagglutininen
oder Geldrollenbildung wurden in dieser Studie nicht weiter untersucht. Eine
Agglutination kann nicht eindeutig auf eine Antigen-Antikorper-Reaktion mit An-
tikorpern gegen PR-EKs interpretiert werden. Die Agglutination kann auch
durch panagglutinierende AK, Auto-AK oder Geldrollenbildung ausgelost wer-
den. Um zusatzliche Antikorper auszuschlielen, stehen mehre Methoden zur
Verfugung. Das Standardvorgehen ist, Methoden zu benutzen, die durch Auto-
AK weniger gestort werden. Darlber hinaus existieren Adsorptionsverfahren flr
panagglutinierende AK. Kalteagglutinine z.B. konnen mit Kaninchenerythrozy-
tenstroma (RESt®) absorbiert werden (siehe Kapitel 462.2.7.5 Kalteagglutinine,
Seite 46). Diese Methoden sind sehr zeitintensiv, da die Absorption haufig
mehrmals wiederholt werden muss. Das Verfahren wird daher auch nicht in al-

len immunhamatologischen Laboren angewendet. 88:99:102111.112

In der vorliegenden Forschungsarbeit, welche das Screening einer gro3en Ko-
horte beinhaltet, wurde daher auf Absorptionsverfahren verzichtet und Patien-
ten mit Auto-AK von der Studie ausgeschlossen. Vor Transfusion von S-303-
behandelten Erythrozytenkonzentraten stehen aber entsprechende Methoden
zur Verfugung, um das Vorliegen eines durch Auto-AK maskierten Antikdrpers

gegen pathogenreduzierte Erythrozyten zu untersuchen.
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4.6 Statistische Auswertung zur Testung mit Erst- und Zweitgene-
rationszelle
Die Sensitivitat, Antikdrper gegen S-303-behandelte Erythrozyten mit der Erst-
generationszelle zu finden, ist hdher als mit der Zweitgenerationszelle. Die
Sensitivitat wird mit der ersten Generationszelle auf 91,67 % (95 % Konfiden-
zintervall [61,52 %; 99,79 %]) und mit der 2. Generationszelle auf 41,67 % (95
% Konfidenzintervall [15,17 %; 72,33 %)]) geschatzt. Wegen der geringen Fall-
zahlen ist die Lange des Konfidenzintervalls sehr grof3. Der Cohen’s Kappa Ko-
effizient zeigt mit x = 0,59 eine moderate Ubereinstimmung zwischen Testung
mit erster und zweiter Generation (95 % Konfidenzintervall [56,91 %; 60,67 %])

(p< 0,000001).

Um sicher zu gehen, dass moglichst viele Antikérper gegen S-303-behandelte
Erythrozyten gefunden werden, sollte immer eine Testung mit Erst- und Zweit-
generationszelle erfolgen. Aus dem experimentellen Teil der Arbeit ist erkenn-
bar, dass ein Anti-Acridin-AK am besten mit der Erstgenerationszelle gefunden
wird. Alle elf Proben mit Anti-Acridin-AK haben mit der Erstgenerationszelle re-
agiert, aber nur vier Proben zeigten zusatzlich mit der Zweitgenerationszelle ein
positives Ergebnis. Ein Patient (Probe zwei) zeigte eine positive Reaktion ohne
Nachweis eines Antikorpers gegen Acridin oder GSH. Hier kam es nur mit der

Zweitgenerationszelle zu einer positiven Reaktion.

4.7 Ursache der Antikorper gegen pathogenreduzierte Erythrozy-
ten

In klinischen Phase-lll-Studien mit akut und chronisch transfusionsbedurftigen
Patienten konnten Antikdrper gegen S-303-behandelte Erythrozytenkonzentrate
bei Patienten, welche kein S-303-behandelten Erythrozytenkonzentrate erhiel-
ten, und bei Patienten, nach der Transfusion S-303-behandelter Erythrozyten-
konzentrate nachgewiesen werden. Daraus lasst sich schliefen, dass es natur-
lich praformierte und immun-induzierte Antikorper gegen S-303-behandelte

Erythrozytenkonzentrate gibt.' 787

Diese Arbeit bezieht sich auf natlrlich praformierte Antikorper. Die Patienten,
die in diese Studie eingeschlossen wurden, haben zuvor keine S-303 pathogen-

reduzierten Erythrozytenkonzentrate erhalten.
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Naturlich praformierte Antikdrper sind in der Regel polyspezifische kaltereaktive

IgM-Antikdrper, seltener auch 1gG- oder IgA-Antikdrper. '’

In der vorliegenden Forschungsstudie wurden uUberwiegend IgG-Antikorper,
spezifisch gegen Acridin, nachgewiesen. Es konnte es sich auch um Kreuzreak-
tionen mit AntikGrpern gegen strukturell ahnliche Antigene handeln oder die Pa-

tienten hatten zuvor Kontakt mit anderen Acridin haltigen Produkten.

Immun-induzierte Antikdrper werden erst im Rahmen einer Transfusion von
S-303-behandelten Erythrozytenkonzentraten gebildet. Diese Antikorper losten
bei den Patienten der klinischen Phase IIl Studie mit Testzellen der ersten Ge-
neration keine Hamolyse aus. Das Auftreten und die Bedeutung solcher immun-
induzierter Antikdrper muss noch genauer untersucht werden. Eine Phase Il
Studie mit pathogenreduzierten Erythrozyten der zweiten Generation, welche
51 kardiochirurgischen Patienten einschloss, zeigte, dass bis 90 Tage nach
Transfusion keine Acridin spezifischen Antikorper gebildet wurden. Diese Arbeit
bestatigt, dass bei reduzierter Antigendichte das Immunisierungsrisiko sinkt.
Grolkere klinische Phase Il Studien mit S-303 pathogenreduzierten Erythrozy-

tenkonzentraten der zweiten Generation kénnen nun geplant werden. 4780

4.8 Enzymbehandlung der Testzellen mit Bromelin
Bromelin ist eine Cystein-Endopeptidase. Mit einer Enzymbehandlung werden

Polypeptidketten auf der Oberflache der Erythrozyten verandert. '3

Mit der Enzymbehandlung der S-303-behandelten Testzellen wurde untersucht,
wie sich die Oberflache dieser Erythrozyten durch eine Behandlung mit Brome-
lin verandert und welche Auswirkungen es auf die Exprimierung von Acridin auf
der Zelloberflache hat.

Der Antikorpersuchtest wurde mit Anti-Acridin-AK-haltigen Patientenproben und
enzymbehandelten Testzellen durchgefuhrt. Ein erster Versuch ist die Enzym-
behandlung aufgetauter deglycerolisierter Testzellen. Der AKS mit diesen Test-
zellen ist mit allen zehn getesteten Anti-Acridin-haltigen Proben negativ. Man
kann vermuten, dass die Oberflache der Erythrozyten durch Enzymbehandlung
so verandert wurde, dass der Anti-Acridin Antikorper nicht mehr an sein Antigen

binden konnte.

71



Nach Zugabe von PBS zeigten drei Patientenproben, welche zuvor ein positives
Ergebnis hatten, ein negativen AKS. Dies kann durch den Verdlinnungseffekt

erklart werden.

Weitere Versuche wurden mit Testzellen durchgefuhrt, welche wahrend der

Herstellung mit Bromelin behandelt wurden.

Testzellen der ersten Generation welche vor Zugabe von S-303 mit Bromelin
behandelten wurden, zeigten mit allen acht Anti-Acridin Proben einen positiven
AKS. Allerdings kam es in der Kontrollgruppe (PBS statt Bromelin) nur mit finf
Anti-Acridin Proben zu einem positiven AKS. Mit Testzellen erster Generation
ohne Bromelin oder PBS Behandlung kam es mit allen acht Proben zu einem

positiven AKS.

Mit diesen enzymbehandelten Testzellen der zweiten Generation zeigten sechs
Proben einen positiven AKS, wahrend in der Kontrollgruppe (PBS statt Brome-
lin) nur mit einer Probe eine positiver AKS ausgel6st wurde. Mit Testzellen der
zweiten Generation ohne Bromelin oder PBS Behandlung kam es mit drei der
acht Proben, zu einem positiven AKS. Alle drei Proben zeigten mit PBS ein ne-
gatives Ergebnis. Drei Proben, welche mit Testzellen ohne Bromelin/PBS Be-
handlung ein negatives Ergebnis aufwiesen, verzeichneten ein positives Ergeb-

nis bei Verwendung von Bromelin behandelten Testzellen.

Insgesamt bleiben noch zahlreiche Fragen offen. Warum gibt es unterschiedli-
che Ergebnisse beim AKS mit PBS behandelten Testzellen und Testzellen ohne
Bromelin/PBS? Sind PBS behandelte Testzellen als Kontrollgruppe zum Ver-
gleich mit Bromelin behandelten Testzellen geeignet? Besteht eine Mdglichkeit,
dass auch PBS die Oberflache der Erythrozyten verandert oder liegt eventuell

ein Fehler im Herstellungsprozess vor?

Bei Testzellen der ersten Generation, welche nach Zugabe von S-303 mit
Bromelin behandelt wurden, kam es mit funf Anti-Acridin haltigen Patientenpro-
ben zu einem positiven AKS. Mit Testzellen der ersten Generation ohne Brome-
lin und ohne PBS Behandlung reagierten alle acht Proben mit einem positiven
AKS. Mit enzymbehandelten Testzellen der zweiten Generation zeigten zwei

Proben einen negativen AKS, welche mit Testzellen ohne Bromelin/PBS einen
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positiven AKS hatten. Allerdings hatten auch zwei weitere Proben einen positi-
ven AKS, welche mit Testzellen ohne Bromelin/PBS einen negativen AKS auf-

wiesen.

Auch hier bleiben noch viele Fragen unbeantwortet: Kann man an der Vermu-
tung festhalten, dass durch eine anschlielfende Enzymbehandlung mit Bromelin
die Exprimierung von Acridin auf den S-303-behandelten Erythrozyten reduziert
wird? Warum reagieren mit S-303 pathogenreduzierten und anschliel3end
Bromelinbehandelten Testzellen 2. Generation zwei Patientenproben, welche

zuvor nicht reagiert haben?

Insgesamt lasst sich anhand dieser Testergebnisse kein genauer Zusammen-
hang zwischen Bromelin-behandelten Testzellen und der Bindung von Acridin
auf den Testzellen erschlieRen. Die Kontrollgruppe mit PBS behandelten Test-
zellen ist zur Auswertung nicht geeignet, da die Ergebnisse des AKS im Ver-
gleich mit Testzellen ohne Bromelin/PBS Behandlung stark variieren. Mit pa-
thogenreduzierten und zuvor wie auch mit anschliefend Bromelin behandelten
Zweitgenerationstestzellen zeigte sich mit einigen Patientenproben eine Zu-
nahme der Reaktivitdt mit anderen Patientenproben eine Abnahme der Reakti-
vitat im AKS. Mit pathogenreduzierten und anschlielend Bromelin behandelten
Testzellen erster Generation zeigte sich jedoch bei drei Patientenproben ein
negativer AKS, mit Testzellen ohne Bromelin-Behandlung jedoch ein positives
Ergebnis. Allerdings lasst sich auch hier weiterhin nur vermuten, ob man diese
verminderte Reaktivitat auf eine verminderte Acridin-Bindung wegen der En-

zymbehandlung zuruckfuhren kann.

Zudem konnen S-303-behandelte Erythrozytenkonzentrate, welche anschlie-

Rend mit Bromelin behandelt werden, aktuell noch nicht transfundiert werden.

4.9 Sonstiges
In dieser Forschungsarbeit wurden ausschliel3lich Restproben verwertet. Da bei
einigen Patientenproben nur wenig Restmaterial zur Verfugung stand, konnten

nicht alle Versuche durchgefuhrt werden.

Es wurden elf verschiedene Testzellen hergestellt, um Testzellen mit unter-

schiedlichen Blutgruppenmerkmalen zur Verfigung zu haben. Die Screening-
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Untersuchung wurde mit Testzelle sieben durchgefiihrt. Alle weiteren Analysen

wurden mit unterschiedlichen Testzellen durchgefuhrt.

4.10 Schlussfolgerung

Naturlich praformierte Antikbper gegen S-303-behandelte Erythrozytenkonzent-
rate sind selten. Die Testung auf Antikérper gegen S-303-behandelte Erythrozy-
tenkonzentrate sollte mit der Erst- und Zweitgenerationszelle erfolgen, auch
wenn ausschliel3lich Erythrozytenkonzentrate transfundiert werden, welche mit
nach dem Zweitgenerationsverfahren hergestellt wurden. Auf der Oberflache
der Erstgenerationszelle ist mehr Acridin gebunden. Die Sensitivitat fir den
Nachweis eines Anti-Acridin-AK ist mit der Erstgenerationszelle hoher als mit
der Zweitgenerationszelle. Mit Zweitgenerationszelle sollte erganzend getestet
werden, da Antikorper unbekannter Spezifitdt nachgewiesen wurden, welche
ausschlieRlich mit der Zweitgenerationszelle reagieren. Eine Transfusion von
pathogenreduzierten Erythrozytenkonzentraten sollte grundsatzlich nur erfol-
gen, wenn mit beiden Testzellen kein Antikorper gegen S-303-behandelte

Erythrozytenkonzentrate nachgewiesen werden konnte.

In dieser Arbeit konnten bei zwoIf Patienten ein Anti-Acridin-Antikdrper nachge-
wiesen werden. Es handelt sich GUberwiegend um niedrigtitrige 1gG-Antikorper
vom Subtyp 2 oder 4. Ich vermute daher eine geringe klinische Relevanz von
naturlich praformierten Antikérpern gegen S-303-behandelte Erythrozytenkon-

zentrate.

In klinische Studien mit S-303-behandelten Erythrozytenkonzentraten sollten
Patienten mit natirlich praformierten Antikorpern gegen S-303-behandelte
Erythrozyten ausgeschlossen werden. Zudem ware es sehr hilfreich, die Anti-

korper hinsichtlich ihrer klinischen Bedeutung weiter zu charakterisieren.

FiUr den Fall, dass es zur Anwendung von S-303-behandelten Erythrozytenkon-
zentraten als Standardpraparat im Alltag kommt, ist es ratsam, Patienten mit
einem Antikorper gegen S-303-behandelte Erythrozytenkonzentrate moglichst
mit konventionellen Erythrozytenkonzentraten zu versorgen. Stehen keine kon-
ventionellen Erythrozytenkonzentrate zur Verfugung, sollte das am wenigsten
inkompatible Erythrozytenkonzentrat transfundiert werden, sofern die Antikérper

keine klinische Bedeutung haben. Ein Verfahren um die Acridin Komponente
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auf den roten Blutkérperchen zu entfernen, z.B. durch Enzymbehandlung, kénn-

te in Zukunft noch entwickelt werden.
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3 Zusammenfassung

Mit S-303 pathogenreduzierten Erythrozytenkonzentraten konnen sowohl infek-
tidse also auch nicht-infektidse Risiken einer Transfusionen madglicherweise
weiter reduziert werden. Frihere Studien mussten abgebrochen werden, da
Antikorper gegen S-303-behandelte Erythrozyten festgestellt wurden. S-303
reagiert als unerwunschten Nebeneffekt auch mit Oberflachenmolekllen der
roten Blutkdrperchen. Dabei wird die Acridin-Komponente von S-303 auf der
Oberflache der roten Blutkdrperchen gebunden. Gegen diese Acridin-
Komponente konnen nach Transfusion von pathogenreduzierten EK immunin-
duzierte AK gebildet werden. Es existieren aber auch naturlich praformierte AK
gegen S-303-behandelte Erythrozytenkonzentrate. Das Verfahren wurde modi-
fiziert, indem der Anteil von GSH erhoht wurde. Dadurch wird vermehrt S-303
im Extrazellularraum abgefangen und weniger Acridin auf der Oberflache der

Erythrozyten gebunden.

In dieser Studie wurden 9671 potentiell transfusionsbedurftigen Patienten auf
einen naturlich praformierten Antikorper gegen S-303-behandelte Erythrozyten-
konzentrate untersucht. Diese Patienten hatten zuvor noch keine S-303-
behandelten Erythrozytenkonzentrate erhalten. Es wurden Testzellen von Blut-
spendern der Blutgruppe 0 hergestellt. Aus jedem EK wurden drei unterschied-
liche Testzellen hergestellt (Erstgenerationszellen, Zweitgenerationszellen,
Kontrollzellen). Das Screening erfolgte mittels IAT in Gelkartentechnik mit einer
Testzelle der ersten und zweiten Generation. Die Antikorper wurden weiter cha-
rakterisiert bezuglich Spezifitat, Titer, Antikorperklasse und —subklasse, Affinitat

und Temperaturreaktivitat.

Bei zwdlf Patienten konnte ein AK gegen S-303 pathogenreduzierte Erythrozy-
tenkonzentrate nachgewiesen werden und somit konnte gezeigt werden, dass
die Pravalenz eines solchen Antikorpers gering ist. Bei elf Patienten handelt es
sich um einen Anti-Acridin-AK. Alle elf Patienten hatten immer einen positiven
AKS mit der Erstgenerationszelle, jedoch nicht mit der Zweitgenerationszelle.
Die Sensitivitat, einen AK gegen Acridin mit der Erstgenerationszelle zu finden,
ist hoher als mit der Zweitgenerationszelle. Die Erstgenerationszelle hat auf
ihrer Oberflache mehr Acridin gebunden als die Zweitgenerationszelle. Bei ei-
nem Patienten konnte ein AK unbekannter Spezifitat nachgewiesen werden,
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welcher jedoch ausschlie3lich mit der Zweitgenerationszelle reagierte. Vor einer
maoglichen Transfusion von S-303 pathogenreduzierten Erythrozytenkonzentra-
ten wird empfohlen immer eine Testung auf Antikdrper gegen Testzellen der
ersten und der zweiten Generation durchzufihren. Eine Transfusion sollte
grundsatzlich nur erfolgen, wenn weder ein AK gegen die Erstgenerationszelle
noch gegen die Zweitgenerationszelle nachgewiesen wurde. Insgesamt handelt
es sich Uberwiegend um niedrigtitrige 1IgG-AK der Subklasse 2 oder 4. Es lasst
sich daher vermuten, dass naturlich praformierten AK gegen S-303-behandelte

Erythrozytenkonzentrate nur eine geringe klinische Relevanz haben.

Eine klinischen Studie mit 51 kardiochirurgischen Patienten zeigte, dass nach
Transfusion von pathogenreduzierten Erythrozytenkonzentraten der zweiten
Generation keine immuninduzierten Antikorper gebildet wurden. Somit ist davon
auszugehen, dass die Zweitgenerationszelle wegen der geringen Expression
von Acridin auf der Zelloberflache weniger immunogen ist als die Erstgenerati-
onszelle. Klinische Studien mit einer groReren Anzahl an Patienten kdnnen nun

grundsatzlich geplant werden.

Generell sollten Patienten mit naturlich praformierten Antikdrpern gegen S-303-
behandelte Erythrozytenkonzentrate keine pathogenreduzierten Erythrozyten-
konzentrate erhalten. Patienten, welche nach Transfusion von S-303-
behandelten Erythrozytenkonzentraten AK gegen die pathogenreduzierten
Erythrozyten gebildet haben, sollten regelmalig nachuntersucht werden, um

eine Hamolyse fruhzeitig zu entdecken.
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3.1  Summary

Pathogen reduction of blood products offers the possibility to reduce transfusion
transmitted infectious risks. The pathogen reduction system for red blood cells
uses S-303 and GSH. In previous clinical studies a small proportion of patients
developed antibodies against cell-bound acridine adducts. S-303 may react with
surface membrane proteins of red blood cells’ resulting in cell-bound acridine
adducts. Due to an immune response after transfusion of S-303-treated RBC
antibodies might be formed against acridine. Immunreactivity may also be in-
duced by naturally occurring antibodies to S-303-treated RBC. In order to re-
duce immune reactivity a second generation pathogen reduction process was
developed. The amount a GSH was increased. GSH quenches extracellular

reactions of S-303 and the amount of cell-bound acridine is reduced.

In this study 9671 Patients potentially in need of a blood transfusion were tested
against naturally occurring antibodies to S-303 treated RBC. These Patients did
not receive any S-303-treated red blood cells before testing. Cell panels were
prepared from group 0 units. Three different test cells were prepared from each
unit (first generation process, second generation process, untreated control
cells). Patient samples were screened against first and second generation
S-303-treated RBC'’s. This serological screening was performed by IAT in a gel
card. Clinical significance was estimated by testing the antibody specificity, an-

tibody titer, antibody type and subtype, antibody affinity and thermal amplitude.

Twelve patient samples out of 9671 demonstrated pre-existing reactivity to
S-303-treated RBSs implying that the incidence of naturally occurring antibodies
to S-303-treated RBCs is low. Eleven out of twelve patients demonstrated anti-
bodies formed against acridine. All samples containing an anti-acridine antibody
demonstrated a positive responsive with the first generation of S-303-treated
RBC, but not with the second generation. Compared with the second generation
of S-303-treated RBC, the first generation test cell is more sensitive in identify-
ing an anti-acridine antibody due to a higher amount of RBC bound acridine.
One patient demonstrated only reactivity to second generation S-303-treated
RBCs. Specificity of this antibody has not been able to be identified. This anti-
body is not formed against acridine or GSH. In case of a possible transfusion of

S-303-treated RBC an IAT should be performed with first and second genera-
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tion pathogen reduced RBC. In general blood transfusion should only be given if
there are no antibodies against first and second generation S-303-treated RBC
identified. In total there were mainly warm-reactive low-titer IlgG2 or 1gG4 anti-
bodies detected. It can be presumed, that naturally occurring antibodies to
S-303 treated RBC may have a low risk for antibody-mediated red cell destruc-

tion and therefore a low clinical significance.

A clinical trial including 51 patients undergoing cardiac surgeries demonstrated
no reactivity with S-303 treated RBCs after transfusion of second generation
pathogenreduced erythrocytes. It is to be expected that second generation
S-303-treated RBCs are less immunogenic than first generations cells because
of the minimized amount of RBC-bound acridine. Larger clinical trials may be

planed now.

Patient with naturally occurring antibodies to S-303-treated RBCs should not
receive pathogenreduced red blood components in general. Patients developing
antibodies to S-303-treated RBCs after transfusion should be examined for

signs a hemolysis.
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5 Anhang

5.1 Weitere Methoden

5.1.1 Die Herstellung von Testzellen mit unterschiedlicher GSH-
Konzentration

Die Herstellung von Testzellen unterschiedlicher GSH Konzentration soll weite-
re Informationen Uber die Spezifitdt des Antikorpers gegen S-303 pathogenre-
duzierte Erythrozytenkonzentrate geben, denn mit zunehmender GSH Konzent-
ration nimmt die Acridin-Antigendichte ab und die GSH-Dichte auf der Zellober-
flache vermutlich zu. Je nach Antikorper wird sich eine unterschiedlich starke

positive Reaktion zeigen.

Die Herstellung dieser Testzellen erfolgt mit der gleichen Konzentration an S-

303 und unterschiedlichen Konzentrationen von GSH.

S-303 in mM GSH in mM
0
2 Zellen der Ersten Generation
5

0,2 10
20 Zellen der Zweiten Generation
30
40

5.1.2 Saureelution
Eine Saureelution wird durchgefuhrt, um zu untersuchen, ob der an das Antigen
gebundenen Antikorper von der Oberflache der Testzellen durch Saure eluier-

bar ist. '8

Um den Antikoérper an das Antigen auf der Oberflache der Testzellen zu binden,
werden 500 ul aufgetaute, deglycerolisierte, S-303-behandelte Erythrozyten mit
500 pl Plasma 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschliel3end werden die Testzel-
len viermal gewaschen. Als erstes mit kalten 0,9%igen NaCl-Losung, im An-
schluss dreimal mit einer Waschlosung. Auch hier wird die letzte Waschlosung
aufgehoben und ein Antikérpersuchtest damit durchgefuhrt, um nachzuweisen,
dass zwischen den Testzellen keine freien Antikdrper mehr enthalten sind.

Nach dem Waschen wird mit den Testzellen ein direkter Antihumanglobulintest

88



(DAT) durchgefuhrt. Hierzu werden 10ml Erythrozyten mit modifiziertem LISS
zu einer 0,8%igen Aufschwemmung verdunnt. Ist der DAT positiv, haben die
Antikorper an das Antigen auf den Testzellen gebunden. Fallt der DAT negativ
aus, ist der Antikorper nicht an das Antigen auf den Testzellen gebunden und
die Erythrozyten mussen erneut mit Plasma inkubiert werden bis der DAT posi-
tiv ausfallt. Die Erythrozyten, mit gebundenen Antikérpern, werden nun im Ver-
haltnis 1:1 mit Sdure vermischt und 1min bei 5000 rpm zentrifugiert. Der Uber-
stand wird aufgehoben. Zu diesem Uberstand wird eine Pufferldsung getropft
bis ein Blauer Farbumschlag erfolgt. Diese Losung wird 3 Minuten bei 5000 rpm
zentrifugiert. Falls sich ein brauner Film bildet, wird der Uberstand abgehoben
und aufbewahrt. Dieser kann nun zur Testung verwendet werden. Wenn sich
kein Film bildet kann das Eluat sofort verwendet werden. Um den Antikorper im
Eluat nachzuweisen wird ein IAT mit 50 ul Eluat und den Testzellen High, Low
und Control durchgefihrt. Fallt die Reaktion in High und/ oder Low positiv aus

ist der Antikérper im Eluat nachweisbar."®-'2

5.2 Weitere Abbildungen

Abbildung 19: Probe 4, AKS mit Testzelle (Unit) 7 High (H), Low (L), Conrol (K)
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] Sy,

Abbildung 20: Probe 10, Testzelle (Unit) 7 High, Dissoziation mit S-300

Abbildung 21: Probe 4, Testzelle (Unit) 2, AKS mit aufgetauten und anschlieBend enzymbehandel-
ten Testzellen
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