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Abkurzungsverzeichnis

AK

AML

BMI

CCl

CD

DMSO

DNA

DRK

EBV

ELISA

EK
fg

Antikoérper; Globuline die von Plasmazellen produziert werden. Sie
entstehen bei der Immunantwort als Reaktion auf Antigene.

Akute myeloische Leukamie; Eine maligne Erkrankung der
Myelopoese, die zu einer Vermehrung unreifer Vorstufen der
Myelopoese im Knochenmark und im Blut flhrt.

Body-Mass-Index; Malizahl fur die Bewertung des Gewichts eines
Menschen. Der BMI wird berechnet indem man das Gewicht (in kg)
durch die Korpergrdfie im Quadrat (in m) dividiert.

Corrected Count Increment; Formel mit welcher der Erfolg einer
Thrombozytentransfusion berechnet werden kann.

Cluster of Differentiation; Eine Gruppe immunphanotypischer
Oberflachenmerkmale von Zellen. Diese lassen sich nach
funktionellen oder biochemischen Eigenschaften ordnen. Bestimmte
Molekule sind dabei charakteristisch fur bestimmte Zellen des
Korpers.

Dimethylsulfoxid; Eine farb- und geruchlose Flissigkeit, die zu den
Sulfoxiden gehdrt und als Losungsmittel verwendet wird.
Deoxyribonucleic Acid; Ein Biomolekil, das in allen Lebewesen
vorkommend. Die DNA ist die Tragerin der Erbinformation.
Deutsches Rotes Kreuz; Die Nationale Rotkreuz-Gesellschaft in
Deutschland. Der Hauptsitz liegt in Berlin. Das Deutsche Rote Kreuz
hat ca. 5 Millionen Mitglieder.

Epstein-Barr-Virus; Ein DNA-Virus aus der Familie der Herpesviren.
Verursacher des Pfeifferschen Drusenfiebers.

Enzyme Linked Immunosorbent Assay; Ein Verfahren, das fur
immunologische Nachweise verwendet wird. Der Nachweis beruht
auf einer enzymatischen Farbreaktion

Erythrozytenkonzentrat

Femtogramm; Das Billiardstel eines Gramms
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HLA

HLA-AK

HLA-TK

IMGT

IKT

LCT

MgCl,

MHC

n.a.

Human Leucocyte Antigen; Der Name des humanen MHC, einer
Gruppe von Genen bei Wirbeltieren. Diese codieren fur Proteine,
welche fur die Immunerkennung, die Gewebevertraglichkeit und die
immunologische Individualitat wichtig sind.
Human-Leucocyte-Antigen-Antikorper; Antikorper, die gegen HLA-
Molekule gerichtet sind.

Human-Leucocyte-Antigen-kompatible Thrombozytenkonzentrate;
Ein TK, dessen HLA-Merkmale auf die des Empfangers abgestimmt
wurden.

Immunglobulin G; Ein Glykoprotein, das von Plasmazellen zur
Immunabwehr produziert wird. Als Antikdrper ist es Teil der
humoralen Abwehr und wirkt v.a. gegen Bakterien.

Immunglobulin M; Ein Glykoprotein, das von Plasmazellen zur
Immunabwehr produziert wird. IgM-Antikorper sind die ersten
Antikdrper bei der humoralen Immunantwort.

international ImMunoGeneTics information system; Eine globale
Informationssammlung fur Themen der Immungenetik und
Immunoinformatik.

Institut flr Klinische Transfusionsmedizin und Immungenetik Ulm;
Das vom DRK-Blutspendedienst Baden-Wirttemberg — Hessen
gemeinnutzige GmbH und der Universitat UIm gemeinsam getragene
Institut fur Transfusionsmedizin der Universitat Ulm nimmt die
Aufgaben in Forschung und Lehre im Fachgebiet wahr.

Lymphocyte Cytotoxicity Test; Im deutschen Sprachraum auch
Lymphozytotoxizitatstest, ein Test zum Nachweis von HLA-
Antikorpern.

Magnesiumchlorid; Das stark hygroskopische Magnesiumsalz der
Salzsaure.

Major Histocompatibility Complex; Eine Gruppe von Genen bei
Wirbeltieren. Diese codieren fur Proteine, welche fir die
Immunerkennung, die Gewebevertraglichkeit und die
immunologische Individualitat wichtig sind.

not available; Die Daten die mit n.a. abgekurzt werden, konnten nicht

erhoben werden.
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NaN3

NaOH

oD

PBS

PRA

SD

TK

TRALI

TRAP

uvB

WHO

Natriumazid; Das Natriumsalz der Stickstoffwasserstoffsaure. Es
verhindert das Wachstum von Mikroorganismen.

Natriumhydroxid; Ein weiller Feststoff, der sich mit Wasser unter
Warmeentwicklung zu Natronlauge 16st.

Optische Dichte; Ein Mal3 fur die Abschwachung einer Strahlung in
einem Medium.

Phosphate Buffered Saline; Eine Pufferlosung mit dem pH-Wert 7,4.
Durch die Salze besitzt die Loésung den osmotischen Druck des
menschlichen Organismus.

Panel Reactive Antibodies; Dieser Wert gibt an, in wie viel Prozent
der Panels einer LCT-Testplatte die Antikorper eines Serums eine
positive Reaktion erzeugen.

Standard Deviation; Im deutschen Standardabweichung. Ein Begriff
der Statistik und der Wahrscheinlichkeitsrechnung und ein Mal} fur
die Streuung der Werte einer Zufallsvariablen um ihren Mittelwert.
Thrombozytenkonzentrat; Ein aus menschlichem Blut gewonnenes
Medizinprodukt. Es dient zur Ubertragung von Blutplattchen von
einem Menschen auf einen anderen.

Transfusion Related Acute Lung Injury; Komplikation bei der
Transfusion von Blutprodukten, die zu einer akuten Schadigung der
Lunge fuhrt.

The Trial to Reduce Alloimmunization to Platelets Study Group;
Gruppe von Wissenschaftlern, die gemeinsam eine Studie
durchfihrten.

Ultraviolettstrahlung B; Elektromagnetische Strahlung mit einer
Wellenlange von 320-280 Nanometern.

World Health Organization; Eine Sonderorganisation der Vereinten
Nationen. Sie stellt die Koordinationsbehorde fur das internationale
offentliche Gesundheitswesen der Vereinten Nationen dar. Der
Hauptsitz der WHO befindet sich in Genf (Schweiz).



1 Einleitung

1.1 Das HLA-System

Allgemeines:
Das Human Leucocyte Antigen System (HLA) ist die menschliche Variante des

Major Histocompatibility Complex (MHC). Hauptaufgabe des HLA-Systems ist die
Prasentation von Peptidfragmenten auf der Zelloberflache, wo sie zusammen mit
den HLA-Molekulen von T-Zellen erkannt werden und eine Immunantwort
eingeleitet wird. GroRen Einfluss hat das HLA-System beim Erkennen von
korpereigenen und korperfremden Zellen. Es ist somit entscheidend am Erfolg von
Organtransplantationen, Stammzelltransplantationen und der Transfusion von
HLA-tragenden Zellen (z.B. Thrombozyten) beteiligt. Die HLA-Gene, die an der
Immunantwort beteiligt sind, konnen in die Klassen |, Il und Ill eingeteilt werden
(WaBmuth 2005a). Sie finden sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6
(6p21.1-6p21.3). Es handelt sich um 224 Genorte, von denen 128 exprimiert
werden (The MHC sequencing consortium 1999). Sie erstrecken sich Uber einen
DNA-Bereich von ca. 3600 Basenpaaren (Beck, Trowsdale 2000) und werden in
die vier Hauptregionen A, B, C und D unterteilt. Zwischen den Genen der Klassen
| und Il liegen die der Klasse Ill. Man kann diese Region jedoch nicht dem HLA-
System zuordnen und die Bezeichnung ergibt sich lediglich aus der Lage und der
Historie (Walmuth 2005a). Die HLA-Loci sind polygen, d.h. jedes Individuum
verfugt Uber mehrere Klasse |- und Klasse II-Gene (Murphy et al 2009a).
Weiterhin handelt es sich bei den HLA-Genen um die Gene mit dem hochsten
Grad an Polymorphismus. Manche Gene haben dabei Uber 400 Allele, die alle in
der Bevolkerung relativ haufig vorhanden sind (Murphy et al. 2009a). Auf Grund
dieses Polymorphismus kommt die grof3e Vielfalt verschiedener HLA-Phanotypen
in der Gesamtbevodlkerung zustande und es erklart, warum die meisten Menschen
an den HLA-Loci heterozygot sind (Murphy et al. 2009a). Die spezielle
Kombination der HLA-Allele auf einem Chromosom bezeichnet man als Haplotyp.
Jeder Mensch exprimiert zwei Allele pro Genort, wovon jeweils eines von der
Mutter und eines vom Vater geerbt wurde. Die verschiedenen Merkmale werden
dabei im Block vererbt. Fur zwei Geschwister bedeutet dies, dass sie zu 25%

beide Haplotypen gemeinsam haben (Vollidentitat), zu 50% einen Haplotyp
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(Haploidentitat) und in 25% keinerlei Ubereinstimmung besitzen (Nichtidentitat).

Eltern und ihre Kinder sind jeweils haploidentisch zueinander (Murphy et al.
2009a; Walimuth 2005a).

Nomenklatur:

Die jeweils gultige Nomenklatur fur die Faktoren des HLA-Systems wird durch das

WHO Nomenclature Committee festgelegt. Dies betrifft die Benennung neuer

Gene, Allele und ihrer Genprodukte. Offizielle Quelle fur die HLA-Sequenzen, die

durch das WHO Nomenclature Committee festgelegt werden, ist die IMGT/HLA

Sequence Database. Diese Datenbank enthalt nach aktuellem Stand (07.02.2011)
6074 (siehe Abbildung 1) Allel-Sequenzen (WHO Nomenclature Committee 2011).

Folgende Nomenklatur wird vom Komitee empfohlen:

HLA: Bezeichnung des Systems

A,B,C etc.: Bezeichnung der Loci bzw. der Regionen

1, 2, 3 etc.: Spezifitdt innerhalb eines Locus

w: Kennzeichnung zellular definierter Spezifitaten, von HLA-Bw4 und —Bw6

(Epitope an allen HLA-B- und einigen HLA-A-Genprodukten), sowie aller

HLA-C-Faktoren (zur  Vermeidung einer  Verwechslung mit

Komplementproteinen)

Bei Unterteilungen der HLA-Merkmale kann die breitere Spezifitdt in

Klammern hinter der engeren angegeben werden, z.B. A23(9)

Schreibweise fur Phanotypen: HLA-A1,3; B7,8; Cw7; DR2,3

Schreibweise fur Genotypen: HLA-A1, B8, Cw7, DR3/A3, B7, Cw7, DR2
(Fischer, Mayr 2004).

Noch immer sind nicht alle Alloantigene des HLA-Systems erfasst. Diese

unbekannten Alle werden als HLA-AX, -BX usw. bezeichnet.
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Abbildung 1: HLA-Allele: Anzahl der international durch die WHO anerkannten Allele fir die
entsprechenden HLA-Gene - Stand: 07.02.2011 (WHO Nomenclature Committee 2011). HLA-X =
entsprechender Locus des Human Leucocyte Antigen Systems. HLA-A, -B, -C = Human-
Leucocyte-Antigen-A, -B, -C (Klasse-I-Gene); HLA-DR, -DQ, -DP = Human-Leucocyte-Antigen-DR,
-DQ, -DP (Klasse-lI-Gene); WHO = World Health Organization.

Klasse-l:

Bei HLA-Klasse | Molekulen handelt es sich um nicht-kovalent verbundene
Heterodimere. Sie bestehen aus einer polymorphen, glykosylierten a-Kette die in
den Genregionen A, B und C auf Chromosom 6 codiert wird (Wallmuth 2005b;
Fischer, Mayr 2004). An die a-Kette lagert sich das B,-Mikroglobulin an, ein
Polypeptid, das aullerhalb des HLA-Komplexes auf Chromosom 15 codiert ist
(Walmuth 2005b). Die so entstandenen Heterodimere werden auf fast allen
kernhaltigen Zellen exprimiert, sowie auf den kernlosen Thrombozyten (Santoso et
al. 1993; Santoso et al. 1986). Lasst man Antikorper gegen bestimmte HLA-
Merkmale mit den entsprechenden Molekullen reagieren, zeigen sich zahlreiche
Kreuzreaktionen (Fischer, Mayr 2004). Im Genkomplex auf Chromosom 6 findet
man insgesamt mehr als 20 Genorte von denen einige immunologische Relevanz
haben wahren andere als Pseudogene fur kein funktionsfahiges Produkt codieren.
(WalBmuth 2005a). HLA-Molekule der Klasse | prasentieren Proteine aus dem
Zytosol der Zelle (z.B. virale Proteine) auf der Zelloberflache an CD8-positive,

zytotoxische T-Lymphozyten (Murphy et al. 2009b).



Klasse-Il:

Auch die Molekule der Klasse Il bestehen aus nicht-kovalent-verbundenen
Heterodimeren. Jedoch werden hier beide Teile in den Genen der HLA-D-Region
auf Chromosom 6 codiert. Die D-Region wird dabei in die Subregionen HLA-DR,
HLA-DP und HLA-DQ unterteilt. Die HLA-DR-Region kodiert fur eine konstante a-
Kette und mehrere 3-Ketten. Es gibt Gene fur 9 B-Ketten (DRB1-9), wovon jedoch
nur DRB1, -3, -4 und -5 exprimiert werden. Bei den Restlichen handelt es sich um
Pseudogene (WalRmuth 2005a). In den HLA-DP- und HLA-DQ-Regionen werden
jeweils eine a-Kette und eine B-Kette exprimiert. Auch hier sind Pseudogene fur
andere Ketten enthalten (WalRmuth 2005a). HLA-Merkmale der Klasse |l findet
man nur auf antigenprasentierenden Zellen wie B-Lymphozyten, Monozyten,
Makrophagen, dendritischen Zellen und aktivierten T-Zellen (WalRmuth 2005b).
HLA-Molekule der Klasse Il prasentieren extrazellulare Proteine, die durch Endo-
oder Phagozytose aufgenommen wurden. Nach Verarbeitung in der Zelle
interagiert das beladene HLA-Molekul an der Zelloberflache mit CD4-positiven T-
Helferzellen (Peters et al. 1995, Batalia, Collins 1997, Murphy et al. 2009b). In
Tierversuchen wurde gezeigt, dass fremde MHC-Molekule ebenfalls diese
normale Verarbeitung durchlaufen und anschlieend auf den eigenen MHC-

Merkmalen prasentiert werden (Benichou et al. 1992).
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Abbildung 2: Struktur und Funktion von HLA-Klasse-I- und —Klasse-lI-Molekilen: Grafische

Darstellung der HLA-Molekile und Beschreibung der Funktion einzelner Teile (Walkmuth 2005b).
HLA = Human-Leucocyte-Antigen; a1, a2, a3 = Teile der Polypeptidketten; B1, 2 = Teile der
Polypeptidketten; f2m = 2-Mikroglobulin; CD4/8 = Cluster of Differentiation 4/8.

1.2 Thrombozyten

Thrombozyten, oder auch Blutplattchen, sind mit 3-5 pm auf 0,5 ym die kleinsten
Zellen des Blutes (Hod, Schwartz 2008). Sie entstehen aus ihrer Vorlauferzelle,
dem Megakaryozyten, der sich unter Einwirkung des Thrombopoietins bildet. Aus
jedem Megakaryozyten bilden sich ca. 1000-4000 Thrombozyten, wobei die
Reifung insgesamt 5-10 Tage dauert. Taglich werden 35 x 10"9 Thrombozyten pro
kg Korpergewicht produziert, die beim Gesunden durchschnittlich 7 bis 10 Tage
uberleben (Dreger, Schmitz 2004). Die normale Thrombozytenkonzentration im
Blut betragt 150.000-400.000 pro ul Blut (Hod, Schwartz 2008). lhre Hauptaufgabe
ist die Bildung von Thromben bei der physiologischen Blutstillung. Weiterhin
tragen die Blutplattchen zur Aufrechterhaltung der Gefallwandintegritat bei, hierfur
werden taglich ca. 7100 Thrombozyten/pl Blut verbraucht (Hanson, Slichter 1985;
Hod, Schwartz 2008). Auch wenn Plattchen kernlose Zellen sind findet man HLA-
Merkmale der Klasse | auf ihrer Oberflache, die in den Thrombozyten synthetisiert
werden (Brown et al. 1979; Santoso et al. 1993; Santoso et al. 1986)



1.3 Thrombozytentransfusionen

Allgemeines:
Auf Grund der mortalitatssenkenden Wirkung ist die Transfusion von

Thrombozyten eine wichtige supportive Therapie bei hamatologischen
Erkrankungen, ablativer Chemotherapie und Knochenmarktransplantationen.
Jahrlich werden deshalb in Europa uber 2,9 Millionen und in den USA Uber 1,5
Millionen TKs transfundiert (Maniatis 2005; Sullivan, Wallace. 2005). Die
Indikationsstellung fur die TK-Gabe erfolgt in Abhangigkeit von der
Grunderkrankung, der Anamnese, der aktuellen Thrombozytenzahl, den
Blutungszeichen, dem Blutungsrisiko und der Kontrollmoglichkeit des Patienten.
Hier ist insbesondere relevant, ob der Patient stationar oder ambulant gefihrt wird.
Richtwerte flr Transfusionstrigger geben z.B. die deutschen Querschnitts-
Leitlinien, die von der Bundesarztekammer regelmalig in aktualisierter Fassung
herausgegeben werden (Ebell et al. 2009). Generell werden 2 Arten von
Thrombozytenkonzentraten unterschieden, die Apherese-TKs und die Pool-TKs.

Apherese-Konzentrate:

Apherese-Konzentrate des Deutschen Roten Kreuzes haben im Schnitt ein
Volumen von 200-300 ml. Sie enthalten 2,0-4,5 x 10" Thrombozyten, was einem
Gehalt von 0,8-2,0 x 10° Thrombozyten/ml entspricht. Ein Konzentrat enthalt
weniger als 1 x 10° Restleukozyten und weniger als 3,0 x 10° Resterythrozyten
(DRK-Blutspendedienst Baden-Wurttemberg — Hessen 2010a). Es gibt Studien,
die einen geringeren lagerungsbedingten Abbau funktionsfahiger Thrombozyten
und eine hdhere hamostatische Wirkung in vitro bei Apherese-TKs im Vergleich zu
Pool-TKs nahe legen (Bock et al. 2002). Heddle und Kollegen zeigten, dass mit
Apheresepraparaten teilweise ein besserer Thrombozytenanstieg erreicht werden
kann, wahrend die Rate an unerwinschten Reaktionen der von
leukozytendepletierten Pool-TKs entspricht (Heddle et al. 2008). Die
Thrombozytenapherese wird mittels Zellseparatoren durchgefuhrt, wobei die
einzelnen  Blutkomponenten  durch  Zentrifugation = mit  verschiedenen
Geschwindigkeiten getrennt werden. Die Apherese ermdglicht es, von einem
einzelnen Spender soviel Plattchen zu gewinnen, dass damit ein

Thrombozytenkonzentrat hergestellt werden kann. Zudem besteht bei Apherese-
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TKs die Moglichkeit HLA-ausgewahlte TKs von HLA-kompatiblen Spendern zu
transfundieren, was insbesondere bei Patienten mit HLA-AK von Relevanz ist.

Pool-Konzentrate:

Pool-Konzentrate des Deutschen Roten Kreuzes haben im Schnitt ein Volumen
von 220-400 ml, sie enthalten 2,0-4,2 x 10"! Thrombozyten, was einem Gehalt von
0,8-2,0 x 10° Thrombozyten/ml entspricht. Ein Konzentrat enthalt weniger als 1 x
10° Restleukozyten und weniger als 3,0 x 10° Resterythrozyten (DRK-
Blutspendedienst Baden-Wurttemberg — Hessen 2010b). In Deutschland werden
Pool-TKs durch die Buffy-coat-Methode hergestellt (Stroncek, Rebulla 2007,
Sachs, Bux 2004). Verschiedene Studien zeigten, dass bei der Behandlung der
Thrombozytopenie mit Pool-TKs die gleichen Ergebnisse wie mit Apherese-TKs
erzielt werden konnen. Diese bieten jedoch bei immunisierten Patienten einen
Vorteil (Schrezenmeier, Seifried 2010).

Leukozytendepletion:

In Deutschland dirfen auf Beschluss des Paul-Ehrlich-Instituts seit dem
01.10.2001 nur noch leukozytendepletierte TKs transfundiert werden (Paul-
Ehrlich-Institut 2000). Die Leukozytendepletion erfolgt dabei entweder durch
geeignete Filter, oder durch eine entsprechende Einstellung und Zentrifugation bei
der Apherese. Der Gehalt an Restleukozyten muss weniger als 1 x 10° pro
Konzentrat betragen und die Depletion muss vor der Lagerung der TKs erfolgen
(Paul-Ehrlich-Institut 2000). Begrindet wurde dieser Beschluss unter anderem
damit, dass durch Leukozytendepletion die HLA-Alloimmunisierungsrate sinkt
(Andreu, Dewailly 1994; Novotny 1999, The Trial to Reduce Alloimmunization to
Platelets Study Group 1997). Je nach Verfahren (Filtration oder Zentrifugation)
bleiben verschiedene Arten von Leukozyten im Praparat zuriick. Den effektivsten
Schutz wurde eine kombinierte Behandlung der Praparate mit beiden Verfahren
bieten (Slichter 2002). Durch eine Depletion vor der Lagerung kann ebenfalls eine
deutliche Reduktion von febrilen, nicht-hamolytischen Transfusionsreaktionen
erreicht werden (Paglino et al. 2004; Yazer et al. 2004). Heute werden Filter mit

mehren Schichten Polyesterfasern oder Polyurethanfasern verwendet (Sachs, Bux



2004). Durch diese Filter werden bis zu 99% der Leukozyten entfernt, wobei
jedoch auch ein Verlust von bis zu 20% der Thrombozyten auftritt (Eckstein 2001).
In jungster Zeit konnte eine Reduktion um 99,97% bei einem Verlust von nur 8%
erreicht werden (Yu et al. 2009).

Lagerung:
Nach den deutschen Querschnitts-Leitlinien werden TKs in speziellen

gasdurchlassigen Kunststoffbeuteln bei einer Temperatur von 20-24 °C unter
standiger Agitation aufbewahrt (Ebell et al. 2009). Nachteil der Lagerung bei
Raumtemperatur ist ein erhohtes Risiko fur Bakterienwachstum (Heal et al. 1986).

TKs konnen unter diesen Bedingungen bis zu 5 Tage gelagert werden.

Bestrahlung:
Bei immunsupprimierten Patienten (oder speziellen Praparaten) kann durch

teilungsfahige T-Lymphozyten eine transfusionsassoziierte Graft-versus-Host-
Krankheit auftreten (Bein, Sachs 2009a). Die deutschen Querschnitts-Leitlinien
empfehlen deshalb eine Bestrahlung der Praparate mit einer mittleren Dosis von
30 Gray, wodurch die Lymphozyten ihre Proliferationsfahigkeit verlieren (Bein,
Sachs 2009b).

1.4 HLA-Antikorper

Allgemeines:
Man findet bei alloimmunisierten Menschen Antikorper gegen beide HLA-Klassen.

Zumeist handelt es sich dabei um IgG-Antikérper. Im Anschluss an eine
Antigenexposition finden sich jedoch auch flr eine gewisse Zeit IgM-Antikorper.
Weiterhin kann man die Antikorper in komplementfixierende HLA-AK und nicht-
komplementfixierende HLA-AK unterteilen.

Antikdrper entstehen vor allem durch immunisierende Ereignisse wie
Schwangerschaften, Transfusionen oder Transplantationen. Es gibt jedoch auch
sogenannte ,naturliche” AK (Morales-Buenrostro et al. 2008; Siehe auch Kapitel
4.2). Mit der Zeit kann die Pravalenz von HLA-Antikbrpern auch zurickgehen,

wenn z.B. nicht mehr transfundiert oder auf HLA-kompatible TKs umgestellt wird



(Murphy et al. 1987). Es gibt jedoch durchaus Falle, in denen Antikorper Uber
mehrere Dekaden persistieren (Triulzi et al. 2009, Norris et al. 2009).

Antikorper durch Schwangerschaften:

Wahrend der Schwangerschaft kommt es zum Kontakt des mutterlichen
Immunsystems mit fotalen Zellen. Durch diese Exposition mit HLA-Antigenen des
vaterlichen Haplotyps kann es zur Bildung von Antikdrpern gegen die paternalen
HLA-Merkmale kommen (Regan et al. 1991). Diese HLA-AK-Bildung konnte in
zahlreichen Studien belegt werden, wobei die Rate an Patientinnen mit HLA-AK
mit der Anzahl an Schwangerschaften steigt (Triulzi et al. 2009; Densmore et al.
1999; Kakaiya et al. 2010; Maslanka et al. 2007).

Antikorper durch Bluttransfusionen:

Bei Thrombozytentransfusionen kann es durch die HLA-Klasse-I-Merkmale auf der
Thrombozytenoberflache und vor allem durch HLA-Merkmale beider Klassen auf
kontaminierenden Leukozyten zur Alloimmunisierung kommen (Claas et al 1981).
In einem Tierversuch wurde demonstriert, dass Ubertragene Leukozyten mit MHC-
Merkmalen der Klasse Il stark an der Immunantwort des Empfangers und der
Bildung von Antikérpern gegen Klasse | beteiligt sind (Kao, del Rosario 1998).
Man kann dabei zwei Mechanismen unterscheiden, durch die HLA-AK entstehen.
Der erste ist der direkte Weg. Hier werden die HLA-Heterodimere auf den
ubertragenen antigenprasentierenden Zellen des Spenders von den T-Zellen des
Empfangers als ,fremd“ erkannt und eine Immunantwort eingeleitet. Beim
indirekten Weg werden (wie bei einer normalen Immunantwort) Zellen des
Spenders aufgenommen, verarbeitet und die Fragmente prasentiert. Dabei
werden auch die HLA-Antigene des Spenders durch die HLA-Moleklle des
Empfangers dargeboten (Sayeh et al. 2004). Meist bilden sich Antikorper gegen
HLA-A oder HLA-B Antigene. In seltenen Fallen fanden sich jedoch auch
Antikdrper gegen HLA-C Antigene, welche zu Problemen bei der Transfusion von
Plattchen fuhrten (Saito et al. 2002).

In der Literatur findet man sehr verschiedene Zahlen, was die Alloimmunisierung
von Patienten durch Thrombozytentransfusionen betrifft. Sehr hohe
Immunisierungsraten findet man in allen Arbeiten, in denen nicht-

leukozytendepletierte zellulare Blutkomponenten transfundiert wurden (Kiefel et al.



2001; Doughty et al. 1994; Friedmann et al. 1996). Werden leukozytendepletierte
Blutprodukte verwendet, bilden deutlich weniger Patienten HLA-AK (Triulzi et al.
2009; The Trial to Reduce Alloimmunization to Platelets Study Group 1997; Seftel
et al. 2004; Sniecinski et al. 1988; van Marwijk Kooy et al. 1991; Bordin et al.
1994). Im Jahr 2010 wurde eine Studie veroffentlicht, wonach das zusatzliche
Risiko einer HLA-Alloimmunisierung durch frihere Transfusionen mit 0,8 % nicht
signifikant ist (Kakaiya et al. 2010).

Antikdrper, die durch Schwangerschaften entstanden sind, koénnen durch
Bluttransfusionen reaktiviert werden (Rebibou et al. 2002). Frauen mit positiver
Schwangerschaftsanamnese scheinen auch haufiger mit Bildung von HLA-AK auf
Transfusionen zu reagieren (The Trial to Reduce Alloimmunization to Platelets
Study Group 1997). Betrachtet man zahlreiche Verodffentlichungen zum Thema
Antikorperbildung, scheint es zwischen Apherese- und Pool-Konzentraten (hdhere
Spenderexposition) keinen Unterschied in der Immunisierungsrate zu geben,

solange alle TKs leukozytendepletiert sind (Schrezenmeier, Seifried 2010).

1.5 Komplikationen durch HLA-Antikoérper

Neben allgemeinen Komplikationen wie allergischen, febrilen oder hamolytischen
Reaktionen, gibt es besonders zwei Komplikationen, die mit der Anwesenheit von

HLA-AK zusammenhangen.

Refraktarzustand:

Einen wiederholten ungenigenden Anstieg der Thrombozytenzahl nach
Transfusion bezeichnet man als Refraktarzustand, was ein Problem bei der
weiteren Versorgung dieser Patienten mit passenden TKs darstellt. Zur
Berechnung des Anstieges wird heute im Allgemeinen das Corrected Count
Increment (CCl) benutzt.

CCI = Increment x Korperoberflache x 101/ n
Increment = Anstieg der Thrombozytenzahl im Blutbild.

n = Anzahl an transfundierten Thrombozyten (3x 10211 pro Beutel).

10



Die genaue Definition des Refraktarzustandes gestaltet sich schwierig. Grund fur
einen ungenugenden Anstieg ist neben Splenomegalie, Infekten, Fieber und
Sepsis oftmals das Vorliegen von HLA-Antikérpern oder AK gegen
thrombozytenspezifische Antigene (Murphy, Waters 1990; Slichter et al. 2005). Ob
es zur Entwicklung eines Refraktarzustandes durch HLA-AK kommt, hangt
entscheidend von der Art der verwendeten Praparate ab. So konnte gezeigt
werden, dass durch den Gebrauch leukozytendepletierter zellularer
Blutkomponenten (Eernisse, Brand 1981; Sniecinski 1988; Saarinen et al. 1990;
Seftel et al. 2004) bzw. leukozytendepletierter TKs (The Trial to Reduce
Alloimmunization to Platelets Study Group 1997) die Alloimmunisierung und damit
die Rate an Patienten mit Refraktarzustand sinkt. Haben diese prophylaktischen
Malnahmen keinen Erfolg, mussen fur immunisierte Patienten besondere TKs
ausgewahlt werden, damit ein angemessener Anstieg erreicht werden kann (Siehe
Kapitel 4.3 — HLA-kompatible TKs).

TRALL

Bei der Transfusion-Related Acute Lung Injury (TRALI) handelt es sich um eine
seltene, aber schwere Komplikation im Zusammenhang mit HLA-Antikorpern im
Thrombozytenkonzentrat (Bux, Sachs 2007). In einer Erhebung aus
GroRbritannien war die TRALI im Jahr 2009 fur 1,6 % (21/1279) der schweren
Transfusionszwischenfalle verantwortlich. Im Zeitraum von 1996 bis 2009 lag
dieser Anteil bei 3,9 % (257/6653)(Serious hazards of transfusion annual report
summary 2009). 2007 wurden in einer Studie in 68,2 % aller TRALI-Falle AK bei
Spendern oder Empfangern gefunden (Zupanska et al. 2007). TRALI ereignet sich
gréRtenteils bei der Ubertragung von Blutprodukten mit HLA-AK gegen Klasse I
(Reil et al. 2008). Fur die Pathogenese von TRALI gibt es zwei Theorien: Nach der
ersten Theorie fuhren verschiedene Antikorper (z.B. HLA-AK) zur Aktivierung der
Entzindungskaskade (Sachs et al. 2006; Zupanska et al. 2007). In der zweiten
Hypothese wird von einer Pradisposition der Patienten durch Entziindungen und

Operationen ausgegangen (Toy, Lowell 2007).
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1.6 Fragestellungen

Fir ein komplikationsfreies Uberleben sind heutzutage viele Patienten auf eine
Langzeitversorgung mit Blutkomponenten angewiesen. Problematisch wird es,
wenn sich ein immunologischer Refraktarzustand gegen
Thrombozytenkonzentrate einstellt. In diesem Fall muss auf die komplizierte
Versorgung mit teuren und seltenen HLA-kompatiblen TKs umgestellt werden.
Demnach ist es wichtig zu wissen, wodurch die verantwortlichen HLA-AK
entstehen. Fur diese Arbeit stellte sich deshalb die Frage: Wie wirkt sich die
Transfusion der verschiedenen Blutkomponenten auf die Bildung von HLA-
Antikorpern aus und welche anderen Faktoren haben einen Einfluss?
Das Augenmerk ist dabei auf die Fragen gerichtet: Welcher Zusammenhang
besteht zwischen HLA-AK-Bildung und

- den Charakteristika (Geschlecht, Schwangerschaftsanamnese,

Vortransfusionen, Grunderkrankung etc.) der Transfusionspatienten?
- der Art (TKs, EKs, bestrahlt, HLA-kompatibel) und Anzahl der

transfundierten Praparate?

Dabei wird insbesondere beobachtet, wie sich die Testergebnisse im Verlauf des
Beobachtungszeitraums entwickeln und welchen Einfluss die transfundierten
Praparate und andere Risikofaktoren auf die HLA-AK-Bildung wahrend der
Untersuchung haben. Weiterhin soll untersucht werden, welche Vorteile die

verschiedenen Testmethoden bieten.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Die untersuchten Patienten wurden routinemafig in der Transfusionsambulanz
des Instituts fur Klinische Transfusionsmedizin und Immungenetik Ulm / Instituts
Ulm des DRK-Blutspendedienstes Baden-Wiirttemberg — Hessen (Arztlicher
Direktor: Prof. Dr. Hubert Schrezenmeier) betreut. Es handelt sich dabei um
Patienten, die zumeist auf Grund einer hamatologischen Erkrankung oder der
Therapie einer Erkrankung (z.B. Chemotherapie bei soliden Tumoren)
transfusionsbedurftig wurden. Im Rahmen von transfusionsbegleitenden
Untersuchungen wird therapiebegleitend regelmaflig die Alloimmunisierung
bestimmt, um gegebenenfalls die Praparateauswahl anzupassen. Insgesamt
wurden 74 Patienten mit mindestens einer HLA-AK-Untersuchung im
Beobachtungszeitraum aufgenommen. Von diesen Patienten waren 33 weiblich
und 41 mannlich. Weitere Antikdrperuntersuchungen zur Darstellung der
Entwicklung uber die Zeit liegen nur bei einem Teil der Patienten vor, da ein Teil
der Patienten nach der ersten Probenentnahme verstarb (n=15) oder zum
Zeitpunkt der geplanten Folgeuntersuchung aus anderen Grinden nicht mehr in
die Transfusionsambulanz des IKT Ulm kam. Von 48 Patienten liegen zwei und
von 21 drei HLA-Antikorperuntersuchungen im Verlauf einer chronischen
Transfusionstherapie vor, um eine Aussage Uber die Dynamik der
Antikdrperentwicklung zu treffen. Zusatzlich zur Probenentnahme erfolgte die
Auswertung der relevanten Daten wie Erkrankung, Anzahl und Zeitpunkt der

Transfusionen, Schwangerschaften usw.

2.2 Kontrollgruppen

Aus dem Knochenmark- und Zellspenderverzeichnis Ulm wurden vier
Kontrollgruppen (Kontrollgruppe A-D) erstellt. Dabei wurden nach dem
Zufallsprinzip Ergebnisse des ELISA-Antikorper-Screening entsprechender
Spender ausgewahlt. Gruppe A besteht aus 40 mannlichen, Gruppe B aus 40
weiblichen Spendern ohne Risikofaktoren flr Antikorperbildung. Gruppe C
(mannlich) und D (weiblich) enthalten die gleiche Anzahl Spender mit

Risikofaktoren (Schwangerschaften, Bluttransfusionen). Die
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Antikorperuntersuchungen der Spender erfolgten im Rahmen der Mal3nhahmen zur
Reduktion einer transfusionsassoziierten Lungeninsuffizienz (TRALI), welche bei
allen Zytapherese-Spendern ein obligates Screening auf HLA-Antikérper

vorsahen.

2.3 Proben

Den Patienten wurde im Rahmen der routinemaligen pratransfusionellen
Untersuchungen mit einem herkdmmlichen Blutentnahmeset eine Probe Vollblut
entnommen. Die weitere Bearbeitung der Proben erfolgte im HLA-Labor des IKT
Ulm. Nach Gerinnung des Blutes wurde es in einer Rotanda 460 R Zentrifuge der
Firma Hettich fur 20 Minuten bei 4000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Das
Serum wurde mit einer Kunststoffpipette in ein separates Rohrchen Ubertragen,
die abzentrifugierten festen Bestandteile verworfen. Die Proben wurden
anschlieBend entweder sofort bearbeitet, oder bei — 20°C zur spateren
Bearbeitung eingefroren. Wenn moglich, wurde versucht von allen Patienten
mindestens 2 Proben zu entnehmen. Der Zeitabstand zwischen zwei Proben war
auf ca. 10-12 Wochen angesetzt. Da die Patienten fur die Untersuchung nicht
extra einbestellt wurden, sondern die Probenentnahme im Rahmen der
Routinebehandlung in der Transfusionsambulanz erfolgte, musste dieser Zeitraum

oft verklrzt oder verlangert werden.

2.4 Lymphozytotoxizitatstest

Der Lymphozytotoxizitatstest (LCT) wurde im Jahre 1964 von Terasaki und
Kollegen entwickelt (Terasaki, McClelland 1964). Er wird zum Screening und zur
Differenzierung von komplementabhangigen, zytotoxischen HLA-Klasse-I-AK
eingesetzt. Die Mdglichkeit der Spezifizierung ist ein Vorteil gegenliber anderen
Untersuchungen wie z.B. dem ELISA. Im IKT Ulm werden Lymphoscreen ABC 60
- Testplatten der Firma Biotest mit Sitz in Dreieich (Deutschland) verwendet. Die
Biotest Lymphoscreen-Platten zum Nachweis von HLA-Antikorpern bestehen aus
60 Panels. Diese enthalten periphere Lymphozyten von verschiedenen gesunden
Blutspendern mit spezifischen HLA-Antigenen. Bei der Firma Biotest werden
Lymphozyten von mindestens 300 HLA-typisierten Spendern verwendet (siehe
Tabelle 1). Jeweils 100 Spender kaukasischer, afroamerikanischer und
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hispanischer Abstammung. Die Lymphozyten der Spender werden so auf die 60
Panels der Testplatte verteilt, dass jedes HLA-Antigen in einer ausreichenden und
garantierten Frequenz auf der Platte reprasentiert ist. Jedes Panel enthalt also

eine Auswahl an Lymphozyten mit ein paar definierten HLA-Antigenen, die auf
dem beigelegten Worksheet vermerkt sind.

Tabelle 1: HLA-Merkmale im Spenderpool: Frequenz der einzelnen HLA-Merkmale im Pool der 300
typisierten Spender der Firma Biotest. Absolute Anzahl der Mitglieder des Spendenpools, die das
entsprechende Merkmal tragen. Lymphozyten dieser Spender werden auf die Panels des LCT,
hochgereinigte Glykoproteine auf die Klasse-I-Teststreifen des ELISA verteilt. AX =
entsprechendes Allel des A-Locus; BX = entsprechendes Allel des B-Locus; LCT =
Lymphozytotoxizitatstest; ELISA = Enzyme Linked Immunosorbent Assay.

Antigen Frequency Antigen Frequency Antigen Frequency
Al 49 B7 45 B50 12
A2 122 B8 33 B51 21
A3 652 B13 11 B52 10
A1 21 B14 26 B53 28
A23 23 B18 24 B55 8
A24 62 B27 15 B56 2
A25 12 B35 58 B57 17
A26 17 B37 8 BS8 19
A28 50 B38 11 B59 1
A29 20 B39 17 B60 17
A30 32 B41 13 B61 16
A31 18 B42 11 B62 16
A32 18 B44 48 B63 6
A33 29 B45 12 B&67 2
A34 13 B47 2 B70 24
A36 7 B48 6 B73 2
A43 1 B49 13 B75 3

Die Testplatten werden von der Firma Biotest in tiefgefrorenem Zustand geliefert
und im IKT Ulm in einer — 80°C TiefkUhltruhe aufbewahrt. Die Membran der

gefrorenen Lymphozyten wurde durch Zugabe von DMSO (Dimethylsulfoxid)
stabilisiert.

Durchfilhrung:

Zur Testdurchfuhrung werden die Platten fir 10 Minuten mit 6 pl eines
Auftaumediums aus Phosphate Buffered Saline (PBS) mit 10 % fetalem
Kalberserum beschichtet. Das Medium verhindert eine Zerstérung der
Lymphozyten durch die zytotoxische Wirkung von DSMO bei Raumtemperatur.

Die Uberschussige Flussigkeit wird nach vollstandigem Auftauen entfernt.
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Anschliellend werden jeweils 2 pl des Patientenserums in die 56 Testpanels
ubertragen. Bei jedem Test werden auf die Ubrigen 4 Panels zwei
Negativkontrollen und zwei Positivkontrollen der Firma Biotest aufgetragen. Die
Platten werden nun fuar 30 Minuten in einer dunklen Schublade bei
Raumtemperatur inkubiert. Gleichzeitig wird das gefriergetrocknete Kaninchen-
Komplement der Firma Biotest mit 2 ml destilliertem Wasser bei 4°C aufgeldst.
Sollten im Serum des Patienten Antikdrper gegen bestimmte HLA-Merkmale
vorhanden sein, so heften sich diese nun in den entsprechenden Panels an die
Antigene auf der Zellmembran der Lymphozyten. Dadurch bilden sich Antigen-
Antikorper-Komplexe. Im nachsten Schritt werden alle 60 Panels mit 6 pl des
aufgeldsten Kaninchen-Komplements beflllt und fir 60 Minuten in einer dunklen
Schublade bei Raumtemperatur inkubiert. Die Komplementfaktoren werden durch
Antigen-Antikorper-Komplexe aktiviert. Enthielt das zugegebene Serum
Antikorper, erfolgt in den entsprechenden Panels durch die Antikorper und das
zugegebene Komplement eine Lyse der Zellen. Waren in dem Serum keine
Antikdrper vorhanden, bleiben die Zellen intakt und werden nicht lysiert. Im letzten
Schritt werden vorsichtig 5 yl Fluoroquench der Firma One Lambda zugegeben.
Sind die Lymphozyten in einem Panel intakt, stellen sie sich grun dar, indem sie
den  Farbstoff Akridinorange aufnehmen. Wurden die Lymphozyten durch
Antikdrper und Komplement lysiert, so farben sie sich durch Ethidiumbromid rot.
Die Testplatten werden nun mit einem Zeiss Axiovert 40 CFL (inverses
Phasenkontrastmikroskop) abgelesen und die Ergebnisse im Worksheet
eingetragen. Zunachst wird bewertet, ob in den Negativ-Kontrollen maximal 10 %
der Lymphozyten zerstort sind und ob in den Positiv-Kontrollen mindestens 75 %
der Lymphozyten lysiert wurden. Danach wird fur jedes Panel ein Scorewert

angegeben (siehe Tabelle 2):

Tabelle 2: Scorewerte im LCT: Relativer Anteil der zerstdrten Lymphozyten in einem Panel und

daraus resultierender Score-Wert und Bewertung im LCT. LCT = Lymphozytotoxizitatstest

% lysierte Zellen Scorewert Bewertung

0-10 % 1 Negativ

11-25 % 2 Fraglich negativ
26-50 % 4 Schwach positiv
51-75 % 6 Positiv

76-100 % 8 Stark positiv
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Die abgelesenen Reaktionen werden im Arbeitsblatt bei dem entsprechenden
Panel eingetragen. Anhand der positiven Panels und der bekannten HLA-
Zusammensetzung jedes Panels kann man nun ablesen, gegen welche HLA-
Antigene die Antikorper gerichtet sind. Findet man in 2/3 aller Panels mit einem
bestimmten HLA-Antigen eine positive Reaktion (Score von 4 oder hoher), so gilt
dieser AntikOrper als nachgewiesen. Ist es nicht moglich, eine Spezifitat
anzugeben (z.B. weil fast alle Panels eine positive Reaktion zeigen), so wird das
Ergebnis in % PRA (Panel Reactive Antibodies), also als prozentualer Anteil aller
Panels angegeben. Als Ergebnis wird in diesem Fall z.B. ,87 % polyspezifische
Antikorper® notiert.

2.5 Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Der Nachweis von HLA-Antikérpern durch ELISA geht zurick auf Kao und
Kollegen (Kao et al. 1993). Im IKT Ulm wird der Biotest AbScreen HLA class | und
Il verwendet. Dabei handelt es sich um Enzyme Linked Immunosorbent Assays
(ELISA) fur den in-vitro Nachweis von IgG-Antikdrpern gegen HLA-Antigene der
Klasse | und Il. Die Teststreifen bestehen aus jeweils 8 Kavitaten, an deren Grund
hochgereinigte HLA-Glykoproteine angelagert sind. Die Glykoproteine der Klasse |
werden aus einem Thrombozytenpool von 300 typisierten Spendern gewonnen
(Frequenz der einzelnen Antigene, siehe Tabelle 1). HLA-Klasse-II-Glykoproteine
werden aus Zelllinien EBV-transformierter B-Lymphozyten gewonnen. Folgende
Spezifitdten sind dabei enthalten: DR1, DR4, DR7, DR8, DR9, DR10, DR11,
DR12, DR13, DR14, DR15, DR16, DR17, DR18, DR103, DR51, DR52 und DR53.

Durchfilhrung:

Die Anzahl der Teststreifen (8 Kavitaten) orientiert sich an der Anzahl der zu
testenden Patienten. 2 Kavitaten werden zur Bestimmung des Blancwertes
genutzt, 4 mit einer Negativ-Kontrolle bestlckt und 2 dienen als Positiv-Kontrolle
(siehe Tabelle 3). Fur jeden Patienten werden 2 Kavitaten mit Serum befUllt.
Zunachst wird das gelieferte Waschpufferkonzentrat (Tris(hydroximethyl)-
aminomethan, Tween 20, 1 % NaN3) der Firma Biotest im Verhaltnis 1:10 mit
destilliertem Wasser verdinnt. Die Streifen werden bei Raumtemperatur fur 5-10

Minuten mit 300 ul des Waschpuffers inkubiert. Sowohl die Patientenseren, als
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auch die Negativ- und Positivkontrollen der Firma Biotest werden 1:1 mit Proben-
Verdunnungspuffer (phosphatgepufferte Kochsalzlosung, Rinderserumalbumin,
0,1 % NaNz fur

Rinderserumalbumin, Maus-Serum, 0,1 % NaNj fir Klasse Il) gemischt. Der

Klasse |; phosphatgepufferte = Kochsalzlosung,
Waschpuffer wird durch einen Columbus Waschautomaten aus den Teststreifen
entfernt. Von den verdinnten Proben und Kontrollen werden jeweils 50 pl in die
entsprechenden Kavitaten Ubertragen

(4 Negativkontrollen, 2 Positivkontrollen, 2 Proben fur jeden Patienten), die Felder

fur den Blancwert bleiben leer.

Tabelle 3: Teststreifenbelegung: Belegung der Teststreifen am Beispiel von 6 Streifen zur Testung

von 8 Patientenseren (Patienten A-H). Blanc = Kavitdt zur Blancwertermittlung, Negativ =
Negativkontrolle, Positiv = Positivkontrolle, Patient A-H = Patientenserum. Linke Halfte zur Testung

von Antikérpern gegen Klasse |, rechte Halfte (kursive Schrift) flir Antikdrper der Klasse Il.

Blanc Patient A Patient E Blanc Patient A Patient E
Blanc Patient A Patient E Blanc Patient A Patient E
Negativ Patient B Patient F Negativ Patient B Patient F
Negativ Patient B Patient F Negativ Patient B Patient F
Negativ Patient C Patient G Negativ Patient C Patient G
Negativ Patient C Patient G Negativ Patient C Patient G
Positiv Patient D Patient H Positiv Patient D Patient H
Positiv Patient D Patient H Positiv Patient D Patient H

Die Mikrotiterplatte wird mit einer Folie abgedeckt und fur 45 Minuten bei 37°C in
einem Heraeus Brutschrank inkubiert. Sind in den Patientenproben Antikdrper
gegen die entsprechenden HLA-Merkmale enthalten, binden diese an die
aufgetragenen Glykoproteine in den Kavitaten, und es bilden sich Antigen-
Antikorper-Komplexe. Beim anschlieRenden viermaligen Waschen durch den
Waschautomaten wird das gesamte Serum inklusive nichtgebundener Antikorper
durch den Waschpuffer entfernt. Im folgenden Schritt wird das Konjugat im
Verhaltnis 1:100 mit dem Proben-Verdinnungspuffer gemischt und in jede Kavitat
(auRer dem Blanc) 50 ul zugegeben. AnschlieRend werden die Teststreifen fur 45
Minuten bei 37°C inkubiert. Bei dem Konjugat handelt es sich um einen Antikorper

gegen humanes IgG, an den das Enzym alkalische Phosphatase angelagert
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wurde. Sind im vorherigen Schritt Antigen-Antikorper-Komplexe entstanden, bindet
der enzymmarkierte Antikorper an diese Komplexe. Somit entsteht eine
Verbindung aus Antigen, zwei Antikdrpern und der alkalischen Phosphatase.
Wahrende der Inkubationszeit wird 50 mg des kristallinen Substrats p-
Nitrophenylphosphat in 500 pl destilliertem Wasser gelost und anschlieRend im
Verhaltnis 1:100 mit Substrat-Verdunnungspuffer (Diethanolamin, MgCl,, 0,02 %
NaN3) gemischt. Nach erneutem viermaligem Waschen werden jeder Kavitat
(auRer dem Blanc) 100 pl der verdinnten Substratldsung zugegeben und die
Teststreifen fur 30 Minuten bei Raumtemperatur in einer dunklen Schublade
inkubiert. Durch die alkalische Phosphatase wird p-Nitrophenylphosphat mit
Wasser zu p-Nitrophenol und Phosphat umgesetzt, p-Nitrophenol zeigt dabei eine
Gelbfarbung. Die Absorption kann im Photometer mit einem 410 nm Filter
gemessen und anhand der Absorption auf die Menge an gebundenen HLA-
Antikorpern geschlossen werden. Im letzten Schritt werden allen Kavitaten 100 pl
der Stoplésung (3 M NaOH) zugegeben, die Blancfelder erhalten zusatzliche 100
M. Die Teststreifen werden nun im ELx 800 Photometer der Firma BioTek
ausgelesen und durch die Biotest AbScore Interpretation 1.1 Software beurteilt.
Der OD-Mittelwert der Blancfelder wird hierbei von allen anderen Werten
subtrahiert und die Werte der Proben als Vielfaches der Negativkontrolle
angegeben. Der OD-Mittelwert der Negativkontrollen muss zwischen 0,04 und
0,15 liegen, der Mittelwert der Positivkontrollen hoher als 1,50 sein. Ein Serum gilt
als positiv, wenn der OD-Wert mindestens das Doppelte des Mittelwertes der
Negativkontrollen betragt (Score 2). Der Computer vergibt automatisch die
Scorewerte 2, 4, 6, und 8, welche sich am Vielfachen des OD-Mittelwerts der
Negativkontrollen orientieren. Es gibt eine Grauzone von 15 %, in der keine

Aussage Uber die Probe getroffen werden kann.
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2.6 Verwendete Gerate und Chemikalien

PBS - c.c. pro GmbH, Oberdorla GER

Aqua ad iniectabilia - Braun AG, Melsungen GER

Rotanda 460 R Zentrifuge - Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen GER
Fluoroquench AO/EB - One Lambda, Inc., Canoga Park USA
Gefriergetrocknetes Kaninchenkomplement - Biotest AG, Dreieich GER
Axiovert 40 CFL - Carl Zeiss AG, Oberkochen GER

Columbus Waschautomat — Biotest AG, Dreieich GER

Heraeus Brutschrank — Heraeus, Hanau GER

ELx 800 Photometer — BioTek, Bad Friedrichshall GER

AbScore Interpretation 1.1 Software - Biotest AG, Dreieich GER
GraphPad Prism 5 - GraphPad Software, La Jolla USA

2.7 Statistik

Die statistischen Auswertungen wurden mit der Software GraphPad Prism 5 der
Firma GraphPad Software durchgefluhrt. Flr die Berechnung von Signifikanzen
wurde dabei der Fisher-Yates-Test verwendet, der eine hohe Genauigkeit bei
kleineren Stichproben bietet.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientencharakteristika und Risikofaktoren

Insgesamt wurden von 74 Patienten zum ersten Untersuchungszeitpunkt Proben

entnommen und Daten erhoben sowie 160 gesunde Spender ausgewertet.

3.1.1 Kontrollgruppen:

Die erstellten 4 Kontrollgruppen aus der Stammzellspenderdatei setzen sich aus
jeweils 40 Personen mit den folgenden Charakteristika zusammen:

Gruppe A: 40 Manner ohne Risiko fur Antikorperbildung

Gruppe B: 40 Frauen ohne Risiko fur Antikdrperbildung

Gruppe C: 40 Manner mit Risiko fur Antikorperbildung

Gruppe D: 40 Frauen mit Risiko fur Antikdrperbildung

3.1.2 Ausgangssituation der Patienten:
Die Verteilung auf die Geschlechter und die Schwangerschaftsanamnese der 74
ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz (41 Manner und 33

Frauen) stellt sich wie in Abbildung 3 dar.

Geschlecht und Schwangerschaften

6; 8%
9; 12%

41; 56%
18; 24%

O M B F mit Schw. O F ohne Schw. O F unbekannte Schw.

Abbildung 3: Geschlecht und Schwangerschaftsanamnese: Absoluter und relativer Anteil der

ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz (n = 74) mit den entsprechenden
Eigenschaften. M = Manner; F mit Schw. = Frauen mit positiver Schwangerschaftsanamnese; F
ohne Schw. = Frauen mit negativer Schwangerschaftsanamnese; F unbekannte Schw. = Frauen

mit unbekannter Schwangerschaftsanamnese
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Das durchschnittliche Alter der Patienten betrug 56,6 Jahre (SD 16,8), der Median
lag bei 59 Jahren (siehe Abbildung 4).

Alter
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Abbildung 4: Alter der Patienten: Boxplot Uber das Alter der ausgewerteten Patienten aus der

Transfusionsambulanz (n = 74) in Jahren.

Die Patienten verteilten sich wie folgt auf die verschiedenen Altersgruppen:

Altersgruppen
5; 7%

10; 14%

35; 47%

24; 32%

O <26 Jahre B 2641 Jahre O 41-60 Jahre O > 60 Jahre

Abbildung 5: GréRe der Altersgruppen: Absolute und relative Verteilung der ausgewerteten

Patienten aus der Transfusionsambulanz (n = 74) in die verschiedenen Altersgruppen.

Die Patienten waren im Mittel 170 cm grof3 (SD 9,404 cm) und wogen 71,14 kg
(SD 15,32). Median zeigten sich eine GroRe von 170 cm und ein Gewicht von 70

kg (siehe Abbildung 6). Daraus ergibt sich eine mediane Korperoberflache von
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1,85 m? und ein BMI von 23,9 kg/m? (siehe Abbildungen 7 und 8). GroRe, Gewicht,
Korperoberflache und BMI konnten nur von 69 Patienten erhoben werden.

Grofle und Gewicht
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Abbildung 6: Grolke und Gewicht: Boxplot Gber die GroRe (in cm) und das Gewicht (in kg) der

ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz (n = 69). Von 5 Patienten konnten GréRRe

und Gewicht nicht evaluiert werden.

3- Korperoberflache
2-
NE 1
1-
0 .
L

Abbildung 7: Kdrperoberflache: Boxplot iiber die Korperflache (in m?) der ausgewerteten Patienten

aus der Transfusionsambulanz (n = 69). Von 5 Patienten konnte die Koérperoberflache nicht

evaluiert werden. KO = Kérperoberflache.
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Body-Mass-Index

Abbildung 8: Body-Mass-Index: Boxplot Giber den Body-Mass-Index (in kg/mz) der ausgewerteten
Patienten aus der Transfusionsambulanz (n = 69). Von 5 Patienten konnte der BMI nicht evaluiert
werden. BMI = Body-Mass-Index

Blutgruppen und Rhesusfaktor verteilten sich wie folgt auf die Patienten (siehe
Abbildung 9):

Blutgruppen
4; 5%

9; 12%

30; 419%

31;42%

ODOEAOBOAB

Abbildung 9: Blutgruppen: Absolute und prozentuale Verteilung der ausgewerteten Patienten aus
der Transfusionsambulanz (n = 74) auf die entsprechenden Blutgruppen. 0 = Blutgruppe 0; A =
Blutgruppe A; B = Blutgruppe B; AB = Blutgruppe AB.

Der Rhesusfaktor war bei 81 % (60/74) der Patienten positiv und bei 19 % (14/74)
negativ.
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Diagnosen:
Bei den Diagnosen der Patienten Uberwiegen deutlich die hamatologischen

Erkrankungen (siehe Abbildung 10).

Erkrankungen
4; 5%

9; 12%

61; 83%
I hamatologische Erkrankung B solider Tumor O Kombination

Abbildung 10: Erkrankungen: Absolute und prozentuale Verteilung der ausgewerteten Patienten

aus der Transfusionsambulanz (n = 74) auf die verschiedenen Krankheitskategorien. Kombination

= Kombination aus hamatologischer Erkrankung und solidem Tumor.

3.1.3 Testzeitpunkte

Die ausgewerteten Patienten wurden wahrend des Beobachtungszeitraums an bis
zu 3 Zeitpunkten auf HLA-AK getestet:

Zeitpunkt 1: 74 Patienten mit mindestens einer abgegebenen Probe.

Zeitpunkt 2: 48 Patienten mit mindestens zwei abgegebenen Proben.

Zeitpunkt 3: 21 Patienten mit drei abgegebenen Proben.

Tabelle 4 legt dar, wie sich der Anteil bestimmter Charakteristika zu den

verschiedenen Untersuchungszeitpunkten verandert hat.
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Tabelle 4: Patientencharakteristika: Prozentualer Anteil (bzw. absolute Anzahl) der ausgewerteten

Patienten aus der Transfusionsambulanz mit den entsprechenden Charakteristika zum
angegebenen Untersuchungszeitpunkt. UZ 1 = Untersuchungszeitpunkt 1, erste Probenabnahme;
UZ 2 = Untersuchungszeitpunkt 2, zweite Probenabnahme; UZ 3 = Untersuchungszeitpunkt 3,
dritte HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-Antikorper, EKs =

HLA-TKs =

Probenabnahme;
Erythrozytenkonzentrate; Human-Leucocyte-Antigen-kompatible

Thrombozytenkonzentrate.

Uz 1 [uz 2 uz 3
Anzahl Patienten 74 48 21
Auf HLA-AK positiv getestete Patienten 31 % 42 % 19 %
Patienten mit Vortransfusionen 74 % 100 % 100 %
Patienten die EKs erhielten 70 % 92 % 95 %
Patienten mit bestrahlten Praparaten 53 % 54 % 52 %
Patienten mit hamatologischen 88 % 90 % 95 %
Erkrankungen
Versorgung mit HLA-TKs 3 % 23 % 33 %
Manner 55 % 56 % 57 %
Frauen mit Schwangerschaften 24 % 23 % 19 %
Frauen ohne Schwangerschaften 12 % 15 % 19 %
Frauen mit unbekannter I8 % 6 % S %
Schwangerschaftsanamnese
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3.2 HLA-AK der Kontrollgruppen

Die vier Kontrollgruppen A-D durchliefen ein ELISA-Screening auf HLA Antikorper,

wobei sich folgende Ergebnisse boten (siehe Tabelle 5):

Tabelle 5: ELISA-Screening der Kontrollgruppen: Prozentualer Anteil der Mitglieder der

Kontrollgruppen (aus der Stammzellspenderdatei) mit HLA-AK gegen Klasse | und Il. ELISA =
Enzyme Linked Immunosorbent Assay; HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-Antikorper. A = 40
Manner ohne Risiko fiir Antikdrperbildung; B = 40 Frauen ohne Risiko fiir Antikérperbildung; C = 40
Manner mit Risiko fir Antikdrperbildung; D = 40 Frauen mit Risiko flir Antikérperbildung.

Gruppe Klasse | positiv Klasse Il positiv
A 0% 2,5%
B 25% 12,5 %
C 0% 2,5 %
D 30 % 27,5 %

Vergleicht man Frauen ohne bzw. mit Risiko (siehe Abbildung 11), zeigt sich im
Fisher-Yates-Test eine signifikant hdhere Rate an HLA-AK gegen Klasse | bei
Frauen mit Risikoanamnese (P-Wert 0,002; Konfidenzintervall 95 %). Bei den

mannlichen Kontrollgruppen findet sich kein Unterschied.

50- Klasse | - Frauen
ELISA Klasse | positiv

40- EZ3 ELISA Klasse | negativ

30+

Mitglieder der Gruppen

Abbildung 11: Klasse-I-Screening der weiblichen Kontrollgruppen: Absolute Anzahl der Mitglieder

der beiden weiblichen Kontrollgruppen mit bzw. ohne HLA-AK gegen Klasse | im ELISA. ELISA =
Enzyme Linked Immunosorbent Assay; Gruppe B = 40 Frauen aus der Stammzellspenderdatei
ohne Risiko fiir Antikorperbildung; Gruppe D = 40 Frauen aus der Stammzellspenderdatei mit

Risiko fur Antikdrperbildung; HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-Antikorper.
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Frauen mit Risiko haben zwar eine erhohte Rate an HLA-AK gegen Klasse I
(siehe Abbildung 12), dieser Unterschied zu Frauen ohne Risikoanamnese ist
jedoch nicht signifikant (P-Wert 0,16: Konfidenzintervall 95 %). Bei den

mannlichen Kontrollgruppen zeigt sich erneut kein Unterschied.

40~ )
o Klasse 1l - Frauen 2] ELISA Klasse Il positiv
& 30- Lo ELISA Klasse Il negativ
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O]
]
2 20-
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2 10-
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Abbildung 12: Klasse-llI-Screening der weiblichen Kontrollgruppen: Anzahl der Mitglieder der

beiden weiblichen Kontrollgruppen mit bzw. ohne HLA-AK gegen Klasse Il im ELISA. ELISA =
Enzyme Linked Immunosorbent Assay; Gruppe B = 40 Frauen aus der Stammzellspenderdatei
ohne Risiko fiir Antikorperbildung; Gruppe D = 40 Frauen aus der Stammzellspenderdatei mit

Risiko fir Antikérperbildung; HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-Antikorper.

Betrachtet man die Screenings fur Klasse | und |l gemeinsam (siehe Abbildung
13), zeigt sich wieder ein signifikant hdoherer Anteil von HLA-AK bei Frauen mit
Risikoanamnese (P-Wert 0,034; Konfidenzintervall 95 %).

Y
(=}

Klasse | und Il - Frauen E& ELISAKI. | und/oder 2 pos.
e E=3 ELISAKI | und Il negativ

:

:

:

Mitglieder der Gruppem
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1
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Abbildung 13: HLA-AK-Screening der weiblichen Kontrollgruppen: Anzahl der Mitglieder der beiden

weiblichen Kontrollgruppen mit bzw. ohne HLA-AK gegen Klasse | und/oder Il im ELISA. ELISA =
Enzyme Linked Immunosorbent Assay; Gruppe B = 40 Frauen aus der Stammzellspenderdatei
ohne Risiko fiir Antikorperbildung; Gruppe D = 40 Frauen aus der Stammzellspenderdatei mit

Risiko fir Antikérperbildung; HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-Antikorper.
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3.3 Transfusionen und Ergebnisse allgemein

Den Patienten wurden wahrend des Beobachtungszeitraums insgesamt 607
Thrombozytentransfusionen verabreicht. Dabei erhielten sie je nach Hohe ihrer
aktuellen Thrombozytenzahl entweder ein oder zwei TKs. Abbildung 14 gibt die

Grunde fur die Transfusionen an.

Indikationen

13; 2%

215; 35%

379; 63%

@ Prophylaxe B Blutung O geplanter Eingriff

Abbildung 14: Transfusionsindikationen: Absoluter und prozentualer Anteil der verschiedenen

Indikation an allen Thrombozytentransfusionen (n = 607), die bei den ausgewerteten Patienten aus

der Transfusionsambulanz (n = 74) im gesamten Beobachtungszeitraum durchgefiihrt wurden.

Bei diesen Transfusionen wurden 968 leukozytendepletierte
Thrombozytenpraparate verabreicht. Abbildung 15 gibt die Anteile der
verschiedenen  TKs an.  Zusatzlich  erhielten die Patienten im

Beobachtungszeitraum 896 leukozytendepletierte EKs.
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Thrombozytenpraparate

110; 1% 23, 2%

408; 42%

427; 45%

O Pool-TKs B bestrahite Pool-TKs O HLA-TKs O Apherese-TKs

Abbildung 15: Thrombozytenpraparate: Absoluter und prozentualer Anteil der verschiedenen

Praparate an allen TKs (n = 968), die den ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz
(n = 74) im gesamten Beobachtungszeitraum transfundiert wurden. TKs =
Thrombozytenkonzentrate; HLA-TKs = Human-Leucocyte-Antigen-kompatible

Thrombozytenkonzentrate.

Jeweils zum Zeitpunk der ersten Probenabnahme wurden Thrombozytenzahlen
und CCI bestimmt. Bei den Thrombozytenzahlen muss man zwischen Patienten

mit einem bzw. zwei transfundierten TKs unterscheiden (siehe Abbildung 16).

Thrombozytenzahlen
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Abbildung 16: Thrombozytenzahlen und Anstieq: Boxplot Uber die Thrombozytenzahlen der

ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz vor der Transfusion, nach der Transfusion
und dem daraus resultierenden Anstieg (am Tag der ersten Probenentnahme). Es wurden nur 70

Patienten ausgewertet, da bei 4 Patienten zu diesem Zeitpunkt nur eine Blutbildkontrolle erfolgte.
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Die Patienten wurden unterteilt, je nachdem ob sie ein (n = 35) oder zwei (n = 35) TKs bekommen
haben. TK = Thrombozytenkonzentrat; 1 TK Vor = Thrombozytenzahl vor der Transfusion eines
TK; 1 TK Nach = Thrombozytenzahl nach der Transfusion eines TK; 1 TK Anstieg = Anstieg der
Thrombozytenzahl durch die Transfusion eines TK; 2 TKs Vor = Thrombozytenzahl vor der
Transfusion zweier TKs; 2 TKs Nach = Thrombozytenzahl nach der Transfusion zweier TKs; 2 TKs

Anstieg = Anstieg der Thrombozytenzahl durch die Transfusion zweier TKs.

In der Formel des CCI ist dieser Faktor bereits berlcksichtigt. Insgesamt zeigte
sich bei den Patienten ein medianes CCI von 13130, wobei Patienten ohne HLA-
AK ein medianes CCIl von 14554 hatten, wahrend die Patienten mit HLA-AK
lediglich ein CCI von 10823 zeigten (siehe Abbildung 17). Patienten mit HLA-AK
erreichten demnach nur 74 % des CCI der Patienten ohne HLA-AK.
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Abbildung 17: CCI: Boxplot Uber das CCI der ausgewerteten Patienten aus der

Transfusionsambulanz bei der Transfusion zum Zeitpunkt der ersten Probenentnahme. Es wurden
65 Patienten ausgewertet, da bei 9 entweder die Korperoberflache nicht bekannt ist, oder nur eine
Blutbildkontrolle durchgefiihrt wurde. Die Patienten wurden zusatzlich in Patienten mit (n = 21) und
ohne (n = 44) HLA-AK unterteilt. CCI = Corrected Count Increment; HLA-AK = Human-Leucocyte-
Antigen-Antikdrper; Pat. Gesamt = CCls aller Patienten; Pat. mit HLA-AK = CCls der Patienten mit
positivem HLA-AK-Nachweis in der ersten Probe; Pat. ohne HLA-AK = CCls der Patienten mit

negativem HLA-AK-Nachweis in der ersten Probe.
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138 Proben wurde auf Antikdrper gegen HLA-Merkmale der Klasse | (LCT und
ELISA) und Klasse Il (ELISA) getestet. In 5 Fallen konnte nur ein LCT erhoben

werden. Demnach wurden insgesamt 143 Proben bearbeitet.

Antikorper gegen HLA-Klasse-I:
Bei 115 von 138 Proben kamen LCT und ELISA zum gleichen Ergebnis. In 98

Fallen waren beide Tests negativ, in 17 positiv.

Bei 23 Seren unterschieden sich die Ergebnisse der beiden Tests. 15-mal war der
ELISA positiv und der LCT negativ. Bei 8 Seren war der LCT positiv, wahrend im
ELISA keine Antikorper gefunden wurden.

Somit kamen LCT und ELISA in 83 % (115/138) der Falle zum gleichen Ergebnis,
wahrend sie sich in 17 % (23/138) unterschieden. Insgesamt wurden 18 %
(25/138) aller Proben im LCT positiv getestet, wahrend dieser Anteil im ELISA bei
23 % lag (32/138) (siehe Abbildung 18).

HLA-AK gegen Klasse |
8, 6% 17;12%

15, 11%

98; 71%
@ ELISA + LCT positiv B ELISA + LCT negativ O nur ELISA positiv O nur LCT positiv

Abbildung 18: Vergleich ELISA/LCT: Absoluter und prozentualer Anteil an Ubereinstimmungen

bzw. Unterschieden in der Bestimmung von HLA-AK gegen Klasse | im ELISA bzw. LCT.
Insgesamt wurden 138 Seren mit beiden Verfahren getestet. ELISA = Enzyme Linked
Immunosorbent Assay; LCT = Lymphozytotoxizitatstest; HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-
Antikérper.
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Spezifitaten:
Bei 13 von 74 Patienten wurden zwischenzeitlich spezifische HLA-AK gefunden.

Die Abbildungen 19 und 20 geben eine Ubersicht (ber die Anzahl der Patienten
mit dem entsprechenden Antikdrper. Dabei wurde jeweils die Probe der Patienten
ausgewertet, in der die meisten Spezifitaten gefunden wurden. Bei 10 Patienten
wurden mehrere spezifische HLA-AK nachgewiesen. Eine Haufung findet man bei
Antikdrpern gegen A1, A2, A3, A23, A24, A25, A66 sowie B7, B27, B57, und B58.

Spezifitiaten (1)
6
c 5
5
4 4 4
E 4
— 37
& 2 2 2
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1 1 1 1
O I I I I I I I I I I
A1 A2 A3 A11 A23 A24 A25 A26 A28 A41 A66

Abbildung 19: Spezifitaten (1): Absolute Anzahl der ausgewerteten Patienten aus der

Transfusionsambulanz (n = 74) mit Antikbrpern gegen das entsprechende HLA-Merkmal des A-
Locus. HLA = Human-Leucocyte-Antigen; AX = entsprechendes Allel des A-Locus im Human-

Leucocyte-Antigen-System.
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Abbildung 20: Spezifitdten (2): Absolute Anzahl der ausgewerteten Patienten aus der

Transfusionsambulanz (n = 74) mit Antikbrpern gegen das entsprechende HLA-Merkmal des B-
Locus. HLA = Human-Leucocyte-Antigen; BX = entsprechendes Allel des B-Locus im Human-

Leucocyte-Antigen-System.
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Antikérper gegen HLA-Klasse-Il:
Der ELISA konnte in 18 der 138 untersuchten Seren HLA-AK gegen Klasse |l

nachweisen. Dies entspricht einem Anteil von 13 %.

3.4 Risikofaktoren und HLA-AK zu Beginn

Insgesamt konnte von 74 Patienten eine erste Blutprobe entnommen und ein LCT
bzw. ELISA durchgefuhrt werden. Zusatzlich wurden die Risikofaktoren evaluiert,
die schon zu Beginn bestanden. So hatten beispielsweise 55 Patienten bereits vor
der ersten Probenentnahme Blutkomponenten erhalten (siehe Abbildung 21).

Vortransfusionen

5, 7%

14; 19%

55; 74%

@ Ja B Nein O unbekanmt

Abbildung 21: Transfusionsanamnese: Absoluter und prozentualer Anteil der ausgewerteten
Patienten aus der Transfusionsambulanz (n = 74) mit/ohne Transfusionen vor der ersten

Probenabgabe bzw. unbekannter Transfusionsanamnese.

Die Abbildungen 22 und 23 zeigen, welchen Anteil die verschiedenen Praparate

an den Vortransfusionen haben:
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Erythrozyten - Vortransfusionen

52; 70%

O Ja B Nein

Abbildung 22: EKs vor 1. Blutprobe: Absoluter und prozentualer Anteil der ausgewerteten

Patienten aus der Transfusionsambulanz (n = 74), die vor der ersten Probe EKs erhalten haben
oder nicht. EKs = Erythrozytenkonzentrate.

Thrombozyten - Vortransfusonen

20; 27%
29; 40%

1; 1%

24; 32%

@ Pool-TKs B bestrahite Pool-TKs 0O H.A-TKs O keine TKs

Abbildung 23: TKs vor 1. Blutprobe: Absoluter und prozentualer Anteil der ausgewerteten Patienten

aus der Transfusionsambulanz (n = 74), die vor der ersten Probe die entsprechenden
Thrombozytenkonzentrate erhalten haben. TKs = Thrombozytenkonzentrate; HLA-TKs = Human-

Leucocyte-Antigen-kompatible Thrombozytenkonzentrate.

Vor der ersten Blutentnahme wurden den Patienten median 4 EKs (Mittelwert 7,2;
SD 10,89), 2 Pool-TKs (Mittelwert 5,3; SD 11,7), 0 HLA-TKs (Mittelwert 0,47; SD
3,00) und O Apherese-TKs (Mittelwert 0,3; SD 2,6) transfundiert (siehe Abbildung
24).
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Abbildung 24: Transfusionsanamnese (2): Boxplot Uber die Anzahl der Praparate, die den

ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz (n = 74) vor der ersten Blutentnahme
transfundiert wurden. EKs = Erythrozytenkonzentrate; TKs = Thrombozytenkonzentrate; HLA-TKs
= Human-Leucocyte-Antigen-kompatible Thrombozytenkonzentrate; Apherese-TKs = nicht-Human-

Leucocyte-Antigen-gerichtete Thrombozytenkonzentrate.

Die Abbildungen 25 und 26 zeigen die Ergebnisse des LCT und die Scorewerte im
ELISA Klasse | und Il bei der ersten Probe.

LCT 1. Probe

10; 14%

2; 3%

62; 83%

@ negativ B unspezfisch positiv O spezfisch positiv

Abbildung 25: LCT 1. Probe: Absoluter und prozentualer Anteil der ausgewerteten Patienten aus
der Transfusionsambulanz (n = 74) die bei der ersten Probe das entsprechende Ergebnis im LCT

hatten. LCT = Lymphozytotoxizitatstest.
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ELISA 1. Probe
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Abbildung 26: ELISA 1. Probe: Absoluter Anteil der ausgewerteten Patienten aus der

Transfusionsambulanz (n = 74) die bei der ersten Probe den entsprechenden Score im ELISA
hatten. ELISA = Enzyme Linked Immunosorbent Assay; n.a. = not available (kein ELISA
durchgefiihrt).

Abbildung 27 zeigt, mit welcher Art von TKs die Patienten zum Zeitpunkt der

ersten Probenabnahme versorgt wurden:

Praparateversorgung - Beginn
1;1%

34; 46%

39; 53%

@ Pool-TKs B bestrahite Pool-TKs 0O H.A-TKs

Abbildung 27: Praparateversorgung — Beginn: Absoluter und prozentualer Anteil der ausgewerteten

Patienten aus der Transfusionsambulanz (n = 74), die zum Zeitpunkt der ersten Probenabnahme
mit der entsprechenden Art von TK versorgt wurden. TKs = Thrombozytenkonzentrate; HLA-TKs =

Human-Leucocyte-Antigen-kompatible Thrombozytenkonzentrate.
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In den Ergebnissen der 1. Blutprobe zeigte sich kein signifikanter Unterschied (P-
Wert = 1,0; Konfidenzintervall 95 %) in der HLA-AK-Rate zwischen Patienten mit

bzw. ohne Vortransfusionen mit zellularen Blutkomponenten (siehe Abbildung 28).
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Abbildung 28: Vortransfusionen und HLA-AK: Absolute Anzahl an ausgewerteten Patienten aus der

Transfusionsambulanz (n = 74) mit bzw. ohne Vortransfusionen, bei denen in der 1. Probe HLA-AK
nachgewiesen wurden oder nicht. VT = Vortransfusion; HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-

Antikorper.

33 % der Patienten, die schon EKs erhalten hatten, wurden bereits in der 1. Probe
positiv getestet (siehe Abbildung 29). Im Vergleich zu den 18 % positiven
Patienten, die keine EKs erhalten hatten, ist dieser Unterschied jedoch nicht
signifikant (P-Wert = 0,17; Konfidenzintervall 95 %).

40 EK-Vortransfusionen HLA-AK

e E= keine HLA-AK

Anzahl Patienten
N
o

EKs keine EKs

Abbildung 29: EK-Vortransfusionen und HLA-AK: Absolute Anzahl an ausgewerteten Patienten

aus der Transfusionsambulanz (n = 74) mit bzw. ohne EK-Vortransfusionen, bei denen in der 1.
Probe HLA-AK nachgewiesen wurden oder nicht. EK = Erythrozytenkonzentrat; HLA-AK = Human-

Leucocyte-Antigen-Antikdrper.
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Auch die Transfusionsanamnese mit bestrahlten bzw. unbestrahlten zellularen
Blutprodukten (siehe Abbildung 30) zeigt keinen signifikanten Unterschied in der
HLA-AK-Entwicklung (P-Wert 0,81; Konfidenzintervall 95 %).
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Abbildung 30: Bestrahlung und HLA-AK: Absolute Anzahl an ausgewerteten Patienten aus der
Transfusionsambulanz (n = 74) die bestrahlte bzw. unbestrahlte zellulare Blutprodukte erhielten

und bei denen in der 1. Probe HLA-AK nachgewiesen wurden oder nicht. HLA-AK = Human-

Leucocyte-Antigen-Antikdrper.

Unterteilt man die Patienten nach ihren Erkrankungen (siehe Abbildung 31), findet
man bei 34 % (22/65) der hamatologischen Patienten HLA-AK in der 1. Probe
gegenuber 11 % der Patienten mit anderen Erkrankungen (1/9). Dieser
Unterschied ist zwar deutlich, jedoch nicht signifikant (P-Wert = 0,26;

Konfidenzintervall 95 %).
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Abbildung 31: Erkrankung und HLA-AK: Absolute Anzahl an ausgewerteten Patienten aus der
Transfusionsambulanz (n = 74) mit hamatologischer bzw. anderer Erkrankung, bei denen in der

ersten Probe HLA-AK nachgewiesen wurden oder nicht. hdm. Erkr. = hdmatologische Erkrankung;

andere Erkr. = andere Erkrankung; HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-Antikdrper.
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Getrennt nach Geschlecht und Schwangerschaftsanamnese zeigten sich bei den
unterschiedlichen Patientengruppen ahnliche Raten an positiven Ergebnissen im
ersten Test (siehe Tabelle 5). Es konnten keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen gefunden werden.

Tabelle 5: Geschlecht und Schwangerschaftsanamnese: Absoluter und prozentualer Anteil an

ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz (n = 74) unterteilt nach Geschlecht und
Schwangerschaftsanamnese, bei denen in der ersten Probe HLA-AK nachgewiesen wurden oder
nicht. HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-Antikdrper.

HLA-AK | Keine HLA-AK Positive
Patienten

Manner 12 29 29 %
Frauen mit 6 12 33 %
Schwangerschaften
Frauen ohne 2 7 22 %
Schwangerschaften
Frauen mit unbekannter 3 3 50 %
Schwangerschaftsanamnese
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3.5 Risikofaktoren und HLA-AK an den verschiedenen

Untersuchungszeitpunkten

Tabelle 6 gibt die Anzahl der Patienten, HLA-AK-Trager und den Anteil der
verschiedenen Risikofaktoren an den drei Untersuchungszeitpunkten wieder.

Tabelle 6: Patientencharakteristika an den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten: Absolute

Anzahl der getesteten Patienten aus der Transfusionsambulanz am entsprechenden
Untersuchungszeitpunkt. Prozentualer Anteil der verschiedenen Charakteristika bei den getesteten
Patienten am entsprechenden Untersuchungszeitpunkt. UZ 1 = Untersuchungszeitpunkt 1; erste
Probenabgabe; UZ 2 = Untersuchungszeitpunkt 2; zweite Probenabgabe; UZ 3 =
Untersuchungszeitpunkt 3; dritte Probenabgabe. EKs = Erythrozytenkonzentrate; HLA-TKs =
Human-Leucocyte-Antigen-kompatible Thrombozytenkonzentrate; Schw.-Anamnese =
Schwangerschaftsanamnese; HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-Antikorper.

uz1 uz2 uzs3
Anzahl Patienten 74 48 21
Patienten mit HLA-AK 31 % 42 % 19 %
Patienten mit Vortransfusionen 74 % 100 % | 100 %
Patienten die EKs erhielten 70 % 92 % 95 %
Patienten mit bestrahlten Praparaten 53 % 54 % 52 %
Patienten mit hamatologischen Erkrankungen 88 % 90 % 95 %
Versorgung mit HLA-TKs 3 % 23 % 33 %
Manner 55 % 56 % 57 %
Frauen mit Schwangerschaften 24 % 23 % 19 %
Frauen ohne Schwangerschaften 12 % 15 % 19 %
Frauen mit unbekannter Schw.-Anamnese 8 % 6 % 5 %

Ausfuhrlichere Angaben zum Untersuchungszeitpunkt 1 wurden in Kapitel 3.4
dargestellt.

Untersuchungszeitpunkt 2:

Zum Untersuchungszeitpunkt 2 konnte von 48 Patienten eine zweite Probe
entnommen werden.

Zwischen der ersten und zweiten Probe erhielten sie median 4 EKs und 3,5 Pool-
TKs (siehe Abbildung 32)
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Abbildung 32: 1. Transfusionsphase: Boxplot Uber die Anzahl der Praparate, die den

ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz mit mindestens zwei Probenabgaben (n =
48) zwischen der 1. und 2. Blutentnahme verabreicht wurden. EKs = Erythrozytenkonzentrate; TKs
= Thrombozytenkonzentrate; HLA-TKs = Human-Leucocyte-Antigen-kompatible

Thrombozytenkonzentrate.

Die Zeit zwischen den beiden Blutabnahmen betrug median 82,5 Tage (siehe

Abbildung 33).

Dauer 1. Transfusionsphase
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Abbildung 33: 1. Transfusionsphase - Dauer: Boxplot Uber die vergangenen Tage zwischen der 1.

und 2. Blutentnahme bei den ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz mit

mindestens zwei Probenabgaben (n = 48).

Abbildung 34 stellt die LCT-Ergebnisse der 2. Blutprobe dar. Die spezifisch
positiven Seren fielen im Vergleich zum 1. Untersuchungszeitpunkt (siehe
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Abbildungen 25 und 34) von 14 % (10/74) auf 10 % (5/48), wahrend die
unspezifisch positiven Proben von 3 % (2/74) auf 15 % (7/48) anstiegen.

LCT 2. Probe
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Abbildung 34: LCT 2. Probe: Absoluter und prozentualer Anteil der ausgewerteten Patienten aus

der Transfusionsambulanz (n = 48), die bei der zweiten Probe das entsprechende Ergebnis im LCT

hatten. LCT = Lymphozytotoxizitatstest.

Im ELISA (siehe Abbildung 35) stieg der Anteil an Proben mit HLA-AK gegen
Klasse | von 26 % (19/74) am ersten Untersuchungszeitpunkt (siehe Abbildung 26
und 35) auf 28 % (13/47) zum zweiten Zeitpunkt. Bei HLA-AK gegen Klasse |l
zeigte sich ein Anstieg von 12 % (9/74) auf 17 % (8/47).

ELISA 2. Probe

O Klasse |

B Klasse |l

Abbildung 35: ELISA 2. Probe: Absoluter Anteil der ausgewerteten Patienten aus der

Transfusionsambulanz (n = 48) die bei der zweiten Probe den entsprechenden Score im ELISA

hatten. ELISA = Enzyme Linked Immunosorbent Assay; n.a. = not available (kein ELISA
durchgefiihrt).

43



Bei den 48 Patienten mit 2 Blutentnahmen fanden sich jeweils 20 positive
Probanden in der 1. und 2. Probe (siehe Abbildung 36). Somit ergab sich

statistisch kein Unterschied.

Vergleich 1. und 2. Probe
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Abbildung 36: HLA-AK-Entwicklung im 1. Transfusionsabschnitt: Absolute Anzahl der

ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz mit mindestens zwei Probeentnahmen (n
= 48) mit bzw. ohne HLA-AK in der 1. und 2. Probe. HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-

Antikdrper.

Zum Zeitpunkt der zweiten Probenentnahme wurden erneut die Risikofaktoren der
Patienten und ihr Einfluss auf die Bildung von HLA-AK verglichen. Dabei zeigte
sich mit einer Ausnahme keine signifikante Beeinflussung der HLA-AK-Bildung

durch die verschiedenen Risikofaktoren (siehe Tabelle 7).
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Tabelle 7: Risikofaktoren und HLA-AK am Untersuchungszeitpunk 2: Absolute Anzahl der

ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz zum Untersuchungszeitpunkt 2 (n = 48),
die die entsprechenden Praparate erhalten haben bzw. die entsprechenden Charakteristika
aufweisen und HLA-AK haben oder nicht. Angabe des P-Werts und der Signifikanz des
zweiseitigen Fisher-Yates-Tests mit einem Konfidenzintervall von 95 %. HLA-AK = Human-

Leucocyte-Antigen-Antikérper; EKs = Erythrozytenkonzentrate.

HLA-AK | Keine HLA-AK | P-Wert Signifikanz
EKs 17 27 0,29 nein
Keine EKs 3 1
Bestrahlt 10 16 0,77 nein
Nicht bestrahlt 10 12
Hamatologische 19 24 0,38 nein
Erkrankung
Andere Erkrankung 1
Frauen 13 8 0,02 ja
Manner 7 20

Im Vergleich zu den mannlichen Patienten zeigt sich jeweils eine signifikant
erhohte Rate an HLA-AK bei Frauen mit unbekannter
Schwangerschaftsanamnese (P-Wert 0,03; Konfidenzintervall 95 %) und bei

Frauen allgemein (siehe Tabelle 7 und Abbildung 37).
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20- EE3 keine HLA-AK
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Abbildung 37: Geschlecht und HLA-AK — UZ 2: Absolute Anzahl der ausgewerteten mannlichen (n
= 27) bzw. weiblichen (n = 21) Patienten aus der Transfusionsambulanz zum

Untersuchungszeitpunkt 2, bei denen HLA-AK nachgewiesen wurden. HLA-AK = Human-
Leucocyte-Antigen-Antikorper; UZ 2 = Untersuchungszeitpunkt 2.
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Untersuchungszeitpunkt 3:
Zum Untersuchungszeitpunkt 3 konnte von 21 Patienten eine dritte Probe

entnommen werden. Zwischen Untersuchungszeitpunkt 2 und 3 wurden ihnen
median 4 EKs und 2 Pool-TKs transfundiert (siehe Abbildung 38).
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Abbildung 38: 2. Transfusionsphase: Boxplot Uber die Anzahl der Praparate, die den

ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz (n = 21) zwischen der 2. und 3.
Blutentnahme verabreicht wurden. EKs = Erythrozytenkonzentrate; TKs =
Thrombozytenkonzentrate; HLA-TKs = Human-Leucocyte-Antigen-kompatible

Thrombozytenkonzentrate.

Die Transfusionen erstreckten sich hierbei median Uber einen Zeitraum von 70

Tagen (siehe Abbildung 39).
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Abbildung 39: 2. Transfusionsphase - Dauer: Boxplot Uber die vergangenen Tage zwischen der 2.

und 3. Blutentnahme bei den ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz (n = 21).
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Im LCT zum Untersuchungszeitpunkt 3 zeigt sich ein ahnliches Bild wie zum 1.
Untersuchungszeitpunkt: 14 % (3/21) der Patienten waren spezifisch und 5 %
(1/21) unspezifisch positiv (siehe Abbildungen 25 und 40).

LCT 3. Probe
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Abbildung 40:LCT 3. Probe: Absoluter und prozentualer Anteil der ausgewerteten Patienten aus

der Transfusionsambulanz (n = 21), die bei der dritten Probe das entsprechende Ergebnis im LCT
hatten. LCT = Lymphozytotoxizitatstest.

Der Anteil an positiven Ergebnissen im ELISA war zum Untersuchungszeitpunkt 3
mit 11 % (2/19) in beiden Klassen im Vergleich zu den anderen

Untersuchungszeitpunkten am geringsten (siehe Abbildungen 26, 35 und 41).
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Abbildung 41: ELISA 3. Probe: Absoluter Anteil der ausgewerteten Patienten aus der

Transfusionsambulanz (n = 21) die bei der dritten Probe den entsprechenden Score im ELISA
hatten. ELISA = Enzyme Linked Immunosorbent Assay; n.a. = not available (kein ELISA
durchgefiihrt).
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Von den 21 Patienten waren 11 in der zweiten Probe positiv, wahrend in der
dritten Probe nur bei 4 Patienten HLA-AK gefunden wurden (siehe Abbildung 42).
Dieser Abfall ist zwar deutlich, jedoch im Fisher-Yates-Test nicht signifikant (P-

Wert 0,1; Konfidenzintervall 95 %).

Vergleich 2. und 3. Probe
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Abbildung 42: HLA-AK-Entwicklung im 2. Transfusionsabschnitt: Absolute Anzahl der

ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz (n = 21) mit bzw. ohne AK in der 2. und 3.

Probe. HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-Antikorper.

Auch zum dritten Untersuchungszeitpunkt wurden die Risikofaktoren der Patienten
und ihr Einfluss auf die Bildung von HLA-AK verglichen. Hier zeigte sich keine

signifikante Beeinflussung der HLA-AK-Bildung (siehe Tabelle 8).
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Tabelle 8: Risikofaktoren und HLA-AK am Untersuchungszeitpunk 3: Absolute Anzahl der

ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz zum Untersuchungszeitpunkt 3 (n = 21),
die die entsprechenden Praparate erhalten haben bzw. die entsprechenden Charakteristika
aufweisen und HLA-AK haben oder nicht. Angabe des P-Werts und der Signifikanz des
zweiseitigen Fisher-Yates-Tests mit einem Konfidenzintervall von 95 %. HLA-AK = Human-

Leucocyte-Antigen-Antikdrper; EKs = Erythrozytenkonzentrate.

HLA-AK | Keine HLA-AK P-Wert Signifikanz
EKs 3 17 0,19 nein
Keine EKs 1 0
Bestrahlt 1 10 0,31 nein
Nicht bestrahlt 3 7
Hamatologische 4 16 1,00 nein
Erkrankung
Andere Erkrankung 0 1
Manner 3 9 0,60 nein
Frauen

Zum Untersuchungszeitpunkt 3 hatte die Schwangerschaftsanamnese keinen
signifikanten Einfluss auf die HLA-AK-Rate.

3.6 Risikofaktoren und HLA-AK im gesamten Zeitraum

In diesem Abschnitt wird der gesamte Beobachtungszeitraum ausgewertet.
Patienten bei denen zu irgendeinem Zeitpunkt HLA-AK nachgewiesen wurden
gelten als positiv. Die Ergebnisse der HLA-AK-Testung werden mit den

Risikofaktoren korreliert.
Durchschnittlich wurden den Patienten bis zur 3. Probe 11,9 EKs (SD 14,8), 10,9

Pool-TKs (SD 18,4) und 1,7 HLA-kompatible TKs (SD 6,8) transfundiert. Sie
erhielten demnach median 7 EKs und 4 Pool-TKs (siehe Abbildung 43).
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Abbildung 43: Transfundierte Praparate: Boxplot (iber die Anzahl der verschiedenen Praparate, die

den ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz (n = 74) verabreicht wurden. EKs =
Erythrozytenkonzentrate; TKs = Thrombozytenkonzentrate; HLA-TKs = Human-Leucocyte-Antigen-

kompatible Thrombozytenkonzentrate.

Gesamt-Antikorper:
Die Abbildungen 44 und 45 legen dar, bei welchem Anteil der Patienten zu

irgendeinem Zeitpunkt HLA-AK gefunden wurden. In Abbildung 44 flieBen die
Ergebnisse beider Tests (LCT und ELISA) in die Auswertung ein, wahrend in
Abbildung 45 nur der ELISA bertcksichtigt wurde.
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Abbildung 44: Gesamt-HLA-AK: Absoluter und prozentualer Anteil der ausgewerteten Patienten
aus der Transfusionsambulanz (n = 74) mit HLA-AK gegen Klasse | und/oder Il bzw. ohne HLA-AK
in LCT und ELISA. HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-Antikérper; ELISA = Enzyme Linked

Immunosorbent Assay; LCT = Lymphozytotoxizitatstest.
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ELISA-HLA-AK
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Abbildung 45: ELISA-HLA-AK: Absoluter und prozentualer Anteil der ausgewerteten Patienten aus

der Transfusionsambulanz (n = 74) mit HLA-AK gegen Klasse | und/oder Il bzw. ohne HLA-AK im
ELISA. ELISA = Enzyme Linked Immunosorbent Assay; HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-
Antikoérper.

Praparateversorgung:

Zum Zeitpunkt der ersten Probenabnahme erhielten 73 Patienten Pool-TKs und
eine Patientin HLA-kompatible Konzentrate. Im Verlauf des
Beobachtungszeitraums anderte sich dieses Bild, da nun 9 Patienten mit HLA-
kompatiblen Praparaten versorgt wurden (siehe Abbildung 46). Zwischenzeitlich
wurden auch flinf andere Patienten mit HLA-TKs versorgt, jedoch konnte bei
diesen wieder auf normale TKs umgestellt werden. In 63 Fallen wurden zusatzlich
EKs transfundiert.

Zum Ende der Untersuchungszeit wurden demnach signifikant mehr Teilnehmer
mit HLA-TKs versorgt als am Beginn (P-Wert 0,02; Konfidenzintervall 95 %).
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Praparateversorgung (2)
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Abbildung 46: Praparateversorgung (2): Absolute Anzahl der ausgewerteten Patienten aus der

Transfusionsambulanz (n = 74) die am Anfang bzw. Ende des Beobachtungszeitraums mit HLA-
TKs bzw. Pool-TKs versorgt wurden. Beginn = Beginn des Beobachtungszeitraum; Ende = Ende
des Beobachtungszeitraum; TKs = Thrombozytenkonzentrate; HLA-TKs = Human-Leucocyte-

Antigen-kompatible Thrombozytenkonzentrate.

Demnach wurden im Laufe des Beobachtungszeitraums zwischenzeitlich 14
Patienten mit HLA-kompatiblen TKs versorgt, bei 11 von Ihnen konnten HLA-AK
nachgewiesen werden. Dies entspricht einem Anteil von 79 % (11/14). Im
Gegensatz dazu wurden 28 % (17/60) der Patienten mit normalen TKs positiv auf
HLA-AK getestet (siehe Abbildung 47).

Demnach ist die Rate an HLA-AK bei den Patienten mit HLA-kompatibler
Versorgung signifikant erhdht (P-Wert 0,001; Konfidenzintervall 95 %).
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Abbildung 47: HLA-TKs und HLA-AK: Absolute Anzahl der ausgewerteten Patienten aus der

Transfusionsambulanz (n = 74) mit bzw. ohne HLA-AK bei den Patienten die mit HLA-TKs bzw.

normalen Pool-TKs versorgt wurden. HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-Antikorper; TKs =
Thrombozytenkonzentrate; HLA-TKs = Human-Leucocyte-Antigen-kompatible

Thrombozytenkonzentrate.

Dabei wurden bei 11 Patienten HLA-AK gegen Klasse | nachgewiesen, 5 davon
trugen zusatzlich AK gegen Klasse Il. In keinem Fall wurden nur AK gegen Klasse
Il festgestellt. Damit wurden bei 79 % (11/14) der HLA-kompatibel versorgten
Patienten HLA-AK gegen Klasse | nachgewiesen. Demnach tragen sie signifikant
(P-Wert 0,0003, Konfidenzintervall 95 %) mehr HLA-I-AK als die nicht-kompatibel
versorgten Patienten (siehe Abbildung 48).
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Abbildung 48: HLA-TKs und HLA-AK gegen Klasse |: Absolute Anzahl der ausgewerteten

Patienten aus der Transfusionsambulanz (n = 74) mit bzw. ohne HLA-AK gegen Klasse | bei den

Patienten die mit HLA-TKs bzw. normalen Pool-TKs versorgt wurden. HLA-AK = Human-
Leucocyte-Antigen-Antikdrper; TKs = Thrombozytenkonzentrate; HLA-TKs = Human-Leucocyte-
Antigen-kompatible Thrombozytenkonzentrate.
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Die Risikofaktoren der Patienten und ihr Einfluss auf die Bildung von HLA-AK
wurden auch auf den Gesamtzeitraum betrachtet. Jeder Patient mit mindestens
einmaligem Nachweis von HLA-AK im Verlauf gilt dabei als positiv. Diese
Ergebnisse wurden mit den entsprechenden Risikofaktoren verglichen, wobei sich

keine signifikante Beeinflussung der HLA-AK-Bildung zeigte (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: Risikofaktoren und HLA-AK im gesamten Beobachtungszeitraum: Absolute Anzahl der

ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz (n = 74), die die entsprechenden
Praparate erhalten haben bzw. die entsprechenden Charakteristika aufweisen und HLA-AK haben
oder nicht. Angabe des P-Werts und der Signifikanz des zweiseitigen Fisher-Yates-Tests mit einem
Konfidenzintervall von 95 %. HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-Antikérper; EKs =

Erythrozytenkonzentrate.

HLA-AK Keine HLA-AK P-Wert Signifikanz

EKs 25 38 0,52 nein
Keine EKs 3 8

Bestrahlt 17 23 0,47 nein
Nicht bestrahlt 11 23

Hamatologische 27 38 0,14 nein
Erkrankung

Andere 1 8

Erkrankung

Manner 13 28 0,24 nein
Frauen 15 18

Tabelle 10 gibt an, bei wie viel Prozent der Patienten mit dem entsprechenden
Merkmal in irgendeiner Probe HLA-AK nachgewiesen werden konnten und mit

welcher Anzahl an Praparaten sie median versorgt wurden.
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Tabelle 10: Risikofaktoren, HLA-AK-Rate und mediane Transfusionszahl im gesamten Zeitraum:

Absoluter und prozentualer Anteil der ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz (n =
74) mit dem entsprechenden Merkmal bei denen in mindestens einer Probe HLA-AK gefunden

wurden. Spalte 3 und 4: Anzahl der median transfundierten EKs und TKs in den entsprechenden

Gruppen. HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-Antikérper; EKs = Erythrozytenkonzentrate;
Median TKs = Median transfundierter Thrombozytenkonzentrate; Median EKs = Median
transfundierter Erythrozytenkonzentrate.
Patienten mit HLA-AK | Median EKs | Median TKs
EKs erhalten 40 % (25/63) 10 8
Keine EKs erhalten 27 % (3/11) 0 2
Bestrahlte Praparate 43 % (17/40) 6 5,5
erhalten
Nicht-bestrahlte 32 % /11/34) 8 5
Praparate erhalten
Hamatologische 42 % (27/65) 8 6
Erkrankung
Andere Erkrankung 11 % (1/9) 6
Manner 32 % (13/41) 9,5
Frauen 45 % (15/33) 5

Insgesamt zeigen sich keine signifikanten Einflisse von Geschlecht (siehe Tabelle
9) oder Schwangerschaftsanamnese (siehe Tabelle 11) auf die Bildung von HLA-
AK.

Tabelle 11: Schwangerschaftsanamnese und HLA-AK-Bildung: Absoluter und prozentualer Anteil

der ausgewerteten Frauen aus der Transfusionsambulanz (n = 33) mit der entsprechenden
Schwangerschaftsanamnese bei denen HLA-AK nachgewiesen wurden oder nicht. Spalte 3 und 4:
Anzahl der median transfundierten EKs und TKs in den entsprechenden Gruppen.. HLA-AK =
Human-Leucocyte-Antigen-Antikérper; Schw. = Frauen mit positiver Schwangerschaftsanamnese;
Keine Schw. = Frauen mit negativer Schwangerschaftsanamnese; ? = Frauen mit unbekannter
Schwangerschaftsanamnese; Median TKs = Median transfundierter Thrombozytenkonzentrate;

Median EKs = Median transfundierter Erythrozytenkonzentrate.

Patienten mit HLA-AK | Median EKs Median TKs
Schw. 39 % (7/18) 4,5 4
Keine Schw. 44 % (4/9) 4 5
? 67 % (4/6) 10,5 4
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Transfusionshaufigkeit:

Den Patienten mit nachgewiesenen Antikorpern wurden bis zu ihrer ersten
positiven Probe (Nachweis von HLA-AK in der ersten Probe oder Neubildung von
HLA-AK im Verlauf) median 2 EKs und 1 TK (siehe Abbildung 49) transfundiert.
Insgesamt bekamen sie wahrend der gesamten Studie median 5 EKs und 6,5
TKs. Im Gegensatz dazu erhielten Patienten ohne HLA-AK bis zu ihrer letzten
(negativen) Probe im Median 8 EKs und 5 TKs (siehe Abbildung 49).

Transfusionshaufigkeit (1)
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Abbildung 49: Transfusionshaufigkeit (1): Boxplot Uber die Anzahl der Praparate, die den

ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz (n = 74) verabreicht wurden: Bei positiven
Patienten (n = 28) bis zum ersten positiven HLA-AK-Nachweis. Bei negativen Patienten (n = 46)
bis zum Ende des Beobachtungszeitraums EKs pos. Pat .= Erythrozytenkonzentrate der positiven
Patienten; TKs pos. Pat. = Thrombozytenkonzentrate der positiven Patienten; EKs neg. Pat. =
Erythrozytenkonzentrate der negativen Patienten; TKs neg. Pat. = Thrombozytenkonzentrate der

negativen Patienten; HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-Antikorper.

Um einen Einfluss durch Schwangerschaften auszuschlielen wurden die gleichen
Berechnungen unter Ausschluss aller Patientinnen mit
Schwangerschaftsanamnese durchgefuhrt. Auch hier zeigten sich ahnliche
Ergebnisse. Die positiven Patienten erhielten bis zur ersten positiven Probe
median 4 EKs und 1 TKs, wahrend negative Patienten mit 8 EKs und 4 TKs
transfundiert wurden (siehe Abbildung 50).
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Transfusionshaufigkeit (2)
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Abbildung 50: Transfusionshaufigkeit (2): Boxplot Uber die Anzahl der Praparate, die den

ausgewerteten Patienten (unter Ausschluss der Patientinnen mit Schwangerschaftsanamnese) aus
der Transfusionsambulanz (n = 56) verabreicht wurden: Bei positiven Patienten (n = 21) bis zum
ersten positiven HLA-AK-Nachweis. Bei negativen Patienten (n = 35) bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums EKs pos. Pat .= Erythrozytenkonzentrate der positiven Patienten; TKs
pos. Pat. = Thrombozytenkonzentrate der positiven Patienten; EKs neg. Pat. =
Erythrozytenkonzentrate der negativen Patienten; TKs neg. Pat. = Thrombozytenkonzentrate der

negativen Patienten; HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-Antikorper.

Im dritten Schritt wurden alle weiteren eventuellen Schwangerschaftseinflisse
eliminiert, indem auch Patientinnen mit unbekannter Schwangerschaftsanamnese
ausgeschlossen wurden. Demnach wurden in dieser Berechnung nur noch
Manner und Frauen ohne Schwangerschaften beriucksichtigt. Auch durch diese
MaRnahme anderte sich das Bild kaum. Positive Patienten erhielten median 6 EKs
und 2 TKs bis zur ersten positiven Probe. Negative Patienten wurden bis zum
Ende des Boabachtungszeitraums mit median 8 EKs und 4 TKs transfundiert
(siehe Abbildung 51).

57



Transfusionshaufigkeit (3)
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Abbildung 51: Transfusionshaufigkeit (3): Boxplot Uber die Anzahl der Praparate, die den

ausgewerteten Mannern und Frauen mit negativer Schwangerschaftsanamnese (n = 50)
verabreicht wurden: Bei positiven Patienten (n = 17) bis zum ersten positiven HLA-AK-Nachweis.
Bei negativen Patienten (n = 33) bis zum Ende des Beobachtungszeitraums EKs pos. Pat .=
Erythrozytenkonzentrate der positiven Patienten; TKs pos. Pat. = Thrombozytenkonzentrate der
positiven Patienten; EKs neg. Pat. = Erythrozytenkonzentrate der negativen Patienten; TKs neg.
Pat. = Thrombozytenkonzentrate der negativen Patienten; HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-

Antikdrper.

Entwicklung:
Der Anteil AK-positiver Patienten stieg von der 1. Probe zur 2. Probe von 31 %

(23/74) auf 42 % (20/48) um bis zur 3. Probe wieder auf 19 % (4/21) zu fallen.
Keine dieser Veranderung war dabei signifikant.

Tabelle 12: Verdnderung der Testergebnisse: Veranderungen der Ergebnisse in LCT (n = 48)

und/oder ELISA (n = 46) im Verlauf von der ersten zur letzten Probe. A= neuer spezifischer
Antikdrper oder gestiegene Anzahl an positiven Panels im LCT; Erhéhung des Score im ELISA;
V¥ = Verlust eines spezifischen Antikdrpers oder gesunkene Anzahl an positiven Panels im LCT;
Erniedrigung des Score im ELISA; » positiv = LCT/ELISA in allen Proben auf gleichem Niveau
positiv; » negativ = LCT/ELISA in allen Proben negativ. Patienten, die in Probe 2 positiv und in
Probe 3 wieder negativ waren, wurden unter » negativ eingeordnet; ELISA = Enzyme Linked

Immunosorbent Assay; LCT = Lymphozytotoxizitatstest.

A v » positiv » negativ
LCT 8 5 0 35
ELISA Klasse | 3 8 3 32
ELISA Klasse |l 4 4 0 38
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Zwischen der ersten und der letzten Probenabnahme entwickelten sich in 5 Fallen
neue spezifische Antikorper im LCT. 3 initial spezifisch positive Patienten waren
am Ende polyspezifisch.

Im ELISA zeigten sich eher fallende Scores beim Test auf AK gegen Klasse |,
wahrend sich bei Klasse Il Anstieg und Abfall die Waage hielten (siehe Tabelle
12).

Tabelle 13: Veranderung der Gesamtantikdrper: Entwicklung der Antikorper bei Betrachtung aller

Testergebnisse. A= starkere Reaktionen in Folgeproben; V= schwachere Reaktionen in
Folgeproben; » positiv = gleich bleibend positive Ergebnisse in Folgeproben; » negativ = gleich
bleibend negative Ergebnisse in Folgeproben. Patienten, die in Probe 2 positiv und in Probe 3

wieder negativ waren, wurden unter » negativ eingeordnet.

A \4 » positiv » negativ
Gesamt 5 8 8 27

Die Patienten mit Folgeproben kann man in 5 Gruppen unterteilen:

Gruppe 1: Patienten bei denen alle Proben negativ waren (n = 23)
Gruppe 2: Patienten bei denen alle Proben positiv waren (n = 13)
Gruppe 3: Anfangs positive Patienten die negativ wurden (n = 7)
Gruppe 4: Anfangs negative Patienten die positiv wurden (n = 1)

Gruppe 5: Negative Patienten die positiv und dann wieder negativ wurden (n = 4)

Tabelle 14 gibt die Patientencharakteristika der verschiedenen Gruppen wieder:
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Tabelle 14: Patientencharakteristika der Patienten mit Folgeproben: Anzahl der Patienten in den 5

verschiedenen Gruppen der ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz mit
Folgeproben (n = 48). Prozentualer Anteil der Patienten mit den entsprechenden Charakteristika in

den verschiedenen Gruppen. Gruppe 1: Patienten bei denen alle Proben negativ waren (n = 23);

Gruppe 2: Patienten bei denen alle Proben positiv waren (n = 13); Gruppe 3: Anfangs positive
Patienten die negativ wurden (n = 7); Gruppe 4: Anfangs negative Patienten die positiv wurden (n =

1); Gruppe 5: Anfangs negative Patienten die positiv und dann wieder negativ wurden (n = 4)

Gruppe 1 | Gruppe 2 | Gruppe 3 | Gruppe 4 | Gruppe 5
Anzahl Patienten 23 13 7 1 4
Erythrozyten- 96 % 85 % 100 % 100 % 100 %
transfusionen
Hamatologische 83 % 92 % 100 % 100 % 100 %
Erkrankung
Vortransfusionen 78 % 62 % 100 % 0 % 75 %
Bestrahlung 43 % 46 % 57 % 100 % 75 %

Den Patienten mit nur negativen Proben (Gruppe 1; n = 23) wurden median im
Beobachtungszeitraum 12 EKs und 10 TKs transfundiert (siehe Abbildung 52), der

Anteil an Frauen mit Schwangerschaften lag bei 22 % (5/23).

Anzahl Praparate
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Abbildung 52: Immer negative Patienten: Boxplot Gber die Anzahl der transfundierten Praparate bei

den ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz, bei denen alle Proben negativ waren

(n = 23). EKs = Erythrozytenkonzentrate; TKs = Thrombozytenkonzentrate.
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Die 13 Patienten mit nur positiven Proben (Gruppe 2) erhielten median 3 EKs und
9 TKs (siehe Abbildung 53). Hier lag der Anteil der Frauen mit

Schwangerschaftsanamnese bei 38 % (5/13).

Immer positive Patienten

Anzahl Praparate

——
0 ————— T

& <

Abbildung 53: Immer positive Patienten: Boxplot Gber die Anzahl der transfundierten Praparate bei

den ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz, bei denen alle Proben positiv waren

(n = 13). EKs = Erythrozytenkonzentrate; TKs = Thrombozytenkonzentrate.

Sieben anfangs positive Patienten wurden im Verlauf negativ (Gruppe 3), sie
hatten median 19 EKs und 12 TKs erhalten (siehe Abbildung 54). In dieser Gruppe

gav es keine Patientin mit positiver Schwangerschaftsanamnese.

Patienten mit AK-Verlust
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Abbildung 54: Patienten mit HLA-AK-Verlust: Boxplot Giber die Anzahl der transfundierten
Praparate bei den ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz, die zunachst positiv
und in den Folgeproben negativ waren (n = 7). EKs = Erythrozytenkonzentrate; TKs =

Thrombozytenkonzentrate; HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-Antikdrper.
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Ein Patient (Gruppe 4) war anfangs negativ und wurde im Verlauf positiv getestet.

Ihm waren 12 EKs und 17 TKs transfundiert worden.

Insgesamt gab es vier anfangs negative Patienten die in der zweiten Probe positiv
und in der dritten Probe wieder negativ wurden (Gruppe 5). Diesen Patienten
wurden median 10,5 EKs und 15,5 TKs transfundiert (siehe Abbildung 55).

Bei 25 % (1/4) konnten vergangene Schwangerschaften festgestellt werden.
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Abbildung 55: Patienten mit Zu- und Abnahme: Boxplot iber die Anzahl der transfundierten

Praparate bei den ausgewerteten Patienten aus der Transfusionsambulanz mit Zu- und Abnahme
der HLA-AK (n = 4). Diese Patienten waren zunachst negativ, wurden in der zweiten Probe positiv
und in der dritten Probe wieder negativ. EKs = Erythrozytenkonzentrate; TKs =

Thrombozytenkonzentrate; HLA-AK = Human-Leucocyte-Antigen-Antikorper.
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4 Diskussion

4.1 Patientencharakteristika, Transfusionen, Testmethoden

Alter:

Das mediane Alter der Patienten ist mit 59 Jahren nicht verwunderlich, da die
meisten an Krankheiten mit Erkrankungsgipfeln im hoheren Lebensalter leiden.
Beispielsweise treten die meisten Leukamien, das Myelodysplastische Syndrom,
das Multiple Myelom sowie Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphome bevorzugt im
héheren Alter auf (Herold et al. 2009). Deshalb Uberrascht es nicht, dass ein
grofRer Teil der Erkrankten (48 %) alter als 60 Jahre ist.

Gewicht und BMI:

Der BMI der Patienten ist mit einem unteren Quartil von 21,55 kg/m2 und einem

Median von 23,9 kg/m? sehr gut. Demnach sind liber 75 % der Patienten laut der
Definition des BMI normalgewichtig oder ubergewichtig. Dies kann als Zeichen fur
eine gute supportive Therapie der Patienten mit Medikamenten und
Blutkomponenten gesehen werden. Trotz der =zumeist sehr schweren
Erkrankungen ist der grofdte Teil der Patienten nicht untergewichtig oder gar
kachektisch.

Blutgruppen:
Die Blutgruppen verteilen sich in einem ahnlichen Verhaltnis auf die Patienten

unserer Untersuchung wie in der deutschen BevoOlkerung Ublich. Einen genauen
Vergleich liefert Tabelle 15.

Tabelle 15: Vergleich der Blutgruppenhaufigkeit: Prozentualer Anteil der Patienten bzw. der

deutschen Bevolkerung (DRK-Blutspendedienst West 2010) mit der entsprechenden Blutgruppe. 0
= Blutgruppe 0; A = Blutgruppe A; B = Blutgruppe B; AB = Blutgruppe AB.

0 A B AB
Patienten 40 % 42 % 12 % 5%
Deutsche Bevolkerung 41 % 43 % 1% 5%
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Auch der Anteil Rhesus-positiver Patienten liegt mit 81 % in der Nahe des
bundesdeutschen Durchschnitts von 85 % (DRK-Blutspendedienst West 2010).

Was die Verteilung von Blutgruppen und Rhesusfaktor angeht, stellen unsere
Patienten demnach eine reprasentative Stichprobe der deutschen Bevolkerung

dar.

Probenabgabe:

Auffallig ist, dass viele Patienten nur eine oder zwei Blutproben abgegeben haben.
Leider liegt dies zum Teil an der sehr hohen Sterberate der beteiligten Patienten.
Viele der Patienten leiden bzw. litten an sehr ernsten Erkrankungen, was in vielen
Fallen (n = 15) zu einem Ableben vor dem Ende des Beobachtungszeitraums
fuhrte. Andere Patienten waren nach der ersten Probenabgabe nur noch kurze
Zeit auf Transfusionen angewiesen. Das Blutbild dieser Patienten stabilisierte sich
derart, dass sie keine weiteren Termine in der Transfusionsambulanz bendtigten.
Dies kann sich z.B. nach einer Knochenmarktransplantation oder dem Ende einer

ablativen Chemotherapie ergeben.

Diagnosen:
Der hohe Anteil hamatologischer Erkrankungen unter den Patienten zeigt, dass

besonders diese fiir ihr Uberleben auf Thrombozytentransfusionen angewiesen
sind. Die Trager solider Tumoren bendtigen die unterstutzende Behandlung
wegen ihrer Chemotherapie und der damit verbundenen Thrombozytopenie.
Interessant wird sein, ob die Erkrankungen auch einen Einfluss auf die Bildung
von AK haben.

Vortransfusionen:

Leider hatte der groRte Teil der rekrutierten Patienten bereits vor der ersten
Probenentnahme Blutkomponenten erhalten. Dadurch wird es schwieriger
abzuschatzen, in welchem Mal Bluttransfusionen fur eine HLA-Alloimmunisierung
verantwortlich sind. Allerdings muss erwahnt werden, dass auch in der TRAP-
Studie nur 12 % der Patienten keine Risikoanamnese (Transfusionen oder
Schwangerschaften) hatten (The Trial to Reduce Alloimmunization to Platelets
Study Group 1997).
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Transfusionen:

Die Transfusionen bei der Abnahme der ersten Probe wurden bei einer medianen
Thrombozytenzahl von 17000 pro pl Blut durchgefuhrt. Die Patienten wurden
demnach bei einem hdheren Wert transfundiert, als in den deutschen Leitlinien
vorgesehen (Ebell et al. 2009). Ein Grund fur diese fruhzeitigen Transfusionen
sind Blutungszeichen, die bei einigen Patienten schon bei Thrombozytenzahlen
auftraten, die weit Uber der Grenze fur prophylaktische Transfusionen (5000
Thrombozyten pro ul Blut) liegen. Auch das ambulante Setting erfordert teils
fruhere Transfusionen, um beispielsweise eine ausreichende Hamostase Uber das
Wochenende zu garantieren. Im Falle der Patientin, die mit 124000 Plattchen pro
dI Blut nur wenig unter dem Normwert lag, gab es jedoch einen anderen Grund fur
die Transfusion. Sie litt an einer Thrombozytopathie und sollte mit funktionsfahigen
Spenderthrombozyten auf eine anstehende Operation vorbereitet werden.
Transfusionen bei Blutungszeichen haben mit 35 % einen grof3en Anteil an den
insgesamt verabreichten TKs. Dies zeigt erneut, dass viele Patienten schon mit
Blutungszeichen auf ihre Thrombozytopenie reagieren, bevor die Leitliniengrenze

fur prophylaktische Transfusionen erreicht ist.

Der Median des Thrombozytenanstiegs nach erfolgter Transfusion betrug 30000
pro ul Blut (Mittelwert 28430) bei der Transfusion eines TK und 37000 bei 2 TKs
(Mittelwert 38630). Dies entspricht einem CCI von Uber 13000. Damit liegt der
Anstieg bei den meisten Patienten deutlich Gber dem Wert (5000), der in den
grolRen Studien als Grenze flr den Refraktarzustand gilt (The Trial to Reduce
Alloimmunization to Platelets Study Group 1997). In vielen Publikationen wird ein
CCI von Uber 10000 als adaquat angesehen (Rebulla 2002). CCls von unter 5000
bei zwei einander folgenden Transfusionen, werden oft als Definition des
Refraktarzustandes verwendet (The Trial to Reduce Alloimmunization to Platelets
Study Group 1997; Rebulla 2002). Da auch das untere Quartil mit 9109 deutlich
Uber dieser Grenze liegt, kann der grofdte Teil der durchgefihrten Transfusionen
als erfolgreich angesehen werden. Mit einem Mittelwert von 14338 liegt das CCl in
ahnlichen Bereichen wie in der TRAP-Studie, hier betrug es fur Pool-TKs 12700
und fur Apherese-TKs 14700 (The Trial to Reduce Alloimmunization to Platelets
Study Group 1997). Unterteilt man die Patienten in Trager von HLA-AK und nicht-

immunisierte Patienten, zeigt sich eine Auswirkung der HLA-AK auf das CCI der
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Transfusionen. Bei Patienten mit positivem Test in der 1. Probe zeigte sich bei der
Transfusion am Tag der Probenabnahme ein medianes CCI von 10800. Patienten
ohne HLA-AK hatten hingegen mit median tUber 14500 ein deutlich héheres CCI.
Zu diesem Zeitpunkt wurden mit einer Ausnahme alle Patienten mit Pool-TKs
versorgt. Die Daten zeigen demnach, dass Patienten mit HLA-AK schlechter auf
eine Transfusion mit Pool-TKs reagieren als Patienten ohne HLA-AK. Dieses
Ergebnis wird auch durch andere Arbeiten bestatigt (Slichter et al. 2005). HLA-AK
kbnnen demnach ein ausreichendes Ansprechen der Patienten auf
Thrombozytentransfusionen gefahrden und im schlimmsten Fall dafir sorgen,
dass auf eine Versorgung mit HLA-kompatiblen TKs umgestellt werden muss. In
der Untersuchung wurde nicht ausgewertet, wie lange die TKs vor den
Transfusionen gelagert wurden. Es wurde jedoch gezeigt, dass man mit
Praparaten, die maximal 48 Stunden gelagert wurden, bessere
Thrombozytenanstiege erzielen kann (Slichter et al. 2005). Bei Lagerung uber 4
Tagen waren diese in der Praxis bereits signifikant erniedrigt (Novotny et al.
1992). Nach Uber 5 Tagen Lagerung kann man auch in vitro eine Abnahme der
Thrombozytenqualitat beobachten (Bessos et al. 1996). Somit stellt das Alter der
TKs ein Storfaktor in der Auswertung dar. Durch Zufall kdnnten gerade bei den
Patienten mit HLA-AK Praparate verwendet worden sein, die bereits langere Zeit
gelagert wurden. In unserer Studie wird der CCl zur Beurteilung des
Transfusionserfolges verwendet, auch wenn er in anderen Arbeiten abgelehnt
wird. In einer dieser Publikationen wird z.B. bemangelt, dass die Herstellung der
TKs, das Volumen der einzelnen Praparate und andere beeinflussende Faktoren
(Veranderungen der Milz, Infekte, usw.) im CCI nicht berlcksichtigt werden (Davis
et al. 1999). In Einzelfallen konnte man einen extrem geringen Anstieg bzw.
teilweise sogar einen Abfall der Thrombozyten feststellen. Diese Werte sind mit
einem immunologischen oder nicht-immunologischen Refraktarzustand gegenuber
den TKs zu erklaren, wobei laut Fachliteratur Letztere Gberwiegen (Doughty et al.
1994; Murphy, Waters 1990: Legler et al. 1997; siehe auch Kapitel 4.3 - HLA-
kompatible TKs). Durch die TKs (und eventuell zusatzlich transfundierte EKS)
kommt es zu einer Verdunnung des Blutes, was in einigen Fallen zu einem

negativen Increment (Abfall der Plattchen im Blutbild) flhrte.
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Testmethoden:

Die beiden verschiedenen Tests weisen jeweils einige Vor- und Nachteile auf.
Durch den LCT gelingt oftmals die Ermittlung von Spezifitaten, was fir die weitere
Versorgung der Patienten von grof3er Bedeutung ist. Leider kann man durch den
LCT jedoch nur sehr eingeschrankt eine Aussage Uber die Konzentration der
gebildeten HLA-AK  im Blut machen, da durch verschiedene
Panelzusammensetzung die Reprasentation einzelner Merkmale variiert (siehe
auch Kapitel 4.3 - HLA-AK im Verlauf). Wie auch in der Literatur beschrieben, ist
besonders fur die Beurteilung unter dem Mikroskop und dem anschliel3enden
Bestimmen der Spezifitdten ein hoher Aufwand von geschultem Personal
vonndten (Stroncek et al. 2007). Jede Patientenprobe muss auf einer eigenen
Platte angesetzt werden, wodurch jeweils die entsprechenden Inkubationszeiten
anfallen. Durch diesen zeitlichen und personellen Aufwand ist der LCT zum
Screening einer grolReren Anzahl an Proben kaum geeignet. Beim ELISA der
Firma Biotest konnen viele Proben gleichzeitig getestet und somit
Inkubationszeiten gespart werden. Daraus resultieren ein geringerer personeller
Aufwand sowie ein geringerer Verbrauch an Positiv- bzw. Negativkontrollen. Diese
Punkte machen den ELISA zu einem schnellen Test, der v. a. flir das Screening
geeignet ist. Vorteil des ELISA ist der mogliche Nachweis von Antikdrpern gegen
HLA-Antigene der Klasse Il sowie komplementunabhangiger Antikérper gegen
Klasse I. Monien und Kollegen zeigten, dass im LCT negative Proben teilweise im
ELISA positiv sind. Fur den AbScreen der Firma Biotest errechneten sie eine
Sensitivitat von 76,5 % fur Klasse | und 88,3 % fur Klasse Il. Die Spezifitat lag bei
96,8 % bzw. 95,5 % (Monien et al. 2006). Die Firma Biotest gibt in ihren
Anleitungen fur Klasse | eine Spezifitat von 87,6 % und eine Sensitivitat von 97,5
% an, fur Klasse Il eine Spezifitat von 97,8 % und eine Sensitivitat von 97,2 %. De
Capei und Kollegen sehen es jedoch als Nachteil, dass moderne ELISA-
Testmethoden keine IgM-Antikdrper nachweisen kdnnen und deutlich teurer sind
als der herkdbmmliche LCT (Uboldi de Capei et al. 2002). Hier wurden jedoch nur
die Kosten fur die Testplatten und weniger der personelle Aufwand berucksichtigt.
Leider kann man mit dem ELISA jedoch keine HLA-AK-Spezifitaten bestimmen,
um passende Praparate fur den HLA-AK-positiven Patienten zu finden. Im IKT
Ulm wird deshalb der ELISA zum Screening und der LCT zur weiteren Analyse

positiver Patienten verwendet. Dies deckt sich mit den Empfehlungen in der
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Literatur (Stroncek et al. 2007). Die hohere Sensitivitat des ELISA im Vergleich
zum LCT ist ein weiterer Grund, weshalb er als Screeningtest geeigneter ist (Levin
et al. 2003; Monien et al. 2006).

Antikorper gegen HLA-Klasse-I

Die geringere Anzahl positiver Seren im LCT im Vergleich zum ELISA kann
mehrere Grunde haben. Wie bereits erwahnt, hat der ELISA eine hohere
Sensitivitat als der LCT (Levin et al. 2003; Monien et al. 2006). Es kann jedoch
auch daran liegen, dass sie teilweise verschiedene HLA-AK detektieren. Der LCT
weist lediglich komplementabhangige HLA-AK nach, wahrend im ELISA auch
komplementunabhangige HLA-AK zu einer positiven Reaktion fuhren kdnnen.
Andererseits kdonnen im LCT IgM-AK bestimmt werden, welche vom ELISA der

Firma Biotest nicht erfasst werden.

Antikorper gegen Klasse-ll:

Insgesamt fanden sich in weniger Proben HLA-AK gegen Klasse IlI, die auRerdem

zumeist im ELISA einen geringen Score hatten (siehe Kapitel 4.3).

Spezifitdten:
In der Literatur findet man HLA-AK gehauft gegen HLA-A-Antigene (Laundy et al.

2004, Zimmermann et al. 1999). In unseren Resultaten bestatigt sich dieses
Ergebnis, jedoch finden sich in den Proben nur wenig mehr spezifische HLA-AK
gegen Antigene des A-Locus als gegen den B-Locus (27 zu 21). Ebenso wie bei
Sanz und Kollegen zeigte sich eine Haufung an HLA-AK gegen HLA-A2 (Sanz et
al. 2001). Dies konnte daran liegen, dass HLA-A2 das in der weil3en Bevolkerung
mit der hochsten Frequenz vorkommende HLA-Merkmal ist (Kiefel 2005).
Demnach ware dieses Merkmal auch in den transfundierten Pool-TKs und bei der

Ubertragung durch Schwangerschaften am haufigsten vertreten.

4.2 HLA-AK der Kontroligruppen

Bei den Kontrollgruppen stellt sich ein widerspruchlicher Zusammenhang
zwischen Risikoanamnese und tatsachlich gefundenen HLA-AK dar. Bei den

mannlichen Kontrollgruppen zeigte sich bei den Patienten mit Vortransfusionen
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keine erhohte Rate an HLA-AK. Transfusionen scheinen nach diesen Daten
keinen signifikanten Effekt auf die Bildung von HLA-AK zu haben. Dabei konnte
allerdings nicht erhoben werden, um welche Art von Blutkomponenten es sich
handelte. Diese Erkenntnis deckt sich jedoch mit einigen anderen Publikationen
uber leukozytendepletierte Transfusionen generell (Triulzi et al. 2009, Kakaiya et
al. 2010) bzw. TK-Transfusionen (van Marwijk Kooy et al. 1991). Die Daten aus
zahlreichen anderen Arbeiten kdnnen nicht mit unseren Ergebnissen verglichen
werden, da damals noch Praparate verwendet wurden, die nicht
leukozytendepletiert waren. Eine Risikoanamnese mit diesen immunogeneren TKs
fuhrte zu einer deutlichen Erhohung der AK-Rate bei den Teilnehmern dieser
Studien (Taaning et al.1997; Doughty et al. 1994; Friedman et al. 1996).

Bei den Frauen bietet sich ein anderes Bild. So findet man eine signifikante
Erhdhung der HLA-AK allgemein und der HLA-AK gegen Klasse | in der
Risikogruppe. Die AK gegen Klasse Il sind ebenfalls erhoht, jedoch nicht
signifikant. Den offensichtlichsten Unterschied zwischen mannlichen und
weiblichen Gruppen stellt die Immunisierung durch Schwangerschaften dar. Der
Grund fur die gesteigerte Alloimmunisierung ist demnach wohl in diesem Bereich
zu suchen. Damit werden zahlreiche Studien gestutzt, die besagen, dass
Schwangerschaften einen grof3en alloimmunisierenden Effekt haben (Triulzi et al.
2009, Densmore et al. 1999, Kakaiya et al. 2010, Maslanka et al. 2007, The Trial
to Reduce Alloimmunization to Platelets Study Group 1997). Bei Frauen mit
doppeltem Risiko (Schwangerschaft und Transfusion) konnte es auch zur
Reaktivierung von Schwangerschafts-HLA-AK durch die Transfusionen
gekommen sein (Rebibou et al. 2002; Novotny et al. 1995). Auffallig ist die
ebenfalls gesteigerte Rate an HLA-Antikorpern in der weiblichen Kontrollgruppe
ohne Risiko. Dies ist wohl auf eine unsichere Risikoanamnese zuruckzufuhren.
Wird das Risiko verneint, obwohl keine Anamnese durchgefihrt wurde, so ist es
nicht unwahrscheinlich, eine Frau mit Schwangerschaften falsch einzuordnen. Die
fehlende Signifikanz bei HLA-AK gegen Klasse Il kdnnte aus mehreren
Gegebenheiten resultieren. Es konnte daran liegen, dass Thrombozyten nur HLA-
Merkmale der Klasse | auf ihrer Oberflache tragen. Allerdings wurde bereits
gezeigt, dass v. a. die kontaminierenden Leukozyten fur eine HLA-AK-Bildung
verantwortlich sind und weniger die HLA-Merkmale auf den Thrombozyten selbst

(Claas et al 1981). Gegen diese Theorie spricht auch eine erhdhte Rate an HLA-
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AK gegen Klasse Il in der Gruppe ohne Risiko. Die fehlende Signifikanz ist
demnach nicht durch eine niedrige HLA-AK-Bildung in der Risikogruppe (z.B.
durch fehlende Klasse || Merkmale auf Thrombozyten) sondern durch eine erhéhte
HLA-AK-Bildung in der Gruppe ohne Risiko bedingt. Wahrend die Rate an HLA-
AK gegen Klasse | und Il bei der Risikogruppe also ungefahr gleich ist, findet man
in der Gruppe ohne Risiko mehr Tragerinnen von HLA-AK gegen Klasse Il als
gegen Klasse |. Eine falsche Einordnung der Patientinnen in die Nicht-Risiko-
Gruppe konnte demnach diese Rate erhdht und dadurch eine fehlende Signifikanz
hervorgerufen haben. Die Ergebnisse konnten jedoch auch durch sogenannte
,naturliche® AK verandert worden sein. Fur deren Entstehung werden
Kreuzreaktionen mit Epitopen auf Mikroorganismen, Proteinen und Allergenen
verantwortlich gemacht. Man findet sie auch bei Menschen ohne immunisierendes
Ereignis in der Anamnese (Morales-Buenrostro et al. 2008).

Zusammenfassend kann man durch die Ergebnisse der Kontrollgruppen sagen,
dass v. a. Schwangerschaften ein Risiko flr eine Immunisierung gegen HLA-
Merkmale darstellen. Transfusionen hingegen scheinen, wenn Uberhaupt, nur in
Kombination mit Schwangerschaften die Bildung von Antikorpern zu begunstigen.
Besonders bei den mannlichen Gruppen konnte keine erhdhte HLA-AK-Bildung
durch eine positive Transfusionsanamnese gesehen werden. Unsere Erkenntnisse
aus den Kontrollgruppen decken sich mit den Ergebnissen von Reil und Kollegen,
die ebenfalls kaum HLA-AK in mannlichen Blutspendern (teilweise trotz
Vortransfusionen) gefunden haben. Auch sie fanden eine deutlich erhOhte Rate an

HLA-AK bei Frauen mit positiver Schwangerschaftsanamnese (Reil et al. 2008).

4.3 HLA-AK-Bildung durch Hamotherapie
Gesamt-HLA-AK:

Bei 15 % aller Patienten fanden sich AK gegen beide Merkmalsklassen, bei 19 %

konnte man nur HLA-AK gegen Klasse | finden und lediglich 3 % hatten nur
Klasse-II-HLA-AK gebildet. Somit tragen 34 % aller Patienten HLA-AK gegen
Klasse | und 18 % gegen Klasse Il. Vergleicht man diese Zahlen mit der
entsprechenden Literatur, bestatigt sich ein Trend, nach dem vermehrt HLA-AK
gegen Klasse | gebildet werden (Maslanka et al. 2007, Reil et al. 2008, Norris et
al. 2009).
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In unserer Arbeit konnte dies naturlich auch daran liegen, dass die Patienten mit
zwei verschiedenen Verfahren auf Klasse-I-HLA-AK getestet wurden. So flie3en
bei HLA-AK gegen Klasse | durch den LCT auch IgM-HLA-AK in die Gesamtzahl
mit ein. Betrachtet man jedoch nur die Ergebnisse des ELISA-Screenings, so zeigt
sich auch hier mit 26 % eine erhohte Rate an HLA-AK gegen Klasse | im Vergleich
zu Klasse Il (17 %). In der Literatur wurde zwar schon vor Jahrzehnten
beschrieben, dass insbesondere kontaminierende Leukozyten fur die
Immunisierung verantwortlich sind (Claas et al 1981), jedoch tragen auch
Thrombozyten HLA-Merkmale der Klasse | (Brown et al. 1979; Santoso et al.
1993; Santoso et al. 1986). Merkmale des A- und B-Lokus sind dabei in hoher
Dichte vorhanden, wahrend die Genprodukte des C-Lokus nur sparlich anzutreffen
sind (Mueller-Eckhardt et al. 1980). Sie scheinen deshalb auch nur eine
untergeordnete Rolle bei der Entwicklung eines Refraktarzustand gegen
Thrombozytentransfusionen zu spielen (Datema et al. 2000). Die mittlere
Konzentration an HLA-Molekulen auf Thrombozyten betragt 9,3fg (+/- 2,9 fg) pro
Thrombozyt (Kao 1987). Die Thrombozyten tragen je nach Individuum zwischen
50.000 und 120.000 HLA-Heterodimere (Kao et al. 1986). Bei
Thrombozytentransfusionen kommt es demnach zu einem vermehrten Kontakt
des Empfanger-immunsystems mit HLA-Merkmalen der Klasse | (auf Leukozyten
und Thrombozyten) verglichen mit HLA-Moleklilen der Klasse Il (nur auf
Leukozyten). Dies konnte die Erklarung fur die haufigere Bildung von HLA-AK
gegen Klasse | sein.

Vortransfusionen:

Es zeigt sich eine leichte erhOhte Rate an HLA-AK-Tragern bei den Patienten mit
Vortransfusionen, wobei diese Erhohung jedoch nicht signifikant ist. Damit
bestatigen sich sowohl die Zahlen aus unseren Kontrollgruppen, als auch die
Ergebnisse einiger Studien, nach denen Personen mit Transfusionsanamnese
kein signifikant erhohtes Risiko fur eine AK-Bildung haben. Die Pravalenz von
HLA-Antikorpern bei Mannern ist laut Triulzi und Kollegen sehr gering, egal ob sie
Transfusionen erhalten haben (1,7 %) oder nicht (1,0 %) (Triulzi et al. 2009). Im
Jahr 2010 wurde eine Studie veroffentlicht, wonach das zusatzliche Risiko einer

HLA-Alloimmunisierung durch frihere Transfusionen mit 0,8 % nicht signifikant ist
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(Kakaiya et al. 2010). Kiefel und Kollegen publizierten mit 42,9 % eine sehr hohe
Rate an HLA-Antikorpern bei hamatologischen oder onkologischen Patienten die
zellulare Blutprodukte erhielten (Kiefel et al. 2001). In anderen Studien wurde
prospektiv gezeigt, dass es durch Bluttransfusionen zur Bildung von HLA-AK
kommt. So stieg die Rate bei Taaning und Kollegen von 2,6 % auf 15,4 % nach
intraoperativer Transfusion von verschiedensten Blutprodukten (Taaning et
al.1997). In einer anderen Publikation entwickelten 20 % der Patienten unter
Thrombozytentransfusion (nicht-depletiert) HLA-Antikorper (Doughty et al. 1994).
Unter Therapie mit EKs und TKs fand sich in einer Publikation von 2007 ein
Anstieg der Immunisierungsrate von 32 % auf 42,5 % (Fontdo-Wendel et al.
2007). Auch Friedman und Kollegen fanden in 85 % aller haufig mit Thrombozyten
transfundierten Patienten eine Antikdrperbildung gegen HLA-Antigene (Friedman
et al. 1996). Die stark abweichenden Ergebnisse der verschiedenen Studien,
kommen vor allem durch die Verwendung verschiedener TKs und EKs zustande.
In der TRAP-Studie wurde 1997 gezeigt, dass leukozytendepletierte TKs zu
deutlich geringerer Antikorperbildung fuhren als herkémmliche Praparate. In
diesen TKs wurde durch Filtration oder UVB-Bestrahlung der Gehalt an
Restleukozyten auf hochstens 5 x 10*6 gesenkt. 45 % der Patienten, die normale
Praparate erhielten, bildeten Antikorper. Bei den Empfangern
leukozytendepletierter TKs geschah dies (je nach Art der Depletion) nur in 17-21
%. Auch die TRAP-Studie zeigte, dass abgelaufene Schwangerschaften starke
immunisierende Ereignisse darstellen und ehemals schwangere Frauen ofter mit
HLA-AK-Bildung auf Thrombozytentransfusionen reagieren. Der positive Effekt der
Leukozytendepletion ist jedoch unabhangig von friheren Transfusionen oder
Schwangerschaften (The Trial to Reduce Alloimmunization to Platelets Study
Group 1997). Bereits im Jahre 1988 wurde durch eine prospektive Studie
nachgewiesen, dass durch den Einsatz von Leukozyten-Filtern bei der Herstellung
von TKs und EKs die Immunisierungsrate von 50 % auf 15 % gesenkt werden
kann (Sniecinski et al. 1988). 1991 wurde diese Tendenz mit einer Reduzierung
von 42 % auf 7 % bei der Verwendung leukozytendepletierter TKs bestatigt (van
Marwijk Kooy et al. 1991). Die Meta-Analyse zahlreicher Arbeiten zur
Thrombozytentransfusion ergab eine Alloimmunisierung in 7- 44 % der Empfanger
leukozytenreduzierter TKs und 20-50 % bei Verwendung unbehandelter Praparate

(Vamvakas 1998). Zahlreiche Studien zum Thema Leukozytendepletion bei
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Blutprodukten (generell) wurden auch von Bordin und Kollegen zusammengefasst,
es zeigte sich ein Abfall der Immunisierungsrate durch Depletion von 48,3 % auf
14,7 % (Bordin et al. 1994). Auch wenn die Filterung der TKs und EKs erst kurz
vor der Transfusion erfolgt (bedside-Filtration), zeigt sich ein schitzender Effekt
auf die Bildung von HLA-AK (Williamson 1994). Zu einem ganz anderen Ergebnis
kommen  Sintnicolaas und  Kollegen, die bei Patientinnen  mit
Schwangerschaftsanamnese eine Immunisierungsrate von 43 % bei gefilterten
und 44 % bei ungefilterten Apherese-TKs angeben. Damit hatte eine
Leukozytendepletion bei ehemals schwangeren Frauen keinen signifikanten Effekt
(Sintnicolaas et al. 1995). Eine positive Entwicklung konnte man jedoch nach
Einfuhrung der generellen Leukozytendepletion von TKs und EKs in Kanada
ausmachen. Hier sank der Anteil an Patienten die HLA-Antikdrper entwickelten
von 19 % auf 7 %. Auch hier war der Erfolg unabhangig von friheren
Transfusionen oder Schwangerschaften (Seftel et al. 2004). Es finden sich noch
weitere Publikationen, die diese Daten fur TKs (Fisher et al. 1985; Brand et al.
1988) oder Blutprodukte allgemein bestatigen (Murphy et al. 1986; Eernisse,
Brand 1981). Eine Bestrahlung der TKs mit UVB-Strahlen soll laut Grijzenhout und
Kollegen keinen positiven Effekt auf die HLA-Immunisierung haben (Grijzenhout et
al 1994). In der TRAP-Studie konnte jedoch eine Reduktion der Alloimmunisierung
durch UVB-Bestrahlung erzielt werden (The Trial to Reduce Alloimmunization to
Platelets Study Group 1997).

Die Praparate, die den Patienten der Transfusionsambulanz verabreicht wurden,
waren allesamt leukozytendepletiert. Sowohl die Apherese-TKs, als auch die Pool-
TKs enthalten maximal 1 x 10° Restleukozyten (DRK-Blutspendedienst Baden-
Wadarttemberg — Hessen 2010a; DRK-Blutspendedienst Baden-Wurttemberg —
Hessen 2010b). Es ist davon auszugehen, dass auch bei auswartigen
Vortransfusionen leukozytendepletierte Blutkomponenten verwendet wurden, da in
Deutschland seit Oktober 2001 nur noch depletierte Praparate transfundiert
werden durfen  (Paul-Ehrlich-Institut  2000). Die Ergebnisse unserer
Kontrollgruppen und der ausgewerteten Patienten konnen demnach mit den
Studien verglichen werden, in denen leukozytendepletierte Blutkomponenten
verwendet wurden. Sowohl die Kontrollgruppen als auch die Patienten zu Beginn
zeigen, dass Vortransfusionen zu keinem signifikanten Anstieg der HLA-AK-Rate

fuhren. Dieses Ergebnis wird durch zahlreiche Studien mit leukozytendepletierten
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TKs (und EKs) bestatigt (Triulzi et al. 2009, Kakaiya et al. 2010). Demnach scheint
das DRK durch die Leukozytendepletion von TKs fur einen wirkungsvollen Schutz

vor HLA-Alloimmunisierung zu sorgen.

Bestrahlte TKs:
Entsprechend den deutschen Querschnitts-Leitlinien wurden die Praparate unter

anderem bei folgenden Indikationen bestrahlt:
- Alle HLA-identischen Praparate
- Patienten mit angeborener Immunschwache
- Fir mindestens 3 Monate Dbei Patienten nach autologer
Stammzelltransplantation
- Nach allogener Stammzelltransplantation
- Patienten mit Morbus Hodgkin oder einem Non-Hodgkin-Lymphom
- Patienten unter Therapie mit Purinanaloga (Bein, Sachs 2009b)

Bei 43 % der Patienten mit bestrahlten TKs und EKs wurden im gesamten
Beobachtungszeitpunkt in mindestens einer Probe HLA-AK nachgewiesen.
Patienten die mit unbestrahlten Konzentraten versorgt wurden, hatten nur in 32 %
einen positiven HLA-AK-Nachweis. Somit findet man eine (wenn auch nicht
signifikant) erhdhte Rate an HLA-AK bei Patienten, die mit bestrahlten Praparaten
transfundiert wurden. Hier ist die Frage, ob der Unterschied durch die Praparate
hervorgerufen wird oder durch die Immunsuppression, welche die Indikation fur
bestrahlte Blutpraparate darstellt. Die Empfanger bestrahlter TKs leiden zumeist
an ahnlichen Erkrankungen oder haben ahnliche Therapien erhalten
(Stammzelltransplantation, Purinanaloga, USW.). Die gesteigerte
Immunisierungsrate konnte demnach durch die Erkrankungen bzw. Therapien
verursacht worden sein. Durch die Bestrahlung wird den Restleukozyten ihre
Teilungsfahigkeit genommen, sie werden jedoch nicht aus dem Praparat entfernt.
Auch bestrahlte TKs enthalten demnach fremde HLA-Merkmale, die zu einer
Alloimmunisierung fuhren konnen. Die Bestrahlung reduziert dabei die Anzahl
proliferationsfahiger Leukozyten um 5-6 Logarithmen, sie reagieren jedoch
weiterhin mit den Immunzellen des Empfangers (Marschner et al. 2010). Fur eine
Erhéhung der Immunisierungsrate gibt es demnach keine Erklarung auf zellularer

Ebene, da der Gehalt an HLA-tragenden Zellen nicht verandert ist. Auch zeigt sich
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an samtlichen Untersuchungszeitpunkten keine signifikante Beeinflussung der
HLA-AK-Bildung durch die Bestrahlung der Praparate. Die Empfanger bestrahlter
und unbestrahlter Praparate wurden median mit einer &hnlichen Zahl an
Blutkomponenten versorgt, sodass hier kein Grund fur die Erhéhung der HLA-AK-
Rate zu finden ist. Insgesamt ist eher die indikationsverursachende
Immunsuppression als ursachlich fur die hohere Rate an HLA-AK anzunehmen.

Erythrozytenkonzentrate:

Nur 27 % der Patienten ohne EK-Transfusionen hatten zu irgendeinem Zeitpunkt
HLA-AK, wahrend dieser Anteil bei den Patienten mit EKs bei 40 % liegt.
Weiterhin ist der Anteil der EK-Empfanger bei den Patienten mit HLA-AK hdéher als
bei denen ohne HLA-AK. Daraus kdonnte man schliefen, dass auch EKs einen
immunisierenden Effekt haben. Dieser konnte z.B. durch kontaminierende
Leukozyten und Thrombozyten entstehen, denn die Erythrozyten selbst tragen als
kernlose Zellen keine HLA-Merkmale auf ihrer Oberflache. Eine ahnliche
Beobachtung wurde in einer Publikation aus dem Jahr 2005 gemacht, in der
ebenfalls eine HLA-Immunisierung durch EKs nachgewiesen werden konnte (Lo et
al. 2005). Es muss allerdings erganzt werden, dass ein EK in dieser Studie eine
Restleukozytenzahl von ungefahr 3,3 x 1078 enthielt. Flr Praparate des
Deutschen Roten Kreuzes besteht dagegen eine Vorgabe von weniger als 1 x
10”6 Restleukozyten pro Transfusionseinheit (DRK Baden-Wurttemberg — Hessen
2010c). Auch Taaning und Kollegen fanden in 11,4 % der Patienten Antikorper
gegen HLA-Merkmale, obwohl diese nur EKs erhielten (Taaning et al. 1997).
Patienten, die Antikdrper gegen rote Blutkérperchen tragen, haben ebenfalls ein
erhdhtes Risiko fur die Entwicklung von HLA-Antikérpern (Sanz et al. 2010). Da
die Patienten unserer Untersuchung nicht auf diese Antikorper getestet wurden,
kann hier jedoch keine Korrelation untersucht werden. Es ware jedoch moglich,
dass einige unserer Patienten Antikorper gegen rote Blutkérperchen und gegen
HLA-Merkmale tragen. Gegen all diese Thesen spricht die Betrachtung unserer
Patienten mit besonders vielen EK-Transfusionen. Von allen Patienten, die
deutlich uber dem Median (7) transfundierter EKs liegen, entwickelte lediglich ein
Patient HLA-Antikorper, die zusatzlich im Verlauf der Beobachtung wieder
abgebaut wurden. Insgesamt haben die EK-Empfanger median deutlich mehr TKs

erhalten als Patienten, die keine EKs erhalten haben (8 TKs gegenuber 2 TKs).

75



Geht man davon aus, dass die 40 Patienten der mannlichen Kontrollgruppe mit
Transfusionsanamnese auch teilweise EKs bekommen haben, so hatten die EKs
hier ebenfalls keinen Einfluss auf die HLA-AK-Bildung (siehe Tabelle 5). Weiterhin
findet sich zu keinem Untersuchungszeitpunkt eine signifikante Beeinflussung der
HLA-AK-Rate durch EK-Transfusionen. Unsere Auswertungen zeigen demnach,
dass es durch die Transfusion von EKs zu keiner signifikanten Immunisierung
gegen HLA-Moleklile kommt. Vor dem Hintergrund, dass v.a. kontaminierende
Leukozyten fur eine HLA-Immunisierung verantwortlich sind (Claas et al. 1981),
scheint die starke Reduzierung der Leukozyten in EKs des DRK (DRK-
Blutspendedienst Baden-Wurttemberg — Hessen 2010c) ein zuverlassiger Schutz

vor einer Alloimmunisierung durch EK-Transfusionen zu sein.

HLA-kompatible TKs:
Im Laufe der Studie musste bei 8 zusatzlichen Patienten die Versorgung auf HLA-

kompatible TKs umgestellt werden. Diese Umstellung erfolgt, wenn sich ein
ungenugendes CCI bei der Transfusion mit Pool-TKs zeigt und ein Test auf HLA-
AK positiv ist. Sind die Spezifitaten der Antikorper bekannt, kann man ein
Thombozytenkonzentrat auswahlen, dessen HLA-Merkmale nicht im Antikorper-
Spektrum enthalten sind. Dies erleichtert das Auffinden eines geeigneten TKs,
man riskiert jedoch weitere Immunisierungen gegen zusatzliche HLA-Merkmale.
Bei Patienten mit polyspezifischen oder unbekannten HLA-AK sollten
Thrombozyten eines Spenders verwendet werden, dessen HLA-Merkmale mit
dem Empfanger HLA-identisch sind. Eine weitere Mdglichkeit ist die Durchfiihrung
einer Kreuzprobe von Empfangerplasma und moglichen Spenderthrombozyten zur
Identifikation geeigneter Praparate (Engelfriet et al. 1997; Moroff et al. 1992). In
Laufe der Untersuchung stieg die Rate an Patienten, die refraktar auf Pool-TKs
reagierten, signifikant von 1,4 % auf 12 %. In der TRAP-Studie entwickelten 7-8 %
der Empfanger filtrierter TKs einen Refraktarzustand gegen Pool-TKs (The Trial to
Reduce Alloimmunization to Platelets Study Group 1997). In unserer Auswertung
zeigt sich demnach ein vergleichbarer Anstieg der refraktaren Patienten wie in
dieser groRen Vergleichsstudie. Die Definition des Refraktarzustandes ist dabei
sicherlich von der entsprechenden Klinik und dem transfundierenden Personal
abhangig. Unsere Untersuchung bestatigt dennoch, dass es bei der Hamotherapie

mit Thrombozytenkonzentraten Uber ein langeres Zeitintervall zu einem
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signifikanten Anstieg an Patienten mit einem Refraktarzustand gegen nicht-HLA-
gerichtete TKs kommt.

Die unterschiedliche Verteilung der HLA-kompatiblen Versorgung auf die zwei
Gruppen (mit/ohne HLA-AK) ergibt sich aus der Indikation flr diese Praparate.
HLA-kompatible Praparate werden vor allem dann gegeben, wenn ein Patient
bereits HLA-AK entwickelt hat. Durch die Umstellung der Praparate sollen auch
weiterhin ausreichende Thrombozytenanstiege erreicht werden. Deshalb ist es
nicht verwunderlich, dass man in der Studie eine signifikante Korrelation zwischen
HLA-TKs und HLA-AK sieht. Allerdings sind in diesem Fall die HLA-AK der Grund
fur die HLA-TK-Versorgung, und nicht die HLA-TKs der Grund fur die HLA-AK-
Bildung. Wie bereits erwahnt, zeigte sich im Verlauf jedoch eine signifikante
Zunahme an Patienten, die mit HLA-TKs versorgt werden. Diese Zunahme ist
durch HLA-AK bedingt, die einen ausreichenden Thrombozytenanstieg
verhinderten und deshalb eine Indikation fur HLA-TKs darstellten. So finden sich
bei 11 der 14 Patienten (78,6 %), die jemals HLA-TKs erhielten, HLA-AK. Wirft
man einen genaueren Blick auf diese HLA-AK, findet man eine signifikant erhdhte
Rate an Klasse-I-HLA-AK im Vergleich zu HLA-AK gegen Klasse Il. Demnach
scheinen v.a. HLA-AK gegen Klasse | fur einen Refraktarzustand gegen Pool-TKs
verantwortlich zu sein. Diese Tatsache ist einerseits bereits aus der Literatur
bekannt  (Blumberg et al 2010), andererseits auch mit der
Oberflachenbeschaffenheit der Thrombozyten erklarbar. Plattchen tragen nur
HLA-Merkmale der Klasse | auf ihrer Oberflache, weshalb nur HLA-Klasse-I-AK an
die Bluttplattchen binden und zu einem Refraktarzustand flihren kdnnen. Bei vier
Patienten wurden nur HLA-AK gegen Klasse Il gefunden. Alle vier Patienten
konnten jedoch weiterhin mit Pool-TKs versorgt werden, da damit nach wie vor
zufriedenstellende Transfusionsergebnisse erzielt werden konnten. HLA-AK gegen
Klasse Il haben demnach keinen Einfluss auf den Erfolg von
Thrombozytentransfusionen. Da Thrombozyten keine HLA-Merkmale der Klasse I
auf ihrer Oberflache tragen, haben diese HLA-AK keine Mdoglichkeit an die
Blutplattchen zu binden.

In einer Studie von Doughty aus dem Jahr 1994 waren in 67 % nicht-
immunologische Faktoren fuir den Refraktarzustand verantwortlich. In 21 % war
eine Kombination aus nicht-immunologischen und immunologischen Faktoren

verantwortlich und nur in 4 % immunologische Faktoren allein. In 83 % der HLA-
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immunisierten Patienten wurde ein schlechtes Ansprechen auf Transfusionen
beobachtet (Doughty et al. 1994). In einer anderen Publikation hatten mit 30 %
deutlich weniger Immunisierte diese Probleme (Murphy, Waters 1990). Legler und
Kollegen kamen 1997 zu ahnlichen Ergebnissen: In 62,5 % waren nicht-
immunologische, in 17,5 % immunologische und in 20 % eine Kombination aus
beiden Faktoren fur den Refraktarzustand verantwortlich (Legler et al. 1997). Die
Umstellung auf HLA-TKs kann nur dann zu einer Verbesserung der supportiven
Therapie fihren, wenn ein immunologischer Refraktarzustand vorliegt. Ob es zur
Entwicklung eines Refraktarzustandes durch HLA-AK kommt, hangt entscheidend
von der Art der verwendeten Praparate ab. So konnte gezeigt werden, dass durch
den Gebrauch leukozytendepletierter TKs die Alloimmunisierung und die Rate an
Patienten mit Refraktarzustand sinkt (Eernisse, Brand 1988; Sniecinski 1988;
Saarinen et al. 1990; Seftel et al. 2004; The Trial to Reduce Alloimmunization to
Platelets Study Group 1997).

Transfusionshaufigkeit:

Auffallig ist, dass die Patienten mit nachgewiesenen HLA-AK diese schon nach
median 2 EKs und einem TK entwickelten, wahrend Patienten ohne HLA-AK mit
median 8 EKs und 5 TKs (bis zum Ende des Beobachtungszeitraums) bereits eine
deutlich héhere Anzahl an Transfusionen erhalten hatten. Diese Daten zeigen,
dass es nicht von der Zahl der transfundierten Praparate abhangt, ob ein Patient
Antikorper entwickelt. Eine fur eine Immunisierung bendtigte Mindestanzahl an
Transfusionen, wie sie von Saarinen und Kollegen veroffentlicht wurde, konnten
wir in unserer Studie ebenfalls nicht feststellen (Saarinen et al. 1990). Um eine
Verfalschung dieses Ergebnisses durch den Stdérfaktor Schwangerschaften
auszuschlief3en, wurden weitere Berechnungen durchgefuhrt. Beispielsweise hatte
eine ungleiche Verteilung der Patientinnen mit positiver
Schwangerschaftsanamnese die geringe Zahl an transfundierten Praparaten bei
den Patienten mit positiven Testergebnissen erklaren kénnen. Bei Ausschluss
dieser Patientinnen aus der Berechnung zeigte sich jedoch erneut, dass es keine
Dosis-Wirkungs-Korrelation zwischen Transfusionen und HLA-AK-Bildung gibt.
Positive Patienten erhielten hier bis zum ersten HLA-AK-Nachweis median 4 EKs
und 1 TK. Die entsprechenden negativen Patienten erhielten mit median 8 EKs

und 4 TKs deutlich mehr Blutkomponenten wahrend des gesamten
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Beobachtungszeitraums. Um den Einfluss einer unbekannten
Schwangerschaftsanamnese ebenfalls auszuschlie®en, wurden in einem dritten
Schritt auch diese Patientinnen aus der Berechnung genommen. Hierbei zeigte
sich mit 6 EKs und 2 TKs gegenlber 8 EKs und 4 TKs ebenfalls ein deutlicher
Unterschied. Betrachtet man zusatzlich die Patienten mit Folgeproben, so zeigt
sich bei Patienten mit nur positiven Proben eine mediane Transfusionszahl von 3
EKs und 9 TKs. Patienten bei denen in keiner Probe HLA-AK nachgewiesen
wurden, erhielten median jedoch 12 EKs und 10 TKs. Es ist weiterhin zu
bertcksichtigen, dass bei 23 der 28 Patienten mit HLA-AK diese bereits in der
ersten Probe nachgewiesen wurden. Demnach konnte es sein, dass die Patienten
ihre HLA-AK bereits weit vor der ersten Probenentnahme entwickelt haben. In
diesem Fall ware der Median der transfundierten Praparate bis zur Immunisierung
sogar noch niedriger. All diese Ergebnisse zeigen, dass es keinen
Zusammenhang zwischen der Anzahl der transfundierten Konzentrate und der
Bildung von HLA-AK gibt. Bei allen Auswertungen sieht man, dass Patienten mit
HLA-AK diese schon nach dem Erhalt weniger TKs und EKs entwickelten,
wahrend negative Patienten deutlich mehr Praparate erhalten haben und es zu
keiner Immunisierung kam. Somit scheinen andere Faktoren die Patienten fur eine
(frGhe) Immunisierung zu pradisponieren. Unsere Datenlage deckt sich damit mit
zwei Publikationen, in denen ebenfalls nachgewiesen wurde, dass es kein Dosis-
Wirkungs-Prinzip zwischen der Anzahl der transfundierten Blutkomponenten und
HLA-AK-Bildung gibt (Dutcher et al. 1981a, Schiffer et al. 1976). Damit konnen wir
die Daten einer anderen Studie, in der eben diese Korrelation beobachtet wurde,
nicht bestéatigen (Taaning et al. 1997). Ahnliche Ergebnisse fand man auch schon
zu Zeiten, in denen die Konzentrate nicht generell leukozytendepletiert wurden
und demnach noch immunogener waren. So beobachteten Dutcher und Kollegen
ebenfalls eine grole Gruppe von Patienten, die trotz einer enormen Anzahl an
Transfusionen keine HLA-AK entwickelten (Dutcher et al. 1981b).

HLA-AK im Verlauf:
Betrachtet man die Gruppen der Patienten mit Folgeproben (Gruppe 1-5), findet

sich ebenfalls kein Zusammenhang zwischen der Anzahl der transfundierten
Praparate und der HLA-AK-Entwicklung. Die Patienten mit nur negativen Proben
(median 12 EKs und 10 TKs) und die Patienten mit AK-Verlust wahrend den
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Folgeproben (median 19 EKs und 12 TKs) haben im Median mehr
Blutkomponenten erhalten als die Patienten, bei denen in allen Proben HLA-AK
gefunden wurden (3 EKs und 9 TKs). Dies zeigt erneut, dass es trotz der
Transfusion zahlreicher TKs und EKs bei vielen Patienten zu keiner
Immunisierung bzw. sogar zum Abbau von HLA-AK kommt. Patienten, deren HLA-
AK in allen Folgeproben bestatigt wurden, haben hingegen weniger
Blutkomponenten erhalten. Es ergibt sich demnach auch in dieser Auswertung
keine Dosis-Wirkungs-Korrelation zwischen Transfusionen und HLA-AK-Bildung.
Auch die vier Patienten, die im Verlauf positiv und dann wieder negativ wurden,
haben vergleichsweise viele Transfusionen erhalten (median 10,5 EKs und 15,5
TKs). Daran sieht man, dass auch eine héhere Zahl an Praparaten nicht zu einer
dauerhaften Immunisierung der Patienten fihren muss. Drei dieser vier Patienten
waren zudem lediglich im LCT positiv. Da der ELISA negativ war, kdonnte es sich
bei den zwischenzeitlich gefundenen HLA-AK um IgM-AK handeln, die lediglich im
LCT nachgewiesen werden kdnnen und eine kirzere Verweildauer im Blut haben.
Bei dem Patienten mit positivem ELISA war dieser nur schwach positiv (Score 2).
Von den Patienten, die zu Beginn der Studie keine HLA-AK (n = 51) hatten,
wurden 10 % (5/51) im Verlauf positiv. Dies ist vergleichbar mit den Ergebnissen
von Novotny und Kollegen (Novotny et al. 1995). In deren Studie entwickelten 2,7
% der Patienten ohne und 31 % der Patienten mit Risikoanamnese HLA-
Antikorper. Damit wurden insgesamt 12 % aller Patienten im Verlauf ihrer
Transfusionsstudie positiv. In unserer Untersuchung wurden jedoch 4 der 5
Patienten in einer weiteren Folgeprobe wieder negativ getestet, sodass sich
gréflitenteils nur eine kurzzeitige Immunisierung zeigte.

Bei positiven Patienten mit mehrmals durchgeflihrtem LCT waren diese in keinem
Fall identisch. Bei Verlust oder neuem Auftreten eines spezifischen HLA-AK ist
dies ein eindeutig erklarbares Ergebnis, bei polyspezifischen Patienten kann es
jedoch mehrere Grinde haben. Ein Grund ist selbstverstandlich die Bildung neuer
bzw. der Verlust von HLA-AK, wodurch die Polyspezifitdt zu- oder abnimmt. Es
gibt jedoch auch zwei Ungenauigkeiten, die fur diese Veranderungen
verantwortlich sein kdonnen. Einerseits mag es an der subjektiven Auswertung
unter dem Mikroskop liegen, die bei den Proben im Verlauf vielleicht teilweise
voneinander abweicht. Es kann durchaus sein, dass Panels mit dhnlichem Anteil

an zerstorten Lymphozyten einmal mit Score 2 (negativ) und einmal mit Score 4
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(positiv) bewertet werden. Dies fuhrt logischerweise zu einer Veranderung der
Panelreaktivitat bei polyspezifischen Patienten. Der andere Grund ist, dass in
jeder Charge LCT-Platten, die von der Firma Biotest geliefert werden, die
einzelnen HLA-Merkmale verschieden auf die Panels verteilt sind. So kann bei
einem Patienten bei der ersten Probe eine Charge mit HLA-A2 Merkmalen in 15
Panels vorliegen, wahrend bei der zweiten Probe eine Platte mit 20 A2-Panels
verwendet wird. HLA-AK gegen HLA-A2 wirden dann unabhangig von anderen
HLA-AK im ersten Fall in 27 % und im zweiten Fall in 36 % der Panels eine
positive Reaktion auslosen. Hier sieht man erneut die Vorteile der verschiedenen
Testmethoden. Mit dem LCT koénnen Spezifitaten der HLA-AK bestimmt werden,
was im ELISA nicht mdglich ist. Um jedoch zu klaren, wie reaktiv die HLA-AK sind
und wie hoch ihr Gehalt im Serum ist, ist der LCT ungeeignet. Hierfur stellt der
ELISA mit seiner objektiven Messung bei gleichen Bedingungen die bessere
Alternative dar.

In 4 Fallen wurden Patienten mit vormals spezifischen HLA-AK im Verlauf
polyspezifisch positiv. Bei zwei Patienten sind weitere spezifische HLA-AK
hinzugekommen, obwohl die Patienten eigentlich mit HLA-TKs versorgt wurden.
Dies konnte einerseits durch die zusatzliche Gabe von EKs induziert worden sein.
EKs werden nicht an die HLA-Antikérper der Patienten angepasst und enthalten
ebenfalls kontaminierende Leukozyten, die demnach auch eine weitere
Immunisierung auslosen konnen. Oft werden immunisierte Patienten aber auch
nicht mit HLA-TKs von HLA-identischen Spendern versorgt. Sie erhalten
stattdessen Praparate, deren HLA-Merkmale nicht von den Spezifitaten ihrer HLA-
AK erfasst werden. Dadurch kommt es zum Kontakt mit weiteren HLA-Merkmalen
und nachfolgender HLA-AK-Bildung. Ein Beispiel hierflr findet sich bei einer
Patientin, die vermutlich durch ihre 6 Schwangerschaften HLA-AK gebildet hat.
Trotz der Versorgung mit HLA-TKs kamen wahrend der Therapie laufend neue
Spezifitaten hinzu, was wohl auf den eben erlauterten Sachverhalt zurickzufihren
ist.

Betrachtet man alle Testergebnisse zusammen, zeigt sich eine eher abnehmende
Tendenz. Bei 5 Patienten konnten in Folgeproben starkere Reaktionen beobachtet
werden, wahrend sie sich bei 8 Patienten abschwachten (siehe Tabelle 13).
Zwischen den ersten beiden Blutentnahmen konnten zwar Neubildungen und

Verlust von HLA-Antikorpern beobachtet werden, insgesamt blieb der Anteil
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positiver Patienten jedoch identisch. Bis zur 3. Blutentnahme konnte eine
Abnahme der positiven Patienten beobachtet werden, die jedoch ebenfalls nicht
signifikant war. Durch die Transfusionen zwischen den einzelnen
Untersuchungszeitpunkten kam es demnach zu Kkeinen signifikanten
Veranderungen der HLA-AK-Raten bei den ausgewerteten Patienten (siehe
Abbildung 36 und 42). Nachdem Vortransfusionen bereits keinen Effekt auf die
HLA-AK-Bildung hatten, konnte damit gezeigt werden, dass auch die
Transfusionen wahrend des Beobachtungszeitpunktes die Alloimmunisierung nicht
beeinflussten. Somit zeigten unsere Auswertungen, dass die Transfusion
leukozytendepletierter Blutkomponenten zu keiner signifikanten Beeinflussung der
HLA-AK-Bildung flhrt.

4.4 HLA-AK-Bildung durch andere Risikofaktoren

Erkrankung:
Es scheint einen Effekt von hamatologischen Erkrankungen auf die Bildung der

HLA-Antikérper zu geben, da der Anteil an Antikérpertragern unter den
hamatologischen Patienten mit 42 % deutlich hoher ist als bei Patienten mit
anderen Erkrankungen (11 %). Die mediane Transfusionszahl ist bei den
Patienten mit hamatologischer Erkrankung (8 EKs und 6 TKs; siehe Tabelle 10)
nahezu identisch wie bei den Patienten mit anderen Erkrankungen (6 EKs und 6
TKs; siehe Tabelle 10). Dies spricht dafur, dass die Grinde fur die hohere
Immunisierungsrate bei der Grunderkrankung zu suchen sind. Im Jahr 1994
erschien eine Studie, in der ebenfalls eine erhdhte HLA-Antikérperbildung bei
Patienten mit AML beobachtet wurde (Williamson et al. 1994). Dies kénnte damit
zusammenhangen, dass hamatologische Patienten meist Uber einen langen
Zeitraum mit haufigen Transfusionen behandelt werden. Jedoch hat unsere
Untersuchung ebenso wie andere Publikationen (Dutcher et al. 1981a, Schiffer et
al. 1976) gezeigt, dass es keine Korrelation zwischen der Anzahl der
transfundierten Praparate und der HLA-AK-Bildung gibt. Demnach konnte die
erhohte HLA-AK-Bildung bei hamatologischen Patienten auch mit den
unterschiedlichen  Therapien und Medikationen zusammenhangen. Die

Medikamente zur Behandlung hamatologischer Erkrankungen haben oft eine
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starke Wirkung auf das Immunsystem und konnen somit auch Einfluss auf die
HLA-AK-Bildung nehmen. Das ausschliel3liche Vorkommen spezifischer HLA-AK
bei Patienten mit hamatologischen Erkrankungen deutet ebenfalls darauf hin, dass
diese Erkrankungen einen besonderen Einfluss auf die Bildung von HLA-AK
haben. Zwar findet man zu einzelnen Untersuchungszeitpunkten und auf den
gesamten Beobachtungszeitraum gesehen eine erhdhte Rate an HLA-AK-Tragern
unter den Patienten mit hamatologischen Patienten, diese ist jedoch nicht
signifikant. Um den Einfluss der Erkrankungsart besser zu evaluieren, ware eine
Untersuchung mit einer groReren Patientenzahl notwendig. Besonders die Anzahl
der Patienten mit ausschlief3lich nicht-hamatologischen Erkrankungen ist mit 9 von
74 (12 %) nicht besonders hoch und sollte flr eine genauere Untersuchung des

Erkrankungseinflusses erhoht werden.

Geschlecht und Schwangerschaften:

Frauen haben ein hoheres Risiko HLA-AK zu entwickeln als Manner (Sanz et al.
2010). Bei 45 % der Patientinnen unserer Untersuchung wurden in mindestens
einer Probe HLA-AK nachgewiesen, wahrend dieser Anteil bei den mannlichen
Patienten bei 32 % lag (siehe Tabelle 10). Frauen entwickelten demnach haufiger
HLA-AK obwohl sie median mit 5 EKs und 4 TKs weniger Transfusionen erhielten
als die Manner (9,5 EKs und 8 TKs; siehe Tabelle 10). In vielen Arbeiten wurde
gezeigt, dass dabei Schwangerschaften ein stark immunisierendes Ereignis
darstellen (Triulzi et al. 2009; Kakaiya et al. 2010; Powers et al. 2008; Densmore
et al. 1999; Maslanka et al. 2007). In unserer Arbeit finden sich bei den Frauen mit
positiver Schwangerschaftsanamnese jedoch weniger Patientinnen mit HLA-AK
als in der Gruppe ohne Schwangerschaften. Durch Bluttransfusionen ist dieser
Unterschied nicht zu erklaren, da beide Gruppen median eine ahnliche Anzahl an
TKs und EKs erhalten haben (siehe Tabelle 11). Die Abweichung lasst sich
hdchstens durch die Gruppe der Frauen mit unbekannter
Schwangerschaftsanamnese erklaren. Hier liegt der Anteil der HLA-AK-
Tragerinnen bei uber 67 % und am zweiten Untersuchungszeitpunkt zeigt sich
sogar eine signifikante Erhdhung der HLA-AK-Rate bei Patientinnen mit
unbekannter Schwangerschaftsanamnese. Es ist anzunehmen, dass dieser

Gruppe einige Frauen mit abgelaufenen Schwangerschaften zugerechnet wurden.
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Bei einer korrekten Schwangerschaftsanamnese aller Patientinnen wurde sich
womoglich  eine  signifikante Erhdhung der  HLA-AK-Rate  durch
Schwangerschaften zeigen. Es wurde auch nicht genau erhoben, ob die
Schwangerschaften mit einer erfolgreichen Geburt endeten. Sollten unter den
registrierten Schwangerschaften einige Fruhaborte sein, konnte dies den Einfluss
des Risikofaktors Schwangerschaften gemildert haben. Laut Triulzi und Kollegen
haben Frihaborte keinen Einfluss auf die HLA-Immunisierungsrate (Triulzi et al.
2009). In einer anderen Arbeit wurde ebenfalls gezeigt, dass erst mehrere
Fruhaborte (ohne eine erfolgreiche Geburt) zu einer Immunisierung fuhren,
wahrend eine einzelne nicht-erfolgreiche Schwangerschaft keinen Einfluss hat
(Kakaiya et al. 2010).

Auf Grund dieser Ungenauigkeiten kann auf den gesamten Zeitraum gesehen kein
Zusammenhang zwischen Schwangerschaften und HLA-AK-Bildung
nachgewiesen werden, den Powers und Kollegen publiziert hatten (Powers et al.
2008). Einen (wenn auch nicht signifikanten) Hinweis auf eine
schwangerschaftsinduzierte HLA-Immunisierung kann man bei den Patienten mit
Folgeproben finden. In der Gruppe mit nur positiven Proben findet man mit 38 %
eine hohere Rate an Frauen mit Schwangerschaften als in der Gruppe mit nur
negativen Proben (22 %). Es wurde bereits gezeigt, dass es keinen
Zusammenhang zwischen der Anzahl der Transfusionen und dem Ergebnis der
Folgeproben gibt. Demnach konnten bei diesen 38 % auch die
Schwangerschaften fur eine langanhaltende Immunisierung verantwortlich sein. In
unseren Kontrollgruppen stellt sich ein deutlicheres Bild dar. Hier kam es durch
Schwangerschaften zu einer signifikanten Erhéhung von HLA-AK gegen Klasse |
und HLA-AK allgemein. Viele andere Veroéffentlichungen zeigen ebenfalls, dass es
einen eindeutigen Zusammenhang zwischen Schwangerschaften und der
Entwicklung von HLA-AK gibt. Dabei korreliert die Anzahl der Schwangerschaften
signifikant mit der Haufigkeit an HLA-Antikérpern. So steigt die Rate von 1,7 % bei
Frauen ohne Schwangerschaft dber 11,2 %, 22,3 % und 27,5 % (bei einer, zwei
und drei Schwangerschaften) auf eine Alloimmunisierungsrate von 32,2 % bei
Frauen mit 4 oder mehr Schwangerschaften (Triulzi et al. 2009). Die ersten zwei
Schwangerschaften stellen dabei die grof3ten immunisierenden Ereignisse dar
(Triulzi et al. 2009). Diese Ergebnisse werden durch Densmore und Kollegen

bestatigt, die bei 26,3 % aller Frauen mit drei oder mehr Schwangerschaften HLA-

84



Antikorper nachweisen konnten, jedoch nur bei 14,6 % der Frauen mit einer oder
zwei Schwangerschaften (Densmore et al. 1999). Auch in einer neuen
Veroffentlichung wurde ein bis zu 32,4 % erhohtes Risiko einer HLA-
Alloimmunisierung bei Frauen mit vier oder mehr Schwangerschaften
nachgewiesen (Kakaiya et al. 2010). Maslanka und Kollegen untersuchten
ebenfalls Blutspender auf HLA-AK und fanden diese in 9,8 % der Frauen. Auch
hier stieg der Anteil der Frauen mit HLA-AK mit der Anzahl der
Schwangerschaften (Maslanka et al. 2007). Mit einer Sensitivitat von 87,9% und
einem negativen Vorhersagewert von 93,5% scheint die
Schwangerschaftsanamnese eine gute Screening-Frage zu sein, um eventuelle
Risikopersonen zu identifizieren (Powers et al. 2008). Demnach unterstttzen alle
wichtigen Publikationen die Ergebnisse unserer Kontrollgruppen, die eine HLA-
Alloimmunisierung durch Schwangerschaften nachweisen konnten. Durch eine
genauere Schwangerschaftsanamnese oder eine grofere Stichprobenzahl kdnnte
eventuell auch in unserer Untersuchung eine Immunisierung durch

Schwangerschaften nachgewiesen werden.
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4.5 Schlussfolgerung

Heutzutage sind viele Patienten auf eine Langzeitversorgung mit
Blutkomponenten angewiesen. Um diese Langzeitversorgung zu garantieren, ist
es von grolier Bedeutung, Faktoren zu kennen, die einer erfolgreichen Therapie
im Wege stehen. Einer dieser Faktoren ist die Bildung von HLA-AK, die zu einem
Refraktarzustand der Patienten gegenuber TKs fuhren konnen. In dieser Arbeit
wurden verschiedene Einflussgrofen untersucht, die eine Bildung von HLA-AK
beglnstigen kdnnten.

Bei Betrachtung der retrospektiven Kontrollgruppen zeigt sich ein erhdhtes Risiko
fur die HLA-AK-Bildung bei Patientinnen mit Schwangerschaften in der Anamnese.
Eine Transfusionsanamnese hingegen erhoht die Rate der HLA-AK-Bildung nicht.

Aus den verschiedenen HLA-AK-Tests der Patienten der Transfusionsambulanz
lassen sich folgende Schlusse ziehen:

Vortransfusionen stellen keinen signifikanten Risikofaktor fur die Bildung von HLA-
AK dar, damit werden die Ergebnisse der Kontrollgruppen bestatigt.

Wahrend der Studie zeigte sich ein signifikanter Anstieg von Patienten, die einen
Refraktarzustand gegen Pool-TKs entwickelt hatten und mit HLA-TKs versorgt
werden mussten. In dieser Gruppe fallt eine signifikant erhohte Rate an HLA-AK
gegen Klasse | auf. HLA-AK gegen Klasse | haben einen weitaus groferen
Einfluss auf das Ansprechen gegentber Thrombozytentransfusionen und
scheinen flir die Entstehung eines Refraktarzustandes verantwortlich zu sein. So
zeigt sich beispielsweise ein geringeres CCIl bei Patienten, die HLA-AK gegen
Klasse | tragen und mit Pool-TKs versorgt werden. Betrachtet man die
Entwicklung bzw. den Verlust von HLA-AK wahrend der Studienzeit, zeigt sich
eine eher abnehmende Tendenz.

Es gibt keine Dosis-Wirkungs-Korrelation zwischen der Anzahl der verabreichten
TKs bzw. EKs und der Bildung von HLA-AK. So entwickelten positive Patienten
ihre HLA-AK bereits nach wenigen Transfusionen, wahrend negative Patienten bis
zum Ende des Beobachtungszeitraums deutlich mehr Praparate erhielten.
Patienten, die in allen abgenommenen Proben positiv waren, haben median
weniger Transfusionen erhalten als Patienten mit nur negativen Tests. Somit
scheinen andere Faktoren die Patienten fur eine frihe Bildung von HLA-AK zu
pradisponieren. Hier mussten weitere Tests durchgefihrt werden, um die

entsprechenden Faktoren zu ermitteln. Die Patienten entwickelten mehr HLA-AK
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gegen Klasse | als gegen Klasse Il. Die Gabe bestrahlter Praparate oder die
zusatzliche Transfusion von EKs hat keinen signifikanten Effekt. Vergleicht man
Geschlecht und Schwangerschaftsanamnese bei den Patienten, findet sich
lediglich zu einem Untersuchungszeitpunkt eine signifikant erhdhte Rate an HLA-
AK-Tragern unter Frauen. Eine unsichere Schwangerschaftsanamnese konnte
daflr verantwortlich sein, dass keine signifikante Beeinflussung der HLA-AK-
Bildung durch Schwangerschaften gezeigt werden konnte. Im Allgemeinen ist die
HLA-AK-Bildung durch Schwangerschaften in der Fachliteratur unumstritten. Nur
Patienten mit einer hamatologischen Erkrankung entwickelten spezifische HLA-
AK, aullerdem war die Rate an HLA-AK-Tragern in dieser Gruppe deutlich (wenn
auch nicht signifikant) erhoht. Die Erkrankung und die entsprechende Behandlung
(z.B. Medikamente) spielten demnach wohl ebenfalls eine grol’e Rolle bei der
Alloimmunisierung. Um in diesen Bereichen zu einem signifikanten Ergebnis zu
kommen, waren grolere Stichproben notig.

Schlussfolgernd ergibt sich ein erwiesener Zusammenhang zwischen HLA-AK
gegen Klasse | und dem Refraktarzustand gegen Pool-TKs. Weder konnte eine
HLA-AK-Bildung durch leukozytendepletierte Blutkomponenten festgestellt
werden, noch gibt es einen Zusammenhang zwischen Anzahl der transfundierten
Praparate und der Entwicklung von HLA-AK. Durch die generelle
Leukozytendepletion der EKs und TKs des DRK auf maximal 1 x 108
Restleukozyten konnte ein wirkungsvoller Schutz vor HLA-Immunisierung erzielt
werden.

Vielmehr scheint es andere Faktoren zu geben, die das Risiko einer

Alloimmunisierung unserer Patienten erhéht haben.
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5 Zusammenfassung

Die Transfusion von Blutkomponenten stellt einen der Hauptpfeiler in der Therapie
von thrombozytopenischen Patienten dar. Ursache sind oft hamatologische
Erkrankungen und/oder eine Chemotherapie. Das HLA-System (Human
Leucocyte Antigen System) hat dabei eine grof3e Bedeutung beim Ansprechen
von Patienten auf Thrombozytentransfusionen. Die HLA-Merkmale prasentieren
korperfremde Peptidfragmente dem eigenen Immunsystem und leiten somit eine
adaptive Immunantwort ein. Durch Schwangerschaften oder beim Ubertragen von
Blutbestandteilen kann es zur Bildung von HLA-AK (Human-Leucocyte-Antigen-
Antikdrpern) gegen HLA-Merkmale der Klasse | und/oder |l kommen. Bei
Transfusionen sind vor allem die kontaminierenden Leukozyten in den Praparaten
fur die HLA-AK-Bildung verantwortlich. Deshalb wurde die Anzahl immunisierter
Patienten durch die EinflUhrung der generellen Leukozytendepletion im Jahr 2001
drastisch gesenkt. Die HLA-AK koénnen bei weiteren Transfusionen einen
ausreichenden Anstieg der Thrombozyten bei den Empfangern verhindern.
Dadurch kann sich ein Refraktarzustand gegenuber TKs
(Thrombozytenkonzentraten) ausbilden, der eine aufwendige Versorgung mit HLA-
kompatiblen TKs erfordert. Diese Arbeit sollte klaren, welche Faktoren zur Bildung
von HLA-AK fuhren. Besonderes Augenmerk lag dabei auf Art und Menge der
transfundierten Blutkomponenten. Dafur wurden zunachst aus der Knochenmark-
und Zellspenderdatei Ulm vier Kontrollgruppen erstellt und anhand ihrer ELISA-
Ergebnisse (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ermittelt, ob vergangene
Transfusionen oder Schwangerschaften die HLA-AK-Bildung begunstigen. Im
zweiten Teil wurden LCT (Lymphozytotoxizitatstest) und ELISA bei Patienten der
Transfusionsambulanz des IKT Ulm (Institut fur Klinische Transfusionsmedizin und
Immungenetik Ulm) durchgefuhrt. Aus den Patientenakten wurden mogliche
Risikofaktoren ermittelt und Zu verschiedenen Zeitpunkten des
Beobachtungszeitraums mit den Testergebnissen verglichen. Hierfir wurde von
74 TK-Empfangern eine Blutprobe entnommen. Von 48 Patienten konnte eine
Zweite und von 21 eine Dritte gewonnen werden. Mit dem LCT konnen
komplementabhangige AK gegen HLA-Merkmale der Klasse | nachgewiesen
werden, die zur Zerstorung der entsprechenden Lymphozyten auf der Testplatte
fuhren. Beim ELISA kommt es zu einer Farbreaktion, falls HLA-AK der Klasse |
oder Il gegen hochgereinigte HLA-Glykoproteine der Teststreifen vorhanden sind.
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Die Kontrollgruppen zeigten, dass Schwangerschaften das Risiko fur HLA-AK-
Bildung erhohen, wahrend eine positive Transfusionsanamnese keinen
signifikanten Effekt hat. Im Verlauf des Beobachtungszeitraums mussten
signifikant mehr Patienten wegen eines Refraktarzustandes mit HLA-kompatiblen
TKs versorgt werden. Der Refraktarzustand wurde dabei durch HLA-AK gegen
Klasse | hervorgerufen, da Thrombozyten nur Klasse-I-Merkmale auf ihrer
Oberflache tragen. Insgesamt zeigte sich bei den Patienten mit mehreren Proben
eine eher abnehmende Tendenz der HLA-AK (nicht signifikant). Entwickelten
Patienten HLA-AK, so geschah dies bereits, nachdem sie im Median weniger
Praparate erhalten hatten als die negativen Patienten bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums. Weiterhin wurden Patienten mit HLA-AK in samtlichen
Folgeproben im Median mit weniger TKs und EKs transfundiert als Patienten mit
nur negativen Proben. Es gibt demnach keine Dosis-Wirkungs-Korrelation
zwischen der Anzahl der transfundierten Konzentrate und der Bildung von HLA-
AK. Somit scheinen andere Faktoren einen Einfluss auf die HLA-AK-Bildung zu
haben. Im Hinblick auf Geschlecht und Schwangerschaftsanamnese zeigte sich
kein signifikanter Zusammenhang. Dies konnte jedoch auch an einer unsicheren
Risikoanamnese liegen, denn die HLA-AK-Bildung durch Schwangerschaften ist in
der Literatur allgemein unbestritten. Auch Vortransfusionen, Bestrahlung der
Praparate und die Transfusion von Erythrozytenkonzentraten erhohte die Rate an
HLA-AK nicht signifikant. Eine (nicht signifikant) gesteigerte HLA-AK-Bildung fand
man bei Patienten mit hamatologischen Erkrankungen. AuRerdem wurden nur bei
diesen Patienten spezifische Antikorper gefunden. Der Einfluss all dieser Faktoren
konnte in einer teilnehmerstarkeren Arbeit genauer evaluiert werden.

Zusammenfassend zeigt diese Untersuchung, dass HLA-Klasse-I-AK zu einem
Refraktarzustand gegen Thrombozytentransfusionen fuhren konnen.
Leukozytendepletierte Blutkomponenten stellen allerdings keinen signifikanten
immunogenen Reiz fur die HLA-AK-Bildung dar. Vielmehr scheinen andere
Faktoren (Grunderkrankung, begleitende Therapien) diese Alloimmunisierung zu
begunstigen. Diese Faktoren mussten genauer untersucht werden, um die
Alloimmunisierung der Patienten weiter zu senken und eine Optimierung der

Transfusionstherapie zu erreichen.
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