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ZUSAMMENFASSUNG

Isoagglutinine gewinnen aktuell wieder an Bedeutung als immunologischer Parameter im Vorfeld
von Organ- oder Knochenmarktransplantationen, die aufgrund des Organmangels zunehmend
und erfolgreich ABO-inkompatibel durchgefithrt werden. Ein einheitliches Protokoll fir die
Durchfihrung ABO-inkompatibler Transplantationen und das postoperative Nachsorgepro-
gramm existiert bis heute allerdings nicht, die Verfahren von der Isoagglutininbestimmung bis
hin zu den Verfahren der Titerreduktion und der postoperativen Uberwachung der Titer sind je
nach Land und transplantiertem Organ sehr heterogen. "

In der vorliegenden Dissertationsarbeit wurde deshalb im ersten Teil (Methodenvergleich)
die Sensitivitit von vier hdufig in der Laborpraxis angewandten Nachweismethoden fiir Isoagglu-
tinintiter (NaCl-Rohrchentest, Neutr-AB® II-R6hrchentest, NaCl-Gelkartentest und IgG-
Coombs-Gelkartentest) an einer hohen Anzahl von Plasmaproben (n=449) untersucht und statis-
tisch ausgewertet. Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden anhand dieser Daten Normwerte fur
Isoagglutinintiter bei Erwachsenen berechnet und Normwerttabellen erstellt.

Es zeigte sich, dass beztiglich der Sensitivitit der NaCl-Gelkartenmethode und der NaCl-
Rohrchenmethode kein signifikanter Unterschied besteht. Weitere Unterschiede (z.B. Material-
verbrauch, Objektivitit, Rationalisierungsméglichkeiten, Kosten) sprechen tendenziell zugunsten
der Gelkartenmethode.

Da sich nach statistischer Auswertung der Daten je nach Blutgruppe (A1, A2, B, 0) und nach
Untergruppe (alt/jung, minnlich/weiblich, gesund/krank) fast immer eine Normalverteilung der
Isoagglutinintiter zeigte, war eine Normwertberechnung méglich. Diese wurde fiir das Gesamt-
kollektiv und fiir die Untergruppen durchgefithrt. Eine Isoagglutinintiteruntersuchung mit hohen
Fallzahlen im Gesamtkollektiv (n>100 pro Methode und Blutgruppe) und statistisch aussagekraf-
tigen Fallzahlen (n>40 pro Methode und Blutgruppe) in klinisch relevanten Untergruppen
(alt/jung, minnlich/weiblich, gesund/krank) mit Normwerterstellung an Erwachsenen war bis
zum Abschluss dieser Arbeit nicht veroffentlicht. Die relevantesten Ergebnisse (Titer der NaCl-
Gelkartenmethode des Gesamtkollektivs ABO) wiesen dabei fiir Blutgruppe Al einen Anti-B-
Titer von 1/0-1 bis 1/128-256, fir Blutgruppe A2 einen Anti-B-Titer von 1/2-4 bis 1/256-512,
fur Blutgruppe B einen Anti-A1-Titer von 1/2-4 bis 1/128-256 und einen Anti-A2-Titer von 1/0
bis 1/64-128, fir Blutgruppe 0 einen Anti-Al-Titer von 1/2-8 bis 1/512-1024, einen Anti-A2-
Titer von 1/0-2 bis 1/256-512 und einen Anti-B-Titer von 1/2-4 bis 1/256-512 auf.

Die vorgeschlagenen Normwerte dieser Arbeit kénnen helfen, das Outcome und den Auf-
wand ABO-inkompatibler Transplantationen bei den verschiedenen Blutgruppen abzuschitzen
und damit zur Entwicklung einheitlicher und effizienter Protokolle zur gezielten Reduzierung der

Isoagglutinine im Vorfeld von Transplantationen beizutragen.






1 EINLEITUNG
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1.1 HISTORISCHES — DIE ENTDECKUNG DER BLUTGRUPPEN

Die Entdeckung der Blutgruppen war ein langer Weg von Mythen und Legenden bis hin zum
Nobelpreis. Seit der Entdeckung des Blutkreislaufes 1616 durch William Harvey wurde versucht,
menschliches oder tierisches Blut direkt in die Venen des Empfingers zu transfundieren. Die
meist fatalen Ergebnisse der Transfusionen folgten scheinbar keinem Schema und stellten die
Arzte jahrhundertelang vor ein Ritsel, obwohl von James Blundell 1825 einige erfolgteiche
Transfusionen bei Wochnerinnen mit lebensbedrohlichem postpartalem Blutverlust durchgefiihrt
wurden. ** Gegen Ende des 19. Jahrhunderts niherte man sich der Losung insofern, als dass et-
kannt wurde, dass menschliche Erythrozyten manchmal durch das Serum eines anderen Indivi-
duums zur Agglutination gebracht werden konnten. Allerdings war man zur damaligen Zeit der
Meinung, diese Agglutination sei rein pathologischer Natur und infektionsbedingt. >6

Erst Karl Landsteiner, ein Wiener Pathologe, deckte im Jahr 1900 durch ein einfaches Expe-
riment die Systematik des Agglutinationsverhaltens menschlichen Blutes auf. Er mischte sein
eigenes Blutserum und das finf weiterer Kollegen wechselweise mit seinen in Salzwasserlésung
suspendierten Erythrozyten und denjenigen der Kollegen und beobachtete bei einigen Mischun-
gen eine Agglutination, bei anderen jedoch nicht. >’ Karl Landsteiner schloss daraus die Moglich-
keit, dass ein tatsichlicher individueller Unterschied der menschlichen Sera und Erythrozyten die
Ursache fiir die Agglutinationen sein kénnte. ® Im folgenden Jahr entwickelte Landsteiner das
ABO-System, bei dem es ihm gelang, mit nur zwei Antigenen (A und B) und zwei Antikérpern
(Anti-A und Anti-B) die drei Hauptgruppen des menschlichen Blutgruppensystems zu beschrei-
ben. Er konnte zeigen, dass Erythrozyten entweder das Oberflichenmerkmal A oder B aufweisen
oder keines von beiden und dass das dazugehorige Serum keine Antikorper gegen die eigenen
Antigene aufweist, das der Blutgruppe 0 allerdings Anti-A und Anti-B. **’ Die vierte und seltens-
te Blutgruppe AB, welche im Serum weder Anti-A noch Anti-B enthilt und auf den Erythrozyten
beide Oberflichenmerkmale prisentiert, wurde ein Jahr spiter (1902) von Decastello und Sturli

beschrieben. ' In Abbildung 1 ist die Verteilung der Blutgruppen in Mitteleuropa gezeigt.
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Abbildung 1. Verteilung der Blutgruppen in Mitteleuropa nach !

1.2 DIE BEDEUTUNG DER ISOAGGLUTININE

Diese Entdeckungen waren die Grundlage fir die moderne klinische Praxis der Bluttransfusion.
Trotz der entscheidenden Erkenntnis tiber das regelhafte Vorkommen der Antikérper gegen die
Antigene A und B im menschlichen Serum dauerte es bis zum Ersten Weltkrieg, bis sich die Blut-
transfusion als gingiges Verfahren in Form der direkten Ubertragung vom Spender auf den
Empfinger etablierte. 1930 bekam Karl Landsteiner den Nobelpreis fir die Entdeckung der
ABO-Gruppen. "

Doch sind die Blutgruppen nicht nur von groer Bedeutung im Hinblick auf die oft lebens-
rettende MaB3nahme der Bluttransfusion. Die Entdeckung der A- und B-Antigene auf der Ober-
fliche der Erythrozyten brachte ihnen den naheliegenden Namen der ,,Blutgruppenantigene® ein,
tatsdchlich sind sie aber noch mehr als das. Bald wurde erkannt, dass A- und B- Antigene bei
vielen Menschen exokrin sezerniert werden und dadurch im Speichel und auf Schleimhiuten
nachgewiesen werden konnen. " 1930 entdeckten Lehrs und Putkonen die erblich bedingte

1617 Sje klassifizierten die Menschen

Fahigkeit, im Speichel Blutgruppenantigene zu sezernieren.
als ,,secretors und ,,non-secretors* und fanden heraus, dass bei 80% der kaukasischen Bevolke-
rung die Figenschaft des Sezernierens nach Mendelschen Regeln dominant vererbt wird. © Aber
nicht nur im Speichel und auf Schleimhauten lassen sich diese Antigene finden. Das Vorhanden-
sein der Blutgruppenantigene auf Organen und Geweben macht das Wissen um sie unverzichtbar
fir die Organtransplantation, die bis heute vorwiegend auf der Grundlage der ABO-
Kompatibilitit praktiziert werden muss. In den letzten Jahren ist man dazu Ubergegangen, von
Histo-Blutgruppenantigenen zu sprechen, um dem ubiquitiren Vorhandensein dieser Oberfla-

chenmerkmale im Kérper Rechnung zu tragen. ™"
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1.3 GENETIK UND MOLEKULARBIOLOGIE

1.3.1 DAS IMMUNSYSTEM

1.3.1.1 HISTORISCHES

Der Ausdruck ,,immun® bedeutet wortlich tbersetzt ,frei von Pflichten® und ,,geschiitzt™. Er
stammt aus dem Romischen Reich und wurde fiir Personen verwendet, die keine Steuern zahlen
mussten. Spater wurde diesem Ausdruck die heute wesentlich bekanntere Bedeutung zuteil, nim-
lich als man erkannte, dass Menschen nach bestimmten Erkrankungen vor einer erneuten Anste-
ckung geschiitzt waren. Bereits Thukydides erwihnt 430 v. Chr. eine gro3e Seuche wihrend des
Peloponnesischen Krieges in Athen, die sogenannte ,,athenische Pest®, bei der die Patienten nach
tberlebter Ersterkrankung bei einer seltenen Zweiterkrankung nicht mehr an der Infektion star-
ben. *

Der englische Arzt Edward Jenner hat das Phinomen der Immunitit erstmals systematisch
angewandt. Er stellte 1798 durch Naturbeobachtung und Versuche an Gesunden fest, dass ein
Kontakt mit den relativ harmlosen Kuhpocken vor einer Erkrankung mit den gefihrlichen ech-
ten Pocken Schutz bot. Noch heute erinnern die Begriffe ,,Vakzination® (lat. vacca, die Kuh) fur
die Schutzimpfung und ,,Vakzin® fir den Impfstoff an diese bedeutende Erkenntnis. Bedeutend
vor allem auch deshalb, weil Edward Jenner noch nicht wusste, dass es sich bei den Erregern der
Pocken und Kuhpocken um Viren handelte, die, ebenso wie die mikrobiellen Krankheitserreger,
noch nicht entdeckt waren. Bakterien wurden erst Ende des 19. Jahrhunderts von Robert Koch
in Berlin und Louis Pasteur in Paris als Krankheitserreger identifiziert. *% Viren konnten sogar
erst 1935 von Wendell Stanley anhand des Tabak-Mosaik-Virus nachgewiesen und beschrieben

2.
werden. *

11.3.1.2 SELBST UND FREMD

Die Abwehr von Krankheitserregern wird bei Wirbeltieren vom Immunsystem tibernommen, das
in seiner Komplexitit nur noch vom menschlichen Gehirn tbertroffen wird. Es besteht aus ei-
nem angeborenen Immunsystem, wie es bei allen héheren Organismen zu finden ist, und einem
erworbenen oder adaptiven Immunsystem, das nur den Wirbeltieren zur Verfiigung steht. *
Fiihrt man sich vor Augen, dass der erwachsene Mensch aus ca. 10" Kérperzellen aufgebaut ist,
aber auch 10" Mikroorganismen - iiberwiegend Darmbakterien - beherbergt, wird deutlich, dass
ein prizises Unterscheidungsvermogen des Immunsystems zwischen pathogenen Mikroorganis-

men und kérpereigenen Strukturen von groter Bedeutung ist. ***
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1.3.1.3 ANGEBORENE UND ERWORBENE IMMUNANTWORT

Zu den Komponenten der angeborenen Abwehr gehéren die Hornhaut und der Siureschutz-
mantel der Haut zum Schutz der dulleren Oberfliche, sowie die Schleimhaut des Respirations-
und Verdauungstraktes mit ihren zahlreichen antimikrobiellen Stoffen (z. B. Lysozym, Lactofer-
rin, 3-Defensive) zum Schutz der inneren Oberfliche. Ebenso Teil der angeborenen Immunab-
wehr sind die Faktoren des Komplementsystems, die Alveolarmakrophagen der Lunge sowie die
natiitlichen Killerzellen (NK-Zellen). **** Die Komponenten der angeborenen Abwehr sind in
ithrer Struktur vom Genom vorgegeben, stindig prasent und von Geburt an wirksam. Sie erken-
nen Oberflichenmolekile, die fiir mikrobielle Erreger typisch sind und leiten Reaktionskaskaden
ein, die zur Zerstérung oder zur Phagozytose des Erregers fiihren. *’

Die adaptive oder erworbene Immunantwort wird von bestimmten B- und T-
Zelllymphozyten vermittelt. Dabei sind B-Zellen fiir die Antikérperbildung verantwortlich, infi-
zierte Zellen werden von antigenspezifischen zytotoxischen T-Zellen (Typ CD8) abgetotet, B-
Zellen durch T-Helferzellen vom Typ CD4/Th2 aktiviert und Makrophagen von T-Helferzellen
vom Typ CD4/Thl aktiviert. Das Ingangkommen dieser spezifischen Immunabwehr nimmt
einige Tage in Anspruch, in der Zwischenzeit werden die Erreger vom angeborenen Immunsys-
tem bekdmpft. Nach einer abgelaufenen adaptiven Immunantwort bleibt die lingerfristige Im-
munitit durch antigenspezifische langlebige B- und T-Zellen (sog. Gedichtniszellen) erhalten, die
sich wihrend der Immunantwort gebildet und vermehrt haben. Voraussetzung fir die adaptive
Immunantwort ist ein System aus zahlreichen Gensegmenten, die im Genom jedes einzelnen
Lymphozyten durch alternatives Spleilen unterschiedlich zusammengesetzt werden und dadurch
eine Vielzahl verschiedener Proteine kodieren kénnen. Somit wird zu fast jeder méglichen Struk-
tur eines Antigens ein passender Antikérper gebildet, der in Anwesenheit des spezifischen Anti-
gens ausgewihlt und in groBer Menge vervielfaltigt werden kann. Der Mensch kann so ca. 100

Milliarden unterschiedliche Antikérper bilden. >+

1.3.2 ANTIKORPERGENESE

Antigene sind Substanzen, die im Organismus eine spezifische Abwehrreaktion auslésen, wenn
sie dem Immunsystem unbekannt, d. h. nicht Teil des immunologischen ,,Selbst* des Kérpers,
sind. "' Bei nahezu allen Blutgruppensubstanzen handelt es sich um entwicklungsgeschichtlich
alte, in der Natur vorkommende Strukturen. '’ In Bakterien, Viren, Parasiten, Tieren und Pflan-
zen lassen sich Kohlenhydratsubstanzen finden, die mit den Kohlenhydrat-Antigenen des ABO-
Systems identisch sind oder zumindest eine Kreuzreaktion hervorrufen. ° Unser Korper bildet bei
Kontakt mit diesen ubiquitir vorkommenden Antigenen Antikérper gegen dieselben, sofern er

nicht selbst Triger dieser Antigene ist. >'' Triger der Blutgruppe A1 und A2 besitzen somit Anti-
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korper (sog. Isoagglutinine) gegen die Antigene der Blutgruppe B, Triger der Blutgruppe B Anti-
korper gegen die Antigene der Blutgruppen Al und A2 und Triger der Blutgruppe 0 Antikérper
gegen die Blutgruppen Al, A2 und B. Triger der Blutgruppe AB dagegen weisen keine Isoagglu-
tinine auf, da das korpereigene Vorkommen der Antigene A und B dem Immunsystem eine Anti-
korperbildung gegen diese Antigene verbietet, auch wenn sie Bestandteil fremder Mikroorganis-
men sind. ®'' Manche Erreger (2. B. Yersinia pestis, Variola, Helicobacter und Norovirus) verber-
gen so ihre Oberflichenmolekiile vor der Immunabwehr des Wirts. Sie sind durch die sogenannte
Molekulare Mimikry immunologisch ,,unsichtbar®. *” Untermauert wird diese Hypothese der An-
tikorpergenese durch eine Untersuchung der Gruppe Springer et al., die 1961 tberzeugend nach-
weisen konnte, dass die normale Entwicklung von Anti-B-Antikérpern bei Kitken in den ersten
Lebenswochen durch die Haltung in absolut keimfreier Umgebung verhindert werden konnte. °

Wie prizise das Immunsystem Verinderungen dieser je nach Blutgruppe spezifischen Ober-
flichenstruktur der Erythrozyten wahrnimmt, wird beim nattrlichen Alterungsprozess der Eryth-
rozyten deutlich. Im Laufe ihrer Lebenszeit von ca. 120 Tagen verliert die Oberfliche der Eryth-
rozyten durch Abnutzung immer mehr ihrer Glykoproteine und dndert somit die dem Immun-
system als ,,Selbst® bekannte Struktur. Dies fuhrt zu einer Opsonierung durch das Immunglobu-
lin G (IgG) und in der Folge zur Lyse durch das Komplementsystem bzw. zur Phagozytose
durch Makrophagen. **

1.3.3 GENETIK DER BLUTGRUPPENANTIGENE

Bei den Blutgruppenantigenen der auf der Erythrozytenmembran lokalisierten Antigene des
ABO-Systems handelt es sich chemisch betrachtet um Glykolipide. Auf dem Chromosom 9 be-
finden sich die Allele der Glykotransferasen, die die Antigene A1, A2, B und 0 bilden, auf Chro-
mosom 19 das Allel der Glykotransferase, die das H-Antigen formt. Diese Transglykosylasen
binden enzymatisch Zuckerketten an Proteine und sind somit fiir den Aufbau der Glykopro-
teinantigene des ABO-Systems ursidchlich. An die Grundsubstanz (h) wird zunichst mithilfe der
Fucosyltransferase (Chromosom 19) ein Molekil L-Fucose hinzugeftigt. Somit ist die H-Substanz
entstanden, die bei Trigern der Blutgruppe 0 das alleinige Antigen darstellt, da die Genorte fir
weitere Transferasen auf Chromosom 9 mit dem stummen Allel 0 besetzt sind. Bei Trigern der
Blutgruppe Al und A2 wird die H-Substanz durch die Acetylgalaktosaminyltransferase (Chromo-
som 9) um ein Molekil N-Acetylgalaktosamin erginzt, bei Trigern der Blutgruppe B durch die

Galaktosyltransferase (Chromosom 9) um ein Molekiil D-Galaktose. '
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Abbildung 2. Schematische Darstellung des biochemischen Aufbaus der Blutgruppenantigene nach 3

In Abbildung 2 ist der Glykolipidaufbau der Blutgruppenantigene schematisch dargestellt. Von
links nach rechts aufsteigend wird die Struktur des Oberflichenmerkmals Oh gezeigt, das jeder
Erythrozyt beim Menschen aufweist, jeweils erganzt um die Gruppen H, H und A oder H und B.
Menschen mit der sehr seltenen Blutgruppe ,,Bombay®, also Oh, besitzen kein Antigen H auf
ihrer Erythrozytenoberfliche und reagieren bei der Gabe von Fremdblut jeder ABO-Blutgruppe
(sogar Blutgruppe 0!) mit einer Antigen-Antikorper-Reaktion. Patienten mit der Blutgruppe Oh

kann also ausschlieBlich Blut der eigenen, seltenen Blutgruppe Oh transfundiert werden. 30

1.3.4 BLUTGRUPPE A1 UND A2

Bei der Blutgruppe A kénnen die Untergruppen Al und A2 unterschieden werden. Von den In-
dividuen mit Blutgruppe A gehoren ca. 80% der Untergruppe Al an und ca. 20% der Untergrup-
pe A2. Der Unterschied zwischen den beiden A-Blutgruppen besteht darin, dass die Erythrozyten
der Blutgruppe Al mehr A-Antigene auf ihrer Oberfliche tragen als die Erythrozyten der Blut-
gruppe A2, da deren N-Acetylgalaktosaminyltransferase deutlich aktiver ist. Desweiteren weisen
die Erythrozyten der Blutgruppe Al ein zusitzliches Glykoprotein-Antigen auf, das auf der
Oberfliche der Erythrozyten der Blutgruppe A2 nicht vorhanden ist. Man kann dieses Antigen
mithilfe eines Lektins (Anti-A1) nachweisen, das aus dem Samen einer in Indien wachsenden
Futter-Leguminose (Dolichus biflorus) hergestellt wird. Individuen der Blutgruppe A2, die mit
dem Antigen Al in Kontakt kommen, konnen Antikérper dagegen bilden und bei erneutem

Kontakt mit einem Blutprodukt der Gruppe Al eine Antigen-Antikorper-Reaktion erleiden. '

1.3.5 ANTIKORPERSTRUKTUR

Antikérper sind Eiweille mit 3-Faltblattstruktur. Sie bestehen immer aus sogenannten kurzen
Ketten, den L-Ketten (light chains), und den langen H-Ketten (heavy chains). Ein Antikérpermo-

lekiil besteht aus mindesten zwei identischen H-Ketten, sowie zwei identischen I.-Ketten.
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Abbildung 3. Schematische Darstellung eines IgG nach Duale Reihe Biochemie, S 703. 2

H-Ketten und L-Ketten sind untereinander durch Disulfidbriicken verbunden, wobei die H-
Ketten bestimmend fiir die Antikérperklasse sind. Die verschiedenen Antikorperklassen, die so-
genannten Isotypen, werden zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Immunantwort gebildet: in
frithen Stadien iiberwiegend IgM und etwas IgD, in spiteren Stadien IgA, IgE und IgG. *

IgD, IgE und IgG liegen als Monomere vor, IgA als Dimere und IgM als Pentamere mit ei-
nem Molekulargewicht von ca. 950 kDa. * In Abbildung 3 ist ein IgG-Molekiil schematisch

sowie nach réntgenkristallographischen Untersuchungen dargestellt.

1.3.6 ANTIKORPERARTEN

1.3.6.1 REGULARE UND IRREGULARE ANTIKORPER

Die Isoagglutinine Anti-A und Anti-B werden als regulire Antikoérper bezeichnet, da es sich um
Antikérper handelt, die bei nahezu allen Menschen blutgruppenkontrir im ABO-System vorhan-
den sind. Dem gegeniibergestellt werden die sogenannten irreguliren Antikérper der anderen
Blutgruppensysteme, wie beispielsweise die Antikérper Anti-D des Rhesussystems oder die Anti-
K-Antikorper des Kellsystems, die sich erst nach parenteralem Antigenkontakt bei einem Teil der

. .. . 11
so immunisierten Personen bilden.

1.3.6.2 KOMPLETTE UND INKOMPLETTE ANTIKORPER

Erythrozyten halten unter physiologischen Bedingungen einen bestimmten Mindestabstand zuei-
nander ein. Dieser physiologische Abstand ist durch eine besondere Eigenschaft der Erythrozy-
ten bedingt. Erythrozyten weisen nidmlich eine negative Membranladung auf, wodurch sich an

threr Oberfliche positive Ionen anlagern. Diese positive Ionenschicht ist wiederum tiberwiegend



16

von negativen Tonen umlagert, so dass sich somit eine zweischichtige Ionenwolke ausbildet. Das
elektrische Potential, das in der duleren negativ geladenen Ionenwolke abfillt, wird als Zeta-
Potential bezeichnet. Aus dem Zeta-Potential kann der Abstand zwischen Erythrozyten bestimmt
werden, der unter physiologischen Bedingungen bis zu 30 nm betrigt. Anschaulich betrachtet
stellt sich dieser Abstand ein, indem sich bei der Anniherung zweier Erythrozyten deren dul3ere
negative Ionenwolke wegen der gleichpoligen Ladung abst68t, so dass sich als Abstand etwa die
doppelte Dicke der Ionenwolke einstellt. '

Als komplette Antikorper bezeichnet man Antikérper der Klasse IgM. Diese Antikorper sind
mit einem Molekulargewicht von ca. 950 kDa so grof3, dass sie den physiologischen Abstand zwi-
schen zwei Erythrozyten iberwinden konnen. Dadurch kénnen IgM ohne abstandsmindernde
Zusitze Brythrozyten agglutinieren. ** Die Isoagglutinine Anti-A und Anti-B gehéren gréBtenteils
der Klasse IgM an und werden somit den kompletten Antikérpern zugeordnet.

Inkomplette Antikérper sind Antikorper der Klasse IgG. Sie sind mit einem Molekularge-
wicht von ca. 160 kDa erheblich kleiner als IgM-Antikérper und kénnen deshalb den physiologi-
schen Abstand zwischen den Erythrozyten nicht ohne weiteres tiberwinden. Obwohl eine Anti-
gen-Antikorper-Reaktion stattfindet, fuhrt diese nicht zu einer sichtbaren Agglutination und kann
somit nicht ohne eine spezielle Technik nachgewiesen werden. Zum Nachweis dieser AntikGrper
wird der sog. Coombs-Test (Antihumanglobulin-Test) eingesetzt. ">

Die Unterscheidung zwischen kompletten und inkompletten Antikérpern ist also zunichst
eine rein labortechnische. In vivo findet trotz fehlender Erythrozytenagglutination durch IgG
eine Zerstorung der Erythrozyten durch eine Antigen-Antikorperreaktion statt; auch bei IgM-

Antikérpern ist die Erythrozytenzerstérung nicht primiér durch die Agglutination, sondern durch

die sehr viel schnellere Reaktion im Komplementsystem bedingt. "'

1.3.6.3 DER COOMBS-TEST

Um inkomplette Antikérper auf der Oberfliche von Erythrozyten nachzuweisen, bedient man
sich des sog. Coombs-Tests. Dieser Test wurde bereits 1908 von Carlo Moreschi beschrieben,
seine volle Bedeutung erkannte aber erst Sir Robin Coombs, der im Jahre 1945 die Anwendung
des Testes anhand des inkompletten Antikorpers Anti-D beschrieb. **»

Beim Coombs-Test oder Antihumanglobulintest handelt es sich um einen Zweiphasentest.
In der ersten Phase werden inkomplette Antikorper zu den Erythrozyten gegeben, die sich in
einer Antigen-Antikorperreaktion an die Erythrozytenoberfliche anheften. Da es sich um in-
komplette Antikorper handelt, konnen die Erythrozyten nicht spontan agglutinieren. Um eine

sichtbare Agglutination zu erreichen, werden die Erythrozyten in der zweiten Phase mit einem

Kaninchenserum versetzt, das Antikorper gegen menschliche Immunglobuline enthilt. Dieses
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sogenannte Coombs-Serum (Antithumanglobulin-Serum) wird z. B. durch Sensibilisierung von
Kaninchen mit menschlichen Immunglobulinen hergestellt. Die Kaninchenantikérper gegen in-
komplette Antikorper (IgG) reagieren mit den auf der Erythrozytenmembran angelagerten
menschlichen IgG-Immunglobulinen, tberbriicken den Abstand zwischen zwei Erythrozyten
und fithren zu einer sichtbaren Agglutination. """

Zu unterscheiden sind hierbei der direkte und der indirekte Coombs-Test. Die Vorausset-
zung fiir den direkten Coombs-Test ist, dass die Erythrozyten bereits in vivo mit inkompletten
Antikérpern beladen wurden, wodurch die erste Phase des Coombs-Tests hinfillig ist. Untersu-
chungsmaterial sind die Erythrozyten des Patienten, die nach mehrmaligem Waschen mit NaCl
mit dem Antihumanglobulinserum versetzt werden. Von Bedeutung ist der direkte Coombs-Test
zur Diagnose von Transfusionszwischenfillen, einer Autoimmunhidmolyse oder eines Morbus
himolyticus neonatorum. "'

Der indirekte Coombs-Test oder auch Antikérpersuchtest weist freie irregulire AntikGrper
der Klasse IgG im Serum nach. Er ist besonders wichtig bei der Blutgruppenbestimmung, der
Schwangerenvorsorge und bei der Kreuzprobe vor einer Bluttransfusion, um frei zirkulierende
Antikérper aufzuspiiren, die sich gegen die Erythrozyten des Empfingers oder die Erythrozyten
der Blutkonserve richten und diese zerstéren wirden. Er wird wie oben beschrieben zweiphasig

10,11

durchgefiihrt.

1.4 ISOAGGLUTININE — SURROGATMARKER FUR DIE IMMUNFUNKTION?

Hypothesen zur Korrelation zwischen der Funktion des Immunsystem und der Héhe von Isoag-
glutinintitern bzw. spezifischer Antikorpertiter wurden wiederholt in den letzten Jahrzehnten
aufgestellt, die verfiigharen Arbeiten und Studien zeigen allerdings wenig belastbare und sehr
heterogene Ergebnisse.

So kommen Czlonkowska et al. 1979 mittels Immunstimulationstests zu dem Ergebnis, dass
sowohl die zellvermittelte als auch die humorale Immunantwort im Alter abnimmt. ** Allerdings
waren alle Probanden dieser Studie gesund und zeigten keinerlei Zeichen einer Immundefizienz,
weswegen sich kein Zusammenhang zwischen einem niedrigen Antikérpertiter und einer vermin-
derten Immunfunktion herstellen lasst.

Weiterhin wurden in der Vergangenheit einige Studien mit der Fragestellung durchgefiihrt,
ob die individuelle Héhe der Isoagglutinintiter genetisch vorbestimmt ist oder vielmehr von der
Umwelt, in der das Individuum aufwichst, abhingt. Redman et al. untersuchten die Isoagglutinin-
titer von Blutspendern mit unterschiedlicher ethnischer Herkunft (asiatisch, afroamerikanisch,
kaukasisch), die alle im Norden von London lebten. > Obwohl sich die héchsten Isoagglutininle-

vel bei afroamerikanischen weiblichen Blutspendern fanden, waren die Unterschiede in den
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Gruppen doch nicht statistisch signifikant. Die Autoren sehen dies als Hinweis darauf, dass die
Umwelt eine weit gro3ere Rolle spielt als die ethnische Herkunft. Die zuvor von Grundbacher
publizierten Daten tiber ethnische Unterschiede der Isoagglutinintiter, die an Individuen in ver-
schiedenen Teilen der Welt erhoben wurden *, seien laut Redman et al. stirker durch die unter-
schiedlichen Umweltbedingungen als durch Rassenunterschiede beeinflusst. >’

In einigen Studien von Grundbacher et al. und Rhodes et al. finden sich allerdings doch
Hinweise auf einen genetischen Einfluss auf die Hohe der Isoagglutinintiter. ***** Sie kamen zu
dem Ergebnis, dass Frauen von Geburt an einen héheren Isoagglutinintiter aufweisen als Manner
und dieser wihrend der fertilen Phase ihres Lebens besonders hoch ist (Ndheres dazu unter
1.5.1). “**" Washburn duBerte 1965 die Vermutung, dass die héheren Isoagglutininspiegel schon
im Kleinkindalter die Ursache fiir die geringere Infektionsrate bei weiblichen Kleinkindern sei. *

Neuere Studien zu diesem Thema waren bis zum Abschluss dieser Arbeit nicht zu finden.
Eine Funktion der Isoagglutinine als Surrogatmarker fir die Immunfunktion kann aktuell bei den

wenig belastbaren und sehr heterogenen Ergebnissen der aktuellen Publikationen nicht belegt

werden.

1.5 ISOAGGLUTININE: BEKANNTE UNTERSCHIEDE

71.5.1 MANNER / FRAUEN

Mehrere grof3 angelegte Studien zeigten, dass IgM-Antikorper bei Frauen bis zum 15. Lebensjahr
stetig ansteigen und bis zum 40. Lebensjahr konstant hoch bleiben, um dann bis zum 60. Lebens-
jahr wieder abzusinken und dann stabil zu bleiben. *** Der IgM-Level bei Minnern bleibt ab dem
2. Lebensjahr stabil. Die IgM-Titer bei Madchen und Frauen waren dabei immer signifikant ho-
her als die der Jungen und Manner. Es wird deshalb vermutet, dass Frauen besonders wihrend
der fertilen Lebensphase einen hohen IgM-Antikoérpertiter aufweisen, um wihrend einer
Schwangerschaft der gesteigerten Infektionsgefahr mit einer héheren Antikérperproduktion zu
begegnen. ** Da bereits weibliche Kleinkinder einen héheren IgM-Titer als minnliche Kleinkin-
der besitzen, konnte dies die Erklirung fiir die hohere Rate an Infektionskrankheiten bei mannli-
chen Kindern darstellen. ** Ein bei Madchen und Frauen signifikant hoherer IgM-Titer wurde
dartiber hinaus speziell fiir Anti-A- / Anti-B-Isoagglutinine nachgewiesen. * Interessant ist hiet-
bei auch die genetische Erklirung fiir die héheren IgM-Antikérper bei weiblichen Individuen:
Grundbacher et al. und Rhodes et al. konnten zeigen, dass das X-Chromosom ein wichtiger In-
formationstriger fiir die Quantitit der IgM-Antikérper im Blut darstellt. *** Frauen mit drei X-

Chromosomen wiesen signifikant hohere Titer auf als Frauen mit zwei X-Chromosomen. Bei
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Frauen mit X0-Gonosomensatz fand sich ein fir XY-Minner typischer IgM-Antikoérpertiter, bei

XXY-Minnern dagegen ein fiir XX-Frauen typischer Titer. *

1.5.2 ANDERUNG DER AK-TITER MIT STEIGENDEM LEBENSALTER

Nach Erreichen eines Hohepunktes der Isoagglutinintiter mit ca. acht Jahren nimmt die Isoagglu-
tininproduktion der Anti-A- / Anti-B-IgM-Antikérper mit zunehmendem Alter stetig ab, wobei
der relative Anteil der inkompletten IgG-Antikérper steigt. © Laut Makinodan et al. beruht das
Sinken der Antikérperproduktion im Alter auf einer allgemeinen Senkung der Teilungsrate und
Differenzierung der Immunzellen im Laufe des Lebens. * Neuerdings mehren sich allerdings die
Hinweise, dass die Verinderungen des Immunsystems im Alter eher ein Zeichen steigender Dys-
regulation darstellen, als dass sie eine generelle Abnahme der Funktion widerspiegeln. “"* Tat-
sachlich konnte gezeigt werden, dass ehemals dem Alterungsprozess zugeschriebene mangelnde
Immunfunktionen mit anderen Faktoren wie Fehlernidhrung oder einer linger unentdeckt geblie-

benen fortschreitenden Erkrankung assoziiert waren. 4748

1.6 NEUE BEDEUTUNG BEI ORGAN- UND STAMMZELLTRANSPLANTATION

In den letzten Jahren riickten die Isoagglutinine wieder vermehrt ins Zentrum des Interesses der
klinischen Forschung, nimlich als wichtiger Laborparameter im Vorfeld von Organ- oder Kno-
chenmarktransplantationen, die aufgrund des Organmangels immer hiufiger ABO-inkompatibel
durchgefithrt werden. Im Gegensatz zu Anti-A- und Anti-B-Antikérpern spielt das Vorhanden-
sein von Nicht-A/B-Antikorpern (z. B. Rhesus, Kell, Duffy) eine geringere Rolle, da diese irregu-
liren Antikorper sehr viel seltener sind und teilweise gar nicht, wie bei Rhesus, auf der Niere re-
prisentiert sind. Abstossungen bei Anti-Fy- und Anti-Jk-Antikérpern kommen jedoch vor. ¥
Erste Berichte tiber ABO-inkompatible Nierentransplantationen finden sich in den 1970er
Jahren, als die Blutgruppenantigene des Spenderorgans als Ursache der AbstoBungsreaktion des

Empfingers identifiziert werden konnten. 4951

Konsequenterweise wurden in den 1980er Jahren
Versuche unternommen, diese AbstoBungsreaktion zu verhindern, z. B. in Form einer Immunad-
sorption der Isoagglutinine des Empfingers. > Dennoch waren die Transplantationen wenig et-
folgreich, da frithe AbstoBungsreaktionen und komplementvermittelte Kaskaden zur Zerstérung
des Organs fiihrten. In Europa wurde deshalb die Forschung zu ABO-inkompatiblen Transplan-
tationen fir die folgenden finfzehn Jahre nahezu aufgegeben, wihrend in Japan die Entwicklung
eines Protokolls zur Immunsuppression und Desensibilisierung gegentiber ABO-inkompatiblen
Organen weiter vorangetrieben wurde. * Dies hat vor allem kulturelle Griinde: Wihrend in Eu-

ropa die Organspende von Hirntoten weitgehend akzeptiert ist, wird diese in Japan wesentlich

seltener durchgefiihrt, weil sich nur wenige Menschen bereiterkliren, nach ihrem Tod Organe zu
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spenden. Deshalb werden in Japan héufiger als in Europa Lebendspenden durchgefiihrt, die aber
wegen des Organmangels oft ABO-inkompatibel sind. »

Da nun auch in Europa die Organknappheit ein immer groBer werdendes Problem darstellt,
besteht hier ebenfalls das Interesse, die Lebendspende durch ein Uberschreiten der einst uniiber-
windlichen immunologischen Grenze der ABO-Kompatibilitit zu férdern.  Nachdem in Japan in
den letzten zehn Jahren mit Erfolg ABO-inkompatible Nieren-, Leber-, Stammzell- und sogar
Herztransplantationen durchgefithrt wurden, setzt sich dieses Verfahren mit der Entwicklung
erfolgreicher Protokolle zur Immunsuppression in den letzten Jahren auch in Europa durch. Ein
Meilenstein in diesen Protokollen war 2001 die Einfithrung des monoklonalen Antikérpers Ritu-
ximab, der — einige Wochen vor der Transplantation bis zw6lf Monate danach verabreicht — eine
deutliche Reduktion der Isoagglutinintiter bewirkt und aufrechterhilt. *>>*

Zusitzlich zur medikamentésen Immunsuppression sind vor der Transplantation je nach
Hohe des Isoagglutinintiters mehrere Plasmapherese- bzw. Immunadsorptionsbehandlungen
notwendig. Die Plasmapherese (Plasmaastausch, TPE) ist ein vergleichsweise giinstiges
Verfahren, entfernt aber auch andere Antikoérper als die Isoagglutinine, da das gesamte Plasma
durch Plasmaersatz ausgetauscht wird. Bei der Immunadsorption werden hauptsichlich
Isoagglutinine entfernt, da das Plasma durch einen speziellen Adsorber geleitet wird, der
hochaffin fir Isoagglutinine ist. Die anderen Antikérper der Immunabwehr sowie das
korpereigene Plasma werden dem Patienten wieder zugefiihrt. Bei der Immunadsorption handelt
es sich aber wegen der Absorbermolekiile um ein sehr teures Verfahren. >

Wilpert et al. setzen als Grenze fiir eine erfolgversprechende Transplantation einen Isoagglu-
tinintiter fur Anti-A- / Anti-B-IgG von 1/4 am Tag der Transplantation an, sowie in der ersten
Woche post-OP erneute Immunadsorptionen bei einem Titer iiber 1/8, in der zweiten Wochen
Uber 1/16. > Eine kiirzlich veroffentlichte Studie von Lawrence et al. gibt als Richtwert fur einen
sinnvollen Einschluss in ein Transplantationsprotokoll einen Start-Isoagglutinintiter kleiner oder
gleich 1/256 an. > Bei einem Titer héher als 1/256 seien zu viele kostenintensive und fiir den
Patienten kaum mehr zumutbare Plasmapheresebehandlungen notwendig, ohne dass die Wahrt-
scheinlichkeit grof3 ist, den fir die Transplantation notwendigen Titer von 1/4 zu erreichen. Die-
sen Patienten sollten Alternativen zur Transplantation vorgeschlagen werden. * Langzeitstudien
tber nach modernen Protokollen durchgefithrte ABO-inkompatible Nierentransplantationen zeig-
ten ein ebenso gutes Outcome wie vergleichbare ABO-kompatible Transplantationen. *’

Fast 25% aller Stammzelltransplantationen werden heute ABO-inkompatibel durchgefihrt.
Zur Vorbereitung gentigen in der Regel mehrere Plasmapheresen des Empfingerblutes zur Re-
duktion der Isoagglutinine, um eine klinisch relevante lebensgefihrliche Hiamolyse zu verhin-

dern 57,58
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1.7 NACHWEISMETHODEN FUR ISOAGGLUTININE

1.7.1 HAMAGGLUTINATION

Goldstandard zum Nachweis von Isoagglutininen in Blutproben ist die Rohrchenmethode (engl.
tube test, TT, Réhrchentest). * Dieses einfache und sichere Verfahren nutzt die Tatsache, dass
vorhandene Isoagglutinine im Blutplasma sichtbare Agglutinate mit hinzugegebenen Testerythro-
zyten bilden. Es stehen hierfiir die herkémmliche Methode mit Glasréhrchen und flissigen Rea-
genzien sowie die modernere Version mit Gelkarten nach Yves Lapierre zur Verfiigung. '™ Fiir
die Kartentests werden Kunststoffkarten mit Mikrotitersiulen verwendet. ' Die Agglutination
findet in einem Gel statt, das sich in den Mikrorohrchen befindet und Poren aufweist, die nur
nicht-agglutinierte Erythrozyten passieren konnen. *' Die Agglutinate einer NaCl-Gelkarte wei-
sen, wie der NaCl-Rohrchentest, vorhandene IgM-Antikorper nach. '

Sollen mithilfe der Himagglutination auch inkomplette Antikérper in vitro zu einer sichtba-
ren Agglutination gebracht werden, miissen spezielle Reagenzien zugegeben werden, die das
Zetapotential herabsetzen (sog. LISS), sowie ein Coombstest durchgefiihrt werden. Fur den klas-
sischen Rohrchentest gibt es hierfiir ein Reagens, das der Aufdeckung von nicht-neutralisierbaren
inkompletten IgG-Antikorpern dient, das Neutr-AB® II (Medion Diagnostics AG, Diudingen,
Schweiz). Neutr-AB® II enthilt wassetlosliche A-und B-Antigene, extrahiert aus Schweine-und
Pferdemagenschleimhiuten.  Da die A- und B-Antigene des Neutr-AB® 1II die im Serum vor-
handenen IgM-Antikérper abfangen, handelt es sich bei den Agglutinaten um die inkompletten
IgG-Antikorper, denen durch LISS und das Coombsserum die Reaktion mit den Testerythrozy-
ten ermdglicht wird. © Ein entsprechendes Verfahren gibt es fiir die Gelkarten, wobei diese das
Coombsserum bereits enthalten, so dass es nicht extra zugegeben werden muss. Da die Coombs-
karten kein Neutr-AB® II enthalten, weisen sie additiv komplette IgM-Antikérper und inkom-
plette IgG-Antikorper nach. ' Eine weitere Méglichkeit, im Réhrchentest IgM von IgG zu unter-

scheiden, stellt die Zugabe von 2-Mercaptoethanol dar, das selektiv IgM-Antikérper zerstort. 6

[1.7.2 ELISA

Seit 1989 steht fur den Isoagglutininnachweis auch ein ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay) zur Verfigung. Diese Technik basiert auf einem enzymatischen Nachweis einer Antigen- /
Antikérper-(Ag / Ak)-Reaktion auf einer Mikrotiterplatte. Diese Platte wird zundchst mit einem
Antigen beschichtet, z. B. Antigen A. AnschlieBend wird Plasma der Blutgruppe B dazugegeben
und die Antigen-Antikérper-Reaktion abgewartet. Um diese Reaktion sichtbar zu machen, wer-
den nun z. B. monoklonale anti-human-IgG-Ak hinzugefiigt, sowie ein Enzym, das zu einer

Farbreaktion fihrt, die umso stirker ist, je mehr Ak binden. Dieser Test hingt vom Bindungs-
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verhalten der Antikérper zu synthetischen oder tierischen Antigenen ab. Studien, die den ELISA

mit anderen Methoden vergleichen, zeigen, dass das Ergebnis dieses Tests dadurch von den Er-

: : : : : 59,64,65
gebnissen anderer Verfahren, die menschliche Antigene verwenden, abweicht. %

1.7.3 DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Wihrend sich die Himagglutination eignet, IgM und IgG selektiv im Plasma nachzuweisen, stellt
die Unterscheidung zwischen den IgG-Untergruppen mittels ELISA auch heute noch ein Prob-
lem dar. Mit der 1991 erstmals von Sharon et al. fur ABO-Antikérper beschriebenen Technik des
FACS (fluorescence activated cell sorting, Durchflusszytometrie) aber ist es méglich, Anti-A/B-
IgM, -IgG, und -IgG-Untergruppen zu differenzieren und zu quantifizieren. ° Dafiir werden die
Ag/Ak-Komplexe mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert und durch einen Laset-
strahl gefiihrt. Das entstandene Streulicht oder Fluoreszenzsignal wird von einem Detektor aus-
gewertet und die Komplexe kénnen nach ihren optischen Eigenschaften gezihlt und sortiert
werden. Diese Methode ermdglicht es, dass nicht nur Antikorper gemessen werden, die gemein-
sam mit den entsprechenden Antigenen zu einer Himagglutination oder Himolyse fithren, son-

59,66

dern erlaubt eine direkte Analyse der Ag/Ak-Komplexe nach ihrer Molekilstruktur.

1.7.4 OBERFLACHENPLASMONRESONANZ

Eine weitere elegante Methode, Anti-A/B-IgM und -IgG nachzuweisen, ist die Oberflichen-
plasmonresonanz (surface plasmon resonance, SPR), die in diesem Zusammenhang erstmals 2005
von Kimura et al. vorgestellt wurden. ® Die ABO-Antigene befinden sich bei dieser Technik auf
einem Sensorchip, der bei Zugabe von Antikérpern die Bildung von Ag/Ak-Komplexen durch
die Anderung physikalischer Eigenschaften wahrnimmt. Im Grunde handelt es sich um die
Wahrnehmung von Massenverinderungen, die durch die Assoziation von Antikérpern und Anti-
genen auf dem Chip hervorgerufen werden. Dieses Prinzip ermoglicht ein kontinuierliches Echt-
zeitmonitoring der Assoziation und Dissoziation von Molekiilen, ohne dass eine fluoreszierende

oder radioaktive Markierung der Molekule notwendig ist. 59,63

1.8 NORMWERTE FUR ISOAGGLUTININE

Es gibt also heutzutage zahlreiche Moglichkeiten, mit guter Validitit den Isoagglutinintiter eines
Menschen zu bestimmen. Doch wie sieht die Verteilung hoher und niedriger AntikGrpertiter in
unserer Normalbevolkerung aus? Dass Unterschiede zwischen einzelnen Kollektiven bestehen,
ist seit Lingerem bekannt (sieche 1.5), doch fehlen in der Literatur bislang Angaben zu Normwer-
ten fir Isoagglutinine sowie fiir verschieden Nachweismethoden und Protokolle. Eine Studie, die

Normwerte fir Isoagglutinine fiir verschiedene Kollektive anhand hoéherer Fallzahlen an Er-
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wachsenen beschreibt, war bis zum Abschluss der vorliegenden Arbeit nicht veréffentlicht und

stellt den Hauptteil dieser Arbeit dar.

1.9 HYPOTHESEN UND PARALLELUNTERSUCHUNGEN

Auf dem Boden der aktuellen Datenlage Giber Isoagglutinine (siche oben) im Hinblick auf derzeit
verfiigbare Quantifizierungsmethoden, einer immunologischen Einordnung und der beabsichtig-
ten Normwertbestimmung fiir ausgewihlte Kollektive stellen sich folgende Fragen bzw. zu tGber-
prifende Hypothesen. Die Grundlage dieser Arbeit bildet das unten beschriebene Kollektiv von
449 Blutproben, das gemeinsam und zu gleichen Teilen von der Autorin dieser Dissertation und
der Autorin der korrespondierenden Arbeit mit dem Titel ,,Unterschiede in den Isoagglutininti-
tern in Abhéngigkeit von Blutgruppe, Alter, Geschlecht und Immunstatus® hinsichtlich der fol-

genden Hypothesen untersucht wurde.

Methodenvergleich
Hypothese 1:
Die Gelkarte weist Isoagglutinine sensitiver nach als der Réhrchentest (T'T). Die Gelkartentiter

sind hoher als die Rohrchentiter.

Vergleich Anti-B-Titer:

Hypothese 2:

Die Blutgruppe A2 weist hohere Anti-B-Titer auf als die Blutgruppe Al.

Hypothese 3: Die Blutgruppe 0 weist héhere Anti-B-Titer auf als die Blutgruppe Al sowie ho-
here Anti-B-Titer als die Blutgruppe A2.

Vergleich Anti-Al- und Anti-A2-Titer:

Hypothese 4:

Blutgruppe 0 weist hohere Anti-A1- und Anti-A2-Titer auf als Blutgruppe B.
Hypothese 5:

Innerhalb der Blutgruppe 0 sind die Anti-A1-Titer héher als die Anti-B-Titer.
Hypothese 6:

Der Anti-B-Titer der Blutgruppe Al ist héher als der Anti-A1-Titer der Blutgruppe B.



24

Vergleich allgemein:

Hypothese 7:

Frauen haben hohere Isoagglutinintiter als Minner.
Hypothese 8:

Gesunde haben hohere Isoagglutinintiter als Kranke.
Hypothese 9:

Junge haben hohere Isoagglutinintiter als Alte.
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1.10 FRAGESTELLUNG

Es stellen sich zwei Hauptfragen:

(1) Sind die beiden heutzutage am haufigsten durchgefiihrten Methoden zur Isoagglutininbe-
stimmung beziiglich ihrer Sensitivitit und Titerh6he vergleichbar oder signifikant unter-
schiedlich?

(2) Ist eine Normwerterstellung fir Isoagglutinintiter an gréfleren Kollektiven (Blutgruppe
Al, A2, B, 0) und hieraus fur kleinere Untergruppen (alt/jung, krank/gesund, weib-
lich/minnlich) fir jeweils verschiedene im klinischen Alltag tbliche Nachweismethoden

moglich?

1.10.1 METHODENVERGLEICH

Dazu wird im ersten Teil der vorliegenden Arbeit folgende Hypothese tberpriift:
Weist die Gelkarte Isoagglutinine sensitiver nach als der Réhrchentest (TT)?

Es werden 449 Blutproben der Blutgruppen Al, A2, B und 0 auf die Hohe ihrer Isoagglutin-
intiter getestet. Dabei wird die Titerbestimmung parallel mittels der Réhrchenmethode und der
Kartenmethode durchgefithrt. Unter der Annahme, dass die Sensitivitit fiir Isoagglutinine eines
Tests mit der Hohe der gemessenen Titer korreliert, werden beide zu vergleichende Methoden
einander anhand eines Gesamtkollektivs und dessen Untergruppen statistisch gegeniibergestellt.

Es wird erwartet, dass die Gelkartentiter hoher ausfallen als die Rohrchentiter.

1.10.2 NORMWERTBESTIMMUNG AN GROREREN KOLLEKTIVEN

Normwerte fur Isoagglutinine sind besonders im Rahmen von Transplantationen und Immun-
suppressionen wieder in den Fokus der Interessen getreten. Da in der Literatur keine Normwerte
beschrieben werden, die anhand gréBerer Kollektive gewonnen wurden, ist es das Ziel des zwei-
ten Teils dieser Arbeit, Normwerte fir Isoagglutinine fiir den klinischen Alltag festzulegen. Hier-
fir werden die Isoagglutinintiter fir das Gesamtkollektiv, die Untergruppen und die jeweils ver-
wendeten klinisch tblichen Nachweismethoden (Gelkarte, R6hrchen, IgG-Coombskarte) einer

Normwertbildung unterworfen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Die Untersuchungen der Isoagglutinintiter bilden die Grundlage fiir zwei Dissertationen. Andrea
Hennig geb. Weingandt und Anna Ofwald fihrten gemeinsam die praktischen Untersuchungen
und Auswertungen der Ergebnisse durch und arbeiteten verschiedene Fragestellungen heraus, die
als eigenstindige Dissertationen unter den Titeln ,,Nachweismethoden und Normwerte fiir Isoa-
gglutinine beim Menschen® (diese Arbeit) und ,,Unterschiede in den Isoagglutinintitern in Ab-
hingigkeit von Blutgruppe, Alter, Geschlecht und Immunstatus® veréffentlicht werden.

Von April bis August 2011 wurden insgesamt 449 Blutproben von Blutspendern und Patien-
ten des Klinikums GroBhadern untersucht. Dabei standen die Riaumlichkeiten und Gerite des
Labors der Abteilung fir Transfusionsmedizin, Zelltherapeutika und Haemostaseologie im Klini-

kum Grof3hadern zur Verfiigung.

2.1 UNTERSUCHUNGSMATERIAL

Die fir die Untersuchungen verwendeten Materialien waren labortypische Gerite, Substanzen

und Untersuchungsmaterialien, die im Folgenden detailliert beschrieben werden.

2.1.1 BLUTPROBEN

Fir den Nachweis der Isoagglutinine im Blut wurden Proben von Blutspendern untersucht, die
in der Klinik fir Transfusionsmedizin regelmiBig Blut spenden, sowie Proben von Patienten, fiir
die Blutprodukte in der Blutbank bestellt wurden.

Die Titerbestimmung wurde an pseudonymisierten Untersuchungsproben ohne Riick-
schluBmoglichkeit auf die konkrete Person durchgefihrt. Das Material hierfur stammte aus den
gesetzlichen vorgeschriebenen Riuckstellproben fiir immunhamatologische Untersuchungen. So-
mit konnte ohne nochmalige Blutentnahme, ohne erhohtes Probenahmevolumen und ohne Ge-
fihrdung der durch die Rickstellproben verfolgten Zwecke eine retrospektive Untersuchung der
Blutproben durchgefiihrt werden. Bekannt waren den Doktorandinnen eine pseudonymisierte
Untersuchungsnummer, Blutgruppe, Geschlecht und Geburtsjahr, sowie die Zugehérigkeit der
Probe zur Gruppe der Patienten oder der Spender.

Der Materialbedarf lag bei 1,5 ml Blutplasma. Durch die Untersuchungen wurde die
notwendige Routinediagnostik des Kliniklabors nicht behindert oder erschwert. Alle Blutproben
wurden als EDTA-Blut abgenommen und bis zur Untersuchung fiir mindestens 24 Stunden in
einem Kiuhlschrank bei 4°C gelagert. Das Plasma wurde bei bereits sedimentierten Erythrozyten

direkt abpipettiert; war dies nicht der Fall, wurde die Blutprobe 3min bei 3000rpm zentrifugiert.
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Fir jede Blutprobe wurden pseudonymisiert die Blutgruppe, Geschlecht, Alter und Zuord-
nung Patient/Spender zur Verfiigung gestellt. So konnten die jeweiligen Blutproben eindeutig
den unterschiedlichen Kollektiven (die Gruppe der Gesunden versus die Gruppe der Patienten,
alt — geboren bis 1936 — versus jung — geboren nach 1936 — und mannlich versus weiblich) zuge-
ordnet werden.

Nicht in die pseudonymiserte Dateniibermittlung aufgenommen wurden Blutproben mit ir-
reguliren erythrozytiren Antikérpern wie Kalteantikorper, sowie Blutproben von Patienten aus

der Himatologie und Onkologie.

22.1.1.1 SPENDERBLUT

Das Klinikum Grof3hadern hat ein Kollektiv von ca. 300 frequenten Blutspendern, die regelma-
Big alle 4 Wochen zum Blutspenden fiir Thrombozytapheresekonzentrate in die Abteilung fiir
Transfusionsmedizin kommen. Als Grundvoraussetzung mussen die Spender zwischen 18 und
68 Jahre alt sein und sich in guter gesundheitlicher Verfassung befinden. Um ein hohes Mal3 an
Sicherheit gewahrleisten zu konnen, mussen die Blutspender dartber hinaus weitere Kriterien
erfullen. So werden sie nach einem Auslandsaufenthalt in einem Malariagebiet zeitweise vom
Spenden ausgeschlossen, sowie nach kirzlich durchgefihrten Operationen. Dauerhafter Aus-
schluss erfolgt bei Infektionserkrankungen wie Hepatitis oder HIV, sowie Krebserkrankungen.
Daher wird angenommen, dass Blutspender eine reprisentative Gruppe an gesunden Menschen

unserer Population darstellen. Dieses Kollektiv wird daher als ,,Gesunde® bezeichnet.

22.1.1.2 PATIENTENBLUT

Das zweite Kollektiv der Plasmaproben stammt von Blutproben, welche zur Routinebestimmung
bei der Bestellung von Blutprodukten fiir Patienten in der Transfusionsmedizin eingingen. Es
wurden primir chirurgische Patienten ausgewihlt, um iatrogene Verfilschungen der Ergebnisse
durch Chemotherapie oder Immunsuppression zu vermeiden. In dieser Gruppe finden sich dem-
zufolge kranke Menschen, die sich zur Behandlung im Klinikum Grof3hadern befinden. Dieses

Kollektiv witrd daher als , Kranke* bezeichnet.

2.1.2 LABORMATERIALIEN

Fir die Versuche wurden diverse labortypische Testsubstanzen verwendet.

§2.1.2.1 TESTERYTHROZYTEN

Um eine Agglutination der verschiedenen Antikrper zu provozieren, mussen den Plasmaproben

Erythrozyten zugefiigt werden, deren Antigenmuster beziiglich der Blutgruppen bekannt ist.
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Hierbei handelt es sich um DiaMed-ID Testerythrozyten (Bio-Rad Laboratories, DiaMed GmbH,
Cressier, Schweiz) fiir das ID-Micro Typing System (Bio-Rad Laboratories, DiaMed GmbH, Cre-
ssier, Schweiz) der Blutgruppen Al, A2, B und 0. Diese Testerythrozyten sind menschlichen Utr-
sprungs, in einer Suspension von 0,8% gepuffert und sind immer eine Mischung aus verschiede-
nen Spendern, um eine standardisierte ABO-Antigendichte zu erzeugen. Als Konservierungsmittel
enthalten sie Trimethoprim und Sulfamethoxazol. ** Sie wurden unter standardisierten Bedingun-
gen vorbereitet. Daftir wurden sie vorsichtig aufgeschwemmt, auf Raumtemperatur gebracht und
dreimalig mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen und jeweils anschlieBend 3 Minu-
ten bei 3000rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Erythroyztensediment mit ID CellStab
(DiaMed AG, Cressier sur Morat, Schweiz), einem Glycin-Kochsalzpuffer, der mit Trimethoprim
und Sulfamethoxazol versetzt ist, verdinnt. Die entstandene 3-5% Erythrozytensuspension wur-

de in gekennzeichnete Fliaschchen gefiillt und im Kihlschrank bei 4°C aufbewahrt.

2.1.2.2 DILUENT

Beim verwendeten ID-Diluent 2 Testerythrozyten (Bio-Rad Laboratories, DiaMed GmbH, Cres-
sier, Schweiz) handelt es sich um eine modifizierte LISS (Low ionic Strength Solution), die die
Assoziationsrate von Antikérpern erhoht, so dass eine stirkere Antigen-Antikorperreaktion er-
moglicht wird. Als Konservierungsmittel enthalt ID-Diluent 2 die Antibiotika Trimethoprim und

Sulfamethoxazol.

12.1.2.3 LISS

Zur Verminderung der Ionenstirke und Verstirkung der Antigen-Antikorper-Reaktion wurde
eine Low-ionic-strength-Solution als Additiv zum Inkubationsmedium zugegeben. Es handelt
sich um das Produkt MLB 2 der Firma Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,

Deutschland). Dies erméglicht den Nachweis der inkompletten Antikérper im Reagenzglas.

22.1.2.4 COOMBSSERUM

Anti-Human Globulin Mono-Type® Griin (Coombsserum, Medion Diagnostics AG, Didingen,
Schweiz) wird aus dem Serum immunisierter Kaninchen gewonnen bzw. stammt von einer
Maushybridoma-Zell-Linie und dient dazu, In-vivo- oder In-vitro-Beladungen mit Immunglobu-
linen und / oder Komplementanteilen sichtbar zu machen. Dieses polyspezifische Coombsserum
wird aus Anti-IgG vom Kaninchen sowie aus monoklonalem Anti-C3b und monoklonalem Anti-
C3d von der Maus hergestellt. Es wird fiir direkte und indirekte Coombstests eingesetzt. Die
grin eingefirbte Version eignet sich besonders gut, weil dadurch eine visuelle Kontrolle der Rea-

genzzugabe gewahrleistet ist.
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22.1.2.5 NEUTR-AB® 11

Bei Neutr-AB® II (Medion Diagnostics AG, Diidingen, Schweiz) handelt es sich um wasserlosli-
che A-und B-Antigene, extrahiert aus Schweine- und Pferdemagenschleimhiuten mit zugesetzten
Konservierungsmitteln. Diese tierischen A- und B-Antigene des Neutr-AB® II fangen die im
Serum vorhandenen IgM-Antikorper ab. Wenn dennoch eine Agglutination stattfindet, handelt es
sich um eine Reaktion der inkompletten IgG-Antikérper, denen durch LISS und das Coombsse-

rum die Reaktion mit den Testerythrozyten erméglicht wird.

2.1.3 GELKARTEN

Als neue Festphasenassays standen die ID-Gelkarten der Firma Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories

GmbH, Minchen, Deutschland) zur Verfiigung.

22.1.3.1 NACL-GELKARTEN

Es wurden NaCl-Gelkarten vom Typ ID-Card ,,NaCl, Enzyme Test and Cold Agglutinins® der
Firma Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland) mit 6 Mikroréhrchen und

neutraler Gelsuspension verwendet. Als Konservierungsmittel wird <0,1% NaNj; verwendet.

2.1.3.2 IGG-COOMBS-GELKARTEN

Es wurden Gelkarten vom Typ ,,Anti IgG rabbit* der Firma Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen, Deutschland) verwendet. Diese bestehen aus 6 Mikrotrichtern mit Anti-

Humanglobulin Anti-IgG, das aus dem Serum immunisierter Kaninchen gewonnen wird.

2.1.4 LABORGERATE

Fir die Untersuchungen wurden labortypische Gerite verwendet, die im Folgenden aufgefiihrt
werden. Es handelt sich um Gerite des klinikeigenen Labors der Blutbank GroB3hadern.
Die verwendeten Pipetten sind:
e Eppendorf Reference Pipette 100pl und 1000ul (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)
e ID Pipetor MP1 fiir 10ul / 25ul / 50ul (Diamed Israel Ltd., Yokneam, Israel)

e Thermo Scientific (Diamed Israel Ltd., Yokneam, Israel)

Fir die Durchftihrung der Versuche wurden verschiedene Zentrifugen eingesetzt. Es handelt sich

im Einzelnen um:

e Tischzentrifuge Sigma 2-5 (DJB Labcare Ltd., Buckinghamshire, UK)
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e Waschzentrifuge DiaCent-CW (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutsch-
land)

e Kartenzentrifuge ID Zentrifuge 24S (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland)

Als Inkubator wurde ein ID Incubator 37 S1 (Diamed Israel Ltd., Yokneam, Israel) verwendet.

2.2 METHODIK

Der Nachweis der Isoagglutinine erfolgte mittels vier verschiedener Methoden, nimlich dem (1)
NaCl-Rohrchen-Nachweis, dem Nachweis in (2) NaCl- und (3) IgG-Coombs-Gelkarten und in
(4) Neutr-AB® II-Réhrchen. Diese Methoden werden im Folgenden im Detail beschrieben. Die
Methoden wurden direkt nacheinander durchgefithrt und anschlieSend ausgewertet. Die Grund-
lage jeder Methode war eine Titerreihe, bei der das Blutplasma in einer zehnstufigen geometri-
schen Titerreihe (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512) verdtinnt wurde, mit dem
Ziel einer semi-quantitativen Unterscheidung der Blutproben hinsichtlich ihres Antikérperge-
halts. Dies bedeutet, in welcher Verdinnung und damit bei welcher Titerstufe noch eine Antigen-
Antikérper-Reaktion abzulesen war. Zu beachten ist, dass kein linearer Abstand zwischen den

einzelnen Titerstufen vorliegt, sondern es sich um eine logarithmische Reihe 2" handelt.

2.2.1 NACL-ROHRCHEN-NACHWEIS

Zum Erstellen der Titerreihe wurden zuerst die benotigten 10 Rohrchen bereitgestellt und be-
schriftet. Zusitzlich wurden als Negativkontrollen zu Beginn jeder Titerreihe ein Réhrchen mit
NaCl und Plasma der Blutgruppe AB, sowie ein Rohrchen mit NaCl und den Testerythrozyten
angelegt, um eine eventuelle Autoagglutination auszuschlieBen. In jedes Réhrchen, mit Ausnah-
me des ersten, wurden 300ul PBS vorgelegt. In das erste Rohrchen wurden 600pl Plasma aus der
Blutprobe pipettiert.

AnschlieBend wurden aus Réhrchen 1 300pl entnommen und in Réhrchen 2 pipettiert.
Durch 3-maliges Ansaugen und Abgeben mit der Pipette wurde jeweils gemischt, bevor wieder
300pl entnommen und in das folgende Roéhrchen abgegeben wurden. Die Verdinnung wurde
also fortlaufend jeweils um die Halfte verstirkt und das Resultat war eine Titerreihe 1:1 bis 1:512.
In einem zusitzlichen Rohrchen wurden die 300ul aus Réhrchen 10 aufgehoben, um bei extrem
hoch ausfallenden Reaktionen die Titerreithe zu erweitern. Die schematische Darstellung dieses

Ablaufes findet sich in Tabelle 1.
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Tabelle 1. Schema zur Herstellung der Titerreihe.

Rohrchen | Neg. Neg. |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ko 1 Ko 2

Titer 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512

PBS 300pl 300ul | 0O 300ul | 300l | 300l | 300l | 300ul | 300ul | 300ul | 300ul | 300l

Plasma 300ul 50pl | 600ul | — — — — — — — — —
AB- Test- 300ul | 300l | 300l | 300l | 300ul | 300ul | 300ul | 300ul | 300l

Plasma | Erys

Je nach Blutgruppe wurden nun 10 Rohrchen pro zu untersuchendem Antikérper beschrif-
tet: fiir die Blutgruppen A, und A, jeweils eine Reihe mit der Aufschrift ,, Testerythrozyt B und
fir die Blutgruppe B zwei Reihen, eine Reihe mit , Testerythrozyt A, und eine Rethe mit
,» Testerythrozyt A,“. Fur Blutgruppe 0 wurden 3 Reihen vorbereitet, nimlich fir Testerythrozyt
A, A, und B. Jede Reihe wurde mit 50pl der jeweiligen Testerythrozytensuspension beftllt. An-
schlieBend wurden 100pl der Titerreihe (Rohrchen 1-10) entnommen und zu der Erythrozyten-
suspension, entsprechend der Titerstufe, zugefigt.

Die Verdinnungen wurden anschlieBend bei Raumtemperatur 60 Minuten inkubiert und
nach Zentrifugation in der Tischzentrifuge Sigma bei 1500 rpm fir 30 Sekunden tiber dem Licht-

kasten ausgewertet. Die Auswertung ist unter 2.2.4 detailliert beschrieben.

2.2.2 GELKARTEN-NACHWEIS

Im Unterschied zum Réhrchentest wird in den NaCl-Karten und IgG-Coombs-Kartentests die
Reaktion nicht in Roéhrchen, sondern in speziellen Gelkarten bestehend aus 6 Mikrosdulen
durchgefiihrt. Erythrozyten, die nicht agglutinieren, sedimentieren auf den Boden der Karte. Ag-
glutinierte Erythrozyten hingegen werden von dem Gel aufgehalten und zeigen sich als roter
Streifen, wie in Abbildung 4 exemplarisch gezeigt ist. Die beiden Tests unterscheiden sich in un-
terschiedlichen Verstirkermedien, welche sich in dem Gel befinden. ***

Zu Beginn der Untersuchung wurde auch bei diesen Tests eine Stammtiterreihe in beschrif-
teten Rohrchen (1-10) angesetzt. Anstelle der Kochsalzlosung wurde fiir diese Methoden ID-
Diluent2 verwendet. Fir die Verdiinnungsreihe der beiden Kartentiter wurde in 9 von 10 Rohr-
chen 300ul ID-Diluent2 vorgelegt, im ersten Rohrchen befanden sich 600ul reines Plasma. Nun

wurden jeweils 300ul aus dem ersten Réhrchen in das zweite Rohrchen pipettiert und eine zehn-

stufige Verdiinnungsreihe hergestellt.
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FI2 s L5

Abbildung 4. Gelkarte zum Nachweis von IgA auf Erythrozyten (links), Gelmatrix mit Agglutinaten

(rechts) nach Schoenhage ®

12.2.2.1 NACL-GELKARTEN

Die Mikrosaulen der NaCl-Gelkarte sind mit Dextrangel gefiillt. Jede Karte hat 6 Sdulen mit einer
trichterformigen Offnung. Pro nachzuweisendem Antikérper wurden 2 Karten beschriftet und
die Titer aus den Réhrchen entsprechend pipettiert. Dabei wurden je 25ul 3-5% Testerythrozy-
tensuspension und 25ul des vorbereiteten Diluent2-Serum-Gemisches der jeweiligen Titerstufe
(1-10) in den nach oben erweiterten Bereich des Mikrorohrchens pipettiert. Nach Inkubation fir
15 Minuten bei Raumtemperatur und Zentrifugation in der Kartenzentrifuge (ID-Zentrifuge 24S)
fir 10 Minuten wurden die Karten tiber dem Lichtkasten ausgewertet und die Ergebnisse doku-

mentiert.

12.2.2.2 16G-COOMBS-KARTE

Zum Nachweis inkompletter Antikérper befindet sich in den Siulen der IgG-Coombs-Karte
neben dem Verstirker LISS auch ein Antthumanglobulinserum. Ausgangsmaterial dieses Tests ist
die gleiche Titerreihe, die bereits fir die NaCl-Gelkarten benutzt wurde. Auch hier sind pro
nachzuweisendem Antikérper zwei Karten notwendig. In die beschrifteten Karten wurden ent-
sprechend den Titerstufen je 25ul 3-5% Testerythrozytensuspension und 25ul des vorbereiteten
Diluent2-Serum-Gemisches gegeben. AnschlieBend wurden die Karten 15 Minuten bei 37°C
inkubiert (ID-Incubator 37 S I) und danach 10 Minuten in der Kartenzentrifuge (ID-Zentrifuge
248) zentrifugiert. Die Ergebnisse wurden sofort iiber dem Lichtkasten ausgewertet und doku-

mentiert.
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2.2.3 NACHWEIS IM NEUTR-AB® I[I-ROHRCHEN

Der Neutr-AB® II-Rohrchentiter dient der Aufdeckung von nicht neutralisierbaren inkomplet-
ten IgG-Antikérpern. Bei diesem Rohrchentest werden die Supplementphase und die Coombs-
phase miteinander verbunden und Agglutinationen inkompletter Antikérper sichtbar gemacht.
Neutr-AB® II enthalt wasserlésliche A-und B-Antigene, extrahiert aus Schweine- und Pferdema-
genschleimhauten.

Fir den Neutr-AB® II-Titer wurden 300ul Plasma benétigt. Diese wurden mit 300pl Neutr-
AB® II gemischt und fiir 60min bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde eine Titerreihe in 9
Rohrchen angesetzt, wobei das NaCl durch Liss (low ionic strenght solution) ersetzt wurde. Zu
beachten war, dass bereits das erste Rohrchen eine Verdiinnung 1:2 enthielt, da es sich um die
Neutr-AB® II-Plasma-Mischung handelte. 100ul des vorbereiteten Neutr-AB® II-Serum-
Gemisches der jeweiligen Titerstufe (2-10) wurden mit 50ul 3-5% Testerythrozytensuspension in
beschrifteten Glasréhrchen gemischt und 15 bis 30 Minuten bei 37°C inkubiert.

Die Roéhrchen wurden anschlieBend in der Waschzentrifuge (DiaCent-CW) gewaschen, mit
Anti-Human Globulin Mono-Type® Griin (Coombsserum) gemischt, nochmals zentrifugiert

und danach tGber dem Lichtkasten ausgewertet.

2.2.4 AUSWERTUNGSBOGEN

Die Ergebnisse wurden im Anschluss an die Testreihen in einem Auswertungsbogen erfasst. Die
unterschiedlichen Agglutinationen wurden bei positivem Ergebnis als Werte von 1 bis 4 (schwa-
che bis starke Agglutination) festgehalten. In Abbildung 5 ist dargestellt, nach welchen Kriterien

die Gelkarten in vier unterschiedliche Agglutinationsstufen eingeteilt wurden.

positiv positiv positiv schwach negativ
positiv
++++ +++ ++ + -

Abbildung 5. Auswertung der Gelkarten nach Yves Lapierre 7

Als Endtiter wurde der letzte noch nachweisbare Titer in der héchsten Verdinnungsstufe
bezeichnet. Als Titerabfall wurde die Titerstufe, bei der die Agglutination von Stufe 3 auf Stufe 2
abfillt, dokumentiert. Als dritter Wert wurde der Titerscore festgehalten. Er berechnet sich als
Summe der Produkte von Titerstufe (1 bis n) und Stirke der Agglutination (0, 1, 2, 3, 4) fir alle

angesetzten Verdiinnungen.
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Zu jeder Blutprobe wurden Alter, Geschlecht, Blutgruppe, und Eingruppierung Spender

oder Patient erfasst.

2.2.5 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die Ergebnisse aus dem Auswertungsbogen wurden anschlieBend tabellarisch sortiert (Excel,
Microsoft Office 2010, Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA). Es wurden Alter, Ge-
schlecht, Spender / Patient, Blutgruppe und fiir die einzelnen Tests und jeweiligen Antikrper
Titerende, Titerabfall und Titerscore erfasst. Aus dieser Tabelle wurden anschlieBend der Mittel-
wert, der Median und die Standardabweichung berechnet, sowie Histogramme erstellt.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels SigmaPlot (Version 10.0, Systat Software, Inc.,
IL, USA). Zum statistischen Vergleich der unterschiedlichen Probenkollektive wurde der Mann-
Whitney-U-Test fir unverbundene Stichproben angewandt. Der Vergleich der verschiedenen
Tests sowie die Uberpriifung der Titerhhen innerhalb der Blutgruppen erfolgten mit dem ge-
paarten Wilcoxon-Test. Fiir alle Tests wurde ein statistisch signifikanter Unterschied bei p < 0,05
angenommen.

Die Ermittlung der Referenzwerte fir den zweiten Teil der vorliegenden Arbeit erfolgte mit-
tels der nicht-parametrischen, robusten Methode fir Kollektive zwischen 20 und 120 Proben, wie
vom CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) in der Leitlinie C28-A3 vorgegeben. "'
Hierfir wurde das Statistikprogramm MedCalc 2013 (MedCalc Software, Ostend, Belgien) ver-
wendet. Als Test fiir AusreiBer fungierte der Test nach Tukey, 1977.  Auf Normalverteilung
wurde nach D’Agostino-Pearson getestet. Die Referenzwerte basieren nach medizinischem Stan-
dard auf einem Referenzintervall von 95% mit einem Konfidenzintervall fiir die untere und obere
Grenze von jeweils 90%. Die Ergebnisse wurden auf ganze Zahlen gerundet und im Ergebnisteil
als Titerstufe angegeben. Beim Wert ,,Score®, der das Produkt aus Titerstirke (1-4) und Titerstufe
(1:1 bis 1:512; selten bis 1:8000) darstellt, wurde nur dieser Wert angegeben. Da es sich bei den
Scorewerten um logarithmisch verteilte Daten handelt, die zur Auswertung sinnvollerweise loga-
rithmisch transformiert werden (dekadischer Logarithmus), wurden Score-Werte von 0 (Reaktion
negativ, aber log 0 = -%0) durch 0,1 (log 0,1 = -1) ersetzt.

Normwerte wurden in der vorliegenden Arbeit fir Abfall, Ende und Score der Proben fiir
drei verschiedene Nachweismethoden (NaCl-Réhrchenmethode, NaCl-Kartenmethode, IgG-
Coombs-Kartenmethode) bestimmt. Auf eine Normwertdarstellung der Ergebnisse des Neutr-
AB® II-Tests wurde verzichtet, da nur in wenigen Fillen Gberhaupt ein Titer nachweisbar war.
Fir die anderen Methoden wurden die untere und obere Grenze des Referenzbereiches in Form
des zugehorigen Konfidenzintervalls von 90% angegeben. Konnte aufgrund fehlender Normal-

verteilung oder zu geringer Homogenitit des Kollektivs kein Konfidenzintervall fiir die Refe-
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renzgrenzen berechnet werden, da das Konfidenzintervall ein Finftel des Referenzintervalls
tiberschritt (nach CLSI) "', werden die Referenzgrenzen in Klammern angegeben. Fiir jeden
Normwert wird die Anzahl n des zugrundeliegenden Kollektivs angegeben. Ein Mindestanzahl
von n = 40 wurde fiir jedes Kollektiv angestrebt. Eine geringere Anzahl wurde ausschlie3lich bei
den Kollektiven der Spender akzeptiert, da die Abteilung fiir Transfusionsmedizin und Hidmosta-
seologie (ATMZH) des Klinikums der Universitit Miinchen Grolhadern nur tber eine begrenzte
Anzahl an Dauerspendern verfigt, die bei selteneren Blutgruppen (B, A2) eine Anzahl von 40

Dauerspendern nicht oder nur knapp erreicht.
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3 ERGEBNISSE

3.1 VERGLEICH DER NACHWEISMETHODEN NACL-ROHRCHEN VS.
NACL-GELKARTE

Nachfolgend wird das Ergebnis des Vergleichs zweier verschiedener Nachweismethoden fir Iso-
agglutinine beziiglich ihrer Sensitivitit fur Isoagglutinine behandelt. Vergleichswert fiir die Hohe
eines Titers waren jeweils die Werte ,,Score” und ,,Ende* eines Titers. Es werden die signifikan-

ten Ergebnisse beschrieben, fiir die jeweils ein p-Wert < 0,05 angelegt wurde.
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3.1.1 DETAILLIERTE ERGEBNISBESCHREIBUNG

In Tabelle 2 sind die Ergebnisse des Vergleichs der beiden Methoden fiir alle untersuchten Kol-
lektive gezeigt. ,,Score® und ,,Ende* zeigten dabei das gleiche Ergebnis, so dass keine separaten

Tabellen erstellt werden.

Tabelle 2. Vergleich R6hrchenmethode und Gelkarte. KT: Kartentest, RT: Réhrchentest, ns: kein signi-

fikanter Unterschied zwischen beiden Methoden, >: signifikant héher.

Blutgruppe | Antikérper Alle Patient | Spender | Minner | Frauen Alte Junge

Al Anti-B RT > KT ns RT > KT | RT > KT ns RT > KT | RT > KT
A2 Anti-B ns ns ns ns ns ns ns

B Anti-Al RT>KT | RT>KT | RT > KT | RT > KT | RT > KT | RT > KT | RT > KT
B Anti-A2 RT>KT | RT >KT | RT >KT | RT >KT | RT >KT | RT >KT | RT > KT
0 Anti-Al KT >RT | KT > RT ns KT >RT | KT >RT | KT > RT ns

0 Anti-A2 KT >RT | KT >RT | RT>KT | KT >RT | KT >RT | KT > RT ns

0 Anti-B KT >RT | KT > RT ns KT >RT | KT >RT | KT >RT | KT >RT
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Beim Vergleich der einzelnen Blutgruppen Al, A2, B und 0 der Gruppe ,,Alle zeigte sich,
dass die Antikorpertiter der Blutgruppe Al (Anti-B) und B (Anti-Al und Anti-A2) signifikant
hohere Titer im NaCl-Rohrchentest aufwiesen als im NaCl-Kartentest. Die Titer der Blutgruppe
0 (Anti-Al, Anti-A2 und Anti-B) waren im Kartentest signifikant hoher, die Titer der Blutgruppe
A2 (Anti-B) unterschieden sich in beiden Tests nicht signifikant.

Beim Vergleich der einzelnen Blutgruppen Al, A2, B und 0 der Gruppe ,,Minnlich* zeigte
sich, dass die Antikorpertiter der Blutgruppe Al (Anti-B) und B (Anti-Al und Anti-A2) signifi-
kant hohere Titer im NaCl-Rohrchentest aufwiesen als im NaCl-Kartentest. Die Titer der Blut-
gruppe 0 (Anti-Al, Anti-A2 und Anti-B) waren im Kartentest signifikant héher, die Titer der
Blutgruppe A2 (Anti-B) unterschieden sich in beiden Tests nicht signifikant.

Beim Vergleich der einzelnen Blutgruppen Al, A2, B und 0 der Gruppe ,,Weiblich* zeigte
sich, dass die Antikérpertiter der Blutgruppe B (Anti-A1 und Anti-A2) signifikant hohere Titer
im NaCl-Réhrchentest aufwiesen als im NaCl-Kartentest. Die Titer der Blutgruppe 0 waren im
Kartentest signifikant hoher, die Titer der Blutgruppe Al und A2 unterschieden sich in beiden
Tests nicht signifikant.

Beim Vergleich der einzelnen Blutgruppen Al, A2, B und 0 der Gruppe ,,Spender® zeigte
sich, dass die Antikorpertiter der Blutgruppe Al (Anti-B) und B (Anti-A1 und Anti-A2) signifi-
kant hohere Titer im NaCl-Réhrchentest aufwiesen als im NaCl-Kartentest. Die Titer der Blut-
gruppe 0 waren ebenfalls im Rohrchentest beim Vergleich des Unterpunktes ,,Anti-A2 Ende*
signifikant héher. Die Titer der Blutgruppe A2 unterschieden sich in beiden Tests nicht signifi-
kant, ebensowenig die restlichen Unterpunkte der Blutgruppe 0 (Anti-A1 Ende / Score, Anti-A2
Score, Anti-B Ende / Score).

Beim Vergleich der einzelnen Blutgruppen Al, A2, B und 0 der Gruppe ,,Patient™ zeigte
sich, dass die Antikérpertiter der Blutgruppe B (Anti-Al und Anti-A2) signifikant hohere Titer
im NaCl-Rohrchentest aufwiesen, als im NaCl-Kartentest. Die Titer der Blutgruppe 0 waren im
Kartentest signifikant hoher, die Titer der Blutgruppe Al und A2 unterschieden sich in beiden
Tests nicht signifikant.

Beim Vergleich der einzelnen Blutgruppen Al, A2, B und 0 der Gruppe ,,Alt* zeigte sich,
dass die Antikorpertiter der Blutgruppe Al (Anti-B) und B (nur Anti-A2) signifikant héhere Titer
im NaCl-Rohrchentest aufwiesen, als im NaCl-Kartentest. Die Titer der Blutgruppe 0 waren im
Kartentest signifikant hoéher, die Titer der Blutgruppe A2 unterschieden sich in beiden Tests
nicht signifikant.

Beim Vergleich der einzelnen Blutgruppen Al, A2, B und 0 der Gruppe ,,Jung® zeigte sich,
dass die Antikoérpertiter der Blutgruppe Al (Anti-B) und B (Anti-Al und Anti-A2) signifikant

hohere Titer im NaCl-Rohrchentest aufwiesen, als im NaCl-Kartentest. Die Titer der Blutgruppe
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0 (Anti-B) waren im Kartentest signifikant héher, die Titer der Blutgruppe A2 und 0 (Anti-Al)

unterschieden sich in beiden Tests nicht signifikant.

3.1.2 ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE DES METHODENVERGLEICHS

In der Rohrchenmethode zeigten sich hohere Titer bei allen Blutgruppen mit Ausnahme der
Blutgruppe 0. Bei Blutgruppe 0 ergab fast immer die Kartenmethode hohere Titer. Dies konnte
in allen Untergruppen (Spender, Patient, mannlich, weiblich, alt, jung) bestitigt werden. Es ergibt
sich also keine eindeutige Tendenz beztglich der Sensitivitit der R6hrchen- und Kartenmethode,

signifikant héhere Rohrchentiter halten sich mit signifikant hoheren Kartentitern die Waage.
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3.2 UBERSICHT UBER DIE ERMITTELTEN NORMWERTE FUR ISOAGGLU-
TININTITER

Nachfolgend werden die Normwerte des klinisch relevanten Titerendes fiir drei verschiedene
Nachweismethoden (NaCl-Réhrchenmethode, NaCl-Kartenmethode, IgG-Coombs-Karten-
methode) zusammengefasst und beschrieben. Die Normwerte fiir Abfall, Ende und Score der
Proben sind im Anhang vollstindig aufgelistet. Angegeben sind im Folgenden die untere und
obere Grenze des Referenzbereiches in Form des zugehorigen Konfidenzintervalls von 90%.
Konnte aufgrund fehlender Normalverteilung oder zu geringer Homogenitit des Kollektivs kein
Konfidenzintervall fur die Referenzgrenzen berechnet werden, da das Konfidenzintervall ein
Fiinftel des Referenzintervalls iiberschreiten wiirde "', sind die Referenzgrenzen in Klammern
angegeben. Fur jeden Normwert ist die Anzahl n des zugrundeliegenden Kollektivs angegeben.
Ein Mindestanzahl von n = 40 wurde fiir jedes Kollektiv angestrebt. Eine geringere Anzahl wur-
de ausschlieBlich bei den Kollektiven der Spender akzeptiert, da die Abteilung fur Transfusions-
medizin und Himostaseologie (ATMZH) des Klinikums der Universitit Miinchen Grof3hadern
nur Uber eine begrenzte Anzahl an Dauerspendern verfiigt, die bei selteneren Blutgruppen (B,
A2) eine Anzahl von 40 Dauerspendern nicht oder nur knapp erreicht. Es wurden Normwerte
fir die Kollektive ABO, Alt, Jung, Spender und Patient erstellt. Da sich in der statistischen Aus-
wertung kein signifikanter Unterschied zwischen den Kollektiven Minnlich/Weiblich zeigte, wat

eine separate Normwertbestimmung fiir diese Kollektive nicht sinnvoll.
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3.2.1 NORMWERTE DES KOLLEKTIVS ABO

Nebenstehende Tabelle 3 zeigt die ermittelten Normwerte fiir das Titerende der Gruppe ABO.
Hierfir wurde das Gesamtkollektiv (n = 449) nach der Blutgruppenzugehérigkeit in die Gruppen

Al, A2, B und 0 aufgeteilt und Normwerte fir die jeweiligen Antikérper berechnet.

Abkurzungen:

,»ABO Al Anti B* = Kollektiv ABO, Blutgruppe A1, Antikoérpertiter Anti B
,»ABO A2 Anti B = Kollektiv ABO, Blutgruppe A2, Antikérpertiter Anti B
,»ABO B Anti A1“ = Kollektiv ABO, Blutgruppe B, Antikoérpertiter Anti Al
,»ABO B Anti A2 = Kollektiv ABO, Blutgruppe B, Antikérpertiter Anti A2
,»ABO 0 Anti A1 = Kollektiv ABO, Blutgruppe 0, Antikérpertiter Anti Al

,»ABO 0 Anti A2 = Kollektiv ABO, Blutgruppe 0, Antikérpertiter Anti A2

,»ABO 0 Anti B = Kollektiv ABO, Blutgruppe 0, Antikorpertiter Anti B



Tabelle 3. Normwerte des Kollektivs ABO
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Kollektiv n Titerstufe
Untere Grenze 1/ Obere Grenze 1/

ABO Gruppe Al
NaCl-Réhrchen ABO A1 Anti B 108 1 bis 2 128 bis 256
NaCl-Karte ABO A1 Anti B 108 0 bis 1 128 bis 256
IgG Coombs-Karte ABO A1 Anti B 108 0 bis 1 128 bis 256
ABO Gruppe A2
NaCl-Réhrchen ABO A2 Anti B 111 2 bis 4 256 bis 512
NaCl-Karte ABO A2 Anti B 111 2 bis 4 256 bis 512
IgG Coombs-Karte ABO A2 Anti B 111 2 bis 4 256 bis 512
ABO Gruppe B Anti Al
NaCl-Réhrchen ABO B Anti Al 119 4 bis 8 256 bis 512
NaCl-Karte ABO B Anti Al 119 2 bis 4 128 bis 256
IeG Coombs-Karte ABO B Anti Al 119 4 (256)
ABO Gruppe B Anti A2
NaCl-Réhrchen ABO B Anti A2 119 1 64 bis 128
NaCl-Karte ABO B Anti A2 119 0 64 bis 128
IgG-Coombs-Karte ABO B Anti A2 119 0 32 bis 64
ABO Gruppe 0 Anti Al
NaCl-Réhrchen ABO 0 Anti Al 111 4 bis 8 256 bis 512
NaCl-Karte ABO 0 Anti Al 111 2 bis 8 512 bis 1024
IgG-Coombs-Karte ABO 0 Anti Al 111 (32) (2048)
ABO Gruppe 0 Anti A2
NaCl-Réhrchen ABO 0 Anti A2 111 1 bis 2 128 bis 256
NaCl-Karte ABO 0 Anti A2 111 0 bis 2 256 bis 512
IgG-Coombs-Karte ABO 0 Anti A2 111 1 bis 4 2048 bis 8192
ABO Gruppe 0 Anti B
NaCl-Réhrchen ABO 0 Anti B 111 2 (128)
NaCl-Karte ABO 0 Anti B 111 2 bis 4 256 bis 512
IgG-Coombs-Karte ABO 0 Anti B 111 4 bis 8 1024 bis 2048
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3.2.2 NORMWERTE DES KOLLEKTIVS ,PATIENT®

Nebenstehende Tabelle 4 zeigt die ermittelten Normwerte fir das Titerende der Gruppe ,,Pati-
ent. Hierfir wurden die Ergebnisse aller Patienten (n = 307) nach der Blutgruppenzugehérigkeit
in die Gruppen Al, A2, B und 0 aufgeteilt und Normwerte fiir die jeweiligen Antikérper berech-

net.

Abkurzungen:

,»sp p Al Anti B = Kollektiv Spender/Patient, Gruppe Patient, Blutgruppe A1, Antikorpertiter
Anti B

,»Sp p A2 Anti B = Kollektiv Spender/Patient, Gruppe Patient, Blutgruppe A2, Antikorpertiter
Anti B

,»sp p B Anti A1 = Kollektiv Spender/Patient, Gruppe Patient, Blutgruppe B, Antikérpertiter
Anti Al

,»sp p B Anti A2 = Kollektiv Spender/Patient, Gruppe Patient, Blutgruppe B, Antikérpertiter
Anti A2

,»Sp p 0 Anti A1 = Kollektiv Spender/Patient, Gruppe Patient, Blutgruppe 0, Antikorpertiter
Anti Al

,»Sp p 0 Anti A2 = Kollektiv Spender/Patient, Gruppe Patient, Blutgruppe 0, Antikorpertiter
Anti A2

,»sp p 0 Anti B = Kollektiv Spender/Patient, Gruppe Patient, Blutgruppe 0, AntikGrpertiter
Anti B



Tabelle 4. Normwerte des Kollektivs ,,Patient*
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Kollektiv n Titerstufe
Untere Grenze 1/ Obere Grenze 1/

Spender / Patient Gruppe Patient Al
NaCl-Rohrchen sp p A1 Anti B 67 ) (128)
NaCl-Karte sp p A1 Anti B 67 0 bis 1 128 bis 512
IgG Coombs-Karte sp p A1 Anti B 67 0 bis 1 128 bis 512
Spender / Patient Gruppe Patient A2
NaCl-Réhrchen sp p A2 Anti B 79 @) (250)
NaCl-Karte sp p A2 Anti B 79 1 bis 2 128 bis 256
IgG Coombs-Karte sp p A2 Anti B 79 2 bis 4 256 bis 512
Spender / Patient Gruppe Patient B Anti Al
NaCl-Réhrchen sp p B Anti Al 89 “ (256)
NaCl-Karte sp p B Anti Al 89 2 bis 4 256 bis 512
IgG Coombs-Karte sp p B Anti Al 89 “ (256)
Spender / Patient Gruppe Patient B Anti A2
NaCl-Rohrchen sp p B Anti A2 89 0 bis 2 64 bis 128
NaCl-Karte sp p B And A2 89 0 64 bis 128
IgG Coombs-Karte sp p B Anti A2 89 0 32 bis 128
Spender / Patient Gruppe Patient 0 Anti Al
NaCl-Rohtchen sp p 0 Anti Al 72 “ (256)
NaCl-Karte sp p 0 Anti Al 72 4 bis 8 512 bis 2048
IgG-Coombs-Karte sp p 0 Anti Al 72 (16) (40906)
Spender / Patient Gruppe Patient 0 Anti A2
NaCl-Rohrchen sp p 0 Anti A2 72 ) (256)
NaCl-Karte sp p 0 Anti A2 72 0 bis 2 512 bis 1024
IgG-Coombs-Karte sp p 0 Anti A2 72 1 bis 8 2048 bis 8192
Spender / Patient Gruppe Patient 0 Anti B
NaCl-Réhrchen sp p 0 Anti B 72 2 (128)
NaCl-Karte sp p 0 Anti B 72 2 bis 4 256 bis 512
IgG-Coombs-Karte sp p 0 Anti B 72 4 bis 16 1024 bis 2048
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3.2.3 NORMWERTE DES KOLLEKTIVS ,SPENDER"

Nebenstehende Tabelle 5 zeigt die ermittelten Normwerte fiir das Titerende der Gruppe ,,Spen-
der®. Hierfiir wurden die Ergebnisse aller Spender (n = 142) nach der Blutgruppenzugehérigkeit
in die Gruppen Al, A2, B und 0 aufgeteilt und Normwerte fiir die jeweiligen Antikérper berech-

net.

Abkurzungen:

,»Sp s Al Anti B = Kollektiv Spender/Patient, Gruppe Spender, Blutgruppe A1, Antikorpertiter
Anti B

,»Sp s A2 Anti B = Kollektiv Spender/Patient, Gruppe Spender, Blutgruppe A2, Antikorpertiter
Anti B

,»sp s B Anti A1“ = Kollektiv Spender/Patient, Gruppe Spender, Blutgruppe B, Antikorpertiter
Anti Al

,»sp s B Anti A2 = Kollektiv Spender/Patient, Gruppe Spender, Blutgruppe B, Antikorpertiter
Anti A2

,»sp s 0 Anti A1“ = Kollektiv Spender/Patient, Gruppe Spender, Blutgruppe 0, Antikorpertiter
Anti Al

,»sp 8 0 Anti A2“ = Kollektiv Spender/Patient, Gruppe Spender, Blutgruppe 0, Antikérpertiter
Anti A2

,»sp s 0 Anti B = Kollektiv Spender/Patient, Gruppe Spender, Blutgruppe 0, Antikérpertiter
Anti B



Tabelle 5. Normwerte des Kollektivs ,,Spender®
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Kollektiv n Titerstufe
Untere Grenze 1/ Obere Grenze 1/

Spender / Patient Gruppe Spender Al
NaCl-Rohrchen sp s A1 Antd B 41 ®) (256)
NaCl-Karte sp s A1l Anti B 41 2 (128)
IgG Coombs-Karte sp s Al Anti B 41 2 (128)
Spender / Patient Gruppe Spender A2
NaCl-Réhrchen sp s A2 Anti B 32 ) (512)
NaCl-Karte sp s A2 Anti B 32 4 (512)
IgG Coombs-Karte sp s A2 Anti B 32 4 (512)
Spender / Patient Gruppe Spender B Anti Al
NaCl-Réhrchen sp s B Anti Al 30 ®) (512)
NaCl-Karte sp s B Anti Al 30 “ (128)
IgG Coombs-Karte sp s B Anti Al 30 2 (250)
Spender / Patient Gruppe Spender B Anti A2
NaCl-Réhrchen sp s B Anti A2 30 ) (128)
NaCl-Karte sp s B Anti A2 30 ©) (32)
IeG Coombs-Katte sp s B Anti A2 30 0) (32)
Spender / Patient Gruppe Spender 0 Anti Al
NaCl-Réhrchen sp s 0 Anti Al 39 M (512)
NaCl-Karte sp s 0 Antd Al 39 (16) (1024)
IgG-Coombs-Karte sp s 0 Anti Al 39 @) (512)
Spender / Patient Gruppe Spender 0 Anti A2
NaCl-Rohrchen sp s 0 Anti A2 39 1 bis 2 128 bis 256
NaCl-Karte sp s 0 Anti A2 39 0) (256)
IeG-Coombs-Karte sp s 0 Anti A2 39 ) (1024)
Spender / Patient Gruppe Spender 0 Anti B
NaCl-Réhrchen sp s 0 Anti B 39 2 (256)
NaCl-Karte sp s 0 Anti B 39 2 (512)
IgG-Coombs-Karte sp s 0 Anti B 39 8) (2048)
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3.2.4 NORMWERTE DES KOLLEKTIVS ,ALT"

Nebenstehende Tabelle 6 zeigt die ermittelten Normwerte fiir das Titerende der Gruppe ,,Alt®.
Hierfir wurden die Ergebnisse des Kollektivs ,,Alt“ (n = 169) nach der Blutgruppenzugehorig-
keit in die Gruppen Al, A2, B und 0 aufgeteilt und Normwerte fiir die jeweiligen Antikérper

berechnet.

Abkurzungen:

»3j a Al Anti B = Kollektiv alt/jung, Gruppe alt, Blutgruppe A1, Antikorpertiter Anti B
»3j a A2 Anti B = Kollektiv alt/jung, Gruppe alt, Blutgruppe A2, AntikGrpertiter Anti B
,»3j a B Antl A1 = Kollektiv alt/jung, Gruppe alt, Blutgruppe B, Antikorpertiter Anti Al
,»3j a B Antl A2 = Kollektiv alt/jung, Gruppe alt, Blutgruppe B, Antikorpertiter Anti A2
»3j 2 0 Anti A1“ = Kollektiv alt/jung, Gruppe alt, Blutgruppe 0, AntikOrpertiter Anti Al

»3j 2 0 Anti A2 = Kollektiv alt/jung, Gruppe alt, Blutgruppe 0, Antikorpertiter Anti A2

,»3j 2 0 Anti B = Kollektiv alt/jung, Gruppe alt, Blutgruppe 0, Antikorpertiter Anti B



Tabelle 6. Normwerte des Kollektivs ,,Alt

Kollektiv n Titerstufe Ende
Untere Grenze 1/ Obere Grenze 1/

alt / jung Gruppe alt Al
NaCl-Réhrchen aja A1 Anti B 45 ) (128)
NaCl-Karte aj a A1 Anti B 45 0) (128)
IgG Coombs-Karte aj a Al Anti B 45 0 bis 1 128 bis 512
alt / jung Gruppe alt A2
NaCl-Réhrchen aja A2 Anti B 40 ) (250)
NaCl-Karte aj a A2 Anti B 40 1 bis 2 128 bis 512
IgG Coombs-Karte aj a A2 Anti B 40 1 bis 4 128 bis 512
alt / jung Gruppe alt B Anti Al
NaCl-Réhrchen aj a B Anti Al 43 “ (256)
NaCl-Karte aj a B Anti Al 43 @) (250)
IgG Coombs-Karte aj a B Anti Al 43 “ (256)
alt / jung Gruppe alt B Anti A2
NaCl-Réhrchen aj a B Anti A2 43 ) (64)
NaCl-Karte aj a B Anti A2 43 0 32 bis 128
IgG Coombs-Karte aj a B Anti A2 43 (0) (64)
alt / jung Gruppe alt 0 Anti Al
NaCl-Rohtchen aj a 0 Anti Al 41 “ (250)
NaCl-Karte aj a 0 Anti Al 41 “) (1024)
IgG Coombs-Karte aj a 0 Anti Al 41 (16) (8192)
alt / jung Gruppe alt 0 Anti A2
NaCl-Rohrchen aj a 0 Anti A2 41 0) (128)
NaCl-Karte aj a 0 Anti A2 41 0 bis 2 256 bis 1024
IgG Coombs-Karte aj a 0 Anti A2 41 1 bis 8 2048 bis 16384
alt / jung Gruppe alt 0 Anti B
NaCl-Réhrchen aj a 0 Anti B 41 2 (128)
NaCl-Karte aj a 0 Anti B 41 2 (512)
IgG Coombs-Karte aj a 0 Anti B 41 4 bis 16 1024 bis 2048
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3.2.5 NORMWERTE DES KOLLEKTIVS ,JUNG"

Nebenstehende Tabelle 7 zeigt die ermittelten Normwerte fur das Titerende der Gruppe ,,Jung®.
Hierfir wurden die Ergebnisse des Kollektivs ,,Jung® (n = 280) nach der Blutgruppenzugehorig-
keit in die Gruppen Al, A2, B und 0 aufgeteilt und Normwerte fiir die jeweiligen Antikérper

berechnet.

Abkurzungen:

,»3) j Al Ant B = Kollektiv alt/jung, Gruppe jung, Blutgruppe A1, Antikorpertiter Anti B
»3j j A2 Anti B = Kollektiv alt/jung, Gruppe jung, Blutgruppe A2, Antikorpertiter Anti B
,»3j j B Anti A1 = Kollektiv alt/jung, Gruppe jung, Blutgruppe B, Antikorpertiter Anti Al
,»3j j B Anti A2 = Kollektiv alt/jung, Gruppe jung, Blutgruppe B, Antikorpertiter Anti A2
»3j j 0 Anti A1“ = Kollektiv alt/jung, Gruppe jung, Blutgruppe 0, Antikérpertiter Anti Al

,»3j j 0 Anti A2“ = Kollektiv alt/jung, Gruppe jung, Blutgruppe 0, Antikdrpertiter Anti A2

»3j j 0 Anti B = Kollektiv alt/jung, Gruppe jung, Blutgruppe 0, Antikorpertiter Anti B



Tabelle 7. Normwerte des Kollektivs ,,Jung*

3
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Kollektiv n Titerstufe
Untere Grenze 1/ Obere Grenze 1/

alt / jung Gruppe jung Al
NaCl-Rohrchen aj j Al And B 03 2 bis 4 256 bis 512
NaCl-Karte aj j A1 And B 03 1 bis 2 128 bis 256
IgG Coombs-Karte aj j A1l Anti B 63 ) (250)
alt / jung Gruppe jung A2
NaCl-Réhrchen aj j A2 Anti B 71 2 bis 4 256 bis 512
NaCl-Karte aj j A2 And B 71 2 bis 4 256 bis 512
IgG Coombs-Karte aj a A2 Anti B 71 2 bis 4 256 bis 512
alt / jung Gruppe jung B Anti Al
NaCl-Réhrchen aj j B Anti Al 76 4 bis 8 256 bis 512
NaCl-Karte aj j B Anti Al 76 2 bis 4 128 bis 256
IeG Coombs-Kartte aj j B Anti Al 76 “ (250)
alt / jung Gruppe jung B Anti A2
NaCl-Rohtchen aj j B Anti A2 76 0 bis 2 64 bis 128
NaCl-Karte aj j B Anti A2 76 0 64 bis 128
IeG Coombs-Katte aj j B Anti A2 76 0 64 bis 128
alt / jung Gruppe jung 0 Anti Al
NaCl-Rohtchen aj j 0 Anti Al 70 4 bis 8 256 bis 512
NaCl-Karte aj j 0 Ant Al 70 2 bis 8 512 bis 1024
IgG Coombs-Karte aj j 0 Anti Al 70 (16) (2048)
alt / jung Gruppe jung 0 Anti A2
NaCl-Rohrchen aj j 0 Anti A2 70 0 bis 2 128 bis 256
NaCl-Karte aj j 0 Anti A2 70 O bis 1 256 bis 512
IgG Coombs-Karte aj j 0 Anti A2 70 1 bis 4 1024 bis 4096
alt / jung Gruppe jung 0 Anti B
NaCl-Réhrchen aj j 0 Anti B 70 2 (256)
NaCl-Karte aj j 0 Anti B 70 2 bis 4 256 bis 1024
IgG Coombs-Karte aj j 0 Anti B 70 4 bis 16 512 bis 2048
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3.3 ZUSAMMENFASSUNG DER RELEVANTEN ERGEBNISSE

Nachfolgend eine Ubersicht tiber die im klinischen Alltag relevanten Ergebnisse der Titerbe-

stimmungen; den Titern des Gesamtkollektivs der NaCl-Kartenmethode.

Tabelle 8. Zusammenfassung der klinisch relevanten Ergebnisse

Kollektiv n Titerstufe
Untere Grenze 1/ Obere Grenze 1/
ABO Gruppe Al
NaCl-Karte ABO A1 Anti B 108 0 bis 1 128 bis 256
ABO Gruppe A2
NaCl-Karte ABO A2 Anti B 111 2 bis 4 256 bis 512

ABO Gruppe B Anti Al

NaCl-Karte ABO B Anti Al 119 2 bis 4 128 bis 256

ABO Gruppe B Anti A2

NaCl-Karte ABO B Anti A2 119 0 64 bis 128

ABO Gruppe 0 Anti Al

NaCl-Karte ABO 0 Anti Al 111 2 bis 8 512 bis 1024

ABO Gruppe 0 Anti A2

NaCl-Karte ABO 0 Anti A2 111 0 bis 2 256 bis 512

ABO Gruppe 0 Anti B

NaCl-Karte ABO 0 Anti B 111 2 bis 4 256 bis 512
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4 DISKUSSION

4.1 METHODENVERGLEICH

‘4.1 .1 KEIN UNTERSCHIED DER SENSITIVITAT VON NACL-RT uUND NACL-GT

Wie unter 3.1 beschrieben, ergab sich beim Vergleich der herkémmlichen R6hrchenmethode und
der neueren Gelkartentechnik beziiglich der Sensitivitit fiir Isoagglutinine keine eindeutige Ten-
denz (siche 3.1, Tabelle 2). Die Antikorpertiter der Blutgruppen Al und B waren signifikant
héher bei der R6hrchenmethode, die der Blutgruppe 0 fast immer signifikant hoher in der Kar-
tenmethode. Bei Blutgruppe A2 konnte meist kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Verfahren beobachtet werden. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass sich beide Verfahren im
Hinblick auf die Sensitivitit fiir Isoagglutinine ebenbiurtig sind und widerlegen die Hypothese,
dass die Gelkartenmethode die sensitivere Nachweismethode darstellt.

Stellt sich in einem Labor die Frage, ob der Isoagglutininnachweis standardmal3ig von der
herkémmlichen Rohrchenmethode auf die modernen Gelkarten umgestellt werden soll, ist die
von den Herstellern der Gelkarten beworbene deutlich héhere Sensitivitit allenfalls bei Antikor-
pern auBerhalb des ABO-Systems relevant. Allerdings bestehen zwischen den beiden Nachweis-
verfahren noch weitere Unterschiede, die bei einer Entscheidung in Betracht gezogen werden

sollten.

4.1.2 UNTERSCHIEDE DER BEIDEN NACHWEISMETHODEN

4.1.2.1 MENGENVERGLEICH DER BENOTIGTEN REAGENZIEN

Man benétigt fiir den Rohrchennachweis die doppelte Menge an Testerythrozyten und die vierfa-
che Menge an Patientenserum als fiir die Gelkarte. Miissen haufig aufeinanderfolgend Titerunter-
suchungen durchgefiihrt werden, z. B. im Vorfeld einer ABO-inkompatiblen Transplantation,
spricht dies fir die Wahl der Gelkarte, um unndtige zusitzliche Blutentnahmen zu vermeiden.
Insbesondere bei der ABO-inkompatiblen Transplantation bei Kindern ist ein geringer Bedarf an

Patientenserum bzw. -plasma von Vorteil fiir die Patienten.

1 4.1.2.2 KOSTENVERGLEICH

Ein Nachteil der Gelkarte ist, dass sie im Vergleich zu den giinstigen Glasréhrchen die teurere
Variante darstellt. Da fiir die Gelkarten aber eine geringere Menge an Reagenzien bendtigt wird,
sind die Kosten insgesamt vergleichbar. Der Kostenfaktor stellt also heutzutage kein Argument

mehr fur die Glasrohrchentechnik dar.
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4.1.2.3 OBJEKTIVITAT UND STANDARDISIERUNG

Bei der Auswertung der Agglutination in den Glasréhrchen wird ein gutes Mal3 an Erfahrung
benotigt. Die Agglutinate ,,kleben® direkt nach der Zentrifugation am Boden des Glasrohrchens
und mussen fir die Auswertung iber dem Lichtkasten durch leichtes Rollen auf einer glatten
Unterlage mobilisiert werden. Je nach dem Grad der Agglutination zerfallt der Clot auf dem Bo-
den des Rohrchens in mehrere bis zahlreiche kleinere Agglutinate oder es zeigen sich keine Ag-
glutinate. Ein objektiver Vergleich der Titer kann also nur bei standardisiert gleicher Behandlung
der zentrifugierten Glasrohrchen durch die Untersucher gewihrleistet werden. Die Verfahren
unterscheiden sich besonders statk bei den IgG-Coombs-Karten und den Neutr-AB® II-
Rohrchen. Bei den R6hrchen muss das Coombs-Serum extra dazugegeben werden und die Réhr-
chen miissen in einem zusitzlichen Schritt in einer speziellen Waschzentrifuge behandelt werden.
Dieses Verfahren beinhaltet neben einem deutlichen Mehraufwand auch die Gefahr einer héhe-
ren Fehlerquelle bzw. einer geringeren Objektivitit bei verschiedenen Untersuchern.

Bei den Gelkarten ist nach der Zentrifugation keine Mobilisation mehr nétig bzw. muss so-
gar vermieden werden. Die Karten werden sofort vorsichtig auf den Lichtkarten gelegt und aus-
gewertet. Durch das Aufhalten der unterschiedlich groflen Agglutinate im Gel entsteht ein Mus-
ter in den kleinen Plastikktvetten, das eindeutig in Grad 1-4 der Agglutination eingeteilt werden
kann. Eine individuell leicht abweichende Interpretation des Ergebnisses wird somit weitestge-
hend vermieden. Dariiber hinaus bleibt das Agglutinationsmuster in den Gelkarten linger stabil
und kann dadurch einfacher dokumentiert werden. Kumlien et al. fithrten 2007 eine Studie durch,
bei der eine Isoagglutininbestimmung gleicher Blutproben in verschiedenen Zentren (Stockholm,
Uppsala und Freiburg) zu signifikant unterschiedlichen Titern fihrte; bei der Réhrchenmethode
zu deutlich stirkeren Abweichungen als bei der Gelkartenmethode. ” Zu einem ihnlichen Er-
gebnis kamen Lim et al. 2014, als sie in einem Ringversuch 68 koreanische Labore identische
Blutproben mit der R6hrchen- und Gelkartenmethode auswerten lieBen. Es fand sich eine signi-
fikant geringere Streuung der Ergebnisse zwischen den Laboren unter den mit der Gelkartenme-
thode ausgewerteten Titern. " Shirey et al. kamen 2010 bei einem Vergleich der Réhrchen- und
Kartenmethode an 50 Proben zu dem Ergebnis, dass sich die beiden Methoden beztiglich der
Sensitivitit die Waage halten, geben aber der Gelkartenmethode aufgrund der schnelleren Durch-

fihrbarkeit ebenfalls den Vorzug. »

4.1.2.4 RATIONALISIERUNG

Zusitzlich zur besseren Objektivitit der Gelkarten zeigt sich bei thnen noch ein weiterer nicht zu
vernachlissigender Vorteil. Dadurch, dass in den Gelkarten NaCl beziehungsweise NaCl und

Coombs-Serum bereits vorgelegt ist, wir ein Pipettierschritt eingespart und die Titerbestimmung
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beschleunigt. Die kleinen platzsparenden Gelkarten ermdglichen zudem eine rasche gleichzeitige
Bearbeitung zahlreicher Titerreihen an einem Arbeitsplatz, womit Personal und Arbeitsfliche
optimal genutzt werden kénnen. Dariiber hinaus besteht inzwischen auch die Méglichkeit, mit
VidimScan®, einem Universal Lesegerit fiir Gel-ID-Karten, die Auswertung der Gelkarten ei-
nem Gerit zu iiberlassen. * Mit den neuesten Geriten (2. B. dem IH-1000® von BioRad) ist es
sogar moglich, eine automatische Titrierung durchzufithren. Dadurch kann das Verfahren zusitz-

lich rationalisiert und objektiviert werden kann.

4.2 NEUTR-AB® Il: METHODENDISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene Methoden zum Nachweis von IgG im Se-
rum getestet. Erstens eine additive Technik in Form von Gelkarten, die IgM und IgG additiv
nachweist (IgG-Coombs-Karte, siche 2.1.3.2). Zweitens eine Methode, bei der zunichst die im
Serum vorhandenen IgM-Ak mittels Absorption abgefangen werden, damit nur die evtl. vorhan-
denen IgG-Ak fiir eine Reaktion zur Verfiigung stehen (Neutr-AB® II-Methode, siche 2.2.3).

Obwohl in der vorliegenden Arbeit bei den additiven IgG-Coombs-Karten ein Vorhanden-
sein von IgG-Ak bei bestimmten Blutgruppen nachzuweisen war, war bei der R6hrchenmethode
mit Neutr-AB® II nur in seltensten Fillen eine Reaktion zu beobachten. Eine statistische Aus-
wertung der Ergebnisse war deshalb nicht méglich bzw. sinnvoll.

Ahnliche Erfahrungen machten Park et al., die bei einem Vergleich der R6hrchentechnik mit
der Gelkartentechnik mit Kollektiven von n=60 zu dem Ergebnis kamen, dass die Gelkarten-
technik insgesamt sensitiver ist. ~ Insbesondere zeigte sich das bei den hohen IgG-Titern der
Blutgruppe 0, die mit der IgG-Coombs-Karte deutlich besser nachgewiesen werden konnten, als
mit der Réhrchentechnik. " Allerdings wurde in dieser Studie statt Neutr-AB® II Dithiothreitol
(DTT) verwendet, um IgG-Ak nachzuweisen. DTT zerstort IgM-Ak, so dass nur IgG-Ak fiir
eine Agglutinationsreaktion Ubrig bleiben. " Die Verwendung ist aber mihsam, zeitaufwindig
und zerstért moglicherweise einen Teil der IgG-Antikorper. ™ Neutr-AB® 11 dagegen zerstort
IgM-Antikorper nicht, sondern fangt IgM-Ak in einer Antigen-Antikorperreaktion ab, so dass im
Idealfall nur noch IgG-Ak fir eine Ag-Ak-Reaktion tibrig bleiben. 52 Problematisch dabei ist, dass
moglicherweise nicht alle IgM-Antikérper neutralisiert wurden und konsekutiv ein falsch positi-
ver IgG-Nachweis erfolgt; dies kénnte in erster Linie bei einer Hyperimmunisierung der Fall
sein. %

Nach den Ergebnissen dieser Studie und ausgiebiger Literaturrecherche scheint sich somit
die Methodik der Zerstorung bzw. Absorption oder Neutralisation von IgM-Antikérpern durch
DTT oder Neutr-AB® II vor einer IgG-sensitiven Isoagglutininbestimmung nicht bewihrt zu

haben, da die Ergebnisse zu unzuverlissig sind und die Methode umstindlich und zeitaufwindig
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ist. Besser erscheint hier die additive Methode mit z. B. IgG-Coombs-Gelkarten, bei der bei ho-
her Sensitivitat fiir IgG und IgM ein falsch negatives Ergebnis bei korrekter Durchfiihrung kaum

vorkommen dirfte.

4.3 NORMWERTE

Eine Isoagglutinintiteruntersuchung mit héheren Fallzahlen im Gesamtkollektiv (n>100 / Me-
thode / Blutgruppe) und statistisch aussagekriftigen Fallzahlen (n>40 / Methode / Blutgruppe)
in klinisch relevanten Untergruppen (alt / jung, minnlich / weiblich, gesund / krank) bei Et-
wachsenen war bis zum Abschluss dieser Arbeit nicht ver6ffentlicht.

Neben dem Vergleich der Roéhrchen- und Gelkartenmethode war das Berechnen von
Normwerten fiir Isoagglutinintiter ein weiteres Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit. Ver-
schiedene Zentren setzen fir die Isoagglutinintiter, die bei ABO-inkompatiblen Transplantationen
akzeptiert werden, Titer von 1/4 oder weniger bis 1/32 oder weniger an. ***” Zurzeit wird dis-
kutiert, ob ein Maximaltiter fir Anti-A/B-Ak angegeben werden kann, unter dem ein Einschluss
in ein Protokoll zur prioperativen Isoagglutininreduktion z. B. durch Plasmapherese oder Im-
munadsorption noch sinnvoll ist. Denn die Titerreduktion vor einer Transplantation erhoht je
nach der notwendigen Anzahl der Anwendungen das Komplikationsrisiko des Patienten und
verlangt dem operativen Zentrum ein hohes Maf an Logistik und Flexibilitit ab. *” In den kiirz-
lich ver6ffentlichten Studien von Lawrence et al. (2013) sowie Chung et al. (2013) wird als Richt-
wert fir eine sichere Transplantation ein IgG-Isoagglutinintiter kleiner oder gleich 1/256 zu Be-
ginn des Transplantationsprotokolls veranschlagt. Dabei wurde das Outcome von Patienten nach
einer ABO-inkompatiblen Transplantation mit einem Isoagglutinintiter kleiner oder gleich 1/256
verglichen mit dem Outcome von Patienten mit einem Isoagglutinintiter grofler oder gleich
1/512. Das Kollektiv mit den niedrigeren Titern zeigte ein signifikant besseres Outcome. ***
Wilpert et al. (Freiburg) setzen als Grenze fiir eine erfolgversprechende Transplantation einen
Isoagglutinintiter fir Anti-A/Anti-B-IgG von 1/4 am Tag der Transplantation an, sowie in der
ersten Woche post-Tx erneute Immunadsorptionen bei einem Titer tiber 1/8, in der zweiten Wo-
che tiber 1/16. ® Im Bereich des ABO-inkompatiblen Lebendnierentransplantationsprogramms
des KUMs an unserer Einrichtung wird am Tag der Transplantation ein IgM-Titer von 1/2 und
ein IgG-Titer von 1/8 veranschlagt, der im Verlauf 1/4 (IgM) und 1/32 (IgG) nicht tberschrei-
ten sollte.

Nun stellte sich die Frage, in welchem Bereich sich die Titerhéhen der Isoagglutinine bei den
Blutgruppen A1, A2, B und 0 in unserer Bevolkerung bewegen. Hiertiber geben die in der vorlie-

genden Arbeit erstellten Normwerttabellen Auskunft.
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Das grof3te Kollektiv dieser Arbeit mit jeweils n>100 ist das Kollektiv ABO alle. In diesem
Kollektiv war es problemlos méglich, fir nahezu alle Blutgruppen und Nachweismethoden einen
Normwert zu berechnen, da die Anzahl der Proben hoch (n>100) war und der Test auf Normal-
verteilung (nach D’Agostino-Pearson) fast immer bestanden wurde. Bei genauer Betrachtung
lassen sich mehrere Aussagen tiber die Quantitit der Isoagglutinine IgM und IgG im Agglutinati-

onstest je nach Blutgruppe treffen.

4.3.1 BLUTGRUPPE A1

Blutgruppe Al zeigt einen Isoagglutinintiter von 1/128 bis 1/256 in allen drei Nachweismetho-
den. Da die NaCl-Karte und die IgG-Coombs-Karte exakt dieselbe Titerstufe erbringen, ldsst
sich daraus schliefBen, dass in der Blutgruppe Al kein oder ein mit dieser Methode nicht nach-
weisbar geringer Anteil an IgG-Isoagglutininen vorhanden ist. Wire IgG vorhanden, hitte sich in
der IgG-Coombs-Karte eine hohere Titerstufe zeigen missen, da diese Karte additiv IgM und

IgG nachweist.

4.3.2 BLUTGRUPPE A2

In Blutgruppe A2 findet sich ein um eine Titerstufe hoherer Isoagglutinintiter als in Blutgruppe
Al, also ein Titer mit der oberen Grenze 1/256 bis 1/512. Die IgG-Coombs-Karte zeigt keine
hohere Titerstufe als die NaCl-Karte, ein IgG-Anteil ist also auch bei Blutgruppe A2 mit dieser

Methodik nicht nachweisbat.

'4.3.3 BLUTGRUPPE B

Blutgruppe B zeigt dhnlich hohe Titer wie BG Al, ein IgG-Anteil ist ebenfalls nicht nachweisbar.
Es zeigt sich, dass Blutgruppe B signifikant weniger A2-Isoagglutinine (1/64 bis 1/128) als Al-
Agglutinine (1/128 bis 1/256 beim Gelkartentest und 1/256 bis 1/512 Rohrchentest) bildet. Die-

se Beobachtung wurde bereits 1942 von Olbrich et al. beschrieben. ™

4.3.4 BLUTGRUPPE O

Ein deutlicher Unterschied zu den Blutgruppen Al, A2 und B zeigt sich bei Blutgruppe 0. Die
IgM-Ak gegen die Antigene A1, A2 und B bewegen sich in einem dhnlichen Titerbereich wie die
IgM-Ak der Blutgruppe A, B und 0. In der IgG-Coombs-Karte zeigt sich allerdings ein ausge-
pragter Titerunterschied zur NaCl-Gelkarte. Dieser wir durch Isoagglutinine vom Typ IgG her-
vorgerufen, die in der IgG-Coombskarte additiv mit den IgM-Ak nachgewiesen werden. Es zeigt
sich, dass der Isoagglutinintiter in der Coombskarte bei Blutgruppe 0 fiir Anti-A2-Ak um vier
Titerstufen (1/2048 bis 1/8192) héher ist als bei Blutgruppe A und B, bei Anti-B-Ak um zwei
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Titerstufen (1/1024 bis 1/2048). Bei Anti-Al-Antikérper war das Ergebnis nicht signifikant.
Stussi et al. wies 2005 mithilfe der Methode der Durchflusszytometrie nach, dass IgG-
Isoagglutinine nahezu ausschlieflich von Blutgruppe 0 gebildet werden. Blutgruppe A und B
produzieren hauptsichlich IgM und nur in einem sehr geringen Anteil IgG-Antikérper. > Als
einzige Blutgruppe des ABO-Systems zeigt somit die Blutgruppe 0 einen hohen, klinisch relevan-

ten Isoagglutinintiter vom Typ IgG. *%

4.3.5 INTERPRETATION

Aufgrund der niedrigeren Fallzahlen in den Untergruppen weisen die ermittelten Normwerte fiir
die Untergruppen weniger hiufig ausreichende Signifikanzniveaus auf, dennoch spiegeln sich die
Normwerte in den gebildeten Untergruppen (Spender, Patient, alt, jung) wider. Die Ergebnisse
zeigen, dass sich die Isoagglutinintiter fiir IgM weitgehend unabhingig von der Blutgruppe in
einem Bereich zwischen 1/2 und 1/512 bewegen. Da es sich um eine Normalverteilung entspre-
chend annahernd Gaul3’scher Verteilungskurve bei logarithmischer (nicht linearer!) Auftragung
handelt, wird sich die Mehrheit der tatsichlichen Werte zwischen diesen Grenzen befinden.

Als einzige Blutgruppe des ABO-Systems weist die Blutgruppe 0 einen hohen, klinisch rele-
vanten Isoagglutinintiter vom Typ IgG auf. Dies ist besonders im Hinblick auf die steigende An-
zahl an ABO-inkompatiblen Transplantationen, bei ABO-Erythroblastosen sowie der Herstellung
von Produkten mit humanen Immunglobulinen (z.B. bei iv-Immunglobulinen)* von besonderer

Bedeutung (s.u.).

4.3.6 KLINISCHE ANWENDUNG DER ISOAGGLUTININTITER

4.3.6.1 TRANSPLANTATION

Bei der Host-versus-Graft-Reaktion / Graft failure handelt es sich um eine AbstoBungsreaktion
des Empfingers, die sich gegen das Transplantat richtet. Sie tritt immer auf, wenn es sich um eine
HILA- bzw. Blutgruppeninkompatible Transplantation handelt und muss durch konsequente le-
benslange Immunsuppression verhindert werden. Besonders die Anti-AB0-IgG-Ak-Titer schei-
nen durch Induktion einer akuten und chronischen Abstofungsreaktion einen Finfluss auf das
Langzeitiiberleben von ABO-inkompatiblen Transplantaten zu haben. *

Die Graft-versus-host-Reaktion tritt nach Stammzelltransplantation bei malignen Erkran-
kungen des Knochenmarks auf. Dabei werden vom Transplantat IgM-Antikorper gegen korper-
eigene Antigene des Empfingers gebildet. Ein postoperatives Monitoring der Antikorpertiter ist
ein guter Marker fur eine Friherkennung dieser gefihrlichen Komplikation (Letalitit 25%) nach

Stammzelltransplantation. *
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Einige Transplantationszentren setzten bei der Verbesserung des Ubetlebens eines ABO-
inkompatiblen Transplantats auf eine prioperative Reduktion der Isoagglutinine IgG und IgM. ¥’
Die meisten Gruppen konzentrieren sich aber in erster Linie auf das Monitoring und die Reduk-
tion von IgG-Isoagglutininen, um eine Host-versus-Graft-Reaktion zu vermeiden, da ihnen die
Hauptrolle im Hinblick auf das Langzeitiiberleben eines Transplantats zugesprochen wird. ***>%
Shimmura et al. interpretieren ihre Ergebnisse zum Langzeitoutcome nach Nierentransplantation
dahingehend, dass ein hoher anti-A/B-IgG-Ak-Titer (>1/128) vor der Organtransplantation ein
Pridiktor fir ein schlechtes Langzeitiiberleben des Transplantats darstellt. Patienten mit einem
hohen Pra-OP-IgG-Ak-Titer bendtigten signifikant mehr Plasmapheresen zur Reduktion des Ak-
Titers und auch nach der Transplantation erreichten sie schneller wieder einen Ak-Titer, der zu
AbstoBungsreaktionen fiihrte und das Uberleben des Transplantats gefihrdete. Diese Patienten
scheinen immunologische ,,high responder® zu sein, fiir die sich ein Regime mit potenteren Im-
munsuppressiva empfiehlt. *’

Die in der vorliegenden Arbeit entwickelten Normwerttabellen zeigen, dass es sich bei Indi-
viduen mit hohen IgG-Ak-Titern um Vertreter der Blutguppe 0 handelt. Hier ergibt sich die noch
zu Uberprifende Hypothese, ob diese Patienten bei einer ABO-inkompatiblen Transplantation
einer besonders intensiven Pra-Tx-Titerreduktion sowie einer engmaschigen Titerkontrolle in der

Nachsorge bediirfen bzw. ob dies zu einem signifikant besserem Outcome fithren wiirde.

4.3.6.2 SCHWANGERSCHAFTSINKOMPATIBILITAT

Bei der Schwangerschaftsinkompatibilitit (engl. HDN fir hemolytic disease oft the newborn)
handelt es sich um eine natiirliche Form der ABO-Inkompatibilitit. * Dabei treten plazentagingi-
ge IgG-Antikorper der Mutter gegen Antigen das A oder / und B in den fetalen Blutkreislauf
tber und verursachen eine Himolyse der fetalen Erythrozyten. Folgen dieser Himolyse kénnen
eine Andmie des ungeborenen Kindes mit konsekutiven Entwicklungsstérungen und ein Morbus
himolyticus neonatorum mit lebensgefahrlichem Ikterus sein. Im Gegensatz zur Rhesus-
Inkompatibilitit, die erst nach Sensibilisierung der Mutter gegeniiber dem Rhesus-Antigen rele-
vant wird, treten circa die Halfte der Fille einer ABO-Inkompatibilitit bereits bei der ersten
Schwangerschaft auf. Der Verlauf ist bei weiteren Schwangerschaften nicht progredient wie bei
der Rhesus-Inkompatibilitit, sondern in der Regel gleichbleibend mild. %90

In der Kaukasischen Bevoélkerung besteht bei circa einem Funftel aller Schwangerschaften
eine ABO-Inkompatibilitit zwischen Mutter und Fetus, aber nur eine kleine Minderheit entwickelt
eine symptomatische ABO-Erythroblastose. Diese entsteht typischerweise bei Mittern mit der

Blutgruppe 0, denn sie produzieren genug IgG-Antikérper, um eine Himolyse auszul6sen. Ob-
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wohl sie sehr selten sind, wurden aber auch Fille einer ABO-Inkompatibilitit bei Kindern mit
Miittern der Blutgruppe A oder B beschrieben. *'”’

Um die Gefahr einer Schwangerschaftsinkompatibilitit rechtzeitig zu erkennen, ist es Stan-
dard, im ersten Trimester (Schwangerschaftswoche 10-16) und im dritten Trimester (SSW 28)
einen Antikorpersuchtest durchzufiihren. ” Dabei wird neben den Rhesus-Antikérpern auch
nach selteneren Antikérpern z. B. gegen Kell, MNS, Duffy oder E gesucht, nicht aber gegen
ABO-Antigene, da alle Suchzellen die Blutgruppe 0 aufweisen. Ohne vorherige nichtenterale Im-
munisierung (Bluttransfusion, abdominelles Trauma wihrend der Schwangerschaft) kommen nur
bei der Blutgruppe 0 natirlicherweise plazentagingige Anti-AB-IgG-Antikérper vor (siche
Normwerttabelle). Dies wird meist erst postpartal entdeckt, ist aber klinisch nicht bedeutsam.
Denn insgesamt beeintrichtigen ABO-IgG-Antikérper die Entwicklung des Kindes eher selten,
da die ABO-Ag auch an vielen anderen fetalen Zelloberflichen vorhanden sind und mit ABO-Ak
besetzt werden, bevor diese an die fetalen Erythrozyten binden kénnen. Dartiber hinaus sind die
ABO-Ag der fetalen Erythrozyten wihrend der Schwangerschaft noch nicht vollstindig entwickelt
und weisen weniger Ak-Bindungsstellen auf. ** Dennoch ist das friihzeitige Erkennen einer rele-
vanten Schwangerschaftsinkompatibilitit mittels regelmiBiger Titerkontrollen (auB3erhalb des
ABO-Systems) und Sonographie notwendig, um im Falle einer maternofetalen Ak-Ag-Reaktion
frithzeitig eingreifen zu kénnen. Um Folgeschiden zu verhindern, kénnen weitere diagnostische
Mafinahmen wie eine Amniozentese oder das Gewinnen von Nabelschnurblut eingeleitet werden
und das Vollbild eines Morbus himolyticus neonatorum z. B. mittels intrauteriner Bluttransfusi-

: 39
on vermindert werden.

4%6’) INTRAVENOSE IMMUNGLOBULINE (IVIG)

Isoagglutinine kénnen auch bei der intravendsen Applikation von gepoolten humanen immun-
globulinreichen Infusionen (IVIG) zum Problem werden. Antikérper-vermittelte himolytische
Reaktionen nach Therapie mit IVIG stellen eine seltene, aber mitunter schwerwiegende Neben-
wirkung dar. **” Als potentieller Risikofaktor hierfiir werden die Anti-A- und Anti-B- Isoagglu-
tinine in den IVIG-Produkten vermutet, die nicht blutgruppenspezifisch verabreicht werden, da
es sich um eine Mischung aus Plasma von Tausenden von Spendern handelt. 7 Weil die meisten
Spender gemill der Hiufigkeitsverteilung der ABO-Blutgruppen weltweit Blutgruppe A und 0
besitzen, kann ein ausreichend hoher Anteil von Isoagglutininen im Endprodukt entstehen, der
bei Empfingern der Blutgruppen A, B und AB zu himolytischen Reaktionen fiihrt. ”’

Aktuell wird untersucht, ob eine Reduktion des Anteils der Isoagglutinine an den IVIGs
durch Ausschluss von Spendern mit hohen Anti-A- und Anti-B-Titern moglich ist und ob dies zu

einer verminderten Anzahl an himolytischen Reakionen fihrt. Siani et al. wiesen nach, dass
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durch Ausschluss eines kleinen Anteils (6,8%) an Spendern mit hohen Titern (in diesem Fall de-
finiert als eine Agglutination im IAT von >2 bei einer Verdinnung von 1/200) zu einer Redukti-
on des Anti-A-Isoagglutinintiters um eine Titerstufe fithrte. In der quantitativen Messung mittels
FACS zeigte sich eine Reduktion um nahezu die Hilfte. * McVey et al. dagegen haben in ihrer
Studie einen so geringen Anteil (7 von 4600) an hohen IgG-Isoagglutinintitern mit mindesten
1/4000 festgestellt, dass sie sich der Meinung, ein Auschluss von Spenden mit diesen hohen Ti-
tern wirde zu einer relevanten Reduktion der Isoagglutinine fiihren, nicht anschlieSen. % Eine
Studie zum Zusammenhang zwischen der Reduktion der Isoagglutinine in IVIGs und hiamolyti-
schen Reaktionen als Nebenwirkung lduft aktuell in den USA. * Der finale Studienbericht wird
fur 2019 erwartet. * Die Ergebnisse sind aber zu unseren Normwertbestimmungen passend, bei

denen hohe Isoagglutinintiter nur selten vorkommen.

4.3.7 ,GUTE“ UND ,SCHLECHTE®“ BLUTGRUPPEN: WAS STECKT DAHINTER?

4.3.7.1 BLUTGRUPPENDIAT

In der westlichen Welt wei3 man seine eigene Blutgruppe nur im Ausnahmefall, z.B. wenn man
regelmafig Blut spendet, bei der Blutgruppenbestimmung beim Wehrdienst, nach einer Schwan-
gerschaft oder nach einem Klinikaufenthalt. Fir den Alltag spielt die eigene Blutgruppe in unse-
ren Breiten nur eine untergeordnete Rolle. Anders ist dies in Asien, wo es nicht untblich ist, bei
Bewerbungen oder romantischen ersten Dates nach der Blutgruppe gefragt zu werden. Traditio-
nell werden dort den Blutgruppen bestimmte Eigenschaften zugeschrieben, die Aufschluss tber
Erndhrungsgewohnheiten, charakterliche Eigenschaften und Neigungen zu Krankheiten geben.
Wissenschaftlich nachgewiesen werden konnte bis heute keine dieser Theorien, die Legenden
halten sich aber hartnickig.

Die Theorie einer blutgruppenspezifischen Ernahrung wurde 1996 durch den amerikani-
schen Arzt Peter D’Adamo auch bei uns bekannt, seine Bicher und Nahrungserginzungsmittel
verkaufen sich bis heute gut. Ein wissenschaftlicher Nachweis fiir den tatsichlichen gesundheitli-
chen Nutzen der spezifischen Diit fir die Gruppen A, B, AB und 0 gibt es bis heute nicht, aber
das Einhalten der Diiten fihrt erfreulicherweise bei einigen der Probanden zu einer Gewichtsre-
duktion sowie einer Senkung der Blutfettwerte. Dieser Effekt zeigt sich allerdings auch, wenn
sich z.B. Triger der Blutguppe 0 nach der Diit fir Blutgruppe A ernihren, ist also eher auf die
bewusste Erndhrung zurtckzufthren, als auf die besonderen Bediirfnisse des Organismus der

00

jeweiligen Blutgruppe. !
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4.3.7.2 BLUTGRUPPENASSOZIERTE ERKRANKUNGEN

Spannend dagegen ist das heutige Wissen um die vermehrte Assoziation bestimmter Erkrankun-
gen mit den einzelnen Blutgruppen. Wissenschaftlich belegt ist z. B. die geringere Anfalligkeit
von Trigern der Blutgruppe O fiir Malaria oder die deutlich verminderten Infektionsgefahr bzw.
Gefahr eines schweren Krankheitsverlaufes fiir Cholera bei der Blutgruppe B. "' Dies spiegelt
sich in einer hohen Privalenz der Blutgruppe B im Gangesdelta in Bangladesch wieder, die ver-
mutlich dem evolutioniren Druck geschuldet ist. '’ Beziiglich Neoplasien scheint Blutgruppe 0
eine geringere Anfilligkeit fir das Pankreas-Karzinom zu haben, aber eine vermehrte Neigung zu
gastralen Ulcera bzw. dem Helicobacter-assoziierten Magenkarzinom. '""'**, Interessant ist auch
die verminderte Expression des Von-Willebrandt-Faktors (VWF) und Faktor VIII bei Trigern
der Blutgruppe 0. Dies fithrt zu einer verminderten Thromboseneigung und konsekutiv geringe-
rer Neigung zur koronaren Herzerkrankung. Allerdings besteht dafiir ein leicht erhohtes Risiko
fiir Himorrhagien. '""'"*!"> Dieser Zusammenhang zwischen der Verteilung der Blutgruppen in
der Weltbevolkerung und blutgruppenspezifischen Erkrankungen hat in den letzten Jahren be-
sonders in der Anthropologie zu neuen Erkenntnissen beziiglich der Wanderbewegungen des
Frihmenschen gefithrt und ist ein anschauliches Beispiel fiir den selektiven Druck der Evoluti-
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on.

4.4 FAZIT UND AUSBLICK

Das Vorhandensein der Blutgruppenantigene auf Organen und Geweben macht das Wissen um
sie unverzichtbar fir die Organtransplantation. In den letzten Jahren rickten auch die Isoagglu-
tinine wieder vermehrt ins Zentrum des Interesses, nimlich als wichtiger Laborparameter im
Vorfeld von Organ- oder Knochenmarktransplantationen, die aufgrund des Organmangels zu-
nehmend ABO-inkompatibel durchgefithrt werden. Langzeitstudien iber nach modernen Proto-
kollen durchgefithrte ABO-inkompatible Nierentransplantationen zeigten ein ebenso gutes Out-
come wie vergleichbare ABO-kompatible Transplantationen. * Ein einheitliches Protokoll fiir den
Einschluss in ABO-inkompatible Transplantationen und das postoperative Nachsorgeprogramm
existiert bis heute allerdings nicht, die Verfahren von der Isoagglutininbestimmung bis hin zu den
Verfahren der Titerreduktion und der postoperativen Uberwachung der Titer sind je nach Land
und transplantiertem Organ sehr heterogen. "

In der vorliegenden Dissertationsarbeit wurde hierfiir im ersten Teil (Methodenvergleich) die
Sensitivitit zweier haufig in der Laborpraxis angewandter Nachweismethoden fir Isoagglutitinti-

ter (R6hrchentests und Gelkartentests) anhand von Blutuntersuchungen (n=449) untersucht und
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statistisch ausgewertet. Im zweiten Teil wurden anhand dieser Daten Normwerte fur Isoagglutin-

intiter fiir jede Blutgruppe des ABO-Systems und fiir verschiedene Kollektive vorgeschlagen.

4.4.1 ZUSAMMENFASSUNG METHODENVERGLEICH

Beim Vergleich der herkémmlichen Rohrchenmethode und der neueren Gelkartentechnik ergab
sich beziiglich der Sensitivitat fiir Isoagglutinine kein eindeutiger Unterschied. Diese Ergebnisse
sprechen dafiir, dass sich beide Verfahren im Hinblick auf die Sensitivitit fiir Isoagglutinine
ebenbiirtig sind und widerlegen die unter 1.10. formulierte Hypothese, dass die Gelkartenmetho-
de die sensitivere Nachweismethode darstellt.

Dieses Ergebnis kann als Entscheidungskriterium zwischen Rohrchenmethode und Gelkar-
tenmethode dienen, wenn sich beispielsweise in einem Labor die Frage stellt, ob der Isoagglu-
tininnachweis standardmal3ig von der herkémmlichen Rohrchenmethode auf die modernen Gel-

karten umgestellt werden soll.

4.4.2 ZUSAMMENFASSUNG NORMWERTE

Eine Isoagglutinintiteruntersuchung mit hohen Fallzahlen im Gesamtkollektiv (n>100 / Metho-
de / Blutgruppe) und statistisch aussagekriftigen Fallzahlen (n>40 / Methode / Blutgruppe) in
klinisch relevanten Untergruppen (alt / jung, minnlich / weiblich, gesund / krank) mit Norm-
werterstellung an Erwachsenen war bis zum Abschluss dieser Arbeit nicht veréffentlicht.

Neben dem Vergleich der Roéhrchen- und Gelkartenmethode war das Berechnen von
Normwerten fir Isoagglutinintiter ein weiteres Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit. Ver-
schiedene Zentren setzen fir die Isoagglutinintiter, die bei ABO-inkompatiblen Transplantationen
akzeptiert werden, Titer von 1/4 oder weniger bis 1/32 oder weniger an. ***” Zurzeit wird dis-
kutiert, ob ein Maximaltiter fur Anti-A/B-Ak angegeben werden kann, unter dem ein Einschluss
in ein Protokoll zur prioperativen Isoagglutininreduktion z. B. durch Plasmapherese oder Im-
munadsorption noch sinnvoll ist. Denn die Titerreduktion vor einer Transplantation erhdht je
nach der notwendigen Anzahl der Anwendungen das Risiko des Patienten, ist zeitaufwiandig und

verlangt dem operativen Zentrum ein hohes Mal3 an Logistik ab. 979

Je niedriger der prioperati-
ve Titer, desto besser das Outcome. *** Auch bei der Herstellung von IVIG kénnte der Anteil an
hohen Isoagglutinintitern bei Spendern in Zukunft eine Rolle spielen, da die Isoagglutinine im
Verdacht stehen, bei Empfingern eine himolytische Reaktion auslésen zu konnen. 7

Die in der vorliegenden Arbeit erstellten Normwerttabellen (siche Ergebnisteil) geben Aus-
kunft tber die Titerh6hen der Isoagglutinine bei den Blutgruppen Al, A2, B und 0 in unserer
Bevolkerung. Statistisch signifikant bei hohen Fallzahlen in allen Untergruppen waren die

Normwerte fur die einzelnen Blutgruppen des ABO-Systems, zusammengefasst aus allen Unter-
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gruppen mit n=449 und aufgeschlisselt nach der Nachweismethode (NaCl-Rohrchen, NaCl-
Gelkarte und IgG-Coombs-Gelkarte). Die klinisch relevantesten Ergebnisse (Titer der NaCl-
Gelkartenmethode des Gesamtkollektivs ABO) wiesen dabei fiir Blutgruppe Al einen Anti-B-
Titer von 1/0-1 bis 1/128-256, fiir Blutgruppe A2 einen Anti-B-Titer von 1/2-4 bis 1/256-512,
fur Blutgruppe B einen Anti-A1-Titer von 1/2-4 bis 1/128-256 und einen Anti-A2-Titer von 1/0
bis 1/64-128, fir Blutgruppe 0 einen Anti-A1-Titer von 1/2-8 bis 1/512-1024, einen Anti-A2-
Titer von 1/0-2 bis 1/256-512 und einen Anti-B-Titer von 1/2-4 bis 1/256-512 auf.

Die meisten Forschungsgruppen konzentrieren sich in erster Linie auf das Monitoring und
die Reduktion von IgG-Isoagglutininen, um eine AbstoBungsreaktion zu vermeiden, da IgG-
Isoagglutininen die Hauptrolle im Hinblick auf das Langzeitiiberleben eines Transplantats zuge-
sprochen wird. ***>® Shimmura et al. interpretieren ihre Ergebnisse zum Langzeitoutcome nach
Nierentransplantation dahingehend, dass ein hoher Anti-A/B-IgG-Ak-Titer (>1/128) vor der
Organtransplantation ein Pridiktor fur ein schlechtes Langzeitiiberleben des Transplantats dar-
stellt. ¥ Patienten mit einem hohen prioperativen 1gG-Ak-Titer benétigten in ihren Untersu-
chungen signifikant mehr Plasmapheresen zur Reduktion des Ak-Titers und auch nach der
Transplantation erreichten sie schneller wieder einen Ak-Titer, der zu AbstofSungsreaktionen
fithrte und das Uberleben des Transplantats gefihrdete. Diese Patienten scheinen immunologi-
sche ,,high responder® zu sein, fir die in Zukunft ein Protokoll mit potenteren Immunsuppressi-
va entwickelt werden sollte. ¥

Die in der vorliegenden Arbeit entwickelten Normwerttabellen zeigen, dass es sich bei Indi-
viduen mit hohen IgG-Ak-Titern fast immer um Vertreter der Blutguppe 0 handelt. Der Ruf
nach einem einheitlichen Protokoll fir die Vorbereitung und Nachsorgen bei ABO-inkompatiblen
Transplantationen wird aktuell wieder lauter, da die Verfahren sich je nach Land und Transplan-
tationszentrum teilweise deutlich unterscheiden. Die vorgeschlagenen Normwerte dieser Arbeit
konnen helfen, das Outcome und den Aufwand ABO-inkompatibler Transplantationen bei ver-

schiedenen Blutgruppen abzuschitzen und somit zur Entwicklung einheitlicher und effizienter

Procedere zum Einschluss- und Nachsorgeprogramm bei Transplantation beizutragen.
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6 ANHANG TABELLENWERK ROHDATEN

6.1 EINTEILUNG DER ROHDATEN

In der folgenden Tabelle ist das Untersuchungsdatum aller 449 Blutproben aufgelistet, sowie das
Geburtsjahr des Probanden, dessen Geschlecht (m minnlich, w weiblich), Einteilung nach s

Spender und p Patient, sowie die Blutgruppe (A1, A2, B oder 0).

#  Untersuchungsdatum Geburtsjahr Geschlecht Spender / Patient Blutgruppe
1 05.04.11 1983 w s Al
2 05.04.11 1981 m s Al
3 01.04.11 1960 m s Al
4 03.05.11 1970 m s B
5 03.05.11 1973 w s B
6 03.05.11 1987 m s B
7 03.05.11 1984 m s Al
8 03.05.11 1983 m s Al
9 03.05.11 1966 w s Al
10 04.05.11 1964 w S 0
11 04.05.11 1961 m s 0
12 04.05.11 1982 m s 0
13 04.05.11 1970 w s Al
14 04.05.11 1973 m s A2
15 04.05.11 1973 w s Al
16 05.05.11 1986 w s 0
17 05.05.11 1987 m s 0
18 05.05.11 1963 m s Al
19 05.05.11 1963 w s Al
20 05.05.11 1965 m S A2
21 05.05.11 1982 w s Al
22 06.05.11 1949 m s 0
23 06.05.11 1984 w s 0
24 06.05.11 1984 w s 0
25 06.05.11 1973 w s A2
26 06.05.11 1982 m s A2
27 10.05.11 1988 m s 0
28 10.05.11 1985 w s 0
29 10.05.11 1986 w s 0
30 10.05.11 1984 m s 0
31 10.05.11 1979 w s 0
32 11.05.11 1968 m s A2
33 11.05.11 1990 w s A2
34 11.05.11 1987 w s B
35 18.05.11 1984 w s A2
36 18.05.11 1988 w s A2
37 18.05.11 1986 w s A2
38 18.05.11 1988 m s B
39 23.05.11 1976 m s B
40 23.05.11 1979 w s B
41 26.05.11 1946 m p Al
42 26.05.11 1937 w p Al
43 26.05.11 1942 m p Al
44 26.05.11 1936 w p A2
45 26.05.11 1944 w p Al
46 26.05.11 1956 m p 0
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47 25.05.11 1935 m p B
48 25.05.11 1943 m p B
49 25.05.11 1930 m p A2
50 25.05.11 1930 m p Al
51 25.05.11 1937 W P Al
52 25.05.11 1952 w p Al
53 23.05.11 1936 m p Al
54 23.05.11 1960 m p Al
55 23.05.11 1961 w p B
56 23.05.11 1940 m p 0
57 23.05.11 1969 m p Al
58 23.05.11 1956 m p A2
59 23.05.11 1944 m p B
60 23.05.11 1938 m p B
61 23.05.11 1944 W p 0
62 23.05.11 1941 W p Al
63 23.05.11 1938 m p Al
64 23.05.11 1954 m p 0
65 23.05.11 1939 m p B
66 23.05.11 1975 m p 0
67 23.05.11 1929 m p Al
68 18.05.11 1942 m p 0
69 18.05.11 1923 w p Al
70 18.05.11 1939 W p 0
71 18.05.11 1946 W p 0
72 18.05.11 1935 W p Al
73 18.05.11 1941 W p B
74 18.05.11 1931 w p B
75 18.05.11 1977 w p A2
76 18.05.11 1940 m p A2
77 17.05.11 1936 m p A2
78 17.05.11 1948 w p A2
79 17.05.11 1990 m p 0
80 17.05.11 1939 w p 0
81 17.05.11 1959 W p 0
82 17.05.11 1986 m p B
83 17.05.11 1933 m p B
84 17.05.11 1946 w p B
85 17.05.11 1939 w p Al
86 17.05.11 1960 m p 0
87 17.05.11 1941 w p Al
88 12.05.11 1944 m p 0
89 12.05.11 1964 m p 0
90 12.05.11 1965 w p B
91 12.05.11 1941 W p B
92 12.05.11 1973 m p 0
93 11.05.11 1929 m p Al
94 11.05.11 1969 w p B
95 11.05.11 1935 m p B
96 10.05.11 1951 m p 0
97 02.05.11 1939 m p 0
98 06.05.11 1931 w p Al
99 15.06.11 1948 m p B

100 15.06.11 1934 w p B

101 15.06.11 1928 m P 0

102 15.06.11 1935 m p 0

103 15.06.11 1927 w p Al

104 27.05.11 1941 m p A2
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105 27.05.11 1951 m p B
106 27.05.11 1948 w p B
107 27.05.11 1956 m p B
108 27.05.11 1953 w p A2
109 01.06.11 1961 w p 0
110 01.06.11 1945 m p 0
111 01.06.11 1978 W P A2
112 01.06.11 1940 m p A2
113 02.06.11 1967 m p A2
114 02.06.11 1953 m p A2
115 07.06.11 1942 w p B
116 07.06.11 1970 m p B
17 07.06.11 1954 m p A2
118 07.06.11 1942 m p A2
119 07.06.11 1942 m p B
120 07.06.11 1955 m p A2
121 02.06.11 1984 W s A2
122 02.06.11 1987 W s A2
123 07.06.11 1983 W s B
124 08.06.11 1964 W s B
125 14.06.11 1936 W p Al
126 14.06.11 1949 m p B
127 14.06.11 1937 m p B
128 14.06.11 1921 w p A2
129 14.06.11 1918 w p 0
130 14.06.11 1927 W p 0
131 08.06.11 1952 W p A2
132 08.06.11 1954 m p A2
133 08.06.11 1945 m p A2
134 08.06.11 1964 w p A2
135 08.06.11 1935 m p A2
136 08.06.11 1928 w p B
137 08.06.11 1923 w p 0
138 08.06.11 1941 w p Al
139 27.05.11 1985 m s B
140 02.06.22 1979 m s 0
141 16.06.11 1935 m p Al
142 16.06.11 1932 m p 0
143 16.06.11 1924 w p A2
144 16.06.11 1926 m p 0
145 16.06.11 1937 w p A2
146 16.06.11 1935 w p B
147 20.06.11 1925 w p Al
148 20.06.11 1969 w p B
149 20.06.11 1934 m p 0
150 20.06.11 1928 w p Al
151 20.06.11 1948 W p B
152 23.06.11 1971 m p Al
153 23.06.11 1931 w p 0
154 23.06.11 1938 m p B
155 23.06.11 1948 w p A2
156 23.06.11 1924 m p Al
157 29.06.11 1934 w p B
158 29.06.11 1917 w p 0
159 29.06.11 1927 m p B
160 29.06.11 1963 w p A2
161 29.06.11 1930 W P 0
162 29.06.11 1934 m p Al
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163 29.06.11 1924 m p Al
164 29.06.11 1935 m p 0
165 29.06.11 1935 m p Al
166 12.07.11 1930 W p 0
167 12.07.11 1933 W p 0
168 12.07.11 1934 m p 0
169 12.07.11 1928 W p 0
170 12.07.11 1932 m p B
171 19.07.11 1935 W P B
172 19.07.11 1922 W p B
173 19.07.11 1930 m p B
174 19.07.11 1925 m p A2
175 14.07.11 1932 W p A2
176 15.07.11 1930 m p A2
177 13.07.11 1931 W p A2
178 13.07.11 1927 W p 0
179 13.07.11 1934 m p A2
180 13.07.11 1936 w p 0
181 14.07.11 1923 W p A2
182 14.07.11 1933 m p B
183 21.07.11 1921 W p B
184 21.07.11 1935 W p B
185 21.07.11 1932 m p B
186 21.07.11 1935 W p A2
187 25.07.11 1928 m p A2
188 25.07.11 1925 W p A2
189 25.07.11 1918 W p A2
190 08.08.11 1936 m p A2
191 08.08.11 1925 W p A2
192 30.03.11 1979 m s Al
193 31.03.11 1981 m s Al
194 31.03.11 1959 m s Al
195 31.03.11 1964 W s Al
196 01.04.11 1984 W s Al
197 05.04.11 1985 m s Al
198 05.04.11 1968 m s B
199 05.04.11 1988 W s Al
200 05.04.11 1982 m s Al
201 06.04.11 1988 m s Al
202 06.04.11 1977 m s Al
203 06.04.11 1973 m s Al
204 07.04.11 1961 m s Al
205 07.04.11 1963 m s Al
206 07.04.11 1973 m s Al
207 07.04.11 1969 w s Al
208 07.04.11 1974 m s Al
209 07.04.11 1984 m s Al
210 08.04.11 1970 w s Al
211 08.04.11 1959 m s Al
212 08.04.11 1984 m s Al
213 21.04.11 1986 w s A2
214 21.04.11 1990 m s A2
215 21.04.11 1981 m s A2
216 21.04.11 1984 m s 0
217 21.04.11 1979 m s 0
218 26.04.11 1942 m p Al
219 26.04.11 1985 m p A2
220 26.04.11 1939 m p 0
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221 27.04.11 1959 w S Al
222 27.04.11 1964 w S Al
223 27.04.11 1980 m S Al
224 27.04.11 1984 w S 0
225 27.04.11 1967 w S 0
226 28.04.11 1070 m S 0
227 28.04.11 1957 m S 0
228 28.04.11 1991 m S Al
229 28.04.11 1985 m S Al
230 28.04.11 1985 W S Al
231 28.04.11 1958 W S 0
232 28.04.11 1988 m S 0
233 02.05.11 1930 W P B
234 03.05.11 1984 m S A2
235 03.05.11 1960 m S Al
236 03.05.11 1964 m S Al
237 03.05.11 1979 m S A2
238 03.05.11 1979 m S 0
239 03.05.11 1983 m S 0
240 04.05.11 1978 W S 0
241 04.05.11 1989 w S 0
242 04.05.11 1990 m S Al
243 04.05.11 1967 W S Al
244 04.05.11 1963 W S A2
245 04.05.11 1977 m S A2
246 05.05.11 1987 m S 0
247 05.05.11 1945 m p 0
248 05.05.11 1942 W p 0
249 05.05.11 1986 m S B
250 05.05.11 1987 m S B
251 05.05.11 1979 W S B
252 06.05.11 1991 m S B
253 06.05.11 1972 m S B
254 06.05.11 1972 m S B
255 06.05.11 1984 m S 0
256 06.05.11 1956 m S 0
257 06.05.11 1980 m S 0
258 06.05.11 1971 W S 0
259 06.05.11 1971 W S 0
260 07.05.11 1967 W S B
261 07.05.11 1966 m s A2
262 07.05.11 1952 W s A2
263 07.05.11 1956 W S 0
264 07.05.11 1971 m s 0
265 07.05.11 1989 m S 0
266 10.05.11 1962 W S 0
267 10.05.11 1957 m s 0
268 10.05.11 1986 m S 0
269 10.05.11 1962 W S 0
270 10.05.11 1984 m S A2
27 10.05.11 1955 w P Al
272 12.05.11 1932 m P B
273 12.05.11 1967 w S B
274 12.05.11 1984 m s B
275 12.05.11 1983 W S A2
276 12.05.11 1967 m S A2
277 12.05.11 1922 W P Al
278 12.05.11 1931 m P A2
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279 12.05.11 1940 m p B
280 12.05.11 1956 m p B
281 12.05.11 1939 W P B
282 13.05.11 1986 m s A2
283 13.05.11 1970 w s A2
284 13.05.11 1988 w s B
285 13.05.11 1981 w s B
286 13.05.11 1984 m s B
287 13.05.11 1986 m s A2
288 13.05.11 1940 m p Al
289 13.05.11 1971 m s B
290 13.05.11 1980 W s B
291 13.05.11 1932 m P B
292 14.05.11 1951 W p 0
293 14.05.11 1939 m p 0
294 14.05.11 1933 W p 0
295 14.05.11 1979 m s B
296 14.05.11 1962 W s B
297 17.05.11 1926 W p B
298 17.05.11 1930 m p 0
299 17.05.11 1936 m p 0
300 18.05.11 1950 m p A2
301 18.05.11 1932 m p Al
302 18.05.11 1932 m p B
303 18.05.11 1934 W p Al
304 18.05.11 1977 m p 0
305 18.05.11 1949 m p A2
306 18.05.11 1969 w p 0
307 18.05.11 1938 w p Al
308 18.05.11 1965 m p Al
309 18.05.11 1963 m p Al
310 19.05.11 1979 m p Al
311 19.05.11 1960 m p 0
312 19.05.11 1928 w p 0
313 19.05.11 1942 w p 0
314 19.05.11 1976 m s B
315 19.05.11 1970 m s B
316 19.05.11 1985 m s B
317 20.05.11 1981 m s A2
318 20.05.11 1959 m s A2
319 20.05.11 1925 m p B
320 20.05.11 1933 m p 0
321 20.05.11 1936 W p B
322 20.05.11 1952 m p Al
323 20.05.11 1950 m p 0
324 20.05.11 1936 w p A2
325 20.05.11 1932 m p A2
326 20.05.11 1951 w p 0
327 20.05.11 1948 w p A2
328 20.05.11 1932 w p Al
329 26.05.11 1968 m s A2
330 26.05.11 1911 w p 0
331 26.05.11 1943 m P 0
332 26.05.11 1944 m p B
333 26.05.11 1982 w s A2
334 26.05.11 1976 w s A2
335 26.05.11 1945 m p A2
336 26.05.11 1953 m p B
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337 26.05.11 1954 m p B
338 26.05.11 1935 w p B
339 26.05.11 1939 w p B
340 26.05.11 1927 W p B
341 31.05.11 1981 m P A2
342 31.05.11 1940 m p A2
343 31.05.11 1949 w p B
344 31.05.11 1940 w p B
345 31.05.11 1936 w p B
346 31.05.11 1986 m p B
347 31.05.11 1964 m p A2
348 31.05.11 1945 m p B
349 31.05.11 1989 w p B
350 31.05.11 1940 m p B
351 03.06.11 1983 m p B
352 03.06.11 1944 w p B
353 03.06.11 1943 w p B
354 03.06.11 1970 m s A2
355 06.06.11 1939 m p A2
356 09.06.11 1935 W p Al
357 09.06.11 1933 m p Al
358 09.06.11 1930 m p A2
359 09.06.11 1934 m p 0
360 09.06.11 1936 W p B
361 10.06.11 1951 m p A2
362 10.06.11 1931 m p 0
363 10.06.11 1922 W p Al
364 10.06.11 1927 m p Al
365 14.06.11 1920 m p Al
366 14.06.11 1927 m p A2
367 14.06.11 1939 m p A2
368 14.06.11 1934 w p Al
369 14.06.11 1925 w p 0
370 14.06.11 1924 w p 0
371 14.06.11 1937 w p B
372 15.06.11 1961 w p A2
373 15.06.11 1934 w p Al
374 15.06.11 1929 w p 0
375 15.06.11 1924 w p Al
376 16.06.11 1931 m p 0
377 16.06.11 1931 m p 0
378 16.06.11 1924 w p B
379 16.06.11 1985 m p B
380 16.06.11 1928 m p A2
381 16.06.11 1926 w p A2
382 17.06.11 1931 m p Al
383 17.06.11 1925 w p Al
384 17.06.11 1932 m p A2
385 17.06.11 1933 m p Al
386 17.06.11 1932 m p 0
387 17.06.11 1929 w p 0
388 21.06.11 1944 m p A2
389 21.06.11 1952 w p A2
390 21.06.11 1964 w p A2
391 21.06.11 1934 W p Al
392 21.06.11 1950 m p B
393 21.06.11 1936 w p B
394 28.06.11 1934 w p 0
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395 28.06.11 1932 m p 0
396 28.06.11 1934 w p Al
397 28.06.11 1930 m p Al
398 28.06.11 1931 w p Al
399 28.06.11 1935 m p A2
400 28.06.11 1931 w p A2
401 28.06.11 1936 w p B
402 22.06.11 1936 m p Al
403 22.06.11 1936 w p Al
404 22.06.11 1922 w p A2
405 22.06.11 1943 w p B
406 22.06.11 1931 m p 0
407 30.06.11 1920 w p Al
408 30.06.11 1933 m p Al
409 30.06.11 1922 w p Al
410 30.06.11 1935 m p Al
411 30.06.11 1926 w p B
412 30.06.11 1952 m p B
413 30.06.11 1995 m p B
414 30.06.11 1928 w p 0
415 01.07.11 1932 w p 0
416 01.07.11 1935 m p 0
417 01.07.11 1933 m p 0
418 01.07.11 1927 m p A2
419 01.07.11 1935 m p Al
420 01.07.11 1925 w p Al
421 01.07.11 1936 m p B
422 01.07.11 1935 W p 0
423 04.07.11 1920 w p A2
424 04.07.11 1929 m p B
425 04.07.11 1928 w p Al
426 04.07.11 1935 w p Al
427 05.07.11 1969 w p A2
428 05.07.11 1988 m p A2
429 05.07.11 1977 w p A2
430 07.07.11 1933 m p A2
431 07.07.11 1980 m p B
432 06.07.11 1932 m p A2
433 06.07.11 1927 m p A2
434 06.07.11 1985 m p A2
435 06.07.11 1933 w p A2
436 30.07.11 1933 m p B
437 30.07.11 1923 w p B
438 30.07.11 1935 w p B
439 30.07.11 1926 w p B
440 30.07.11 1933 m p B
441 02.08.11 1934 m p A2
442 04.08.11 1930 m p B
443 04.08.11 1934 m p A2
444 04.08.11 1927 w p B
445 04.08.11 1913 w p B
446 06.08.11 1933 m p A2
447 06.08.11 1932 m p B
448 06.08.11 1920 w p A2
449 10.08.11 1930 W p A2
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6.2 NACL-ROHRCHEN

In der folgenden Tabelle sind die vollstindigen Messergebnisse fiir alle 449 mittels NaCl-

Rohrchen untersuchten Blutproben aufgelistet.

# Al- Al- Al- A2- A2- A2- B- B- B-
Abfall Ende Score Abfall Ende Score Abfall Ende Score

1 2 5 41

2 2 7 130

3 2 3 18

4 4 8 308 2 4 26

5 3 4 32 2 3 10

6 5 9 676 1 6 72

7 3 5 56

8 2 4 26

9 3 5 53
10 3 9 552 3 6 88 3 6 88
11 4 7 164 2 6 76 1 5 35
12 1 5 35 1 3 11 2 4 18
13 1 6 71
14 3 8 280
15 3 6 80
16 4 9 560 2 5 42 2 6 82
17 2 6 74 3 5 54 2 5 42
18 2 7 134
19 1 7 132
20 2 6 74
21 2 6 70
22 1 5 35 1 3 7 2 5 42
23 5 42 1 4 17 2 5 41
24 3 8 328 2 7 138 2 8 274
25 3 256 552
26 2 7 138
27 2 6 74 1 3 8 1 6 71
28 2 6 74 2 6 70 2 6 74
29 2 9 546 2 7 138 1 5 36
30 3 9 536 2 8 265 1 5 39
31 3 7 150 1 5 34 2 5 42
32 1 5 34
33 1 5 32
34 5 9 606 2 8 274
35 2 6 82
36 7 152
37 1 5 34
38 8 274 1 4 16
39 1 5 35 1 3 8
40 7 152 2 5 41
41 2 5 41
42 5 10 1324
43 2 7 138
44 2 5 41
45 1 2 4
46 1 6 71 1 4 19 1 5 35
47 2 6 74 1 4 16
48 6 10 1344 3 10 1045

N
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290
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39

50
51

28

265
71

52
53
54
55
56
57
58
59
60

34

138
88

558
289

304
143
79

42

35

71

36

138

61

278
35

62
63
64
65
66
67

145

274
32
38

296
277

137
135
41

150

35

68

273
35

69
70

26

152
304

302

150

71

72
73
74
75
76
77
78

134

350
35

304

266
74
68

17
274
86

36
82
74
34

68

79
80

138
150
162

81

82
83
84
85
86
87

19

71

39

174

550

17
38
19

134
35

530

67

88

89
90

66
31

138
134

91

19
15

92
93
94
95

32

145
31

19
608
56

49

1064 5

188

10

96

56
22

97

98

35

152
138

1132
84

99
100

16
620
20

564

10

101
102
103

16
35

104
105
106
107

26

152
35

16

304



108 1 5 35
109 7 152 3 278 1 4 18
110 6 73 2 42 2 5 42
111 7 10 1408
112 2 7 138
13 3 9 552
114 2 5 42
115 5 35 1 35

116 6 88 3 56

117 1 4 20
118 3 7 152
119 8 274 1 67

120 2 6 74
121 3 8 400
122 5 10 1132
123 7 152 1 135

124 8 280 1 135

125 2 6 74
126 7 135 1 32

127 8 268 1 64

128 1 6 67
129 7 152 3 88 2 5 38
130 6 131 1 36 2 6 73
131 2 7 146
132 1 4 16
133 2 6 81
134 2 7 161
135 2 5 42
136 7 146 1 71

137 6 74 1 135 1 32
138 3 88
139 6 67 1 4

140 4 15 1 3 1 6 67
141 1 6 71
142 7 138 2 74 2 7 138
143 1 5 35
144 4 16 1 8 1 4 16
145 2 6 74
146 6 73 1 32

147 2 5 38
148 6 74 1 15

149 4 15 1 8 2 5 38
150 2 6 74
151 7 164 1 64

152 3 8 296
153 9 620 3 152 5 8 364
154 9 620 3 88

155 1 6 67
156 1 5 35
157 5 34 1 3

158 6 74 1 39 2 6 73
159 9 592 1 130

160 3 8 280
161 7 131 1 131 1 6 67
162 5 9 612
163 2 6 73
164 6 82 1 17 1 5 39
165 1 5 39
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71

88

152
42

166
167
168

41

38
86

26

66
42

19
19
35

169
170

150
152
88

171
172
173

19

74

67

174
175
176
177
178

73
35

684
33

35

71

152
577
19

179

145

277

180

181
182

41

152
16
74
85

183

35

184

35

185

41

186

308
73

187

188

1064
564
25

10

189

190

191
192
193

212

102
144
160
148
152

194
195
196
197
198

85

208
37

199
200

74

201
202
203
204
205
206
207
208
209

176
97

104
23

50
86
56

324
812

210

104
116
208

21
212
213

684
166
552
596
20

214
215
216
217
218
219
220

176
88

784
308

150
236
38

304

356

221
222
223

84
236
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100
332
84
56
86
332
316
44
580

48

92
280

224
225
226
227
228
229
230

86
80
26

180
152

42

176
356
88

231
232
233
234
235
236
237
238
239
240

280
19

42

56
19

304
180
33
19

280

596
42

76
48

308

164
596

176

241
242
243
244
245
246
247
248
249
250

138
308
308

180
620

88
84
44
76

348
92

152

100
316
308
286
356
73

84
35

251
252
253
254
255
256
257
258
259
260

70

36
36
28

564
156
92

36
19

40

76
21

156
84
684
284

152

340
72

261
262
263
264
265
266
267
268
269
270

152
24

32
11
35

60
26

12
74
35

180
56

28

13

11

12

364
19
79
19

42

18

56

271
272
273
274
275
276
277
278
279
280

11
26

152
176
79

16

6

88

156
680
48

22

164
56
50

11

281



84

23

282
283
284
285
286
287
288
289
290

56

56

180
76
564

39

41

296
300
176
56
92
540
52

76
41

291
292
293
294
295
296
297
298
299
300

11

11

14
92

172

18

156
26

12
86

17
80

18

301
302
303
304
305
306
307
308
309

32

56
20
44
41

20

92

16

80

48

44
26

19
19

310

42

nm
312
313

10
19

23

39

92

42

150
48

314
315
316
317
318
319
320

50

188
92

40

44

152

38

172
116

321
322
323
324
325
326
327
328
329
330

56
21

92

6

116

38

49

68

79

56
88
56

39

82

6
6
6

74
22

116
72

331
332
333
334
335
336
337
338
339

86
88
40

10
10

176
40

19
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35

1045 1

10

340
3
342
343
344
345
346
347
348
349
350

32
30

18
26

56
88

74

204
66

56

16
92
16
39

73
188
74
85
180
188

351
352
353
354
355
356
357
358
359
360

77

84

152
41

45

25

45

22

73

20

76
72

24
60
19

361
362
363
364
365
366
367
368
369
370

48

85

142
18
54
53

82
44

25

86
23

37
372
373
374
375
376
377
378
379
380

18
34
42

88

152

10
84
84

42

88

38

76
40

39

162

30
48

381
382
383
384
385
386
387
388
389
390

16
16
84
71

24
48

124

46

190
100

6

30
96
82
38

391
392
393
394
395
396
397

82
41

85
101
86
76

19

41

16
38
49

16
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22
21

398
399
400

36

42

401
402
403
404
405
406
407
408
409

10
42

16

36

78
56
23

74

180

50

410

16
42

41
412
413
414
415
416
417
418
419
420

16
18
17
20
41

85
37

24
40

84
86
42

150
54
32
34

42

10

67

74
35

421
422
423
424
425

18

39

77

620
88

25

426
427
428
429
430

53
165

164

38

328

431
432
433
434
435
436
437
438
439
440

19

18
68
76

276

1120 2

35

10

18
10
16

100
146
40

6

19

441
442
443
444
445
446
447
448
449

21

152

148

73
35

180
76

6

592

86

6

39

145
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6.3 NACL-KARTE

In der folgenden Tabelle sind die vollstindigen Messergebnisse fiir alle 449 mittels NaCl-Karte

untersuchten Blutproben aufgelistet.

# Al- Al- Al- A2- A2- A2- B- B- B-
Abfall Ende Score Abfall Ende Score Abfall Ende Score

1 1 3 11

2 3 5 56

3 1 2 4

4 2 5 42 0

5 2 4 26 1 1 1

6 4 6 112 1 4 19

7 3 6 102

8 1 4 20

9 2 5 42
10 3 7 150 2 6 74 5 8 352
11 4 7 174 4 6 110 2 5 42
12 1 5 39 1 3 8 1 4 19
13 1 4 22
14 4 7 176
15 2 5 42
16 3 7 150 6 88 4 8 302
17 2 5 41 1 4 19 2 4 26
18 2 6 74
19 2 5 42
20 3 6 86
21 2 5 42
22 1 4 19 1 1 1 2 5 42
23 5 42 1 3 11 3 6 102
24 5 222 6 82 4 9 590
25 4 7 174
26 2 5 42
27 2 5 42 1 3 9 2 6 74
28 4 7 174 3 6 86 4 7 174
29 3 7 166 1 5 35 3 6 85
30 3 8 326 2 6 82 3 6 86
31 2 5 42 1 3 11 2 6 78
32 2 5 42
33 2 6 74
34 3 7 150 2 5 42
35 3 7 150
36 7 150
37 1 5 35
38 5 57 1 2 3
39 1 3 11 0 0
40 6 74 1 4 19
41 2 6 73
42 3 10 1046
43 2 7 138
44 1 7 131
45 1 5 35
46 6 73 1 4 19 2 5 41
47 1 5 35 1 3 8
48 4 9 560 4 7 174
49 3 7 149
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19

50
51

67

52
53
54
55
56
57
58
59

35

39

71

150
302

701
73
277

294

19
11

60

149
135
19

137

35

145

61

62
63
64
65
66
67

504
16
19

3

1046
135
71

10

273
73

137

137

74
1072

35

68

69
70

74

278
560

10

534

71

72
73
74
75
76
77
78

137

549
19

146
74
150
81

19
302
277

35

138
302

79
80

146
146
42

2

1094
86
32
73

10

81

82
83
84
85
86
87

74

19

42

278

278

150
42

536
86
74
67

88

42

89
90

16

91

42

92
93
94
95

19

11

54

42
1188

150
1168

86

10

10

96

110

26

174

97

98

38

88

99
100

35
1228

152
1820

708

10

6

10

101
102
103

42

180

35

104
105
106
107

16

86
11
73



89

41

108

11
41

150
67

302

85

109

110

1406
42

10

111
112
113
114
115
116
117
118
119
120

86
35

37

32

67

35

64

131

16

152
308

121
122

35

73

71

123

73

124

35

125

35

150

304

126

73

127

74
86
42

128

304
19

352
86

129

130

86

131
132

42

133

150
25

134
135
136
137
138

16
150

19

35

152

41

35

139
140

73

141
142
143

176

35

166

336

144
145
146
147
148

73

35

35

35

35

74

149
150

35

19

137

151
152
153

73

350

302

149

608
277

154
155
156
157
158

19
16

86

86

74

176
301

159
160

150
176
74
146
35

74

152

161
162
163

19

73

164
165

16
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88

168

176
19

71

166
167
168

11
41

19
19

112

86
86
53
35

169
170

171
172
173

41

35

174
175
176
177
178

42

67

708
11
11

19

86

179

174

19

174

608

180

181
182

19

41

183

19
10

73
85

184

185

25

186

174
42

187

188

176
174

189

190

191
192
193

56

34
25

194
195
196
197
198

56
206
86

42

56

199
200

18

201
202
203
204
205
206
207
208
209

88

11

50

11

19
86

176
18

25

210

211
212
213

42

350
86

214
215
216
217
218
219
220

110

166

42

174
174

53

110
349
41

174

350

221
222
223

176
86
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143
557

110
53

350
25

174
174
702
174

224
225
226
227
228
229
230

110

110
26

350
350
11

25

110
606
41

231
232
233
234
235
236
237
238
239
240

590

142

41

86
41

350
702
21

174

446
25

42

85

41

350
222

446

241
242
243
244
245
246
247
248
249
250

702
41

352
350
894
1790
349

53
86
85
19

350
414
349

10

142
25

11

53

251
252
253
254
255
256
257
258
259
260

19

174
19
53
54

11

41

41

19
109

19
702

110
350
41

221

349

900
41

261
262
263
264
265
266
267
268
269
270

54
54
25

25

77

174
54

25

19
19

173
53
53
11

5588
41

12

11

41

53

19

271
272
273
274
275
276
277
278
279
280

35

174
85
19

110
446
3572

11

54

19

110
53
41

16

281
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53
226

282
283
284
285
286
287
288
289
290

19

173
41

41

350

85

53

19
35

174
85
350
173
1406
25

291
292
293
294
295
296
297
298
299
300

25

41

25

701

173

10

53
19

41

41

35

173

110

301
302
303
304
305
306
307
308
309

25

109
109
85

85

222

348
85

41

85

19
53

310

109
25

41

nm
312
313

11

41

41

173

222
25

53

314
315
316
317
318
319
320

41

446

222

19
702
173

54

350
19

321
322
323
324
325
326
327
328
329
330

85

41

53

222
11

173

173

173

350

174
1406
54

10

174
86

35

445
350
86

331
332
333
334
335
336
337
338
339

349
446

173

16

350
41

19
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35

350

340
3
342
343
344
345
346
347
348
349
350

11

25

85

35

150
174
11

73

26

53
221
41

173

19
35

85

351
352
353
354
355
356
357
358
359
360

174
173

41

174
11
11
11

25

85

174

11

173
41

11

361
362
363
364
365
366
367
368
369
370

141

40

350

110

86

174

174
110

25

110
11

37
372
373
374
375
376
377
378
379
380

19
41

702

350

896

273

85

222

158

86

174
73

109

302

19
31

381
382
383
384
385
386
387
388
389
390

11

86
86
53
85

894
109

896
352

53
301

149
41

391
392
393
394
395
396
397

149
73
109
41

301

174
350
173

109
41

11

25
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398
399
400

53
173

19

401
402
403
404
405
406
407
408
409

150
19

25

349

53

19

85

149

25

410

41
412
413
414
415
416
417
418

41

11

109
173
85

53
109
350
109

54
35

85
85

174
174

419
420

41

149
85

421
422
423
424
425
426
427
428
429
430

41

41

11

41

149

701

149
11

25

173

110

19

222

431
432
433
434
435
436
437
438
439
440

19
11

41

25

349

897
19

41

73
41

19

441
442
443
444
445
446
447
448
449

85

86

53
25

350
85

606

53

53
173
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6.4 NEUTR-AB® I

In der folgenden Tabelle sind die vollstindigen Messergebnisse fiir alle 449 mittels Neutr-

AB® II-Rohrchen untersuchten Blutproben aufgelistet.

# Al- Al- Al- A2- A2- A2- B- B- B-
Abfall Ende Score Abfall Ende Score Abfall Ende Score

1 0 0 0

2 2 3 8

3 0 0 0

4 0 0 0 0 0 0

5 0 0 0 0 0 0

6 0 0 0 0 0 0

7 2 2 2

8 0 0 0

9 0 0 0
10 2 8 254 0 0 0 2 5 30
11 2 9 510 2 6 62 3 6 68
12 2 8 254 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0
16 2 7 128 0 0 0 2 7 126
17 2 5 30 0 0 0 2 5 30
18 1 3 6
19 0 0 0
20 2 3 6
21 0 0 0
22 0 0 0 0 0 0 2 3 6
23 2 7 126 0 0 0 2 5 34
24 2 14 0 0 0 2 5 30
25 2 4 14
26 2 4 14
27 2 6 62 0 0 0 2 7 126
28 2 8 254 2 8 254 2 8 254
29 2 4 14 0 0 0 2 5 30
30 2 6 62 0 0 0 2 3 6
31 2 3 6 0 0 0 2 5 30
32 0 0 0
33 0 0 0
34 2 7 126 0 0 0
35 2 3 6
36 2 3 6
37 0 0 0
38 0 0 0 0 0 0
39 0 0 0 0 0 0
40 0 0 0 0 0 0
41 2 8 258
42 3 9 532
43 2 8 256
44 2 9 512
45 2 8 256
46 1 7 126 0 0 0 2 8 260
47 2 3 6 0 0 0
48 2 9 518 0 0 0

N
=}
\S]
~

126



96

30

50
51

64

52
53
54
55
56
57
58
59
60

256

30

30
30

256

61

62
63
64
65
66
67

126

32

128
30
126
30
30

62

30

68

69
70

126
254

134

71

72
73
74
75
76
77

126

128
30

78

126
254
68

79
80

126
62

81

82
83
84
85
86
87

30

14

oS n O <

S AN O N

126

134
126

88

89
90

91

92
93
94
95

62

30
518
62

510

96

30

97

98

99
100

126

516

512
510

101
102
103

30

104
105
106
107
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108

256

109

30
512

110

111
112
113
114
115
116
117
118

64
62

119
120

121
122

62

123

124

125

126

64

127

128

128
126

129

130

64

131
132

133

256

134
135
136
137
138

62

14

126

139
140

126

141
142
143

128

254

144
145
146
147
148

62

30

149
150

151
152
153

128
532

126

516
126

154
155
156
157
158

30
14

64

159
160

32
30
14
62

161
162
163

32

164
165
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30
32

256

166
167
168

62
30

128

169
170

14

171
172
173

174
175
176
177
178

62

179

128

30

180

181
182

183

184

62

185

14
254
30
30
254
14

186

187

188

189

190

191
192
193

44

194
195
196
197
198

16

14

199
200

14

N O O 0o O o oo

N O O n O o oo

N O O N O o oo

201
202
203
204
205
206
207
208
209

6
14

210

21
212
213

6
6
262
14
16
16

8

214
215
216
217
218
219
220

128

14
30

62

221
222
223

30
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224
225
226
227
228
229
230

30

14
126

14

30
14

231
232
233
234
235
236
237
238
239
240

62

O

o

N

30
14
14
30
14
62
14
30
14
62
61

30
62
254
254

241
242
243
244
245
246
247
248
249
250

62
126
510

126

251
252
253
254
255
256
257
258
259
260

14

14
30

30

128
30
256

32

261
262
263
264
265
266
267
268
269
270

O

[Sp]

N

510

30

30
62

14

30

271
272
273
274
275
276
277
278
279
280

14
32

520

16

281



100

282
283
284
285
286
287
288
289
290

16

516

16

291
292
293
294
295
296
297
298
299
300

14
268

20

14

128

30

16

301
302
303
304
305
306
307
308
309

14
30
64

30

16
14

310

nm
312
313

314
315
316
317
318
319
320

14

16

128

321
322
323
324
325
326
327
328
329
330

14

o O O O O O

N O o n oo

N O O AN OO

256

268
67

260

331
332
333
334
335
336
337
338
339

14
64
268

14
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340
3
342
343
344
345
346
347
348
349
350

64

351
352
353

S o O O O

S O O O

SO N O O O

354
355
356
357
358

)

0
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6.5 IG-COOMBS-KARTE

In der folgenden Tabelle sind die vollstindigen Messergebnisse fur alle 449 mittels IgG-Coombs-

Karten untersuchten Blutproben aufgelistet.

# Al- Al- Al- A2- A2- A2- B- B- B-
Abfall Ende Score Abfall Ende Score Abfall Ende Score

1 1 3 11

2 2 5 50

3 1 2 4

4 4 26 0 0 0

5 1 4 23 0

6 4 7 176 1 3 11

7 2 6 82

8 1 4 19

9 2 5 41
10 6 9 704 4 8 302 7 9 896
11 6 10 1216 6 9 704 5 7 222
12 5 8 350 2 7 145 2 6 73
13 1 4 19
14 3 7 152
15 1 4 19
16 5 9 606 4 9 590 5 9 606
17 2 6 74 1 4 23 2 6 98
18 2 6 74
19 1 4 20
20 3 6 86
21 2 4 26
22 1 5 35 1 1 1 2 6 74
23 4 8 302 1 6 71 4 7 174
24 4 8 336 6 74 4 7 176
25 3 6 86
26 2 5 42
27 4 8 302 1 5 35 4 7 174
28 7 10 1406 6 9 702 5 9 638
29 4 7 174 2 4 22 4 7 174
30 3 8 277 3 6 86 2 6 74
31 2 7 137 1 6 67 2 7 138
32 2 4 58
33 3 6 86
34 4 9 558 2 5 42
35 2 7 138
36 6 86
37 1 5 35
38 1 5 39 1 1 1
39 1 3 11
40 6 73 1 4 19
41 2 7 131
42 4 10 1070
43 2 6 74
44 1 7 131
45 1 6 67
46 1 8 263 1 5 35 1 6 67
47 1 5 35 1 2 4
48 10 1120 3 7 150
49 3 6 86
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50 1 4 21
51 1 1 1
52 1 6 67
53 1 5 35
54 1 5 35
55 3 7 150 1 6 67
56 4 9 1070 5 9 606 3 10 1061
57 1 6 67
58 1 7 135
59 1 4 16 0 0 0
60 1 4 16 1 1 1
61 3 10 1061 2 8 265 3 8 278
62 3 7 150
63 1 5 35
64 3 9 533 3 9 534 3 8 277
65 2 7 137 1 3 8
66 2 8 265 1 6 67 4 8 302
67 2 6 73
68 1 6 66 0 0 0 2 10 1033
69 2 7 137
70 2 9 522 2 7 138 3 7 150
71 5 10 1120 3 10 1046 4 10 1072
72 1 3 8
73 3 10 1061 2 7 138
74 1 3 8 0 0 0
75 3 8 277
76 1 6 71
77 4 7 174
78 3 7 149
79 2 9 522 1 6 67 1 5 35
80 3 10 1062 3 9 534 4 9 558
81 6 10 1214 4 9 557 4 8 302
82 2 6 74 1 5 35
83 1 5 35 1 1 1
84 2 6 73 1 3 8
85 1 3 11
86 4 10 1070 2 10 1058 3 8 294
87 1 3 11
88 3 9 534 2 8 266 3 6 86
89 4 8 304 2 6 73 2 6 74
90 2 7 138 1 4 19
91 2 6 74 1 4 16
92 1 1 1 0 0 0 2 6 74
93 1 5 35
94 2 7 138 1 3 11
95 2 6 74 3 7 150
96 7 10 1408 7 10 1408 3 7 150
97 7 9 894 5 8 350 5 8 352
98 1 4 19
929 2 7 138 1 5 35
100 2 7 138 1 5 35
101 8 10 1820 8 10 1820 5 9 620
102 3 9 536 2 9 529 1 5 35
103 1 1 1
104 1 5 35
105 2 7 138 1 3 7
106 1 4 16 1 1 1
107 1 6 67 1 2 3
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108 1 6 67
109 2 10 1026 2 8 274 1 5 35
110 5 10 1117 1 8 259 1 7 143
111 5 10 1118
112 2 7 146
113 3 7 152
114 1 5 35
115 1 6 67 1 3 8

116 1 6 64 1 3 7

117 1 16
118 1 6 67
119 1 6 67 1 4 16

120 1 6 67
121 2 7 138
122 4 9 592
123 1 6 67 1 4 16

124 1 6 71 1 5 32

125 2 6 74
126 2 6 74 1 4 19

127 3 8 280 1 6 67

128 2 6 74
129 4 10 1076 4 9 560 2 7 138
130 4 9 558 2 7 137 2 5 42
131 2 7 138
132 1 2 3
133 2 6 74
134 4 8 302
135 2 5 42
136 1 6 67 1 4 15

137 3 10 1061 3 8 278 3 277
138 1 67
139 1 1 1 1 5 35

140 1 4 15 0 0 0 1 8 263
141 1 3 8
142 5 10 1118 5 10 1120 5 8 352
143 1 5 35
144 1 4 16 1 2 3 1 3 7
145 2 6 74
146 2 6 73 1 2 3

147 1 3 8
148 1 5 35 1 1 1

149 5 10 1117 3 10 1045 3 7 86
150 1 5 35
151 1 6 71 1 3 8

152 3 7 149
153 6 10 1216 5 10 1184 6 10 1216
154 4 9 558 3 8 277

155 1 4 19
156 1 4 16
157 1 3 8 0 0 0

158 5 9 606 4 8 302 3 7 150
159 3 8 277 1 6 67

160 2 7 145
161 3 8 278 4 6 110 4 9 560
162 3 6 86
163 1 6 71
164 5 9 606 2 7 137 1 6 71
165 1 4 19
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301
73

558

1070
16
1213

166 10

167
168

549
334

605
19

5

10

174
149
73

169
170

171
172
173

67

67

73
73
41

174
175
176
177
178

608
11

42

86

19
534
11

179

278

1166

10

180

181
182

73
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35

73

73
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16

185

41

186

340
86

336

208

187

188
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19
54
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26

191
192
193

194
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197
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110

102
50

50

88

199
200

42

201
202
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208
209

88

26

42

19
19
86

224
19

25

210

21
212
213

54
608
86

214
215
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219
220

350
166

174

174

914
606

173
446
42

350

702

221
222
223

302

110
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702
613

606
149
176
85

350
702
352
606
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225
226
227
228
229
230

224
350
25

298

302
277

25

350
1184
73

231
232
233
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1408

10

606

10

25

86
73

222
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109
445

350

894
277
896
896

702
301

702
704
53

241
242
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245
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250

344
350
1406
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606

10
10

701

349

702
11

1794

1045
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173
41

10
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5
6

11
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222

251
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257
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259
260

85
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25

41
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350
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109
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101
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10

5

10

446
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10

261
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269
270

54
349
349

85

797
221

173
35

173
221
53

174

445

445
41

85
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41

13

10

19

173

42

11

271
272
273
274
275
276
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278
279
280

19

174
278
19

221

350
2796

11

54

19

174
85
41

281
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53
222

282
283
284
285
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287
288
289
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16

86
25

41

350
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85

19

18
445
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110
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291
292
293
294
295
296
297
298
299
300

53
109
1789

10

10

350

5

10

109
85

349

350

41

85
19

85

110

16
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149
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