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Abkiirzungsverzeichnis

ACD-A Acidum-Citricum-Dextrose, Formel A

AGT Antihumanglobulintest (= Coombs-Test)

AHG Antihumanglobulinserum

AK Antikorper

AMR Antikorpervermittelte Rejektion (engl. antibody mediated rejection)

B-ALL Akute lymphatische Leukdmie der B-Zellreihe

DFPP Doppelfiltrationsplasmapherese (engl. double filtration plasmapheresis)

EK Erythrozytenkonzentrat

FFP Gefrierfrischplasma (engl. fresh frozen plasma)

FSU Friedrich-Schiller-Universitit Jena

GKT Gelkartentest

HLA Humane Leukozytenantigene

HPA Humane Plittchenantigene

HTx Herztransplantation

HU hohe Dringlichkeit (engl. High urgency)

1A Immunadsorption(en)

Ig Immunglobulin

ITP Immunthrombozytopenie

LV. intravenos

IVIG Intravendse Immunglobuline

Kg KG Kilogramm Korpergewicht

L Liter

LDL-Tx Lebendleberspende/-transplantation (engl. living donor liver transplantation)

LDK-Tx Lebendnierenspende/-transplantation ~ (engl.  living  donor  kidney
transplantation)

LISS Losung geringer lonenstérke (engl. low ionic strength solution)

LTx Lebertransplantation

Max Maximum

MDS Myelodysplastisches Syndrom

MED Median
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MHC Haupthistokompatibilitdtskomplex (engl. major histocompatibility complex)
Min Minimum

min Minuten

ml Milliliter

MMF Mycophenolat Mofetil

MW/x Mittelwert

N Stichprobengrofle (Anzahl eingeschlossener Patienten)

NaCl Physiologische Kochsalzlosung

Nr. Nummer

NTx Nierentransplantation

OR Odds-Ratio (Quotenverhéltnis)

p.o. per os

RT Rohrchentest

s.C. subkutan

SLE Systemischer Lupus erythematodes

SOP Standardvorgehensweise (engl. standard operating procedure)
TK Thrombozytenkonzentrat

TPA Therapeutischer Plasmaaustausch

TPG Transplantationsgesetz

UKJ Universitétsklinikum Jena

VB Vollblut
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1  Zusammenfassung

Hintergrund: Die Kurz- und Langzeitresultate ABO-inkompatibler Nieren- und
Leberlebendspenden konnten in den letzten Jahren kontinuierlich verbessert werden,
sodass hierdurch eine Moglichkeit zur Erweiterung des Organdonorpools gegeben ist. Um
dabei eine hyperakute TransplantatabstoBung durch die priformierten Isoagglutinine des
Empféingers zu verhindern und die immunologische Barriere des ABO-Blutgruppensystems
zu liberwinden, wurden fiir die Patienten spezielle Konditionierungsprotokolle entwickelt.
Diese fokussieren die perioperative Eliminierung der Isoagglutinine des Empfiangers
mittels therapeutischer Héamapherese in Kombination mit einer intensivierten
Immunsuppressionstherapie. Perioperative Immunadsorptionsbehandlungen mit Hilfe
isoagglutininspezifischer Glycosorb®-AB0-Sdulen stellen dabei ein in Europa etabliertes

Behandlungsprinzip dar. Diese Form der Konditionierung wird auch in Jena genutzt.

Fragestellung: Ziel der vorliegenden Arbeit war es die Effektivitit der
Isoagglutinintiterreduktion durch antigenspezifische Immunadsorption vor ABO-
inkompatibler Organtransplantation zu untersuchen. Hierfiir wurde die Titerreduktion bei
Verwendung der Glycosorb®-AB0-Sdulen mit der des nicht-isoagglutininspezifischen
Immunosorba®-Systems verglichen. Es sollten die Hypothesen gepriift werden, (1) wie
effektiv die Isoagglutinineliminierung beider Sdulen ist, (2) ob und welcher
Zusammenhang zwischen Isoagglutinintiterreduktion und der Menge des behandelten
Hématokrit-korrigierten Plasmavolumens besteht und (3) ob die Hohe des
Isoagglutinintiters vor erster Immunadsorption (sog. Ausgangstiter) die Anzahl der

benotigten Behandlungen beeinflusst.

Methodik: Fiir die Arbeit wurden die Isoagglutinintiter von 25 Patienten untersucht, die
sich im Zeitraum Juni 2006 bis Mérz 2010 einer Immunadsorptionstherapie im Institut fiir
Transfusionsmedizin der FSU Jena unterzogen. Das Patientenkollektiv setzte sich aus
sieben Patienten zusammen, die mit Hilfe der Glycosorb®-AB0-Sdulen auf eine ABO-
inkompatible Organtransplantation vorbereitet wurden. Dieses wurde mit einem
Kontrollkollektiv aus 18 Probanden, die mit dem Immunosorba®-System behandelt
wurden, verglichen. Die Bestimmung der prid- und posttherapeutischen Isoagglutinintiter
aus Patientenplasma erfolgte mit Hilfe eines Rohrchen- und eines Gelkartentests. Die

Auswertung der Daten erfolgte mit SPSS 18.0.
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Ergebnisse: Die Hohe der gemessenen Isoagglutinintiter lag insgesamt im Bereich
normaler interindividueller Variabilitdt. Aufgrund der recht hohen IgG-Isoagglutinintiter
und vor dem Hintergrund der Krankenhistorie der Patienten wird postuliert, dass alle
Patienten auf verschiedene Weise immunisiert waren. Die Reduktion der Isoagglutinintiter
kann mit maximal vier bzw. fiinf gesenkten Titerstufen pro IA im Patienten- bzw.
Kontrollkollektiv als effektiv angesehen werden. Beide Séulen wiesen dabei eine
anndhernd vergleichbar gute Isoagglutininreduktion auf. Anhand der durchgefiihrten
Korrelationsanalyse konnte weder fiir das Patienten- noch fiir das Kontrollkollektiv ein
eindeutiger Zusammenhang zwischen Isoagglutinintiterreduktion und behandeltem
Hamatokrit-korrigierten Plasmavolumen ermittelt werden. Auch der Vergleich
verschiedener Plasmagruppen mittels Mann-Whitney-U-Test und die Berechnung von
Odds-Ratios konnten keine genaueren Hinweise auf den FEinfluss des Hamatokrit-
korrigierten Plasmavolumens auf die Isoagglutinintiterreduktion erbringen. Eine konkrete
Empfehlung hinsichtlich des optimal zu behandelnden Plasmavolumens kann somit nicht
abgeben werden. Es ergaben sich jedoch Hinweise, dass Patienten mit hohen
Ausgangstitern mehr Immunadsorptionen bendtigen konnten als Patienten mit normalen
Ausgangstitern. Als Hauptproblem der Konditionierung kann unabhingig vom
verwendeten Sdulensystem der Wiederanstieg der Isoagglutinintiter zwischen zwei
aufeinander folgenden IA (sog. Titerrebound) festgehalten werden. Dieser zeigte sich im

Kontrollkollektiv hoher als im Patientenkollektiv.

Schlussfolgerungen: Die Effektivitit der Glycosorb®-AB0-Sdulen zur
Isoagglutininreduktion vor ABO-inkompatibler Organtransplantation konnte bestatigt
werden. Durch den Einsatz der Sdulen kann eine effektive Isoagglutinindepletion auf den
zuvor festgelegten Zieltiter erreicht werden. Im Vergleich zeigte aber auch das nicht-
isoagglutininspezifische Immunosorba®-System eine dhnlich gute Effektivitit. Ob und
welcher Zusammenhang zwischen Isoagglutinintiterreduktion und Hdmatokrit-korrigierten
Plasmavolumen besteht, konnte durch die vorliegende Arbeit nicht eindeutig geklért
werden. Auch die Rolle des Ausgangstiters fiir die Anzahl der perioperativen
Immunadsorptionen bleibt weiter zu evaluieren. Kiinftige Studien sollten daher die hier
durchgefiihrten Untersuchungen mit groBerer Probandenzahl und homogenerer
Blutgruppenverteilung reevaluieren. Im Fokus weiterer Forschungen sollten dabei vor

allem auch die Prophylaxe und die Therapie des Isoagglutinintiterrebounds stehen.
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2 Einleitung

2.1 Das ABO-Blutgruppensystem

Das 1900 von Karl Landsteiner entdeckte ABO-Blutgruppensystem gilt von den derzeit
bekannten Blutgruppensystemen als das wichtigste fiir solide Organtransplantationen
(Shishido und Hasegawa 2005). Zusammen mit dem humanen Leukozytenantigensystem

stellt es das Haupthistokompatibilitdtssystem des Menschen dar.

Durch die Antigene A und B werden die vier Phianotypen 0, A, B und AB definiert.
Klinisch relevant ist zudem die Unterteilung des Antigens A in Al und A2, sodass
zusitzlich die Untergruppen Al, A2, A1B und A2B existieren. Al-Erythrozyten tragen im
Vergleich zu A2-Erythrozyten mehr Antigen A und exprimieren zusitzlich das Antigen
Al. Die Vererbung der ABO-Blutgruppenmerkmale erfolgt kodominant. Die Haufigkeit
der Blutgruppen betrdgt in Deutschland fiir Gruppe 0 41%, fiir Gruppe A 43%, fiir Gruppe
B 11% und fiir Gruppe AB 5% (Kiefel 2010). Einen Uberblick iiber die wichtigsten
Charakteristika des ABO-Systems gibt Tabelle 1.

Tabelle 1: Wichtige Charakteristika des AB0-Blutgruppensystems

ABO-Blutgruppe Genotyp ABO-Antigene Isoagglutinine
0 0/0 keine Anti-Al, -A2, -B
Al Al/Al, A1/A2, A1/0 A, Al Anti-B
A2 A2/A2, A2/0 A Anti-B
B B/B, B/0 B Anti-Al, -A2
AlB Al/B A, Al B -
A2B A2/B A,B -

Die ABO-Antigene des Menschen beruhen auf terminalen Verzweigungen von
Kohlenhydratketten, welche an Lipide (Glycolipide) oder Proteine (Glycoproteine)
angeheftet sind (Abbildung 1). Diese Antigene finden sich nicht nur auf der Membran der
Erythrozyten, sondern auch auf zahlreichen anderen Zellen und Geweben wie Leukozyten,
Thrombozyten, Epithel- und Endothelzellen, Lunge, Herz, Leber und Niere (Glynn und

Holborow 1959). Bei den meisten Menschen werden die ABO-Antigene zudem in 16slicher



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here. 14

Form in Korperfliissigkeiten wie Speichel, Harn und Schweil3 sezerniert, man spricht bei
diesen Personen von sog. ,,Sekretoren. Die Verzweigung der Kohlenhydratketten sowie

die Hohe der ABO-Antigendichte nehmen von der Geburt bis ins Erwachsenenalter zu.

Die endstindigen Kohlenhydratabschnitte werden dabei von genetisch determinierten
Glycosyltransferasen modifiziert. Durch die genetisch bedingten Polymorphismen dieser
Glycosyltransferasen, deren Genort auf dem langen Arm des Chromosoms neun liegt, wird

die Vielfaltigkeit der Proteine und Kohlenhydrate bedingt.

Ausgangsstoff der ABO-Antigene ist eine Grund- bzw. Vorlaufersubstanz, die sich aus der
endstindigen Sequenz Galactose-N-Acetylglucosamin-Galactose zusammensetzt. Bei
Personen der Blutgruppe 0 wird durch die a-L-Fucosyltransferase terminal eine Fucose
zugefiigt, sodass die sogenannte ,,H-Substanz entsteht. Diese ,,H-Substanz* wird bei
Menschen mit Blutgruppe A oder B durch spezielle Glycosyltransferasen weiter
modifiziert. Das A-Antigen entsteht, indem terminal ein N-Acetyl-Galactosamin durch die
a-1,3-N-Acetylgalactosaminyltransferase an die ,,H-Substanz* angefiigt wird. Fiir das B-
Antigen wird stattdessen eine Galactose durch die a-1,3-Galactosyltransferase an das
terminale Ende gehéngt. Personen der Blutgruppe AB besitzen beide Enzyme, sodass auf
der Oberfliche ihrer Zellen bzw. Gewebe sowohl Glycoproteine und Glycolipide der
Blutgruppe A als auch B zu finden sind.

Abbildung 1: Schematische Darstellung der terminalen Oligosaccharide der AB0-Antigene
(Schenkel-Brunner 2000)

Abkiirzungen: H = H-Substanz, A= Antigen A, B = Antigen B, Fuc = Fucose, Gal = Galactose,
NAcGal = N-Acetylgalactosamin. Pfeile stehen fiir die Art der Verkniipfung der Oligosaccharide.
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2.2 ABO-Isoagglutinine

Die ABO-Isoagglutinine sind obligate Alloantikorper im Plasma des Menschen, die gegen
korperfremde ABO-Blutgruppenantigene gerichtet sind. In der Regel handelt es sich bei
Isoagglutininen um IgM-Antikorper, in geringerem Malle konnen auch IgG- und IgA-
Antikorpern vorkommen. Sie miissen bei jeder Blutgruppenbestimmung mit Hilfe von Al-,
A2-, B- und 0-Testerythrozyten bestimmt werden. Die Titer der Isoagglutinine steigen
physiologisch bis ca. zum zehnten Lebensjahr an und fallen mit zunehmendem Alter
wieder mehr oder weniger ab. Reagiert ein Isoagglutinin mit dem ABO-Antigen gegen das
es gerichtet ist, kann {ber die gebildeten Immunkomplexe in Anwesenheit von
Komplement eine Hémolyse bewirkt werden. Dies ist der Grund weshalb keine ABO-
inkompatiblen Transfusionen durchgefiihrt werden diirfen und es bei der Ubertragung

eines ABO- inkompatiblen Organs zu einer Abstoungsreaktion kommt.

Im Gegensatz zu den ABO-Antigenen sind die zugehorigen Isoagglutinine nicht genetisch
determiniert, sondern entwickeln sich erst innerhalb des ersten Lebensjahres. Die Bildung
der Isoagglutinine erfolgt durch den Kontakt des Sduglings mit Kohlenhydratstrukturen auf
humansymbiotischen = Bakterien = wie  Escherichia  coli. = Diese  bakteriellen
Kohlenhydratstrukturen dhneln den erythrozytiren Antigenen A und B des Menschen,
weshalb Personen, welche die ABO-Antigene A oder B nicht auf ihren Zellen und
Geweben besitzen, nach dem Kontakt die korrespondierenden Isoagglutinine produzieren.
Personen der Blutgruppe A entwickeln demnach Anti-B-Isoagglutinine, Personen der
Blutgruppe B Anti-Al- und/oder Anti-A2-Isoagglutinine und Patienten der Blutgruppe 0
Anti-A1-, Anti-A2- und Anti-B-Isoagglutinine. Personen der Blutgruppe AB weisen keine
Isoagglutinine auf. Auch bei Neugeborenen lassen sich noch keine Isoagglutinine

nachweisen, weshalb die Blutgruppenbestimmung in diesem Alter erschwert wird.

Isoagglutinine sind neben den hdamolytischen Transfusionsreaktionen und akuten Rejektion
bei ABO-inkompatibler Organtransplantation auch fiir einige andere Erkrankungen wie
beispielsweise die ABO-Erythroblastose, den Morbus haemolyticus neonatorum,
verantwortlich. Bei dieser Erkrankung kann es durch IgG-Isoagglutinine bei
entsprechender Blutgruppenkonstellation (am hédufigsten: Mutter 0, Kind A) zu einer
fetalen Hamolyse kommen. Eine intrauterine Andmie ist jedoch aufgrund der geringen

Auspriagung der ABO-Antigene auf den fetalen Erythrozyten sehr selten.
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2.3 Nachweis erythrozytirer Antikorper

2.3.1 Grundlagen

Die erythrozytiren ABO-Oberflichenantigene A und B konnen immunogen wirken und zur
Bildung von Antikorpern fiihren. Diese Antikorper sind entweder gegen die
Erythrozytenantigene anderer Individuen (Alloantikdrper) oder gegen die eigenen
Erythrozytenantigene gerichtet (Autoantikdrper). Die sog. natiirlichen bzw. reguldren
Antikorper entstehen hierbei durch unspezifische Stimuli wie beispielsweise enterale
Sensibilisierung mit bakteriellen Polysaccharidstrukturen. Es handelt sich meist um
Antikorper der IgM-Klasse, z. T. auch der IgG- und seltener der IgA-Klasse. Beispiel sind
die bereits beschriebenen Isoagglutinine des ABO-Blutgruppensystems. Entstehen die
Antikorper hingegen durch spezifische Stimulation wie allogene Transfusionen,
fetomaternale =~ H&morrhagien @ im  Rahmen  einer  Schwangerschaft  oder
Organtransplantation, spricht man von irreguldren bzw. Immunantikopern. Diese gehoren
in der Regel zur IgG-Klasse und sind haufig gegen Rhesus-, Kell-, Kidd-, Duffy- oder die

humanen Leukozytenantigene gerichtet.

Nach dem serologischen Verhalten oben beschriebener Antikdrper wird zwischen
sogenannten kompletten und inkompletten Antikorpern sowie zwischen Wirme- und
Kalteantikdrpern unterschieden. Bei kompletten Antikorpern handelt es sich in den meisten
Fillen um Antikorper der Immunglobulinklasse IgM (Abbildung 2). Diese sind aufgrund
thres hohen Molekulargewichtes und ihrer penta- bzw. hexameren Form bereits im
physiologischen Kochsalzmilieu in der Lage spontan und ohne Einsatz von
Hilfssubstanzen (Supplement) sowohl an die Erythrozytenmembran zu binden als auch
Briicken zwischen benachbarten Erythrozyten auszubilden, wodurch diese sichtbar
agglutiniert werden. Zudem kann durch Aktivierung des Komplementsystems eine
Héamolyse der Erythrozyten bewirkt werden. Inkomplette Antikdrper hingegen, bei denen
es sich zumeist um Antikorper vom Typ IgG handelt, sind aufgrund ihrer Struktur lediglich
in der Lage an die Erythrozytenmembran zu binden (Abbildung 2). Eine Hémolyse oder
Agglutination kann ohne den Einsatz von Supplement jedoch nicht bewirkt werden. In
vielen Fillen konnen inkomplette Antikorper jedoch durch Aufschwemmung der
Erythrozyten in einem Supplement wie Rinderserumalbumin, kompatiblem Humanserum,
Dextran, Gelatine oder in Losungen geringer lonenstirke (LISS-Losung) nachgewiesen

werden, da durch den Einsatz des Supplements die Briickenbildung zwischen den
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Erythrozyten und somit auch die Agglutination doch ermdglicht wird. Eine einfache und
hiufig angewandte Methode zum Nachweis inkompletter Antikorper ist zudem der Einsatz
eines sekunddren Antikorpers, durch den die Distanz zwischen den Erythrozyten
iiberwunden und eine Agglutination ermoglicht wird (Antihumanglobulintest, Coombs-
Test). Liegt das Temperaturoptimum der Antikorper bei 37 °C spricht man von
Wiérmeantikorpern, liegt es zwischen 0 und 4 °C von Kaélteantikdrpern. Diese serologische
Einteilung muss bei der Auswahl und Durchfiihrung der Tests zum Nachweis der

Antikorper beachtet werden.

. v
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Abbildung 2: Struktureller Aufbau der Immunglobuline IgG und IgM (Hoffbrand 2003)

IgG liegt als Monomer vor, IgM ist aus fiinf Monomeren durch eine J(oining)-Kette zu einem
Pentamer zusammengesetzt.

Abkiirzungen: H = schwere Ig-Kette, L = leichte Ig-Kette, V = variable Domine, C = konstante
Domine, J-Kette = Joining-Kette. Zahlen stehen fiir den Rang der Doméne.

2.3.2 Hamagglutinationstest

Eine der wichtigsten Bestimmungsmethoden zum Nachweis erythrozytdrer Antikérper im
Plasma eines Patienten stellt die Hdmagglutination dar. Bei dieser Methode werden
Testerythrozyten durch die gesuchten Antikorper agglutiniert und die Antikorper somit
indirekt nachgewiesen. Dieses Testverfahren kann auf Objekttrdgern, in Rohrchen, auf
Platten, in Kapillaren, in Mikrotiterplatten, in ELISA-Strips oder in Kartensystemen
durchgefiihrt werden.
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Fiir den Hamagglutinationstest werden ein bis drei Tropfen Patientenserum oder -plasma
zu einem Tropfen Testerythrozyten gegeben, die in 3-5%iger NaCl-Losung suspendiert
sind. Der Ansatz wird leicht gemischt und die vorgegebene Inkubationszeit, die sich nach
der Antikorperaffinitit und -aviditédt richtet, abgewartet. Handelt es sich um komplette
Antikorper wird die Agglutination meist nach 1 bis 30 Minuten sichtbar. Der Einsatz von
Supplement zur Verstirkung der Reaktion ist nicht ndtig. Handelt es sich jedoch um
inkomplette Antikdrper, miissen dem Ansatz noch ein bis zwei Tropfen 20-30%iges
Supplement wie Rinderserumalbumin oder LISS-Losung zugefiigt werden. Erst danach
kann die Agglutination der Erythrozyten erfolgen, man spricht von Supplementtest. Eine
Sonderform des Hadmagglutinationstests stellt der Antihumanglobulin- bzw. Coombstest
dar, bei dem Antihumanglobulin als Supplement zum Nachweis erythrozytdrer Antikorper

verwendet wird.

2.3.3 Antihumanglobulintest (Coombstest)

Der Antihumanglobulintest (AGT) stellt einen Hamagglutinationstest dar, der dem
Nachweis inkompletter Antikorper dient. Es werden zwei Formen unterschieden: der

direkte und der indirekte Coombstest (Abbildung 3).

Beim direkten Coombstest werden inkomplette Antikorper nachgewiesen, welche in vivo
an die FErythrozyten eines Patienten gebunden haben. Zudem lassen sich
Komplementfaktoren wie z.B. C3d, welche nach Aktivierung des Komplementsystems an
die Erythrozytenmembran gebunden haben, nachweisen. Als Untersuchungsmaterial
dienen Patientenerythrozyten, die zunéchst drei- bis viermal mit dem zehnfachen Volumen
einer geeigneten Losung wie NaCl gewaschen werden, damit Antikorper, die nicht an die
Erythrozytenmembran gebunden sind, aus dem Testansatz entfernt werden. AnschlieSend
erfolgt bei Raumtemperatur die Inkubation der Testerythrozyten mit einem
Antihumanglobulinserum (AHG), welches gegen humane Immunglobuline und den
Komplementfaktor C3d gerichtet ist. Als AHG kommen z. B. polyspezifisches Antiserum
gegen IgG, IgM, IgA und C3d oder monospezifische Antikorper gegen die einzelnen
Komponenten zum Einsatz. Die Antikérper des AHG binden die Antikorper auf den
Erythrozyten und fiihren iiber die Bildung von Immunkomplexen zur Quervernetzung der
Erythrozyten, was sich als sichtbare Agglutination darstellt. Der Ansatz muss nach der

Inkubation mit AHG zur besseren Beurteilung zentrifugiert werden und wird anschlieBend
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auf Agglutination und Hamolyse gepriift. Der direkte Coombstest wird u.a. zur Abklarung

hidmolytischer Andmien und Transfusionsreaktionen eingesetzt.

Der indirekte Coombstest dient dem Nachweis inkompletter Antikorper, die sich im
Plasma bzw. Serum des Patienten befinden und nicht an Erythrozyten gebunden sind.
Diese Antikorper konnen erst nach Bindung an die Erythrozyten nachgewiesen werden.
Daher wird zunichst Patientenplasma oder -serum mit den darin enthaltenen Antikorpern
bei 37 °C mit industriellen Testerythrozyten in vitro inkubiert. Anschlieend erfolgen das
Waschen, die Inkubation mit AHG, die Zentrifugation und die Beurteilung der
Agglutination wie beim direkten Coombstest. Der indirekte Coombstest kommt
beispielsweise im Rahmen der Kreuzprobe und des Suchtests auf irreguldre Antikorper

zum Einsatz.
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Abbildung 3: Prinzip des Antihumanglobulintests (Coombs- Test) (Kretschmer et al. 2008)
Beim direkten Coombstest laufen nur die Phasen zwei bis drei ab, beim indirekten Coombstest
zusétzlich die Phase eins.

Abkiirzungen: AK = Antikorper, IgG = Immunglobulin G
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2.3.4 Methoden zum Nachweis erythrozytirer Antikorper

Der Nachweis erythrozytirer Antikorper kann in einer Vielzahl von Testsystemen

erfolgen. Zwei weit verbreitete Testsysteme sind der Rohrchentest und der Kartentest.

2.3.4.1 Rohrchentest

Beim Rohrchentest, auch als Rohrchenagglutinationsmethode bezeichnet, erfolgt die
Durchfiihrung des Tests in einfachen Glasrdhrchen. Beim Coombstest werden
beispielsweise ein bis zwei Tropfen AHG zu einem Tropfen sensibilisierter 3%iger
Erythrozytensuspension in ein Reagenzglas gegeben und nach Durchmischung bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation wird die Agglutination nach ein bis zwei

und nach 15 Minuten iiber der Lichtplatte beurteilt.

2.3.4.2 Gelkartentest

Haufig werden heutzutage auch Kartentests eingesetzt. Bei diesen werden die
agglutinierten bzw. nicht agglutinierten Erythrozyten anhand von Dichtegradienten und
Mikropartikeln  in  sog.  Mikrotitersdulen  getrennt. Dies wird auch als
Saulenagglutinationsmethode bezeichnet. Die eingesetzten Mikrotiterkarten bestehen aus
sechs Kunststoffmikrotitersdulen (Abbildung 5). Diese Sdulen sind je nach Hersteller mit
Dichtegradientenfliissigkeit und/oder mit Mikropartikeln aus Gel oder Glas gefiillt. Die
Mikropartikel befinden sich bei sog. Leerkarten in NaCl-Losung, bei LISS-Karten in
Losungen niedriger Ionenstirke (LISS-Losung) und bei Coombskarten in AHG mit
spezifischen Antikorpern wie Anti-IgG, Anti-IgM, Anti-IgA und Anti-C3d. Entscheidend
ist, dass das Sdulenmaterial Poren besitzt, die nur von Einzelerythrozyten passiert werden
konnen, wihrend agglutinierte Erythrozyten die Séule nicht oder nur zum Teil passieren.
Daher sedimentieren Testerythrozyten ohne gebundene Antikorper durch Zentrifugation
zum Boden der Mikrotitersdulen (negative Agglutinationsreaktion), wihrend mit
Antikorpern beladene Erythrozyten je nach Stirke der Agglutinationsreaktion sichtbare
Agglutinate innerhalb oder oberhalb der Mikropartikelschicht der Sdule bilden (positive
Agglutinationsreaktion). Die Abbildungen 4 und 5 zeigen Mikrotiterkarten mit verschieden
starken  Agglutinationsreaktionen. Waschvorgidnge entfallen beim Einsatz von
Kartensystemen, da nicht erythrozytir gebundene Antikorper nicht in die Befiillung der
Karten eindringen konnen. Die Durchfiihrung der Kartentests erfolgt stets nach Maf3gabe

des Kartenherstellers. Hierbei sind Erythrozyten, Patientenplasma oder -serum,
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Mikrotiterkarten, Pipetten, Zentrifugen und die vom Hersteller zur Verfligung gestellten

Diluenzien notwendig.

Ein etablierter Kartentest ist der Gelkartentest. Bei diesem Test erfolgt die
Héamagglutination in Sédulen, die mit Dextrangelkiigelchen gefiillt sind (Abbildung 4).
Gelkartentests kommen zur Blutgruppenbestimmung, beim direkten und indirekten
Coombstest und beim Antikdrpersuchtest zur Anwendung. Uber den schlanken Gelsdulen
befinden sich trichterformige Reaktionskammern fiir das Untersuchungsmaterial
(Patientenplasma, -serum, -erythrozyten) und zusitzlich bendtigte Reagenzien. Uber der
Gelmatrix befinden sich die fiir die Agglutination benétigten Antikorper (beispielsweise
Coombs-Serum oder spezifische Antikorper gegen Blutgruppenantigene). Fiir den Test
wird das Untersuchungsmaterial in die Reaktionskammern pipettiert und anschlieend
nach Anweisung des Herstellers inkubiert und zentrifugiert. Dabei werden zu Beginn der
Zentrifugation zundchst die Erythrozyten vom Plasma getrennt, danach erfolgt die
Reaktion der Erythrozyten mit den in der Séule befindlichen Antikérpern. Agglutinierte
Erythrozyten werden im Gel aufgehalten (positive Agglutinationsreaktion), wahrend nicht
agglutinierte Erythrozyten das Gel passieren und am Boden der Sdule sedimentieren

(negative Agglutinationsreaktion).

\ e 4 -
e Gelkugeln

Abbildung 4: Prinzip des Gelkartentests (Copyright 2006: DiaMed AG, Cressier, Schweiz)
Links ist der schematische Aufbau einer Mikrotitersdule abgebildet, in die bereits Erythrozyten
pipettiert wurden. Die Testantikorper (blau) sind gegen die im Plasma, Serum oder auf den
Erythrozyten des Patienten gesuchten Antikorper oder Blutgruppenantigene gerichtet.

In der mittleren Séule ist eine sehr stark positive (++++) Agglutinationsreaktion dargestellt, in der
rechten Séule ist eine negative (-) Reaktion zu sehen.
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Der Agglutinationsgrad der Erythrozyten wird semiquantitativ wie folgt beurteilt
(Abbildung 5):

sehr stark positiv (++++): komplette Agglutination aller Zellen, keine freien Zellen
sichtbar

stark positiv (+++): hohe Anzahl groBer Agglutinate

deutlich positiv (++): viele kleine und mittelgroBe Agglutinate

schwach positiv (+): kleine Agglutinate

diskret positiv ([+]): wenige Mikroagglutinate

negativ (-): keine Agglutinate

Vorteil des Kartentests gegeniiber dem Rohrchentest ist die hohere Sensitivitdt, die

Erfassung schwacher inkompletter Antikorper, das Entfallen von Waschvorgéngen und die

wiederholt mogliche Ablesbarkeit der Agglutinationsreaktion iiber mehrere Tage. Nachteil

ist, dass vermehrt unspezifische Reaktionen erfasst werden.

Abbildung 5: Verschiedene Grade der erythrozytiren Agglutinationsreaktion bei einer
Mikrotiterkarte mit sechs Sdulen (Kiefel 2010)

Die ersten vier Agglutinationsreaktionen sind positiv, da die agglutinierten Erythrozyten die Sdulen
nicht oder nur teilweise passieren. Die rechte Agglutinationsreaktion ist negativ, da die
Erythrozyten vollstindig zum Boden der Séule sedimentiert sind. Stirke der Agglutination von
links nach rechts: sehr stark positiv (++++), stark positiv (+++), deutlich positiv (++), schwach
positiv (+), diskret positiv ([+]) bis negativ (-), negativ (-).
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2.4 Therapeutische Himapherese

In zahlreichen Fachdisziplinen wie Neurologie, Hamatologie, Nephrologie und
Rheumatologie wird heutzutage die therapeutische Hamapherese eingesetzt. Hierunter
versteht man Therapieverfahren, bei denen zelluldre oder 16sliche Bestandteile des Blutes,
welche eine krankheitsauslosende oder -unterhaltende Wirkung haben, entfernt oder

ausgetauscht werden (Kiefel 2010).

2.4.1 Therapeutische Inmunadsorption

Eine Form der Hamapherese stellt die therapeutische Immunadsorption (IA) dar. Hierbei
handelt sich um ein extrakorporales Verfahren zur Entfernung spezifischer Proteine wie
Antikorper oder Immunkomplexe aus dem Plasma eines Patienten (Abbildung 6). Die
Eliminierung erfolgt im Rahmen einer sog. ,,Sdulenaffinitdtschromotografie®, indem die zu
entfernenden Proteine an spezifische Liganden (Aminosduren, Peptide, Proteine) oder
spezifische Antigene oder Antikdrper binden, welche an einer Sdule immobilisiert sind. Je
nach Art der eingesetzten Sdule konnen Zielpathogene so hochspezifisch entfernt werden.
Die Eliminationsrate der Antikérper und Immunkomplexe ist dabei von der Flussrate des

Plasmas wéhrend der IA und dem insgesamt gereinigten Plasmavolumen abhéingig.

Im Rahmen der [A wird einem Patienten zunédchst Vollblut aus einer Vene entnommen und
mit Hilfe eines Antikoagulans ungerinnbar gemacht. Hierfiir werden im Normalfall die
Kubitalvenen mit groBlumigen Dialysenadeln punktiert. Zur Antikoagulation des
Vollblutes dient als Mittel der ersten Wahl das Citrat ACD-A, welches dem Vollblut
normalerweise im Verhéltnis 1:12 zugesetzt wird. ACD-A bindet als Chelatbildner freies
Kalzium, welches somit nicht mehr zur Aktivierung des Gerinnungssystems zur Verfiigung
steht. Alternativ kann Heparin allein oder in Kombination mit ACD-A zur Anwendung
kommen. Die Blutflussrate wihrend der IA betrdgt normalerweise zwischen 60 und 120
ml/min, bei Bedarf sind Schwankungen zwischen 10 und 150 ml/min zuldssig. Bei
langsamen Blutflussraten sollte das Verhéltnis von ACD-A zu Vollblut erh6ht (z. B. 1:10),
bei hohen Blutflussraten erniedrigt (z. B. 1:14) werden. Im Anschluss wird das
antikoagulierte Vollblut mit Hilfe von Zellseparatoren oder Plasmafiltrationssystemen in
seine zelluldren und plasmatischen Bestandteile getrennt. Dies erfolgt in Zellseparatoren
durch Zentrifugalkrifte je nach spezifischer Dichte der einzelnen Blutkomponenten. Bei
kontinuierlichen Verfahren kann das Blut durch die Anlage von zwei GefaB3zugéngen

zeitgleich entnommen und retransfundiert werden. Bei Plasmafiltrationssystemen hingegen
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wird das Vollblut unter Druck iiber synthetische, semipermeable Membranen geleitet,
wobei das Plasma die Poren der Membran passiert, wiahrend die zelluldren Bestandteile
zurlickgehalten werden. Vollblut und Plasma werden im extrakorporalen Kreislauf mit

Hilfe spezieller Blut- bzw. Plasmapumpen unidirektional fortgeleitet.

Heparin Zitrat
Plasmapumpe

Eluant
pH 2,2
E‘ Plazsma-
2 Separa-
5 tion-
& einheit
" .
Fraktion Abfall
% J

Abbildung 6: Schematische Darstellung einer therapeutischen Immunadsorption unter
Einsatz eines Adsorptionssiaulenpaares (Berlit 2005)

Die Antikoagulation erfolgt in diesem Schema mittels einer Kombination aus Citrat und Heparin.
Als Plasmaseparationseinheit dienen Zellseparatoren oder Plasmafiltrationssysteme. Puffer und
Eluant dienen der Regenerierung der Adsorbersdulen, sie werden nach Durchlaufen der Séulen im
Abfallbeutel gesammelt. Im Fraktionsbeutel finden sich die eluierten Antikorper. Die schwarzen
Pfeile kennzeichnen die FlieBrichtung des Blutes bzw. des Plasmas wéhren der 1A.

Das separierte Plasma des Patienten wird mit einem Fluss von 20 - 25 ml/min oder
maximal 30 % des Blutflusses iiber verschiedene Sidulen geleitet, sodass die zu
entfernenden Antikorper oder Immunkomplexe spezifisch an ihre Liganden binden und
hierdurch aus dem Plasma eliminiert werden. Die entfernten Antikdrper werden in einem
speziellen Fraktionsbeuteln gesammelt. Handelt es sich um wiederverwendbare Sdulen,
werden die Antikdrper oder Immunkomplexe mit Hilfe spezieller Losungen (Eluant) von
den Séaulen eluiert, in einem Abfallbeutel gesammelt und nach der IA entsorgt. Nach
Durchlaufen der Séule wird das gereinigte Plasma mit den zuvor separierten

Blutbestandteilen wiedervereinigt und dem Patienten anschliefend iiber einen vendsen



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here. 25

Zugang retransfundiert. Wahrend der IA sollte der Plasmakalziumspiegel engmaschig
kontrolliert werden. Tritt unter der IA eine Hypokalzdmie auf, wird Kalzium substituiert.
Dieses kann auch prophylaktisch per infusionem appliziert werden. Bei Einsatz von
Heparin kann Protamin zur Antagonisierung verabreicht werden. Zur Entfernung von
Antikorpern oder Immunkomplexen stehen verschiedene Sédulensysteme zur Verfiigung,
welche die Proteine mit unterschiedlicher Spezifitdt und Effizienz binden. Zwei dieser

Systeme sollen im Folgenden vorgestellt werden.

2.4.1.1 Prinzip des Immunosorba®-Systems

Beim Immunosorba®-System (Fresenius Medical Care, Bad Homburg, Deutschland) ist
der Ligand Staphylokokkenantigen A kovalent an eine unlosliche Sepharose-Tragermatrix
gebunden und fungiert als stationire Phase des Chromatografieverfahrens.
Staphylokokkenantigen A ist ein bakterielles Zellwandprotein, welches spezifisch 1gGl,
IgG2 und IgG4 tiber deren Fc-Teil bindet. In geringerem MafBe werden auch IgG3, IgA
und IgM eliminiert. Vorteil des Immunosorba®-System ist die Regenerierbarkeit der
Sdulen, welche patientenspezifisch bis zu 20 Mal wiederverwendet werden konnen.
Nachteilig ist jedoch, dass die Effizienz der Sdulen mit steigender Anwendungszahl
nachldsst. Die Sdulen werden wihrend der Behandlung als Paar eingesetzt. Wihrend die
erste Sdule durch das dariiber flieBende Plasma mit Antikérpern beladen wird, erfolgt die
Regenerierung der zweiten Sdule durch Elution der gebundenen Antikdrper oder
Immunkomplexe mit Hilfe saurer Glycinlosung. Nach der IA konnen die Sdulen durch die
mitgelieferte Konservierungslosung gelagert werden. Die Bindungskapazitit pro Séule
betrdgt bei vollstindiger Séttigung ca. 1,25 g Immunglobulin. Damit ist eine Reduktion
von IgG1 um 97 %, von IgG2 um 98 %, von IgG3 um 40 %, von IgG4 um 77 % sowie von
IgM um 56 % und IgA um 55 % erreichbar. Albumin, Fibrinogen und Antithrombin
werden um 40 % vermindert (Kiefel 2010). Das Immunosorba®-System wird unter
anderem zur Behandlung der akuten humoralen AbstoBungsreaktionen nach
Nierentransplantation eingesetzt. Abbildung 7 zeigte eine handelsiibliche /Immunosorba®-

Sdule.
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Abbildung 7: Beispiel einer Immunosorba®-Siule (Copyright 2005: Fresenius Medical Care
GmbH, Bad Homburg, Deutschland)

2.4.1.2 Prinzip des Glycosorb®-AB0-Systems

Die Glycosorb®-AB0-Sdulen (Glycorex Transplantation AB, Lund, Schweden) werden zur
selektiven Eliminierung von Isoagglutininen eingesetzt. Andere Blutkomponenten wie
Gerinnungsfaktoren, Immunglobuline und Albumin werden nicht signifikant reduziert.
Hierbei sind die fiir das ABO-Blutgruppenantigen A bzw. B spezifischen terminalen
Trisaccharide als Liganden an einer Sepharose-Trigermatrix immobilisiert. Es existieren
sowohl Sdulen fiir die Adsorption von Anti-A- als auch Anti-B-Isoagglutininen. Da die
Séulen dampfsterilisiert sind und ohne Konservierungslosungen auskommen, kann nach
der Benutzung die Sterilitit der Sdulen nicht mehr gewdhrleistet werden, weshalb diese
nach Mallgabe des Herstellers nur fiir den Einmalgebrauch zugelassen sind. Die Lagerung
der vier Monate haltbaren Séulen erfolgt bei 2 - 8 °C. Fiir Patienten bei denen die Anti-A-
Isoagglutinine entfernt werden sollen, kommt die Glycosorb®-A-Sdule zum Einsatz, fiir
Patienten bei denen die Anti-B-Isoagglutinine entfernt werden sollen die Glycosorb®-B-
Sdule. Fir Patienten der Blutgruppe AB ist bisher keine kombinierte Saule erhiltlich. Die
Glycosorb®-AB0-Sdulen sind seit 2001 im klinischen Einsatz und dienen der spezifischen
Elimination von Isoagglutininen im Rahmen ABO-inkompatibler Organtransplantationen.
Sie wurden Dbisher bei Nieren-, Leber-, Pankreas-, Lungen-, Herz- und
Stammzelltransplantationen verwendet. Je nach geplanter Transplantation und Hohe des
Isoagglutinintiters vor Behandlungsbeginn ist eine unterschiedliche Anzahl von IA zur
Reduktion der Isoagglutinintiter ndtig. Abbildung 8 zeigt eine handelsiibliche Glycosorb®-
A-Sdule.
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Abbildung 8: Beispiel einer Glycosorb®-A-Sdule (Copyright 2012: Glycorex Transplantation
AB, Lund, Schweden)

Obgleich die therapeutische Hadmapherese heute in zahlreichen Fachdisziplinen zur
Anwendung kommt, sollte die Indikation nach wie vor streng gestellt werden, da es sich
um eine invasive und kostenintensive Therapieform handelt. Durch den extrakorporalen
Kreislauf kann es zu hdmodynamischen Belastungen des Patienten kommen. Blutdruck,
Korpertemperatur, Elektrolythaushalt, Gerinnungssystem, onkotischer Druck und
Osmolaritét des Blutes werden negativ beeinflusst. Deshalb miissen Blutdruck, Blutbild,
Elektrolythaushalt, Leber- und Nierenfunktionswerte, Gesamteiweill und Gerinnungsstatus
sorgfiltig iiberwacht werden. Durch das Antikoagulans ACD-A kann es zu
hypokalzamischen Nebenwirkungen wie Parédsthesien, Tetanien und Hypotension
kommen, durch die eingesetzten Substitutionslosungen zu allergischen bis
anaphylaktischen Reaktionen. Da es sich bei den verschiedenen [A-Sdulen zudem um
kostenintensive  und  teilweise nur fiir den  Einmalgebrauch  konzipierte
Adsorptionsmaterialien handelt, muss eine Apheresetherapie auch aus wirtschaftlicher
Sicht abgewogen werden. Vor jeder therapeutischen H@mapherese muss daher eine

individuelle Nutzen-Risiko-Abwigung fiir den Patienten evaluiert werden.
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2.5 ABO0-inkompatible Organtransplantationen

2.5.1 ABO-inkompatible Lebendspenden

Die Durchfiihrung von Lebendspenden hat aufgrund der Knappheit postmortaler
Organspenden, des stetig wachsenden Bedarfs an Spenderorganen und ihrer international
akzeptablen Ergebnisse beziiglich Transplantat- und Patienteniiberlebensrate in den letzten
Jahren an Bedeutung gewonnen. So konnte durch die Einfiihrung von
Nierenlebendspenden (LDK-Tx) und Leberlebendspenden (LDL-Tx) der Pool der
Spenderorgane flir Patienten mit terminalen Nieren- und Lebererkrankungen erweitert

werden.

Laut der ,Richtlinie fir die Wartelistenfilhrung und die Organvermittlung® der
Bundesdrztekammer (§ 16 Abs. 1 S. I Nm. 2 u. 5 TPG) wird fiir alle
Organtransplantationen Kompatibilitit im ABO-Blutgruppensystem gefordert. ABO-
Inkompatibilitit gilt als absolute Kontraindikation, da die priformierten Isoagglutinine
eines Empfangers eine hyperakute Abstoungsreaktion des Transplantats hervorrufen
konnen. ABO-Inkompatibilitit ist jedoch fiir bis zu 30% der Exklusionen bei
Lebendspenden verantwortlich (Genberg et al. 2010), sodass die Zahl zur Verfligung
stehender Organe von Lebendspendern durch die rechtlichen Vorgaben eingeschrinkt
wird. Aus diesem Grund gibt es seit geraumer Zeit weltweit Bestrebungen die
immunologische Barriere des ABO-Blutgruppensystems im Rahmen von Transplantationen
zu iiberwinden um mehr Lebendspenden zu ermoglichen (Abbildung 9). Studien der
letzten Jahre haben bestétigt, dass sich die Kurzzeitresultate ABO-inkompatibler LDL-Tx
deutlich gebessert haben (Egawa et al. 2011). Die Langzeitresultate ABO-kompatibler und
inkompatibler LDK-Tx zeigen mittlerweile sogar keinen signifikanten Unterschied mehr
(Takahashi et al. 2006). Dies weist darauf hin, dass ABO-inkompatible Lebendspenden
zwar eine radikale und kostenintensive, aber auch effektive und sichere Behandlungsoption
fiir Patienten mit Organbedarf darstellen. Im Mittelpunkt der Forschungen stehen hierbei
vornehmlich die perioperative Reduktion der Isoagglutinintiter des Empfangers zur
Vermeidung hyperakuter Transplantatrejektionen sowie eine optimierte und intensivierte
immunsuppressive ~ Therapie = zur ~ Minimierung  akuter  und  chronischer

Abstofungsreaktionen.
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Abbildung 9: Maogliche Blutgruppenkonstellationen bei ABO-kompatibler
(links) und ABO0-inkompatibler (rechts) Organtransplantation im Vergleich

2.5.1.1 AB0-inkompatible Nierenlebendspenden

Die ersten Nierentransplantationen (NTx) wurden in den 1950iger Jahren durchgefiihrt.
Bereits 1955 wurde zum ersten Mal {iber eine postmortale NTx zwischen einem Spender
der Blutgruppe B, Rh + und einem Empfanger der Blutgruppe 0, Rh + berichtet (Hume et
al. 1955). Da die ABO-inkompatibel transplantierte Niere jedoch nur kurzzeitig ihre
Funktion aufnahm und am 17. postoperativen Tag wieder entfernt werden musste,
entschieden sich die behandelnden Arzte gegen die Empfehlung ABO-inkompatibler NTx.
In anderen Kliniken wurden zum damaligen Zeitpunkt dhnliche Erfahrungen gesammelt.
Mehrfach zeigten sich hyperakute Abstofungsreaktionen nach ABO-inkompatibler NTx
(Starzl et al. 1964). Im Jahre 1987 wurde die erste Fallstudie {iber 26 Patienten mit ABO-
inkompatibler Nierenlebendspende (LDK-Tx) verdffentlicht, wobei sich schlechte Kurz-
und Langzeitresultate beziiglich der Transplantatiiberlebensrate zeigten (Alexandre et al.
1987). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde von der Verwendung blutgruppeninkompatibler

Organe in den meisten Transplantationszentren abgesehen.

Dies galt jedoch nicht fiir alle Zentren. Vor allem in Japan wurde die Entwicklung von
Konzepten zur Durchfiihrung ABO-inkompatibler Nierenlebendspenden (LDK-Tx) in den
1990iger Jahren stark vorangetrieben, da dort die Zahl postmortaler Organspenden
aufgrund geringer Akzeptanz in der Bevolkerung von jeher stark limitiert ist und somit der
GroBteil der Spenderorgane aus Lebendspenden stammt. So konnte 1998 iiber
hervorragende  Kurz- und  Langzeitergebnisse  beziiglich  Transplantat- und
Patiententiberlebensraten bei 67 ABO-inkompatibler LDK-Tx berichtet werden (Tanabe et
al. 1998). Als Reaktion auf die guten Resultate etablierten sich in westlichen
Transplantationszentren ebenfalls Protokolle zur ABO-inkompatiblen LDK-Tx. Die
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Transplantationsprotokolle wurden im Laufe der Jahre durch wachsende Expertise der
verschiedenen Zentren kontinuierlich verdndert und verbessert, sodass sich die Lang- und
Kurzzeitresultate ABO-kompatibler und -inkompatibler Organe mittlerweile angenéhert
haben. So zeigten sich in einer 2006 erschienenen retrospektiven Studie mit 564 Patienten,
die sich einer ABO-inkompatiblen LDK-Tx unterzogen, Patienteniiberlebensraten von 94,
91, 88 und 81 % mit Transplantatiiberlebensraten von 86, 82, 74 und 53 % nach einem,
drei, fiinf und zehn Jahren. In der zugehorigen Kontrollgruppe, bestehend aus 1055
Patienten mit ABO-kompatibler LDK-Tx, betrug die Patienteniiberlebensrate 98, 97, 94
und 87 % und die Transplantatiiberlebensrate 96, 89, 81 und 56 %. Nach sieben Jahren liel3
sich flir Patienten- und Transplantatiiberlebensrate zwischen beiden Gruppen kein
statistisch signifikanter Unterschied mehr nachweisen (Takahashi und Saito 2006). Diese
Ergebnisse zeigen, dass ABO-inkompatible LDK-Tx eine bedeutsame Option fiir Patienten

mit terminaler Niereninsuffizienz darstellen.

2.5.1.2 AB0-inkompatible Leberlebendspende

Heutzutage stellt auch die Leberlebendspende (LDL-Tx) aufgrund akzeptabler Resultate
beziiglich Empfanger- und Transplantatiiberlebensrate eine Standardmethode fiir die
Behandlung terminaler Lebererkrankungen dar (Ikegami et al. 2007). Ahnlich wie bei der
Nierenlebendspende fiihrt ABO-Inkompatibilitidt jedoch auch hier zu einer Vielzahl von
Exklusionen moglicher Spender. Um der steigenden Organknappheit entgegenzuwirken,
wird daher seit einigen Jahren auch an der optimierten Durchfiihrung ABO-inkompatibler

LDL-Tx intensiv geforscht.

Bereits bei Einfithrung der Lebertransplantation (LTx) in den 1960iger Jahren wurden die
ersten postmortalen Spenderorgane ABO-inkompatibel verpflanzt, da
Blutgruppeninkompatibilitit  zu  dieser = Zeit  keine  Kontraindikation  fiir
Organtransplantationen darstellte (Raut und Uemoto 2011). Ende der 1970iger Jahre wurde
erstmals in einer retrospektiven Fallstudie iiber elf ABO-inkompatible LTx mit
postmortalen Spenderorganen berichtet (Starzl et al. 1979). Obwohl zwei Transplantate
versagten und explantiert werden mussten, lie} sich histopathologisch kein Hinweis auf
eine Transplantatrejektion durch Isoagglutinine oder andere Antikdrper nachweisen. Starzl
et al. vermuteten, dass die Leber gegen hyperakute, antikorpervermittelte
Abstofungsreaktionen resistenter als andere Organe sei und bezeichneten sie als

privilegiertes Organ. Somit schienen LTx auch {ber die Grenzen des ABO-
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Blutgruppensystems hinweg moglich. Einige Jahre spéter wurde dieser Status jedoch in
Frage gestellt als iiber die ersten hyperakuten AbstoBungsreaktionen nach ABO-
inkompatibler LTx berichtet wurde (Rego et al. 1987). Zudem wurde deutlich gemacht,
dass die Transplantatfunktionsrate bei ABO-identischer LTx signifikant besser als bei ABO-
kompatibler oder -inkompatibler LTx war (Gordon et al. 1986). Als Ursache fiir die
hyperakuten Abstoungsreaktionen und die verminderte Transplantatfunktionsrate wurden
antikorpervermittelte Rejektionen (AMR) (Gugenheim et al. 1990) postuliert. Es wurde
eine erhohte Inzidenz an Cholangitiden, bilidren Leckagen, zelluliren Rejektionen und
arteriellen Thrombosen bei ABO-inkompatibler LTx nachgewiesen (Sanchez-Urdazpal et
al. 1991), welche auch durch verstirkte immunsuppressive Therapieschemata haufig nicht
beherrschbar waren (Farges et al. 1995). Aufgrund der hohen Rate an Komplikationen, des
hohen Risikos von AMR und schlechter Lang- und Kurzzeitresultaten wurden ABO-
inkompatible LTx daher lange Zeit gemieden.

Dies dnderte sich erst wieder durch die steigende Zahl von Lebendleberspenden (LDL-TXx),
die sich seit den 1990iger Jahren als Alternative zur Postmortalspende etablierten. Diese
haben in den letzten Jahren vor allem in Japan erheblich an Bedeutung gewonnen, da
postmortale Organspenden dort auch heute noch so gut wie keine Rolle spielen (Kaido und
Uemoto 2010). Da es durch ABO-Inkompatibilitit jedoch  hiufig zu
Lebendspenderexklusionen kam, war auch hier die Einfithrung ABO- inkompatibler LDL-
Tx unausweichlich. Die japanischen Transplantationszentren entwickelten innovative
Therapieprotokolle zur Konditionierung der Patienten, die anschlieBend auch von
westlichen Zentren iibernommen, adaptiert und weiterentwickelt wurden. Es wurde
erkannt, dass der Erfolg ABO-inkompatibler LDL-Tx wie bei der LDK-Tx von der
perioperativen Reduktion der Isoagglutinine des Patienten und einer intensivierten
immunsuppressiven Therapie abhédngig ist. So konnte vor wenigen Jahren in einer Studie
mit 291 Patienten bereits eine 3-Jahres-Uberlebensrate von 61% und eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von 52% bei erwachsenen Patienten mit ABO- inkompatibler LDL-Tx
erreicht werden (Egawa et al. 2008). Somit ldsst sich schlussfolgern, dass auch die ABO-
inkompatible LDL-Tx fiir Patienten mit terminaler Lebererkrankung eine neue, in

Erwdgung zu ziehende Behandlungsoption darstellt.
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2.6 Perioperative Konditionierung bei ABO-inkompatibler

Lebendspende

Das ABO-System stellt das wichtigste Histokompatibilititssystem bei soliden
Organtransplantationen dar (Rydberg 2001). Grund ist die Expression der ABO-Antigene
auf den Organen des Korpers sowie die Existenz der Isoagglutinine. Binden die
Isoagglutinine an ihr jeweiliges Antigen kann es zur Aktivierung des Komplementsystems,
zu Thrombozytenaggregation, Inflammation und vaskuldrer Thrombose kommen. Dies
duBert sich als hyperakute, verzogert hyperakute, akute humorale (vaskuldre) oder akute
zelluldre Transplantatrejektion (Toma 1994). Folge ist in den meisten Fillen der Verlust

des Organs.

Ziel ist daher die Empfanger eines ABO-inkompatiblen Organs so zu konditionieren, dass
keine  AbstoBungsreaktionen  auftreten. Im  Mittelpunkt  der  derzeitigen
Konditionierungsprotokolle stehen daher sowohl die Entfernung der préaformierten
Isoagglutinine als auch die Verhinderung des Wiederanstiegs der Isoagglutinintiter. Hierfiir
kommt die therapeutische Hidmapherese in Kombination mit einer optimierten

immunsuppressiven Therapie zum Einsatz (Abbildung 10).

Start of tac/MMF/corticosteroids

- Immunoadsorption
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Abbildung 10: Beispiel eines Konditionierungsprotokolls bei ABO0-inkompatibler
Nierenlebendspende unter Einsatz antigenspezifischer Immunadsorption und Rituximab
(Genberg et al. 2010)

Zahlen stehen fiir den pré- bzw. postoperativen Tag in Bezug zum Tag der Transplantation, die
hellgrauen Pfeile geben den Zeitpunkt der Immunadsorptionsbehandlungen an.

Abkiirzungen: Anti-CD20 = Rituximab, IVIG = intravendse Immunglobuline, MMF =
Mycophenolat mofetil, POD = pridoperativer Tag, tac = Tacrolimus, Tx = Zeitpunkt der
Transplantation.
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2.6.1 Reduktion der Isoagglutinintiter des Empfingers

Frih wurde erkannt, dass die perioperative Reduktion der Isoagglutinintiter des
Empfingers eine Grundvoraussetzung fiir die Durchfiilhrung ABO-inkompatibler
Transplantationen ist (Slapak et al. 1990). Der priaoperative Zieltiter fiir die Isoagglutinine
liegt bei Nieren- und Lebendleberspende je nach Transplantationszentrum zwischen < 1:4
und < 1:16. Im Einzelfall konnen nach individueller Abwégung auch Patienten mit
hoherem Isoagglutinintiter transplantiert werden (Shimmura et al. 2000). Die nachhaltige
Reduktion der Isoagglutinintiter im Patientenplasma kann dabei auf mehrere Arten

bewerkstelligt werden.

Einerseits wird das Patientenplasma von den darin enthaltenen Isoagglutininen befreit,
indem es mit Hilfe der therapeutischen Hdmapherese entweder ausgetauscht oder durch
Séulenaffinitdtschromatografie gereinigt wird. Dies wird entweder durch perioperativen
Therapeutischen = Plasmaaustausch  (TPA) mit Plasma der Blutgruppe AB,
Doppelfiltrationsapherese (DFPP) oder durch IA mit Glycosorb®-AB0-Sdulen oder
Protein-A-Sdulen realisiert. Entscheidend ist hierbei vor allem das engmaschige
Monitoring der Isoagglutinintiter, welche vor und nach jeder Hidmapherese bestimmt
werden sollten. Anzahl, Héiufigkeit und Art der Hidmapherese sind dabei vom

klinikinternen Konditionierungsprotokoll abhéngig.

Andererseits muss die Neusynthese der Isoagglutinine unterdriickt werden. In vielen
Zentren wird daher zum Zeitpunkt der Transplantation eine Splenektomie durchgefiihrt, da
der Milz eine Bedeutung bei der Reifung der B-Zellen (Raut und Uemoto 2011) und der
Synthese der Isoagglutinine zugeschrieben wird (Salamon et al. 1985). Als Alternative zur
Splenektomie wird heute bereits in vielen Fillen der monoklonale Anti-CD20-Antikorper
Rituximab prioperativ eingesetzt. Dieser fithrt durch B-Zell-Depletion zur Reduktion der
Antikorperproduktion, gleichzeitig sollen die chirurgischen und immunologischen
Komplikationen, die mit einer Splenektomie einhergehen, vermieden werden. Rituximab
ist dabei in der Lage die B-Zellen bis zu ein Jahr zu depletieren (Sawada et al. 2002) und

bis zu zwei Jahre zu supprimieren (Jordan et al. 2011).

Einige Transplantationsprotokolle beinhalten auerdem die perioperative Applikation von
IVIG, die einerseits zur Suppression der B-Zell-Antwort durch Fc-Rezeptor-abhéngige B-
Zell-Apoptose und andererseits zur Inhibition der Komplement- und T-Zell-vermittelten
Transplantatschdadigung fiihren (Raut und Uemoto 2011). Zudem koénnen durch IVIG

infektiose Komplikationen vermieden werden (Renner et al. 2010).
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2.6.2 Immunsuppressive Therapie des Empfingers

Um die erhohte Gefahr akuter und chronischer AbstoBungsreaktionen bei ABO-
inkompatibler Tx zu minimieren, kommt ein intensiviertes immunsuppressives Regime zur
Anwendung. Die Immunsuppression wird vor der geplanten Tx begonnen und meist als
Tripel- oder Quadrupeltherapie durchgefiihrt, wobei jedes Transplantationszentrum ein
eigenes Protokoll verfolgt. Bewédhrt haben sich Kombinationen aus Glucocorticoiden,
Tacrolimus, Mycophenolat mofetil, Ciclosporin, Azathioprin, Antilymphozytenglobulin,
Deoxyspergualin und Cyclophosphamid. Auch die Applikation monoklonaler Antikdrper
kann Bestandteil der intensivierten Immunsuppressionstherapie sein. Zum Einsatz kommen
neben Rituximab andere monoklonale Antikorper wie der Anti-CD3-Rezeptorantikdrper
Muromonab-CD3 und die Anti-CD25- Antikorper Basiliximab und Daclizumab (Rydberg
2001). Durch diese Antikoper werden die Aktivierung der T-Zellen, die T-Zell-

Proliferation und somit auch die T-Zell-abhdngige Immunantwort gehemmt.

Da bei ABO-inkompatiblen LDL-Tx ein erhohtes Risiko von Transplantat- und
Portalvenenthrombosen besteht, wird bei diesen zusédtzlich eine lokale Infusionstherapie
praktiziert. Hierfiir werden die Arteria hepatica propria und ihre Aste mehrere Tage iiber
einen intravaskuldren Katheter mit Methylprednisolon sowie Prostaglandin E1 und
Gabexat-Mesilat gespiilt (Kim et al. 2008). Prostaglandin E1 fungiert als Vasodilatator und
Pléittchenaggregationshemmer, Gabexat-Mesilat hemmt als Proteaseinhibitor ebenfalls die
Plattchenaggregation und die plasmatischen Gerinnungsfaktoren. In Kombination mit dem
Immunsuppressivum Methylprednisolon wird so das Risiko von Transplantat- und

Portalvenenthrombosen reduziert.
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3 Ziele

Im Rahmen von Organtransplantationen hat die Durchfiihrung von Lebendspenden
aufgrund der Knappheit postmortaler Organspenden und des stetig wachsenden
Organbedarfs an Bedeutung gewonnen. Dabei fiihrt die Inkompatibilitit im ABO-
Blutgruppensystem in bis zu 30 % der Félle zum Ausschluss potenzieller Lebendspender.
Grund sind die praformierten Isoagglutinine des Empfangers, die iiber Aktivierung des
Komplementsystems zu Thrombozytenaggregation, Inflammation und vaskulérer
Thrombose des Transplantats und somit zu einer hyperakuten AbstoBungsreaktion fiihren.
Um die immunologische Barriere des ABO-Blutgruppensystems im Rahmen dieser
Lebendspenden zu iiberwinden, wurden in den letzten Jahren spezielle
Konditionierungsprotokolle entwickelt. In deren Mittelpunkt stehen die perioperative
Eliminierung und nachhaltige Supprimierung der Isoagglutinine des Empféangers mittels
therapeutischer Hamapherese und intensivierter Immunsuppression. In Jena wird zur
Isoagglutinineliminierung vor ABO-inkompatibler Tx eine Immunadsorptionsbehandlung
mit Hilfe der isoagglutininspezifischen Glycosorb®-AB0-Sdulen durchgefiihrt. Diese
Sdulen sollen eine Isoagglutinineliminierung auf den prédoperativen Zieltiter ermdglichen,

ohne dass andere wichtige Plasmaproteine verloren gehen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es anhand eines ABO-inkompatibel transplantierten
Patientenkollektivs die Effektivitdt der Isoagglutinintiterreduktion bei Verwendung der
Glycosorb®-AB0-Sdulen zu evaluieren. Die erreichte Titerreduktion wurde anschliefend
mit der Titerreduktion eines Kontrollkollektivs verglichen, das mit dem nicht-
isoagglutininspezifischen Immunosorba®-System behandelt worden war. Dabei standen

folgende Fragestellungen im Mittelpunkt der Untersuchungen:

1. Wie hoch und wie effektiv ist die Isoagglutinintiterreduktion beider S&ulen im
Vergleich? Wie verhalten sich die [soagglutinintiter zwischen den IA?

2. Besteht bei Verwendung der Sdulen ein Zusammenhang zwischen der erreichten
Isoagglutinintiterreduktion und der Menge des behandelten Hamatokrit-korrigierten
Plasmavolumens?

3. Benotigen Patienten mit hohem Ausgangstiter mehr Immunadsorptionen als

Patienten mit normalem Ausgangstiter?
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Die Bearbeitung dieser Fragen tridgt dazu bei herauszuarbeiten, ob die Verwendung der
kostenintensiven Glycosorb®-AB0-Sdulen im Rahmen ABO-inkompatibler
Organtransplantationen gerechtfertigt ist oder ob mit dem Immunosorba®-System eine
kostengiinstigere und vergleichbare gute Alternative zur Verfligung steht. Dariiber hinaus
liefern die Ergebnisse zu diesen Fragen wertvolle Hinweise, welches Plasmavolumen
wihrend einer TA optimal prozessiert werden sollte und ob fiir Patienten mit hohen
Ausgangstitern mehr [A eingeplant werden miissen. Die Ergebnisse helfen somit ein
moglichst schonendes und kosteneffizientes Konditionierungsprotokoll fiir ABO-

inkompatible Organtransplantationen zu entwickeln.
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4 Patienten und Methoden

4.1 Patienten

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Reduktion der Isoagglutinintiter von 25
Patienten untersucht, die sich aus verschiedenen Griinden einer Immunadsorptionstherapie
in der Therapeutischen Hdmapherese des Instituts fiir Transfusionsmedizin der FSU Jena
unterzogen. Zur Datengewinnung wurde das Archiv des Instituts nach den Patientenakten
der letzten Jahre durchgesehen. Alle Daten wurden anonymisiert. Es handelte sich um 13
minnliche und 12 weibliche Patienten. Das Alter der Patienten lag zwischen 18 und 71
Jahren mit einem Durchschnitt von 50,6 Jahren (Mittelwert) und 55,0 Jahren (Median) bei
einer Standardabweichung von 13,8 Jahren. Der Behandlungszeitraum erstreckte sich auf
eine Zeitspanne zwischen 3 und 86 Tagen mit einem Durchschnitt von 15,0 + 17,2
Behandlungstagen. Die Patienten wurden fiir diese Arbeit nach verschiedenen Kriterien
ausgewdhlt. Dabei erfolgte die Einteilung der Patienten nach Grunderkrankung/Diagnose
bzw. geplanter Operation, sodass die 25 Patienten in vier Diagnosegruppen eingeteilt
werden konnten (Tabelle 2, Tabelle 3). Die Diagnosen wurden hierbei von den
Mitarbeitern der Kliniken flir Innere Medizin, Herz- und Thoraxchirurgie,
Viszeralchirurgie, Urologie und des Institutes fiir Transfusionsmedizin gestellt und
begriindeten sich auf Anamnese, klinischen Symptomen, Labordiagnostik sowie
apparativer Diagnostik. Des Weiteren teilte die Art des bei der [A verwendeten
Sdulensystems die untersuchten Patienten in zwei zusétzliche Gruppen: Sieben Patienten
(Patientenkollektiv, Gruppe 1) wurden mit den Glycosorb®-AB0-Sdulen behandelt, 18
Patienten (Kontrollkollektiv, Gruppen 2 bis 4) mit dem Immunosorba®-System. Eine
Ubersicht iiber die Altersverteilung und Diagnosen der Patienten geben die Abbildungen
11 und 12.
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Abbildung 11: Altersverteilung der einzelnen Patienten
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Abbildung 12: Darstellung der Patientendiagnosen

Abkiirzungen: ABO-i. = ABO- inkompatibel, n. = nach, ABO-k. = ABO- kompatibel,
LDL-Tx = Lebendleberspende, LDK-Tx = Lebendnierenspende, NTx =
Nierentransplantation, HTx = Herztransplantation, HLA-AK = Antikorper gegen
das humane Leukozytenantigensystem, HPA-AK = humane Pléttchenantikorper,
B-ALL = Akute lymphatische Leukdmie der B-Zellreihe, ITP =
Immunthrombozytopenie, SLE = Systemischer Lupus erythematodes
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4.1.1 Patientenkollektiv

Zunichst wurden sieben Patienten untersucht, die sich im Zeitraum Februar 2008 bis Mirz
2010 im Rahmen des Konditionierungsprotokolls vor geplanter ABO-inkompatibler
Organtransplantation am UKJ mehrfach therapeutischen IA unterziehen mussten. Diese
Patienten wurden zur Gruppe 1 zusammengefasst. Bei drei Patienten war eine ABO-
inkompatible LDK-Tx und bei vier Patienten eine ABO-inkompatible LDL-Tx geplant. Die
gespendeten Organe stammten von den Ehepartnern, Geschwistern oder Kindern der
Patienten. Im Rahmen des Protokolls wurden alle Patienten vor und nach der Tx mehrfach
mit [A unter Verwendung von Glycosorb®-AB0-Sdulen behandelt. Nur vier der
konditionierten Patienten konnten letztlich ABO-inkompatibel transplantiert werden. Bei
drei Patienten konnte die Operation aus folgenden Griinden nicht durchgefiihrt werden:
Eine Patientin mit geplanter LDK-Tx erreichte den prdoperativen Isoagglutininzieltiter von
< 1:4 nicht, ein Patient mit geplanter LDL-Tx erhielt vorzeitig eine Kadaverspende von
Eurotransplant und bei einer Patientin mit geplanter LDL-Tx musste diese aufgrund
intraoperativ entdeckter Peritonealkarzinose abgebrochen werden. Charakteristika des

Patientenkollektivs sind in Tabelle 2 wiedergegeben.

Tabelle 2: Ubersicht der wichtigsten Charakteristika des Patientenkollektivs (Gruppe 1)

Anzahl der Patienten 7
Alter (Jahre)

- Mittelwert 57,0+ 5,0

- Median 57,0
Geschlecht

- Mannlich 4

- Weiblich 3
Diagnosen

- Klatskintumor 1

- Exogen-toxische Leberzirrhose 2

- Hepatozelluldres Karzinom 1

- Terminale Niereninsuffizienz bei diabetischer Nephropathie 3

ABO-Blutgruppen der Patienten (Organempfinger)

- A 2
- B 1
- 0 4
ABO-Blutgruppenkonstellation Spender — Empféinger
- A—>0 4
- B—>A 2

- A—B 1
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4.1.2 Kontrollkollektiv

Das Kontrollkollektiv setzte sich auch 18 Patienten zusammen, die aufgrund verschiedener
Grunderkrankungen ebenfalls mehrfach mit IA behandelt wurden (Tabelle 3). Wéhrend
dieser Behandlungen kamen Immunosorba®-Sdulen zum Einsatz. Das Alter des gesamten
Kontrollkollektivs lag bei einer Standardabweichung von 15,4 Jahren bei 48,1 (Mittelwert)
und 53,0 (Median) Jahren. Um den Verlauf der Isoagglutinintiter der 18 Patienten mit
denen der ABO-inkompatibel transplantierten Patienten vergleichen zu kénnen, wurde das
Kontrollkollektiv in drei Untergruppen unterteilt. Diese gliederten sich wie folgt:
- Gruppe 2: sechs Patienten, die aufgrund einer AbstoBungsreaktion nach ABO-
kompatibler Organtransplantation behandelt wurden
- Gruppe 3: sechs Patienten, die aufgrund irreguldrer Antikdrper (HLA-Antikorper,
HPA-Antikorper) im Plasma behandelt wurden
- Gruppe 4: sechs Patienten, die aufgrund einer himatologischen oder autoimmunen

Grunderkrankung behandelt wurden

Tabelle 3: Ubersicht der wichtigsten Charakteristika des Kontrollkollektivs (Gruppe 2-4)

Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4

Anzahl der Patienten 6 6 6
Alter (Jahre)

- Mittelwert 42,5+174 48,8 £13,1 53,0 £16,1

- Median 45,5 53,0 56,0
Geschlecht

- Mainnlich 6 - 3

- Weiblich - 6 3
Diagnosen

- Rejektion nach NTx 4 - -

- Rejektion nach HTx 2 - -

- HLA-AK - 4 -

-  HLA-und HPA-AK - 2 -

- B-ALL - - 1

- MDS +ITP - - 2

- SLE - - 1

- ITP - - 2
ABO-Blutgruppe

- A 4 - 1

- B 1 1 -

- 0 1 5 5
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4.1.3 Erfassung der Patientenparameter

Alle Daten stammen aus dem Institut fiir Transfusionsmedizin des Universitétsklinikums
Jena. Im Archiv der Abteilung Therapeutische Apherese findet die Aufbewahrung der
Patientenakten inklusive der Anamnesebdgen, Behandlungsprotokolle, Dokumente der
Transfusionsmedizin sowie Mikrobiologie statt. Fiir das Patientenkollektiv wurde neben
den Initialen (erst Vor-, dann  Nachname) Geburtsdatum, Geschlecht,
Grunderkrankung/Diagnose, Blutgruppe, Datum der Tx sowie das Alter des Patienten bei
Tx notiert. Auch die Initialen, Geschlecht, Geburtsdatum und Blutgruppe der
Lebendspender wurden notiert. Weiterhin wurden 18 Patienten des Kontrollkollektivs
entsprechend oben genannter Parameter untersucht. Fiir alle 25 Patienten erfolgte die
Erfassung des prd- und posttherapeutischen Isoagglutinintiters, welcher durch die
Abnahme einer Blutprobe unmittelbar vor und nach jeder IA bestimmt werden konnte.
Alle Daten wurden in einer Excel’07 Tabelle dokumentiert. Nach Verfiigbarkeit und
Vollstindigkeit der Daten konnte der Zeitraum zwischen Juni 2006 und Mérz 2010

eingegrenzt werden.

4.1.4 Erfassung der Behandlungsparameter

Die Dokumentation umfasste des Weiteren die Anzahl und die Daten der durchgefiihrten
IA sowie die Art der dabei verwendeten Immunadsorptionssédule. Vor jeder IA wurden
Korpergewicht, KorpergroBe und Hamatokritwert des Patienten erfasst. Dartliber hinaus
wurde das wihrend der IA behandelte Plasmavolumen, das daraus rechnerisch ermittelte
Hiamatokrit-korrigierte Plasmavolumen, die Dauer jeder 1A, der Blutfluss wihrend der IA,
das Verhiltnis des Antikoagulans ACD-A zu Vollblut sowie etwaige wéhrend der
Behandlung aufgetretene Nebenwirkungen notiert. Erhielt ein Patient wihrend der TA EK,
TK oder FFP, fand die Dokumentation anhand von Konservennummer und Blutgruppe
statt. Das gleiche galt auch fiir IVIG, welche die Patienten in Form von Octagam®
(Octapharma GmbH, Langenfeld, Deutschland) oder Gamunex® (Talecris Biotherapeutics,
Durham, USA) erhielten. Auch die Applikation von Rituximab (MabThera®, Roche,
Freiburg, Deutschland), Jonosteril® (Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) oder
Humanalbumin 20% (Octapharma AG, Lachen, Schweiz) wurde beriicksichtigt.
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4.2 Material und Geriite

4.2.1 Gerite

Folgende Gerite und technische Hilfsmittel wurden verwendet:

Gerit

Cobe®Spectra-Apheresesystem

Citem10®-Monitor
ID-Centrifuge 24 S
ID-Incubator 37 S 1

DiaCent-CW

4.2.2 Siulensysteme

Hersteller/ Vertreiber

CaridianBCT®, Lakewood, CO,
USA

Excorim KB, Lund, Schweden
DiaMed, Cressier, Schweiz
DiaMed, Cressier, Schweiz

DiaMed, Cressier, Schweiz

Folgende zwei Sdulensysteme kamen im Rahmen der IA zur Anwendung:

Glycosorb ABO-Columns®

Immunosorba-Sdulen®

4.2.3 Einmalartikel

Disposable Tubing Set (fiir Cobe®Spectra)

Disposable Tubing Set (fiir Citem0®- Monitor)

Blutentnahmerohrchen - mit Kalium-EDTA 9 ml

- mit Gerinnungsaktivator 9 ml

Glycorex  Transplantation AB,
Lund, Schweden

Fresenius Medical Care GmbH,
Bad Homburg, Deutschland

Fresenius, Bad Homburg,
Deutschland

CaridianBCT®, Lakewood, CO,
USA

Sarstedt-Monovetten, Niimbrecht,
Deutschland
Sarstedt-Monovetten, Niimbrecht,

Deutschland
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Pipetten, Pipettenspitzen (verschiedene Groflen) Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

4.2.4 Material zur Bestimmung der Isoagglutinintiter

Referencells® Al, A2, B, 0 IMMUCOR, Rédermark,
Deutschland

IgG/C3d- LISS/Coombs-ID-Card DiaMed, Cressier, Schweiz

ID-Diluent 2 DiaMed, Cressier, Schweiz

Polystyrolrhrchen Greiner Bio-One, Kremsmiinster,
Osterreich

Reagenzrohrchen, Reagenzgldser Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

NaCl

4.2.5 Gewinnung und Verarbeitung der Proben zur Bestimmung der

Isoagglutinintiter

Die zur Bestimmung der Isoagglutinintiter benétigten Blutproben wurden im Zeitraum Juni
2006 bis Mirz 2010 unmittelbar vor Beginn und nach Ende jeder IA des Patienten
abgenommen. Als Testmaterial dienten 5 bis 10 ml Serum oder Plasma, welches durch die
Zentrifugation der Blutproben tiber 10 min bei 2500 g aus dem Vollblut gewonnen wurde.
AnschlieBend erfolgte die Bestimmung des Isoagglutinintiters in der Blutbank des Instituts

fiir Transfusionsmedizin geméal der institutsinternen SOP-Vorschriften.

Fiir Gruppe 1 erfolgte die Bestimmung durch die Medizinisch-technischen Assistenten des
Instituts flir Transfusionsmedizin mit anschlieBender Dokumentation in Form eines
speziellen transfusionsmedizinischen Formulars in der Akte des Patienten sowie in der

EDV und im Serologiebuch des Instituts.

Fir die Gruppen 2 bis 4 wurden bei -80 °C tiefgefrorene und archivierte Serum- bzw.
Plasmaproben aus den Tiefkiihlschrinken des Instituts anhand einer Liste mit den Namen
der Patienten ausgewdhlt und anschlieBend selbststindig anhand der SOP-Vorschrift

bestimmt.
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4.3 Methoden

4.3.1 Vorgehensweise bei Aufnahme der Patienten

Als Voraussetzung fiir ABO- inkompatible Organtransplantationen (LDL-Tx, LDK-Tx) am
Universititsklinikum Jena gelten grundsétzlich einerseits die vollstdndige Evaluation von
Spender und Empfanger hinsichtlich der korperlichen und psychischen Eignung zur
Lebendspende sowie andererseits ein positives Votum der Ethikkommission der

Landeséarztekammer Thiiringen.

Die Aufnahme der Patienten erfolgte geméf der Grunderkrankung auf die entsprechenden
Stationen der Kliniken fiir Innere Medizin, Herz- und Thoraxchirurgie, Viszeralchirurgie,
und Urologie. Dort erfolgten ausfiihrliche Gespriache iiber die Diagnose und eine
detaillierte Aufkldrung {iber die anstehende Therapie. Die Entscheidung zur
therapeutischen Hamapherese wurde von den behandelnden Arzten in Riicksprache mit
den Kollegen der Transfusionsmedizin getroffen. Fiir jede IA wurde ein Behandlungstag
festgelegt und die Patienten wurden an diesem in die Abteilung Therapeutische
Hamapherese des Instituts fiir Transfusionsmedizin gebracht. Hier fand erneut eine
detaillierte Aufkldrung tiber Art und Ablauf der IA statt. Zudem wurden eine Anamnese
und eine korperliche Untersuchung durchgefiihrt. Vor und nach den IA wurde vendses
Vollblut zur Bestimmung des ionisierten Kalziumwertes sowie zur Messung der pri- und
posttherapeutischen Antikorpertiter entnommen. Die Patienten gaben hierzu ihr
schriftliches Einverstdndnis. Blutbild, Elektrolyt-, Nieren- und Leberwerte konnten im

klinikumsinternen Laborprogramm eingesehen werden.

4.3.2 Immunadsorptionsbehandlung

Fir die Patienten der Gruppe 1 wurden Glycosorb®-AB0-Sdulen (Glycorex
Transplantation AB, Lund, Schweden) eingesetzt. Pro IA kam eine Sdule zur Anwendung,
welche entsprechend der zu entfernenden Isoagglutinine ausgewidhlt wurde. Eine
Regeneration fand nicht statt. Die Anzahl und Frequenz der perioperativ durchgefiihrten [A
richtete sich nach der Hohe des Isoagglutinintiters. Der prd- und postoperative
Isoagglutininzieltiter wurde dabei auf < 1:4 sowohl fiir die ABO- inkompatible LDL- Tx
als auch fiir die LDK-Tx festgelegt.

Fiir die Patienten der Gruppe 2 bis 4 wurden Immunosorba®-Sdulen (Fresenius Medical

Care GmbH, Bad Homburg, Deutschland) eingesetzt, welche als Paar verwendet und durch
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Regeneration wiederverwendet wurden. Die Anzahl und Frequenz der IA richtete sich
ebenfalls nach Hohe der zu entfernenden Antikorpertiter bzw. nach dem klinischem

Verlauf der Grunderkrankung.

4.3.3 Behandlungsablauf

Die Immunadsorptionsbehandlungen der Patienten wurden mit Hilfe des Adsorptions-
Desorptions-Automaten Citem0®-Monitor (Excorim KB, Lund, Schweden) und des
Zellseparators Cobe® Spectra-Apheresesystem (CaridianBCT®, Lakewood, CO, USA)
durchgefiihrt (Abbildung 13, Abbildung 14).

Oh sEnw
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Abbildung 13: Der Adsorptions-Desorptionsautomat Citem®10-Monitor zur
Steuerung der Immunadsorptionsbehandlung (Shapiro et al. 1990)

Zunichst wurde iiber einen grovolumigen kubitalen GefaBzugang mittels Venenverweil-
oder Shaldonkatheter vendses Vollblut mit einer Flussrate von 28 bis 55 ml/min {iber ein
Einwegschlauchsystem (Disposable Tubing Set, CaridianBCT®, Lakewood, CO, USA) in
die  Zentrifugationskammer des  Zellseparator  geleitet und dort durch
Dichtegradientenzentrifugation in Plasma und zelluldre Bestandteile getrennt (Abbildung

14, Abbildung 15).
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Abbildung 14: Schematische Darstellung eines Cobe® Spectra-Apheresesystems (aus:
GAMBRO BCT. 2005. COBE®Spectra™ Apheresis System, Essentials Guide, GAMBRO BCT)
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Abbildung 15: Darstellung der Zentrifugationskammer des Cobe® Spectra- Apheresesystems
(Copyright 2005: GAMBRO BCT. 2005. COBE®Spectra™ Apheresis System, Essentials Guide,
GAMBRO BCT)

Die Antikoagulation, welche tliber den Zellseparator steuerbar ist, erfolgte in allen Féllen
mit dem Antikoagulans ACD-A mit einer Infusionsrate zwischen 1,8 und 3,0 ml/min.

Durch die Eingabe von Geschlecht, Korpergewicht, Korpergro3e und Hédmatokrit in den
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Monitor des Zellseparators kann dieser die Flussrate {iber die Blut- und Plasmapumpen und
das Verhiltnis von Antikoagulans zu Vollblut automatisch berechnen und anzeigen.
Manuelle Anderungen der Parameter sind jederzeit mdglich. Basierend auf der
unterschiedlichen Dichte der Blutbestandteile sammeln sich die Erythrozyten am duferen
und das Plasma am inneren Rand der Kammer, wihrend der ,,Buffy coat™ aus Leukozyten
und Thrombozyten dazwischen liegt. Nach der Plasmaseparation wird das Plasma iiber ein
zweites Einwegschlauchsystem (Disposable Tubing Set, Fresenius Medical Care, Bad
Homburg, Deutschland) zum Citeml10®-Monitor geleitet, der die extrakorporale
Elimination der zu entfernenden Substanzen steuert. Er leitet das Plasma ins jeweilige
Saulensystem, sodass beim Durchdringen der Sepharosematrix die zu entfernenden
Isoagglutinine bzw. Antikorper und Immunkomplexe durch die spezifischen Liganden
adsorbiert werden. Es konnen beliebig viele Adsorptionszyklen durchgefiihrt und somit die
gewiinschten  Antikorperreduktionsraten erreicht werden. Der Citem10®-Monitor
iiberwacht zudem kontinuierlich den pH-Wert des behandelten Plasmas um die
Patientensicherheit zu gewihrleisten. Durch die Messung der optischen Dichte der durch
das System stromenden Fliissigkeiten entscheidet er, ob sie jeweils dem Plasma, dem
Abfallbeutel oder dem Fraktionsbeutel zuzufiihren sind. Die entfernten Antikorper
gelangen in den Fraktionsbeutel und stehen somit fiir weitere Untersuchungen zur
Verfiigung. Da die maximale Flussrate durch die Saulen nach Maf3gabe des Herstellers 50
ml/min nicht iiberschreiten sollte, wurde das Patientenplasma in allen Fillen mit einer
maximalen Geschwindigkeit von 25 ml/min {iber die Immunadsorptionssdulen geleitet.
Das gereinigte Plasma wird einem Doppelbeutel zugefiihrt, aus dem der Zellseparator das
Plasma entnimmt, es auf Korpertemperatur erwidrmt und mit den zelluldren
Blutbestandteilen wiedervereinigt. Die Riickfiihrung des gereinigten Vollblutes zum
Patienten erfolgt im kontinuierlichen Verfahren iiber einen zweiten vendsen Zugang am
anderen Arm oder ein anderes Lumen des Katheters am selben Arm. Die
Behandlungsdauer hing bei den untersuchten Patienten vom prozessierten Plasmavolumen
ab. In drei Féllen musste eine bereits begonnene IA aus folgenden Griinden vorzeitig
abgebrochen werden: Abfall des Himoglobinwertes bei aktiver gastrointestinaler Blutung,
innere Unruhe des Patienten mit Hinweis auf Myokardischdmie im EKG sowie Erbrechen
des Patienten und Applikation von 10 g IVIG unmittelbar vor Therapiebeginn. In einem
Fall wurde die A aufgrund von Erschopfung des Patienten und Durchfall verkiirzt. In drei

weiteren [A traten bei den Patienten Nebenwirkungen auf: Fieber, Citratnebenwirkungen
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in Form von Pardsthesien, Kribbeln, Hitzewallungen, Warmegefiihl sowie Juckreiz bei

Verdacht auf allergische Reaktion.

Da beim Immunosorba®-System eine alternierende Regeneration der Sdulen stattfindet,
wird nach Ablauf eines Behandlungszyklus der Plasmafluss durch den Citeml0®-
Monitor auf die jeweils andere Sédule umgeleitet, worauthin die erste Sédule nach
entsprechender Voreinstellung automatisch einer Regeneration unterzogen wird
(Abbildung 16). Die Regeneration der Sdulen erfolgt durch Spiilung mit den mitgelieferten
Losungen (alle Fresenius Medical Care, Bad Homburg, Deutschland). Zunéchst werden die
Sdulen mit 1000 ml Puffer (pH 7,0) gespiilt um sie von Restplasma zu reinigen,
anschlieBend erfolgt die Elution der Antikorper durch 1000 ml saurer Glycinlésung (pH
2,2). Nach der Elution wird die Sdule zur Neutralisierung erneut mit 1000 ml Puffer
gespiilt. Die Aufbewahrung der Immunosorba®-Sdulen erfolgt zwischen zwei 1A nach
Regenerierung in  Dunkelheit bei 2 - 8 °C in 250 ml der mitgelieferten
Konservierungslosung. Diese enthdlt 0,04 % Polyhexamethylen-Biguanid (PHMB) als
aktive Komponente. Vor jeder neuen Behandlung muss das Konservierungsmittel daher

mit mindestens 1000 ml Puffers entfernt werden.

Plasmaseparation | | Citem 10®
Antikoagulation® Puffer Eluant ‘
pH 7.0 pH 2,2
Plasma-
separations- \/L : E
gerat ¥
: =i
; Imrunosart m =
L= Immunosorba
m_ m
i -}
- Abfal

,__._< *Zitrat / Haparin

Abbildung 16: Schematische Darstellung einer Immunadsorption mit Hilfe des

Immunosorba®-Systems (Copyright 2005 Fresenius Medical Care, Bad Homburg, Deutschland)
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4.3.4 Jenaer Konditionierungsprotokoll fiir die ABO-inkompatible

Nierenlebendspende

Das Jenaer Konditionierungsprotokoll leitete sich vom Freiburger Protokoll fiir ABO-
inkompatible LDK-Tx ab (Donauer et al. 2006). Am Tag -28 vor Tx wurde tagestationir
einmalig 375 mg/m? Rituximab (Mabthera®, Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen)
intravends appliziert. Das immunsuppressive Tripel-Induktionsregime aus den oralen
Medikamenten Tacrolimus (Prograf®, Astellas Pharma GmbH, Miinchen, Deutschland),
Mycophenolat Mofetil (CellCept®, Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen) und
Prednisolon wurde am Tag -7 vor Transplantation gestartet. Am Tag -3 wurden IVIG
(Octagam®, Octapharma GmbH, Langenfeld, Deutschland oder Gamunex®, Talecris
Biotherapeutics, Durham, USA) in einer Dosis von 0,5 g/kg KG appliziert. Zusétzliche
intravendse Prednisolonapplikationen erfolgten an den Tagen 0 (OP-Tag) und +1. Zur
Entlassung wurde die immunsuppressive Therapie mit Tacrolimus, Mycophenolat Mofetil

und Prednisolon fortgesetzt.

Zur perioperativen Reduktion der Isoagglutinintiter waren protokollgeméfl an den Tagen
-6, -5, -2, -1 vor sowie +3, +6, +9 nach Transplantation IA geplant. Der préoperative
Isoagglutininzieltiter wurde auf < 1:4 festgelegt. Die Bestimmung des Isoagglutinintiters
erfolgte regelhaft vor und nach jeder IA. Bei noch nicht erreichtem Zieltiter konnten nach
individueller Abwigung zusdtzliche [A angesetzt, bei postoperativ niedrigen Werten
anstehende IA weggelassen werden. Die antibiotische Infektionsprophylaxe wurde mit

Valganciclovir, Fluconazol und Cotrimoxazol per os ab Tag 0 gefiihrt.

Zusétzlich wurden standardméBig Nierenbiopsien an den Tagen +3, +5, +7, +14, +90 und
+365 durchgefiihrt.

4.3.5 Jenaer Konditionierungsprotokoll fiir die AB0- inkompatible
Leberlebendspende

Nach stationdrer Aufnahme des Patienten wurde am Tag -7 vor Tx zunidchst die
immunsuppressive  Medikation als Quadrupel-Induktionsregime mit Basiliximab
(Simulect®, Novartis Pharma, Niirnberg, Deutschland), Prednisolon, Tacrolimus
(Prograf®, Astellas Pharma GmbH, Miinchen, Deutschland) und Mycophenolat Mofetil
(CellCept®, Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen) gestartet. Zur Entlassung wurde die
immunsuppressive Therapie mit Tacrolimus, Mycophenolat-Mofetil und Prednisolon

weitergefiihrt. IVIG (Octagam®, Octapharma GmbH, Langenfeld, Deutschland oder
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Gamunex®, Talecris Biotherapeutics, Durham, USA) wurden am Tag -3 in einer Dosis von

0,5 g/kg Korpergewicht appliziert.

Zur Reduktion der Isoagglutinine waren préaoperativ drei bis vier IA geplant, welche nach
Moglichkeit tdglich oder wumtigig bis zur Erreichung des préoperativen
Isoagglutininzieltiters von < 1:4 durchgefiihrt wurden. Anzahl und Frequenz der IA folgten
keinem starren Regime, sondern richteten sich nach Hohe der Isoagglutinintiter sowie
klinischer Toleranz der Therapie durch den Patienten. Die letzte A erfolgte planmiBig am
Tag -1 vor Tx. Postoperativ wurden ab Tag 0 bzw. +1 IA durchgefiihrt, wobei sich auch
hier Anzahl und Frequenz nach Hohe der postoperativen Isoagglutinintiter mit Zieltiter <
1:4 richteten. Die perioperative Messung der Isoagglutinintiter erfolgte vor und nach jeder
IA sowie zwischen den IA tdglich. Eine antibiotische Infektionsprophylaxe wurde

ebenfalls mit Valganciclovir, Fluconazol und Cotrimoxazol per os ab Tag 0 durchgefiihrt.

4.3.6 Bestimmung der Isoagglutinintiter

Zum Nachweis der Isoagglutinintiter musste die Patientenblutgruppe bekannt sein. Diese
war in der Krankenakte des Patienten dokumentiert. Die Bestimmung der Isoagglutinintiter
erfolgte im Rahmen dieser Dissertation auf zwei verschiedene Arten: Einerseits mit Hilfe
des Rohrchentests (RT), der wenig sensitiv fiir IgG-Isoagglutinine ist und {iberwiegend
IgM-Isoagglutinine nachweist. Andererseits durch Anwendung eines Gelkartentest (GKT),
wobei es sich um einen indirekten Coombstest zur Bestimmung der 1gG-Isoagglutinintiter
handelt. Alle Plasma- bzw. Serumproben wurden mit Hilfe von Testerythrozyten auf Anti-
Al, -A2 und -B-Isoagglutinine untersucht. Dabei wurden Erythrozyten der Blutgruppe 0
als Negativkontrolle mitgefiihrt. Je nach Blutgruppe des Patienten mussten dabei fiir jeden
der beiden Tests ein Ansatz (Blutgruppe A), zwei (Blutgruppe B) oder drei (Blutgruppe 0)

Ansétze mit linearer Verdiinnungsreihe hergestellt werden.

4.3.6.1 Herstellung einer linearen Verdiinnungsreihe

1. Zunidchst wird eine lineare Verdiinnungsreihe der Serum- bzw. Plasmaproben
hergestellt. Hierflir werden sieben Glasrohrchen wie folgt fortlaufend beschriftet:
1:1 (unverdiinnt), 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 und 1:64.

2. In das zweite bis siebte Rohrchen werden nun fiir den RT jeweils 100 pl und fiir

den GKT 200 pL NaCl pipettiert.
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3. Anschliefend werden in das erste und zweite Rohrchen fiir den RT jeweils 100 ul

und fiir den GKT 200 pL Patientenserum oder -plasma zugefiigt.

Die lineare Verdiinnungsreihe wird hergestellt indem aus dem Gemisch des zweiten
Rohrchens 100 ul (RT) bzw. 200 uL (GKT) in das dritte Réhrchen pipettiert
werden, dann aus dem Gemisch des dritten Rohrchens 100 pl (RT) bzw. 200 puL
(GKT) in das vierte Rohrchen usw.

4.3.6.2 Rohrchentest

1.

In die Ansdtze eins bis sechs der Verdiinnungsreihe werden 100 pul
Testerythrozyten (Referencells® Al, A2, B, 0, IMMUCOR, Roédermark,
Deutschland) pipettiert. Die zu verwendenden Testerythrozyten richten sich nach
Blutgruppe des Patienten und Art der gesuchten Isoagglutinine (Tabelle 4). Das
siebte Rohrchen dient dem bedarfsméiBigen Ansatz weiterer Titerstufen bei
Isoagglutinintitern > 1:32 und wird nicht mit Testerythrozyten gefiillt.

Die Ansitze werden leicht gemischt und dann bei Raumtemperatur zehn Minuten
inkubiert. AnschlieBend erfolgt zur Verstirkung der Agglutinationsreaktion eine
Zentrifugation bei 800 U/min fiir eine Minute in der DiaCent-CW-Zentrifuge
(DiaMed, Cressier, Schweiz).

Zur Beurteilung der Isoagglutinintiterstufe werden die Glasrohrchen anschlie3end
leicht aufgeschiittelt und tiber der Lichtplatte beurteilt.

Die letzte Titerstufe, bei der im Glasrohrchen noch eine deutliche
Agglutinationsreaktion sichtbar ist, entspricht der Hohe des Isoagglutinintiters des

Patienten.

4.3.6.3 Gelkartentest

1.

Herstellung einer linearen Verdiinnungsreihe fiir den GKT wie oben beschrieben.
Das siebte Rohrchen wird zur Herstellung weiterer Titerstufen bei
Isoagglutinintitern > 1:32 belassen.

Je nach Blutgruppe werden ein bis drei IgG/C3d-LISS/Coombs-1D-Cards (DiaMed,
Cressier, Schweiz) fortlaufend mit 1:1 (unverdiinnt), 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 und
1:64 beschriftet.

In alle sechs Kavititen werden 50 ul der benétigten Testerythrozyten pipettiert
(Tabelle 4). Es wurde eine 5 %ige ID-Diluent-2-Suspension (DiaMed, Cressier,
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Schweiz) der Testerythrozyten (Referencells® Al, A2, B, 0, IMMUCOR,
Rodermark, Deutschland) verwendet, welche von den Medizinisch-technischen
Assistenten des Instituts nach einmaligem Auswaschen der Erythrozyten mit NaCl
hergestellt worden war.

4. AnschlieBend werden jeweils 25 ul des linear verdiinnten Patientenserums/-
plasmas in die Kavitéten pipettiert.

5. Die Karten werden 15 Minuten bei 37 °C im ID-Incubator 37 S I inkubiert und fiir
10 Minuten bei 4000 U/min in der ID-Centrifuge 24 S (beide DiaMed, Cressier,
Schweiz) zentrifugiert.

6. Die Beurteilung erfolgt liber der Lichtplatte. Dabei entspricht der Isoagglutinintiter
des Patienten der niedrigsten Verdiinnungsstufe, die noch zu einer schwach
positiven (+) Agglutination fiihrt. Diese Verdiinnungsstufe wird als

Isoagglutinintiter des Patienten dokumentiert.

Tabelle 4: Schema zur Auswahl der zu verwendenden Testerythrozyten

ABO-Blutgruppe des Patienten ~ Gesuchte Isoagglutinine Testerythrozyten
A Anti- B B
B Anti-Al, -A2 Al, A2
0 Anti-Al, -A2, -B Al,A2,B

4.3.7 Verwendete Formeln

4.3.7.1 Hamatokrit-korrigiertes Plasmavolumen

Das behandelte Himatokrit-korrigierte Plasmavolumen (PVy) in Litern wurde fiir jede 1A
mit Hilfe der Formel nach Kaplan (Kaplan 1990) berechnet. Hierfiir sind Himatokritwert
und Korpergewicht des Patienten vor IA sowie das wihrend der IA behandelte
Plasmavolumen ausschlaggebend.

behandeltes Plasmavolumen (L)

PVHct (L) =
ct (L) 0,065 * Korpergewicht (kg) * (1 — Hamatokrit (%))

4.3.7.2 Bestimmung der Titerreduktionsrate

Die Titerreduktionsrate (TRR) eines Patienten berechnete sich aus den jeweiligen Anti-
Al, Anti-A2- und Anti-B-Isoagglutinintitern sowie der Anzahl durchgefiihrter IA (Wilpert
et al. 2007). Eine TRR von > 1,0 wurde hierbei als effizient betrachtet. Zur Berechnung der
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TRR wurden die Isoagglutinintiter wie folgt ausgedriickt: Ein Titer von 1:1 entspricht
Stufe 1, ein Titer von 1:2 entspricht Stufe 2, 1:4 entspricht Stufe 3, 1:8 entspricht Stufe 4

usw.
Gruppe 1:

(Titerstufe vor 1.1A) — (Titerstufe vor ABO — inkompatibler Tx)
Gesamtzahl der [A vor Tx

TRR =

Gruppe 2 bis 4:

_ (Titerstufe vor 1.1A) — (Titerstufe nach letzter 1A)

TRR Gesamtzahl der IA

4.3.7.3 Intra treatment titer drop und Average titer drop

Als ,,intra treatment titer drop“ (TD) wird die innerhalb einer IA erwiinschte Reduktion
eines Isoagglutinins um x Titerstufen bezeichnet (Wilpert et al. 2007). Fiir jedes
Isoagglutinin lédsst sich der Mittelwert aus den TD aller Patienten innerhalb einer 1A, der

,,average titer drop ““ (aTD), berechnen.
Durchschnittliche Isoagglutinintiterreduktion

In einigen Féllen wurde zur Auswertung der Daten die durchschnittliche

Isoagglutinintiterreduktion innerhalb einer IA verwendet:

Durchschnittliche Isoagglutinintiterreduktion einer 14 =
- fiir Blutgruppe 0: X (Isoagglutinintiterreduktion Anti-Al + A2 + B)
- fiir Blutgruppe B: X (Isoagglutinintiterreduktion Anti-A1 + A2)
- fiir Blutgruppe A: X = Isoagglutinintiterreduktion Anti- B

Zusitzlich wurde der Mittelwert der durchschnittlichen Isoagglutinintiterreduktionen berechnet.

Dabei setzte sich die Berechnung aus den Werten aller Patienten fiir eine IA zusammen.

Mittelwert der durchschnittlichen Isoagglutinintiterreduktion einer 14 =

X (mittlere Isoagglutinintiterreduktion aller 25 Patienten)

4.3.7.4 Titer increment und Average titer increment

Das ,, titer increment “ (TT) bezeichnet den Wiederanstieg der Isoagglutinine zwischen zwei
aufeinander folgenden IA. Fiir jedes Isoagglutinin ldsst sich so der Mittelwert aus den TI
aller Patienten innerhalb einer A, das ,, average titer increment (aTl), berechnen. Ein aTI

von > 2,0 Titerstufen wird als hoher ,, Titerrebound‘ angesehen (Wilpert et al. 2007).
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4.4 Statistik

4.4.1 Artder Auswertung

Mit Hilfe von Excel’07 wurde eine Tabelle fiir die Patientengruppen erstellt. Diese Daten
wurden in das Computerprogramm ,,Statistical Package for Social Sciences* (SPSS Inc.,
Chicago, USA) Version 18.0 importiert und ein entsprechendes Tabellenlayout entworfen.
Die nachfolgende Datenanalyse erfolgte die mit freundlicher Unterstiitzung des Institutes

fiir Medizinische Statistik, Informatik und Dokumentation der FSU Jena.

Zunichst wurde eine deskriptive Statistik der dokumentierten Parameter durch Berechnung
der entsprechenden arithmetischen Mittelwerte, der Mediane, der Minima und Maxima
sowie der Standardabweichung erstellt. Zur Untersuchung eines Zusammenhanges
zwischen behandeltem Hématokrit-korrigierten Plasmavolumen und
Isoagglutinintiterreduktion erfolgte eine Korrelationsanalyse mittels
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman. Der Einfluss des behandelten Hamatokrit-
korrigierten Plasmavolumens auf die Isoagglutinintiterreduktion wurde zudem mit Hilfe
des Kruskal-Wallis-Tests ndher untersucht. Zur Beurteilung von Effektivitdtsunterschieden
innerhalb der drei gebildeten Plasmagruppen hinsichtlich Signifikanzen wurde der Mann-
Whitney-U-Test verwendet. Mit Hilfe der Berechnung von Quotenverhiltnissen (Odds-
Ratio) sollte ermittelt werden in welcher der untersuchten Plasmagruppen die Chance auf
eine Isoagglutinintiterreduktion > 2,5 gesenkten Titerstufen grofler ist. Abschliefend
wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Test untersucht in wie weit die Anzahl der
durchgefiihrten IA vom Isoagglutinintiter vor erster IA abhiingt. Zur besseren Ubersicht
wurden die Isoagglutinintiter in allen Tabellen wie folgt dargestellt: Isoagglutinintiter 0
entspricht einem Titer unter der Nachweisgrenze bei negativer Agglutinationsreaktion, der
Isoagglutinintiter 1:1 entspricht 1, der Isoagglutinintiter 1:2 entspricht 2, der
Isoagglutinintiter 1:4 entspricht 4, der Isoagglutinintiter 1:8 entspricht 8 usw. In allen
durchgefiihrten statistischen Tests wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als

statistisch signifikant festgelegt.
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4.4.2 Begriindung fiir die Wahl der Tests

4.4.2.1 Rangkorrelation nach Spearman

Aufgrund ordinal skalierter Merkmale wurde der Korrelationskoeffizient nach Spearman
berechnet. Er ist robust gegeniiber Ausreilern und bendtigt nicht die Annahme einer
linearen Beziehung zwischen den Merkmalen. Die Nullhypothese (Ho) dieser
Korrelationsanalyse geht davon aus, dass es statistisch keinen Zusammenhang zwischen
den untersuchten Merkmalen gibt. Das Signifikanzniveau wurde mit o = 0,05 festgelegt.
War p > a, wurde Ho bestitigt, war p < a, galt das Vorliegen einer Korrelation statistisch
als gesichert (Lorenz 2008). Der zugehorige Korrelationskoeffizient (r;) gibt die Stirke und
die Richtung des statistischen Zusammenhangs an. Er kann Werte zwischen —1 und +1
annehmen, wobei das Vorzeichen festlegt, ob die Korrelation positiv (+) oder negativ (—)
ist. Im Falle von r, = 0 liegt statistisch kein Zusammenhang vor. Folgende Grenzen sind fiir
die Bewertung des Korrelationskoeffizienten festgelegt worden: Zwischen —0,3 <1y >+ 0,3
wurde ein schwacher, zwischen +/- 0,3 <r, > +/- 0,7 ein mittlerer und zwischen +/- 0,7 < r;
> +/- 1 ein starker statistischer Zusammenhang angenommen. Zu beachten ist, dass auf
Grund von Korrelationen jedoch keine Aussagen liber kausale Zusammenhinge gemacht

werden konnen.

4.4.2.2 Kruskal-Wallis-Test

Zum globalen Vergleich mehrerer, voneinander unabhédngiger Plasmavoluminagruppen
kam der Kruskal-Wallis-Test zur Anwendung. Seine Nullhypothese (HO) besagt, dass
statistisch kein Unterschied zwischen mindestens zwei der drei untersuchten Gruppen
besteht. Die Alternativhypothese (HA) besagt, dass es einen Unterschied zwischen den
Gruppen gibt. Das Signifikanzniveau war mit o = 0,05 festgelegt. War p > a, so wurde HO
bestétigt, war p < o, wurde HO abgelehnt, womit statistisch ein signifikanter Unterschied
zwischen mindestens zwei der Gruppen gesichert werden konnte. Das in den IA behandelte
Hématokrit-korrigiertes Plasmavolumen war fiir die Analyse in folgende drei Gruppen

gestaffelt:

- Plasmagruppe 0 =0 bis 1,49 L Hamatokrit-korrigiertes Plasmavolumen
- Plasmagruppe 1 = 1,5 bis 1,99 L Hamatokrit-korrigiertes Plasmavolumen

- Plasmagruppe 2 => 2 L Hamatokrit-korrigiertes Plasmavolumen
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4.4.2.3 Mann-Whitney-U-Test und a-Adjustierung

Im Falle der Ablehnung von HO mit p < o im Kruskal-Wallis-Test, waren weitere
statistische Tests erforderlich, um eine Unterscheidung zwischen den einzelnen
Plasmavoluminagruppen vornehmen zu koénnen. Als weiterfiihrender statistischer Test
wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet, mit welchem das Vorliegen eines
signifikanten Unterschiedes zwischen je zwei verschiedenen und voneinander
unabhingigen Plasmavoluminagruppen gepriift werden konnte. Die Nullhypothese (HO)
besagt, dass sich die verglichenen Gruppen nicht voneinander unterscheiden. Das
Signifikanzniveau war mit a = 0,05 festgelegt. AnschlieBend wurden die ermittelten p-
Werte einer a-Adjustierung unterzogen. Hierfiir wurden sie der Gréfle nach geordnet und
nach den in Tabelle 5 dargestellten Signifikanzschranken des nach Shaffer modifizierten
Holm-Verfahrens (Horn und Vollandt 1995) bewertet. Mit dem kleinsten p-Wert
beginnend wurden sie nacheinander mit den rangzugehorigen Signifikanzschranken
verglichen. War der p-Wert kleiner als seine Schranke, wurde HO abgelehnt und die
Unterschiede der verglichenen Gruppen als signifikant betrachtet. Das Testverfahren
wurde abgebrochen, sobald ein untersuchter p-Wert grofer als seine Signifikanzschranke
war. Dieser sowie alle restlichen, ranghdheren p-Werte wurden nicht weiter untersucht und

HO als bestétigt betrachtet (Lorenz 2008).

Der Mann-Whitney-U-Test wurde aulerdem gewihlt um bei nicht-normalverteilten Daten
zu priifen ob Patienten mit hohen Isoagglutinintitern vor erster IA signifikant mehr IA
bendtigen als Patienten mit normalen Isoagglutinintitern. Der Isoagglutinintiter vor erster
IA wird als ,,Ausgangstiter” bezeichnet. Unter einem hohen Ausgangstiter versteht man
hierbei Anti-Al-, Anti-A2- oder Anti-B-Isoagglutinintiter von > 1:128 vor erster [A

(Wilpert et al. 2007). Die Titergruppen waren fiir den Test wie folgt codiert:

- Gruppe 1 = Patienten mit normalen Ausgangstitern
(Anti-A1-, Anti-A2-, Anti-B-Isoagglutinintiter < 1:128 vor 1.1A)
- Gruppe 2= Patienten mit hohen Ausgangstitern

(Anti-Al-, Anti-A2-, Anti-B- Isoagglutinintiter > 1:128 vor 1.IA)
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Tabelle 5: Signifikanzschranken fiir das nach Schaffer modifizierte Holm-Verfahren fiir den
Vergleich von drei unabhingigen Gruppen mit gesicherter Signifikanz im Kruskal-Wallis-

Test

Reihenfolge der p-Werte 1. 2. 3.

o o o

Signifikanzschranken fiir die p-Werte (=0,05) (=0,05) (=0,05)

Tabelle 6: Signifikanzschranken fiir das nach Schaffer modifizierte Holm-Verfahren fiir den
Vergleich von drei unabhéngigen Gruppen ohne gesicherte Signifikanz im Kruskal-Wallis-

Test

Reihenfolge der p-Werte 1. 2. 3.

o/3 o o

Signifikanzschranken fiir die p-Werte (=0,016) (=0,05) (=0,05)

4.4.2.4 Berechnung der Odds-Ratio

Das Quotenverhéltnis, auch Odds-Ratio genannt, ist ein Assoziationsmal}, das den Grad
eines Zusammenhanges zwischen zwei Alternativmerkmalen quantifiziert (Wei3 2010).
Ein Odds ist hierbei das Verhéltnis aus zwei zusammen gehorenden Hiaufigkeiten. Das
Quotenverhéltnis nimmt Werte zwischen 0 und o an. Ein Quotenverhéiltnis von 1 bedeutet,
dass kein Unterschied zwischen den Odds in den verglichenen Gruppen besteht. Ein Wert
> 1 bedeutet, dass die Odds der ersten Gruppe groBer sind, ein Wert < 1 dass die Odds der
ersten Gruppe kleiner sind. Das Signifikanzniveau wurde mit a = 0,05 festgelegt. Die

Codierung der Merkmale fiir diesen statistischen Test erfolgte nach folgendem Schema:

Titergruppe 1 = TD > 2,5 gesenkte Isoagglutinintiterstufen
Titergruppe 2 = TD < 2,5 gesenkte Isoagglutinintiterstufen
Plasmagruppe 1 = 0,00 bis 1,99 L Hamatokrit-korrigiertes Plasmavolumen

Plasmagruppe 2= > 2,00 L Hamatokrit-korrigiertes Plasmavolumen


http://de.wikipedia.org/wiki/Unendlichkeit
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5  Ergebnisse

5.1 Charakterisierung des Patienten- und Kontrollkollektivs

5.1.1 Patientenparameter

Die Messung der Isoagglutinintiter erfolgte bei 25 Patienten, die nach vorliegender
Grunderkrankung in vier Patientengruppen eingeteilt waren (vergleiche Tabelle 2 und 3).
Insgesamt wurden bei diesen Patienten 151 IA durchgefiihrt (Abbildung 17). Bei einer
Spanne von 2 bis 19 IA erhielt jeder Patient durchschnittlich 6,0 = 3,8 IA. Anhand der
Tabellen 2 und 3 wird deutlich, dass die Geschlechterverteilung innerhalb des
Patientenkollektivs sowie zwischen Patienten- und Kontrollkollektiv anndhernd homogen
war. Hingegen war die Geschlechterverteilung im  Kontrollkollektiv unausgeglichen:
Gruppe 2 bestand nur aus méannlichen und Gruppe 3 nur aus weiblichen Patienten. Bei der
Altersverteilung war das Patientenkollektiv im Schnitt ca. zehn Jahre dlter als das
Kontrollkollektiv und auch innerhalb des Kontrollkollektivs unterschied sich das
Durchschnittsalter der Gruppen 2 bis 4 um bis zu zehn Jahre voneinander. Die jiingsten
Patienten fanden sich in Gruppe 2, gefolgt von Gruppe 3, 4 und 1. Ebenso unterschieden
sich die Behandlungszeitrdume der Patienten: Der des Patientenkollektivs lag mit einem
durchschnittlichen Behandlungszeitraum von 20,4 + 29,2 Tagen (Spanne 5 bis 86 Tage) in
etwa doppelt so hoch wie der des Kontrollkollektivs mit durchschnittlich 12,5 + 10,0
Tagen (Spanne 3 bis 38 Tage). Zuletzt war auch die Blutgruppenverteilung zwischen und
innerhalb des Patienten- und Kontrollkollektivs inhomogen (Tabelle 7), sodass in allen

Patientengruppen unterschiedliche Isoagglutinine gemessen wurden.

Tabelle 7: Blutgruppenverteilung des Patienten- und Kontrollkollektivs

ABO-Blutgruppe Patientenkollektiv Kontrollkollektiv
Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
A 2 4 - 1
B 1 1 1 -
0 4 1 5 5

AB - - - -
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Abbildung 17: Anteil der Patientengruppen an allen Immunadsorptionen
Gruppe 1 = Patienten mit geplanter ABO-inkompatibler Tx, Gruppe 2 = Patienten mit Rejektion
nach ABO-kompatibler Tx, Gruppe 3 = Patienten mit irreguldren Antikorpern, Gruppe 4 =
Patienten mit himatologischer/autoimmuner Grunderkrankung

5.1.2 Behandlungsparameter

OGruppe 1
OGruppe 2
O Gruppe 3
B Gruppe 4

Da fiir jede IA eines Patienten die Dauer, der Blutfluss im Apheresegerit, das in der IA

behandelte Plasmavolumen und das daraus rechnerisch ermittelte Hamatokrit-korrigierte

Plasmavolumen (PVy.) sowie das Verhidltnis des Antikoagulans ACD-A zu Vollblut

dokumentiert wurden, konnte eine Charakterisierung dieser Parameter durch Lage- und

Streuungsmale erstellt werden (Tabelle 8).

Tabelle 8: Behandlungsparameter aller 151 durchgefiihrten Immunadsorptionen

Abkiirzungen: PVy, = Hamatokrit-korrigiertes Plasmavolumen, AK:VB = Verhiltnis Antikoagulans

zu Vollblut
Parameter Minimum Maximum Mittelwert Median
Dauer (min) 79 404 2932+ 57,1 291
Blutfluss (ml/min) 28 55 43,6 £5,5 45
Plasmavolumen (L) 0,9 9.4 6,2+1,5 6,2
PVye (L) 0,3 3,1 1,8+04 1,8
AK: VB 1:10,0 1:50,0 1:15,5+4,9 1:15,1
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5.2 Isoagglutinintiter der Patienten

Die Isoagglutinintiter der 25 Patienten wurden in allen Féllen sowohl im Rd&hrchentest
(RT) als auch im Gelkartentest (GKT) bestimmt. Die Darstellung der Titer erfolgt wie
unter Punkt 4.4.1 beschrieben. Tabelle 9 gibt eine Ubersicht iiber die maximalen
Isoagglutinintiter, die prd- und posttherapeutisch gemessen wurden. Tabelle 10 zeigt die

gruppenspezifischen maximalen préitherapeutischen Isoagglutinintiter.

Bei Betrachtung der Mediane konnte der niedrigste Isoagglutinintiter vor einer IA in
Gruppe 2 (RT und GKT), der hochste in Gruppe 1 und 4 (RT) bzw. 3 und 4 (GKT)

gemessen werden.

Tabelle 9: Maximal gemessene Isoagglutinintiter vor und nach Immunadsorption aller 25

Patienten
Testart Maximum Anti-Al Anti-A2 Anti-B
RT vor [A 256 256 256
nach [A 128 64 128
GKT vor [A 2048 1024 512
nach [A 1024 512 256

Tabelle 10: Gruppenspezifische maximale Isoagglutinintiter vor einer Immunadsorption

Testart Gruppe Anti-A1 Anti-A2 Anti-B MW MED
1 256 128 256 213,3+73,9 256
RT 2 64 16 128 69,3 £ 56,2 64
3 128 64 128 106,7 + 37,0 128
4 256 256 256 256,0£0,0 256
1 2048 512 512 1024,0 + 886,8 512
GKT 2 64 32 128 74,7 + 48,9 64
3 1024 1024 512 853,3 +£295,6 1024
4 1024 1024 256 768,0 + 4434 1024
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5.3 Isoagglutinintiterreduktion innerhalb der Immunadsorptionen

Um die Effektivitit der Isoagglutinintiterreduktion pro IA in Abhingigkeit vom
verwendeten Sdulensystem beurteilen zu konnen, wurden fiir jede Patientengruppe der
»intra treatment titer drop* (TD) und der ,,average titer drop™ (aTD) bestimmt (siche

4.3.7.3). Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 und 12 dargestellt.

Der Isoagglutinintiter konnte pro IA im Patientenkollektiv um maximal vier und im
Kontrollkollektiv um maximal fiinf Titerstufen gesenkt werden (Tabelle 11). Die mediane
Reduktion der Isoagglutinintiter war dabei in Gruppe 2 (RT und GKT) am niedrigsten und
in Gruppe 1 (RT) bzw. Gruppe 1, 3 und 4 (GKT) am hochsten. Beim gruppenspezifischen
Vergleich der maximal erreichten aTD-Werte konnte der niedrigste aTD von 1,0
Titerstufen (RT und GKT) wiederum in Gruppe 2, der hochste aTD von 4,0 (RT) bzw. 3,0
(GKT) Titerstufen in Gruppe 4 gemessen werden (Tabelle 12).

Tabelle 11: Gruppenspezifische maximal gesenkte Isoagglutinintiterstufen pro IA (intra

treatment titer drop)

Testart Gruppe Anti-Al Anti-A2 Anti-B MW MED

1 4,0 4,0 4,0 4,0+0,0 4,0

RT 2 2,0 2,0 2,0 2,0+0,0 2,0

3 4,0 3,0 3,0 3,3+£0,6 3,0

4 4,0 3,0 3,0 3,3+0,6 3,0

1 4,0 4,0 4,0 4,0+0,0 4,0

GKT 2 2,0 3,0 1,0 2,0+ 1,0 2,0
3 4,0 4,0 3,0 3,7+£0,6 4,0

4 5,0 4,0 4,0 4,3+0,6 4,0

Tabelle 12: Gruppenspezifischer maximaler aTD pro IA fiir die einzelnen Isoagglutinine

Testart Gruppe Anti-Al Anti-A2 Anti-B

1 2,4 2,5 1,8

RT 2 1,0 L5 1,0

3 1,2 1,2 1,6

4 3,0 4,0 2,5

1 2,6 4,0 1.8

GKT 2 1,5 2,0 1,0
3 2,2 2,0 2,0

4 3,0 3,0 2,2
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5.4 Titerreduktionsraten der Patienten

Fir jeden Patienten wurde zudem die Titerreduktionsrate (TRR) seiner jeweiligen
Isoagglutinine berechnet (siche 4.3.7.2). Je hoher diese war, desto effektiver waren die
Immunadsorptionsbehandlungen hinsichtlich der Isoagglutinintiterreduktion, wobei ein
Wert > 1,0 als effizient angesehen wurde. AnschlieBend wurden fiir Patienten- und
Kontrollkollektiv aus den TRR der zugehorigen Patienten die gruppenspezifischen

mittleren und medianen TRR bestimmt, welche in Tabelle 13 aufgefiihrt sind.

Die medianen TRR des Patientenkollektivs lagen zwischen 0,4 und 1,0 (RT) bzw. 0,2 und
1,3 (GKT). Im Vergleich dazu lagen die medianen TRR des Kontrollkollektivs mit Werten
zwischen 0,2 und 0,7 (RT) bzw. 0,3 und 0,8 (GKT) niedriger als die des

Patientenkollektivs.

Unter Beriicksichtigung der Medianwerte wurde beim Vergleich der einzelnen
Patientengruppen die niedrigste TRR von 0,2 in Gruppe 3 (RT) bzw. 1 (GKT) erzielt. Die
groBte mediane TRR von 1,0 (RT) bzw. 1,3 (GKT) konnte in Gruppe 1 erzielt werden. Die

entsprechenden Werte wurden bei unterschiedlichen Isoagglutininen gemessen.

Tabelle 13: Gruppenspezifische durchschnittliche Titerreduktionsraten fiir die

verschiedenen Isoagglutinine

Testart ~ Gruppe Anti-Al Anti-A2 Anti-B

MW MED MW MED MW MED

1 0,8+0,1 0,8 0,9+0,1 1,0 0,4+0,1 0,4

RT 2 0,6 0,5 0,6 0,7+ 0,1 0,7 0,2+0,7 0,3

3 0,6 0,6 0,3 0,4+0,6 0,2 0,2+0,3 0,2

4 0,4+0,3 0,3 0,7+0,5 0,6 0,5+0,3 0,4

1,4+0,6 1,3 0,8+0,6 0,8 0,3+0,1 0,2

GKT 0,8+ 0,4 0,8 0,8+0,2 0,8 -0,1£0,8 0,3

0,7+0,5 0,5 0,4+0,3 0,5 0,4+04 0,3
0,7+0,5 0,5 0,8+0,7 0,5 0,9+0,6 0,7

AW N~
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5.5 Wiederanstieg der Isoagglutinintiter zwischen zwei

Immunadsorptionen

Um den Wiederanstieg der Isoagglutinintiter zwischen zwei aufeinander folgenden 1A zu
beurteilen, wurden fiir jede Patientengruppe das TI und das aTl berechnet (siehe 4.3.7.3).
Die Ergebnisse sind in den Tabellen 14 und 15 dargestellt, wobei ein aTl von > 2,0

Titerstufen als hoher ,, Titerrebound* angesehen wird.

Im Patientenkollektiv zeigte sich ein maximaler Wiederanstieg der Isoagglutinintiter (TI)
um bis zu vier und im Kontrollkollektiv um bis zu sechs Titerstufen (Tabelle 14). Bei
Betrachtung der Medianwerte war das TI mit zwei Titerstufen (RT und GKT) erneut in
Gruppe 2 am niedrigsten und mit vier (RT) bzw. fiinf (GKT) Titerstufen in den Gruppen 3
und 4 am hochsten. Das niedrigste aTl konnte mit 0,5 (RT) bzw. 1,0 (GKT) Titerstufe in
Gruppe 2, das grofite aTI mit 3,0 (RT) bzw. 4,0 (GKT) Titerstufen in Gruppe 4 gemessen
werden (Tabelle 15).

Tabelle 14: Gruppenspezifisches maximales ,, Titer increment* (TI) der Isoagglutinine

Testart Gruppe Anti-Al Anti-A2 Anti-B MW MED

1 4,0 3,0 2,0 3,0+ 1,0 3,0

RT 2 1,0 2,0 4,0 23+ 1,5 2,0
3 4,0 4,0 3,0 3,7 0,6 4,0

4 4,0 3,0 4,0 3,7+ 0,6 4,0

1 4,0 4,0 3,0 3,7 0,6 4,0

GKT 2 1,0 1,0 4,0 2,0£1,7 1,0
3 4,0 4,0 4,0 4,0+ 0,0 4,0

4 6,0 5,0 4,0 50+1,0 5,0
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Tabelle 15: Gruppenspezifisches maximales , Average titer increment* (aTI) der

Isoagglutinine
Testart Gruppe Anti-Al Anti-A2 Anti-B

1 2,5 2 1
RT 2 0,5 2,0 1,0
3 2,0 2,() 1 ,8
4 3,0 3,0 3,0
1 2,0 2,5 2,0
GKT 2 1,0 1,0 1,6
3 2,5 2,3 2,0
4 3,0 4,0 23

5.6 Korrelation der Isoagglutinintiterreduktion innerhalb einer
Immunadsorption mit dem Hiamatokrit-Korrigierten

Plasmavolumen

Mittels Rangkorrelation nach Spearman sollte der Zusammenhang zwischen der
Isoagglutinintiterreduktion innerhalb einer IA und der Menge des behandelten Himatokrit-
korrigierten Plasmavolumens (PVy) wuntersucht werden. Hierfiir wurde der

Rangkorrelationskoeffizient r; nach Spearman berechnet.

Dabei betrug das im Patientenkollektiv behandelte PVy 1,6 = 0,3 (Mittelwert) bzw. 1,6
(Median) L und das im Kontrollkollektiv behandelte PV 1,9 + 0,4 (Mittelwert) bzw. 1,9
(Median) L.

5.6.1 Absolute Isoagglutinintiterreduktion in Abhéingigkeit vom Himatokrit-

korrigierten Plasmavolumen

Zunichst wurde die Korrelationsanalyse fiir jedes einzelne Isoagglutinin durchgefiihrt.
Signifikante Korrelationen mit p < 0,05 lieBen sich nur fiir einzelne IA der
Patientengruppen 2 und 3 berechnen (Tabelle 16), wobei sich stark positive bzw. negative
statistische Zusammenhénge zeigten. Fiir alle tibrigen IA lieB sich kein statistisch

signifikanter Zusammenhang nachweisen (Daten nicht gezeigt).
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Tabelle 16: Uberblick der statistisch signifikanten Korrelationen zwischen absoluter
Isoagglutinintiterreduktion  innerhalb einer IA und Héimatokrit-korrigiertem
Plasmavolumen

Abkiirzungen: Spearman-Rho r, = Korrelationskoeffizient, p-Wert = Signifikanzwert

Testart Gruppe  Nr. der [A Spearman- Rho rs p-Wert
Anti-Al Anti-A2 Anti-B

2 1 -1,0 -1,0 - <0,01

RT 2 - +1,0 - <0,01

3 -1,0 +1,0 - <0,01

3 1 - - -0,9 0,041

2 1 +1,0 +1,0 - <0,01

GKT 2 -1,0 -1,0 - <0,01

3 1 -0,8 -1,0 - 0,046

In Gruppe 3 war der Zusammenhang in der ersten [A mit ry zwischen -0,82 und -0,97 in
beiden Testmethoden stark negativ, sodass hier die Isoagglutinintiterreduktion umso
geringer war, je mehr Hamatokrit-korrigiertes Plasmavolumen behandelt wurde. In Gruppe
2 lies sich fiir die signifikanten Ergebnisse hingegen kein einheitlicher Zusammenhang
erkennen, da sich die Richtung und Stirke der Korrelationen der ersten drei A mit rg
zwischen -1,0 und +1,0 isoagglutininspezifisch deutlich unterschied oder sogar

gegensitzlich war.

5.6.2 Durchschnittliche Isoagglutinintiterreduktion in Abhingigkeit vom

Hamatokrit-korrigierten Plasmavolumen

Auch fiir den Zusammenhang zwischen durchschnittlicher Isoagglutinintiterreduktion
innerhalb einer IA und der Menge des behandelten Héamatokrit-korrigierten
Plasmavolumens zeigten sich statistisch hoch signifikante Korrelationen (Tabelle 17).
Lediglich fiir Gruppe 2 lieBen sich im GKT keine statistisch signifikanten Korrelationen

berechnen.
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Tabelle 17: Uberblick der statistisch signifikanten Korrelationen zwischen durchschnittlicher
Isoagglutinintiterreduktion innerhalb einer IA und dem Himatokrit-korrigierten
Plasmavolumen

Abkiirzungen: Spearman-Rho r; = Korrelationskoeffizient, p-Wert = Signifikanzwert

Testart Gruppe Nr. der [A Spearman-Rho p-Wert
1 9 -1,0 <0,01
2 4 +1,0 <0,01
3 7 +1,0 <0,01
RT 8 +1,0 <0,01
9 +1,0 <0,01
4 7 -1,0 <0,01
8 +1,0 <0,01
9 +1,0 <0,01
1 8 +1,0 <0,01
3 1 -0,9 <0,01
6 -1,0 <0,01
7 -1,0 <0,01
GKT 8 -1,0 <0,01
9 -1,0 <0,01
4 6 -1,0 <0,01
7 -1,0 <0,01
8 -1,0 <0,01
9 +1,0 <0,01

Im Patientenkollektiv zeigte sich im RT in der 9. IA mit r; = -1,0 ein stark negativer
Zusammenhang, sodass die durchschnittliche Isoagglutinintiterreduktion umso geringer
war, je mehr Hamatokrit-korrigiertes Plasmavolumen behandelt wurde. Im GKT war der
Zusammenhang in der 8. IA mit r, = +1,0 genau umgekehrt, die durchschnittliche
Isoagglutinintiterreduktion war umso hoher, je gréBer das Plasmavolumen war. Im
Kontrollkollektiv zeigten sich im RT iiberwiegend stark positive (85,7 %), im GKT
iiberwiegend stark negative (88,8 %) Zusammenhédnge. Im RT korreliert also ein hoheres
Plasmavolumen mit einer héheren durchschnittlichen Isoagglutinintiterreduktion, im GKT

ist der Zusammenhang umgekehrt.
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5.7 Einfluss der Hohe des Himatokrit-korrigierten Plasmavolumens
auf die durchschnittliche Isoagglutinintiterreduktion innerhalb

einer IA

Um eine Empfehlung hinsichtlich des in einer IA zu behandelnden Plasmavolumens geben
zu konnen, wurde mit Hilfe des globalen, nichtparametrischen Kruskal-Wallis-Tests
untersucht, ob ein statistisch signifikanter Einfluss einer bestimmten Menge Hamatokrit-
korrigierten Plasmavolumens auf die durchschnittliche Isoagglutinintiterreduktion besteht.
Das Hamatokrit-korrigierte Plasmavolumen war hierfiir in drei Gruppen gestaffelt (siche

4.4.2.2). In die Analyse wurden alle 151 durchgefiihrten IA eingeschlossen.

Nur in einem Fall (6. IA GKT) unterschieden sich zwei der drei Plasmavoluminagruppen

im Kruskal-Wallis-Test signifikant voneinander, da p = 0,021 war (Tabelle 18).

Tabelle 18: Signifikante Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Test fiir den Einfluss des
Hiamatokrit-korrigierten Plasmavolumens auf die durchschnittliche
Isoagglutinintiterreduktion

Abkiirzungen: Nr. = Nummer, PVy, = Hidmatokrit-korrigiertes Plasmavolumen (L), p-Wert =

Signifikanzwert
Nr. der IA mittlere Range p-Wert
Plasmagruppe 0 Plasmagruppe 1 Plasmagruppe 2
(0 bis 1,49 L PVye) (1,5bis 1,99 L PVyy) (=2,00 L PVye)
6. IA GKT 8,25 7,25 2,0 0,021

Um nun herauszufinden welche der drei Plasmagruppen sich unterschieden, wurden die
drei Plasmagruppen anschlieBend mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests paarweise
miteinander verglichen, wobei sich die in Tabelle 19 aufgefiihrten p-Werte ergaben. Diese
wurden der Grofe nach aufsteigend geordnet und mit den Signifikanzschranken des Holm-

Schaffer-Verfahrens verglichen (siehe Tabelle 5).
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Tabelle 19: Ergebnisse des paarweisen Vergleichs der drei Plasmagruppen untereinander zur
Untersuchung der Abhingigkeit der durchschnittlichen Isoagglutinintiterreduktion vom

Hamatokrit-korrigierten Plasmavolumen (6. IA GKT)

Abkiirzungen: PVy, = Hamatokrit-korrigiertes Plasmavolumen (L), p-Werte= Signifikanzwerte

verglichene Plasmagruppen p-Werte
Ound 1 Po,1 = 0,786
0 und 2 po2=0,100
1 und 2 pi12=0,024

Bei Gegeniiberstellung der einzelnen Plasmagruppen konnte festgestellt werden, dass ein
statistisch signifikanter Unterschied nur in der 6. IA (GKT) zwischen Plasmagruppe 1 und
2 mit p = 0,024 bestand (Tabelle 19). Beim Vergleich der mittleren Rénge dieser zwei
Plasmagruppen (vergleiche Tabelle 18) lag der hohere bei Plasmagruppe 1 (7,25 fiir
Plasmagruppe 1 vs. 2,00 fiir Plasmagruppe 2). Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass in
dieser IA ein PVyy zwischen 1,50 und 1,99 L zu einer groferen durchschnittlichen
Isoagglutinintiterreduktion fiihrt als ein PVy, von > 2,00 L. Fiir alle anderen A konnte
anhand des nichtparametrischen Kruskal-Wallis-Tests kein signifikanter Unterschied
zwischen den Plasmagruppen ermittelt werden, da p > 0,05 war. Somit zeigt sich dort kein
statistisch signifikantes Ergebnis, das darauf hindeutet, dass eine Unterscheidung der
Plasmagruppen  hinsichtlich  deren Einfluss auf  die durchschnittliche

Isoagglutinintiterreduktion zuléssig ist.

5.8 Wahrscheinlichkeit einer hohen durchschnittlichen
Isoagglutinintiterreduktion in Abhingigkeit vom Himatokrit-

korrigierten Plasmavolumens

Aus klinischen und 6konomischen Gesichtspunkten sollte die Anzahl der IA pro Patient
moglichst gering gehalten werden. Primidres Ziel ist daher eine Reduktion des
Isoagglutinintiters um mehr als zwei Titerstufen pro IA. Durch den Vergleich zweier
Plasmagruppen mittels Berechnung der Odds-Ratio (OR) konnte ermittelt werden in
welcher die Chance einer durchschnittlichen Isoagglutinintiterreduktion von > 2.5

gesenkten Titerstufen hoher ist (siehe 4.4.2.4). Die Ergebnisse der berechneten OR sind in

Tabelle 20 widergegeben. Es wurden erneut alle IA der 25 Patienten analysiert.
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Tabelle 20: Ergebnisse der Berechnung der Chance (Odds-Ratio) fiir eine durchschnittlichen
Isoagglutinintiterreduktion > 2,5 Titerstufen in Abhingigkeit des Himatokrit-korrigierten
Plasmavolumens mit zugehorigen Konfidenzintervallen

Abkiirzungen: 1A = Nummer der Immunadsorption, N = Anzahl eingeschlossener Patienten, OR =

Odds- Ratio

Testart Nr. der IA N Odds-Ratio 95%-Konfidenzintervall
untere Grenze obere Grenze
RT 1 25 0,50 0,04 6,55
1 25 0,17 0,02 1,68
GKT 2 25 0,24 0,03 2,22
3 24 1,85 0,17 20,26

Da die OR im RT bei 0,50 lag, war in dieser IA die Chance einer durchschnittlichen
Isoagglutinintiterreduktion von > 2,5 gesenkten Titerstufen bei Patienten, die ein 0,00 bis
1,99 L hohes PVy. aufwiesen, kleiner als bei denen mit > 2,00 L behandeltem PVye.
Dasselbe galt fiir die erste und zweite IA im GKT, da hier die OR bei 0,17 und 0,24 lagen.
Nur im Fall der 3. IA GKT war die Chance einer durchschnittlichen
Isoagglutinintiterreduktion von > 2,5 gesenkten Titerstufen in der Plasmagruppe mit dem
niedrigeren PV groBer als in der Gruppe mit dem hdheren, da die OR hier 1,85 betrug.
Diese Ergebnisse waren jedoch auf dem festgelegten Signifikanzniveau von 0,05 nicht

signifikant und konnen somit lediglich als Tendenzen gewertet werden.
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5.9 Anzahl der Immunadsorptionen bei Patienten mit hohen bzw.

normalen Isoagglutinintitern vor erster Inmunadsorption

Des Weiteren sollte mit dieser Arbeit die Fragestellung untersucht werden, in wie fern die
Hohe des Isoagglutinintiters vor der ersten Immunadsorption (,,Ausgangstiter) die Anzahl
der notwendigen IA beeinflusst. Ein Isoagglutinintiter von > 1:128 vor erster IA wurde als

hoher Ausgangstiter angesehen.

5.9.1 Anzahl durchgefiihrter Inmunadsorptionen in Abhéingigkeit von der Hohe

der Isoagglutinintiter vor der ersten Immunadsorption

Neun der 25 untersuchten Patienten (36,0 %) wiesen einen hohen Ausgangstiter
(Isoagglutinintiter > 1:128 vor erster [A) auf (Tabelle 22). Diese Patienten erhielten
durchschnittlich 6,6 IA + 3,0 IA. Die librigen 16 Patienten (64,0 %) mit normalen
Ausgangstitern (Isoagglutinintiter < 1:128 vor der ersten IA) unterzogen sich im Mittel 5,8

IA +4,3 IA unterzogen.

Tabelle 21: Gruppenspezifischer Anteil der Patienten mit hohen Ausgangstitern an allen 25

Patienten
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
Anzahl 4 0 3 2
% 16 0 12 8

In fiinf der neun Fille wurde der hohe Ausgangstiter nur im GKT gemessen. Zwei
Patienten gehorten zu Gruppe 1 und drei Patienten zur Gruppe 3. In den anderen vier
Féllen wurden die hohen Ausgangstiter sowohl im RT als auch im GKT kombiniert

gemessen. Eine Hilfte der Patienten gehorte Gruppe 1, die andere Hilfte der Gruppe 4 an.

Mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests wurde untersucht ob Patienten mit hohen
Ausgangstitern signifikant mehr [A bendtigen als Patienten mit normalen Ausgangstitern.
Um eine ausreichend grofle Stichprobengrofle zu erhalten, wurde diese Untersuchung
unabhingig von der Art der verwendeten Immunadsorptionssdule mit allen 25 Patienten

durchgefiihrt.
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Tabelle 22: Uberblick iiber die Ergebnisse des paarweisen Vergleichs der
Ausgangstitergruppen mittels Mann-Whitney-U-Tests zum statistischen Nachweis eines
signifikanten Unterschiedes hinsichtlich der Anzahl durchgefiihrter Immunadsorptionen
Abkiirzungen: Gruppe 1 = Patienten mit normalen Ausgangstitern, Gruppe 2 = Patienten mit hohen
Ausgangstitern, N = Anzahl eingeschlossener Patienten, Q.25 =0,25-Quantil, Q.75= 0,75-
Quantil, p-Wert = Signifikanzwert

Gruppe N Median Q.25 Q.75 mittlerer Rang  p-Wert
1 16 4 3 7,5 11,84 p12=0,301
2 9 6 3,5 9,5 15,06

Da der hohere mittlere Rang bei Gruppe 2 lag (11,84 in Gruppe 1 vs. 15,06 in Gruppe 2)
lasst dies die Schlussfolgerung zu, dass Patienten mit hohen Ausgangstitern mehr 1A
benotigen als Patienten mit normalen Ausgangstitern (Tabelle 23). Dieses Ergebnis war
jedoch auf dem festgelegten Signifikanzniveau von a = 0,05 statistisch nicht signifikant, da

p=0,301 war.

5.9.2 Vergleich von Patienten- und Kontrollkollektiv hinsichtlich der Anzahl
durchgefiihrter Inmunadsorptionen in Abhingigkeit von der Hohe des

Ausgangstiters

Vier der sieben Patienten (57,1 %) des Patientenkollektivs (Gruppe 1) wiesen hohe
Ausgangstiter auf, die Hélfte davon im GKT, die andere Hélfte kombiniert im RT und
GKT. Diese Patienten erhielten durchschnittlich 5,3 + 2,6 IA vor der geplanten ABO-
inkompatiblen Tx, wobei nur einer der vier Patienten transplantiert wurde. Die anderen
drei Patienten mit normalen Ausgangstitern erhielten hingegen nur 3,7 + 0,6 1A

(Mittelwert) vor der ABO- inkompatiblen Tx und konnten alle transplantiert werden.

Innerhalb des Kontrollkollektivs (Gruppe 2 - 4) konnten bei fiinf der 16 Patienten (31,2 %)
hohe Ausgangstiter gemessen werden: In Gruppe 3 (N = 6) bei drei Patienten (50,0 %), die
alle isoliert im GKT gemessen wurden und in Gruppe 4 (N = 6) bei zwei Patienten (33,3
%), die im RT und GKT kombiniert gemessen wurden. Hingegen wurden in Gruppe 2
weder im RT noch im GKT hohe Ausgangstiter gemessen. Die Tabellen 24 und 25 geben
einen Uberblick iiber die gruppenspezifischen durchschnittlichen Ausgangstiter und die

zugehorige Anzahl an IA.
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Tabelle 23: Gruppenspezifische durchschnittliche Ausgangstiter mit zugehoriger
durchschnittlicher Anzahl an Immunadsorptionen fiir die Patienten mit hohen
Ausgangstitern

Abkiirzungen: MW = Mittelwert, MED = Median

Testart Gruppe Mittelwerte der Isoagglutinintiter Anzahl der TA
Anti-A1l Anti-A2 Anti-B MW MED

1 256,0 - 256,0 6,0+29 6,0

RT 3 - - 256,0 73+3.2 6,0
4 256,0 256,0 - 6,5+49 6,0

1 1536,0 512,0 1280,0 6,0+29 6.0

GKT 3 683,0 640,0 - 73+£3.2 6,0
4 1024,0 640,0 - 6,5+49 6,0

Tabelle 24: Gruppenspezifische durchschnittliche Ausgangstiter mit zugehoriger
durchschnittlicher Anzahl an Immunadsorptionen fiir die Patienten mit normalen
Ausgangstitern

Abkiirzungen: MW = Mittelwert, MED = Median

Testart Gruppe Mittelwerte der Isoagglutinintiter Anzahl der IA
Anti-Al Anti-A2 Anti-B MW MED

1 18,0 17,0 2,0 9,7+8,1 6,0

RT 2 24,0 10,0 21,0 3,8+2,1 3,0

3 56,0 15,0 24,0 5,7+3,8 4,0

4 13,0 17,0 41,0 58+2,5 5,0

1 32,0 10,0 2,0 9,7+38,1 6,0

GKT 2 48,0 17,0 31,0 3,8+£2,1 3,0
3 87,0 28,0 128,0 57+3.8 4,0

4 107,0 53,0 112,0 58+25 5,0

Der hochste durchschnittliche Ausgangstiter (1:1536 im GKT) aller 25 Patienten fand sich
in Gruppe 1 (Tabelle 24). Bei den Patienten mit hohen Ausgangstiter mussten die
wenigsten TA (Mittelwert 3,8 + 2,1 TA) in Gruppe 1 und die meisten (Mittelwert 7,3 + 3,2
IA) in Gruppe 3 durchgefiihrt werden. Bei den Patienten mit normalen Ausgangstitern
fanden sich die wenigsten IA (Mittelwert 3,8 = 2,1 [A) in Gruppe 2, die meisten
(Mittelwert 9,7 + 8,1) in Gruppe 1.



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here. 73

6 Diskussion

6.1 Hohe der Isoagglutinintiter des Patienten- und Kontrollkollektivs

Die perioperative Reduktion der Isoagglutinintiter stellt ein zentrales Element der
Konditionierungstherapie vor ABO-inkompatibler Organtransplantation dar, da durch
praformierte Isoagglutinine des Empfingers immunologische AbstoBungsreaktionen
hervorgerufen werden kénnen. Ziel der prdoperativen Isoagglutinintiterreduktion ist die
Vermeidung hyperakuter Transplantatrejektionen. Postoperativ sollen niedrige Titer in der
Lage sein eine Akkommodation des Transplantats zu bewirken (Rydberg 2001).
Akkommodation bezeichnet hierbei das Phdnomen, dass eine Antigen-Antikorper-
Reaktion trotz der Antigenexpression durch das Transplantat und korrespondierender
Antikorper im Blut des Empféngers ausbleibt und keine Transplantatrejektion stattfindet
(Takahashi 2005).

Isoagglutinine konnen normalerweise erstmals im Alter von sechs Monaten detektiert
werden und erreichen ihren hochsten Titer im ca. fiinften bis zehnten Lebensjahr (Ishida et
al. 2003). Ishida et al. zeigten, dass die Titerspannweite im Erwachsenenalter sehr breit ist,
meist zwischen 1:2 und 1:200 liegt und geschlechtsabhéngig bei Frauen hoher als bei
Minnern zu sein scheint. Es wurde vermutet, dass die Hohe der Isoagglutinintiter teils auf
Vererbung beruht sowie teils von der Gesamtmenge an Immunglobulinen im Serum
abhingt. Entgegen frilherer Annahme fallen die Titer mit steigendem Alter auch nicht
wieder ab (Petzl und Tanew 1985). So kénnen auch mediane Isoagglutinintiter von 1:128
bei iiber 90ig-Jahrigen als normal erachtet werden (Auf der Maur et al. 1993). Obwohl
dabei Isoagglutinintiter von > 1:128 von den meisten Autoren als hoch angesehen werden
(Wilpert et al. 2007), existiert in der Literatur bisher kein einheitlicher Wert beziiglich des
Terminus ,,hoher Isoagglutinintiter”. Auch die Blutgruppe des Patienten spielt fiir die Hohe
des Isoagglutinintiters keine unbedeutende Rolle. So wiesen in einer Studie gesunde
Blutspender der Blutgruppe O eine signifikant hohere Menge an Anti-A- und B-IgG-
Isoagglutininen auf als Blutspender der Blutgruppe A und B (Lindberg et al. 2011). Bei
gesunden, nichtimmunisierten Personen wird der Grofteil der Isoagglutinine
normalerweise von IgM gebildet, doch auch IgG und IgA kénnen im Serum enthalten sein

(Hoftbrand 2003).
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Isoagglutinintiter mit Hilfe des Rohrchen-
und Gelkartentests bestimmt. Die Ergebnisse des Rohrchentests wurden hierbei als IgM-
Isoagglutinintiter und die Ergebnisse des Gelkartentests als IgG-Isoagglutinintiter
interpretiert (Kumlien et al. 2006). In Kumliens Studie wird abermals die interindividuelle
Variabilitit sowohl der Hohe der Isoagglutinintiter als auch der Verteilung der
Isoagglutininklassen und -subklassen betont, sodass die pritherapeutischen maximalen
Isoagglutinintiter des hier untersuchten Patienten- und Kontrollkollektivs insgesamt als
normal gewertet werden konnen. Auch lagen die gruppenspezifischen maximalen
Isoagglutinintiter vor IA mit 1:256 (RT) bzw. 1:2048 (GKT) nur eine Titerstufe iiber den
in einer anderen Studie beschriebenen Isoagglutinintitern vor ABO-inkompatibler Tx
(Skogsberg et al. 2006). Als Grund fiir die hohen pratherapeutischen IgG-Isoagglutinintiter
der Gruppen 1, 3 und 4 konnen unter Beriicksichtigung der Krankenhistorie der Patienten
geschlechts-, schwangerschafts- sowie transfusionsbedingte Ursachen angenommen
werden, da allogene Transfusionen, fetomaternale Hdmorrhagien bei Schwangerschaften
sowie allogene Transplantationen  Isoimmunisierungen darstellen. Diese
Isoimmunisierungen koénnen zur Bildung von Immunantikérper in Form von IgG-
Isoagglutininen fithren (Hoffbrand 2003). Bei Immunantikdrpern handelt es sich
normalerweise um inkomplette Warmeantikorper, die bei Bindung an die entsprechenden
Erythrozytenantigene mehr oder minder stark Komplement binden und deshalb in vitro als
Isohdmolysine dargestellt werden konnen (Hassig et al. 1955). Bei gesunden Individuen
gehoren sie vornehmlich den Subklassen IgG1 und IgG2 an (Lindberg et al. 2011). Das
Vorkommen von Isohdmolysinen darf v.a. bei Frauen nicht unterschitzt werden, da sie
nach Schwangerschaft in bis zu 28,1 % der miitterlichen Seren nachgewiesen werden
konnten (Mollison und Cutbush 1951). Besonders im Wochenbett kann es zu
betrachtlichen Titersteigerungen der Isoagglutinine inklusive der inkompletten Anti-A- und
Anti-B-Immunantikorper kommen (Polayes und Mc 1948). Da alle Patientinnen der
Gruppe 1 und einige Patientinnen der Gruppen 3 und 4 Kinder geboren hatten, konnte dies
einen erheblichen Einfluss auf die Hohe der gemessenen IgG-Isoagglutinintiter dieser
Gruppe gehabt haben. Auch die Existenz der irreguldren Antikorper der Patienten der
Gruppe 3 kann als Hinweis auf Isoimmunisierung mit konsekutiver IgG-Titersteigerung
gewertet werden. Weiterhin miissen auch die hamatologischen/autoimmunen
Grunderkrankungen der Gruppe 4 als eine mdgliche Ursache fiir die Hohe der Titer
beriicksichtig werden, da bei diesen Patienten von einem verdnderten bzw. gestdrten

Immunsystem ausgegangen werden kann. So sind beispielsweise erythrozytire
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Immunantikérper unter Patienten mit hidmatologischen Erkrankungen, die hiufig
Transfusionen bendtigen, weit verbreitet (Stiegler et al. 2001). Uberraschend sind in dieser
Dissertation vor allem die im Vergleich zu den anderen Gruppen niedrigen
pratherapeutischen Titer der Gruppe 2, da eine Rejektion nach ABO-kompatibler
Organtransplantation eigentlich auf eine Immunsierung durch das allogene Transplantat
hinweist und somit hohere prétherapeutische Isoagglutinintiter erwartet wurden. Als
Erkldrung konnte die jahrelange immunsuppressive Therapie, welche Standard nach ABO-
kompatibler Tx ist, in Kombination mit der hochdosierten immunsuppressiven
Rejektionstherapie dienen. Auch bestand diese Gruppe nur aus ménnlichen Probanden,
welche laut Ishida et al. im Vergleich zu Frauen niedrigere Isoagglutinintiter besitzen
sollen. Allerdings muss an dieser Stelle bedacht werden, dass auch die Patienten der
Gruppe 1 unter einer intensiven Immunsuppression standen und dennoch hohere
pratherapeutische Isoagglutinintiter aufwiesen. Somit miissen die niedrigen Titer der

Gruppe 2 durch weitere Faktoren als die Immunsuppression bedingt sein.

Um den Einfluss des Geschlechts und des Alters auf die Hohe der Isoagglutinintiter in
weiterflihrenden Studien zu minimieren, sollte zukiinftig auf eine homogenere Verteilung
dieser Parameter unter den Patienten geachtet werden. Zudem sollte vor Beginn der Studie
versucht werden den Immunisierungsgrad der teilnehmenden Probanden exakt
einzuschitzen. Weiterhin konnte eine Kontrollgruppe aus gesunden Blutspendern, die
nachweislich nicht immunisiert sind, gebildet werden. Um die statistische Auswertung der
Isoagglutinintiter zu erleichtern, sollte in Zukunft auch eine homogenere
Blutgruppenverteilung zwischen sowie innerhalb von Patienten- und Kontrollkollektiv
angestrebt werden. Hierbei sollten vorzugsweise Patienten der Blutgruppe 0, bei denen
simultan Anti-Al-, Anti-A2- und Anti-B-Isoagglutinine gemessen werden konnen,

rekrutiert werden. Leider war dies im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht moglich.

Abschlieend miissen auch die zur Isoagglutininbestimmung eingesetzten Messmethoden
kritisch iiberdacht werden. Rohrchen- und Gelkartentest gehdren zwar international zu den
am héufigsten verwendeten Methoden, werden in der Literatur jedoch immer wieder
kontrovers diskutiert. So soll zwar der Gelkartentest die Variabilitit der Titerbestimmung
im Vergleich zum Roéhrchentest reduzieren konnen (Shirey et al. 2010), vermutlich werden
dabei aber die IgG-Isoagglutinintiter iiberschétzt. Grund dafiir ist, dass bei Anwendung
eines indirekten Coombstest die IgM-Isoagglutinine potenziell mit der IgG-Messung
interferieren und eigentlich vor der Messung durch Dithiothreitol oder 2-Mercaptoethanol

zerstort werden miissen (Valli et al. 2009). Dies war in dem von uns verwendeten
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Gelkartentest jedoch nicht der Fall. Die Vorteile des Rohrchentests liegen in der
Flexibilitdt der moglichen Umgebungsparameter (Temperatur, Zusatz von anderen
Verstirkern wie z.B. Albumin), gilinstigen Antigen-Antikorper-Verhéltnissen und den
relativ geringen Kosten. Grundsitzlich scheint eine genaue Reproduzierbarkeit bei
Verwendung von RT und GKT aber unwahrscheinlich, da es sich hierbei um
semiquantitative und subjektive Methoden handelt (Kumlien et al. 2006). So lésst sich
durch die visuelle Beurteilung der Agglutinationsreaktion eine Abhidngigkeit vom
Untersucher nicht von der Hand weisen. Da im klinischen Laboralltag die Beurteilung der
Tests durch die immer gleiche Person jedoch aufgrund des Arbeitsschichtensystems nicht
zu bewerkstelligen ist, ist diese Abhéngigkeit als eindeutiger Nachteil der Methoden
aufzufassen. Auch sind beide Messmethoden nicht in der Lage den Anteil der IgA-
Isoagglutinine zu quantifizieren, obwohl nachweislich ein nicht unerheblicher Teil der
Isoagglutinine zur IgA-Klasse gehdren kann (Rieben et al. 1991). Da die IgG- und IgA-
Isoagglutinintiter nach Immunisierung parallel ansteigen (Rydberg et al. 1988), sollte daher
bei immunisierten Patienten auch die IgA-Bestimmung erwogen werden. Allgemein
scheint auch ein Vergleich der Anti-A- und -B-Isoagglutinintiter zwischen den
internationalen Transplantationszentren schlecht moglich, da sich die eingesetzten
Detektionsmethoden haufig unterscheiden, es interinstitutionelle technische Variationen
bei der Isoagglutinintitration gibt und sich bis heute keine Standardmethode etabliert hat
(Thaiss 2009). So konnte in einer vergleichenden Laborstudie dreilig japanischer Institute
eine deutliche Variation der gemessenen Isoagglutinintiter nachgewiesen werden (Tanabe
2007). Auch in einer vergleichenden Studie dreier europidischer Zentren betrug der
Unterschied bei der Bestimmung der Isoagglutinintiter einer Standardprobe bis zu vier
Titerstufen, wenn die Institute ihre eigene Methode verwandten, hingegen nur eine
Titerstufe, wenn alle drei den gleichen Gelkartentest anwendeten (Kumlien et al. 2007). Da
die Anzahl pri- und postoperativer IA bis zum gewlinschten Zieltiter aber vollstdndig von
der Hohe der gemessenen Isoagglutinine abhédngt, haben technische Variationen eine
direkte Auswirkung auf die Anzahl und folglich auch auf die Kosten der
Immunadsorptionsbehandlungen (Tyden et al. 2007). Dies sollte bei der Wahl der
Messmethode intensiver beachtet werden. Daher empfehlen viele Autoren die
Durchflusszytometrie (flow cytometry - FCM) als Standardmesstechnik einzufiihren, da
nur diese konsistente Ergebnisse bei Mehrfachmessung erbringen konnte (Krishnan et al.
2008). Vorteil ist hier der Gebrauch spezifischer sekundirer Antikorper mit deren Hilfe

direkt die Menge der verschiedenen Isoagglutininklassen und -subklassen quantifiziert
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werden kann, sodass die Anzahl notwendiger IA zur Erreichung des Isoagglutinintzieltiters
genauer vorhergesagt werden kann als bei Anwendung des indirekten Coombstest (Valli et
al. 2009). In kiinftigen Studien sollte auch eine Bestimmung der Isoagglutinintiter gegen
Erythrozyten des Organspenders (sog. Donorerythrozyten) anstatt Standarderythrozyten
erwogen werden, da dadurch die interindividuelle Variabilitit der Antigenexpression des
Spenderorgans préziser abgebildet wird (Sassi et al. 2011). So wurde gezeigt, dass der
quantitative Unterschied der Antigenexpression auf den Erythrozyten beispielsweise in der
Niere reflektiert wird (Breimer und Samuelsson 1986). Zudem sind in einigen Féllen die
Isoagglutinintiter ~ gegen  Donorerythrozyten  signifikant geringer als  gegen
Standarderythrozyten. Daher sollten in Zukunft erstere verwendet werden, da sie den

Isoagglutinintiter vermutlich genauer widerspiegeln (Ahlenstiel et al. 2006).

6.2 Diskussion der Isoagglutinintiterreduktion des Patienten- und

Kontrollkollektivs

Die prioperative Reduktion der Isoagglutinintiter sowie das Aufrechterhalten niedriger
Isoagglutinintiter innerhalb der ersten Wochen nach ABO-inkompatibler Tx sind das

gemeinsame Primérziel der weltweit verschiedenen Konditionierungsprotokolle (Boberg et

al. 2006, Hanto et al. 2003).

In diversen Studien konnte gezeigt werden, dass die Isoagglutinintiter sowohl in vitro als
auch in vivo durch die Glycosorb®-AB0-Sdulen effektiv reduziert werden konnen. In vitro
konnte eine Senkung um bis zu vier (IgM) bzw. sieben (IgG) Titerstufen erreicht werden,
gleichzeitig blieb die Hohe der iibrigen Immunglobuline, des Serumalbumins oder des
Komplements unverdndert (Rydberg et al. 2005). In vivo konnten in einer 2006
verdffentlichten Studie mit 15 ABO-inkompatiblen LDK-Tx sowohl die IgM- als auch die
IgG-Isoagglutinine pro IA bei einer Spannweite von 0 bis 4 Titerstufen um 2 Titerstufen
(Median) reduziert werden, wobei immunisierte sowie autoimmun erkrankte Patienten
gegeniiber einer Isoagglutininreduktion resistenter zu sein schienen als nichtimmunisierte

Patienten (Kumlien et al. 2006).

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse stiitzen die Effektivitit der
Glycosorb®-AB0-Sdiulen:  Fir das Patientenkollektiv konnte eine absolute
Isoagglutinintiterreduktion um bis zu 4 Titerstufen und eine mediane Reduktion um eine
Titerstufe nachgewiesen werden. Die mittlere Reduktion der Isoagglutinintiter pro IA lag

mit einem aTD zwischen 1,8 und 2,4 Titerstufen fiir die I[gM-Isoagglutinine und einem
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aTD zwischen 1,8 und 4,0 Titerstufen fiir die IgG-Isoagglutinine in etwa im Bereich der
bei Wilpert et al. beschriebenen aTD-Werte, jedoch fiir die IgM-Isoagglutinine etwas
niedriger. Interindividuelle Schwankungen der Titerreduktion kénnten diesen Unterschied
erklaren. Interessanterweise zeigten sich auch bei Anwendung des nicht-
isoagglutininspezifischen Immunosorba®-Systems im Kontrollkollektiv vergleichbar gute
Ergebnisse mit maximalen Isoagglutinintiterreduktionen pro IA von 2 bis 4 Titerstufen fiir
die IgM-Isoagglutinine bzw. 1 bis 5 Titerstufen fiir die IgG-Isoagglutinine (je nach
Patientengruppe). Die mediane Isoagglutinintiterreduktion des Kontrollkollektivs lag wie
die des Patientenkollektivs bei  einer  Titerstufe. = Auch die  mittlere
Isoagglutinintiterreduktion war mit aTD-Werten zwischen 1,0 und 4,0 Titerstufen fiir die
IgM- bzw. 1,0 und 3,0 Titerstufen fiir die IgG-Isoagglutinine im Bereich der mit den
Glycosorb®-AB0-Sdulen moglichen Reduktion. Somit scheint die Effektivitit der
Isoagglutinintiterreduktion beider Sdulensysteme in dieser Arbeit verhdltnisméBig gleich
gut zu sein. Interessanterweise war im  Kontrollkollektiv —die  mittlere
Isoagglutinintiterreduktion fiir die IgM-Isoagglutinintiter groBer und fiir die IgG-
Isoagglutinintiter kleiner als im Patientenkollektiv, obwohl das Immunosorba®-Systems
nachweislich mehr IgG- als IgM-Immunglobuline entfernen kann (Belak et al. 1994). Da
die Isoagglutinintiterreduktion der Patientengruppen 1, 3 und 4 zudem anndhernd gleich
hoch war, kann davon ausgegangen werden, dass eine effektive Isoagglutinintiterreduktion
auch unabhéngig von der jeweiligen Grunderkrankung mdglich ist. Die niedrigste absolute
(TD) und mittlere (aTD) Isoagglutinintiterreduktion wurde in Gruppe 2 gemessen. Dies
konnte einerseits mit den ohnehin niedrigen Isoagglutinintitern zusammenhingen, die
eventuell bereits nach wenigen IA optimal depletiert waren. Andererseits konnte auch die
bei Kumlien et al. beschriebene gewisse Resistenz mancher Patienten gegeniiber
Isoagglutinineliminierung oder ein zu gering prozessiertes Plasmavolumen eine Rolle
gespielt haben. Da in dieser Gruppe die mediane Isoagglutinintiterreduktion wie im
Patienten- und Kontrollkollektiv ebenfalls bei einer Titerstufe lag, kann aber insgesamt

auch hier von einer effektiven Behandlung ausgegangen werden.

Um die Effektivitidt der Isoagglutinintiterreduktion weiter zu quantifizieren, wurde fiir
jeden Patienten die personliche TRR bestimmt. Die TRR kann nach einer
Immunadsorptionsbehandlungsserie v.a. zur abschlieBenden Beurteilung der Effektivitit
der Isoagglutinineliminierung berechnet werden. In einer 2007 von Wilpert et al.
verdffentlichten Studie war sie bei Patienten, die den prioperativen Zieltiter von < 1:4 vor

ABO-inkompatibler Tx nicht erreichen konnten, signifikant geringer als die TRR der in der
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Studie erfolgreich konditionierten Patienten, welche bei einem Wert von ca. 1,0 lag. Wird
folglich als Cut-off-Wert fiir eine erfolgreiche Konditionierung mit Zieltiter < 1:4 ein
TRR-Wert von 1,0 angenommen, sind die TRR des Patientenkollektivs mit 0,4 £ 0,1 bis
0,9 = 0,1 (RT) bzw. 0,3 = 0,1 bis 1,4 £ 0,6 (GKT) im Nachhinein als verbesserungswiirdig
anzusehen. Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in der Tatsache wieder, dass eine Patientin
den prioperativen Zieltiter von < 1:4 trotz neunmaliger IA nicht erreichen konnte.
Allerdings lagen auch die TRR des Kontrollkollektivs in einem dhnlich niedrigen Bereich
und hier konnte in keinem Fall eine TRR > 1,0 erreicht werden. Somit scheint trotz
insgesamt niedriger TRR in beiden Kollektiven die Verwendung der Glycosorb®-AB0-
Sdulen zur Isoagglutinintiterreduktion effektiver zu sein als die des Immunosorba®-
Systems, da sich zudem die hochsten TRR im RT und im GKT in Gruppe 1 zeigten. Vor
allem die Elimination der Anti-B-Isoagglutinine scheint bei den Patienten der Gruppe 1
und 3 schwierig gewesen zu sein, da sich hier die geringsten TRR aller Gruppen fanden.
Dies kann als Hinweis darauf gewertet werden, dass die Eliminierung der Anti-Al, -A2
und -B-Isoagglutinine nicht homogen ist und fiir unterschiedliche Isoagglutinine eine
unterschiedliche Effektivitit ihrer Depletion zu erwarten ist. Die Berechnung der TRR
sollte bei der Effektivitdtsbeurteilung der IA jedoch nicht als einziges Bewertungskriterium
herangezogen werden, sondern vielmehr als zusétzliches Hilfsmittel nach Abschluss der

Behandlungsserie dienen.

Um die Effektivitit der Isoagglutinindepletion zu optimieren, sollte in weiterfiihrenden
Studien erwogen werden die Leistungsfihigkeit der Glycosorb®-AB0-Sdulen nicht nur
durch Messung der Isoagglutinintiter im Patientenplasma zu evaluieren, sondern auch eine
Bestimmung der Anti-A- bzw. Anti-B-Isoagglutinintiter im Fraktionsbeutel des
Plasmapheresegerits durchzufiihren. Je hoher der Titer im Fraktionsbeutel ist, desto mehr
Isoagglutinine konnten entfernt werden. Auch eine ex vivo Bestimmung der
posttherapeutischen Isoagglutinintiter im Patientenplasma, also nach Passage der
Glycosorb®-AB0-Sdulen und vor Retransfusion der Blutbestandteile zum Patienten,
konnte zukiinftig durchgefiihrt werden. Hierdurch werden immunologische Einfliisse,
denen das Plasma im Patienten unterliegt, weitestgehend ausgeschlossen. Zeigen sich
hierbei wiederholt Isoagglutinintiter > 1:8, kann davon ausgegangen werden, dass die
Antikorpereliminierung unvollstindig ist oder die Effizienz der Sdulen nachlésst (Genberg

etal. 2011).

Leider konnte in der vorliegenden Arbeit die Effektivitit der Isoagglutinintiterreduktion

bei doppeltem Antigenmismatch (Transplantatempfanger Blutgruppe 0, Lebendspender
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Blutgruppe AB) nicht untersucht werden, da es keine solche Spender-
Empféangerkonstellation im Patientenkollektiv gab. Bei diesen Patienten miissen sowohl
die Anti-Al-/Anti-A2- als auch die Anti-B-Isoagglutinine eliminiert werden. Um eine
simultane Depletion zu ermdglichen miisste also eine Konnektion der Glycosorb®-A4- und
Glycosorb®-B-Sdule vorgenommen werden, damit nicht zwei einzelne IA durchgefiihrt
werden miissen. Wie effektiv in diesem Falle die Isoagglutinintiterreduktion ist, muss an

anderer Stelle evaluiert werden.

Zuletzt sollte beachtet werden, dass einigen Personen sogenannte ,,core-chain-dependent*-
IgM- und IgG-Isoagglutinine besitzen, die durch die Glycosorb®-AB0-Sdulen nur
unzureichend eliminiert werden (Rydberg et al. 1992). Hierbei handelt es sich um eine
Untergruppe der Isoagglutinine, bei denen das zugehdrige Antigenepitop nicht nur aus den
terminalen = ABO-Trisacchariden, sondern zusétzlich auch aus Teilen der
Oligosaccharidkernketten der ABO-Antigene gebildet wird (Lindberg et al. 2011). Da vier
verschiedene Oligosaccharidkernketten existieren, entstehen vier A/B-Antigensubtypen.
Die Préavalenz dieser Antikdrper ist weitestgehend unbekannt und betrug in Lindbergs
Studie an gesunden Blutspendern ca. 13 %. Die Existenz dieser Antikorper hat somit eine
nicht zu unterschitzende klinische Relevanz hinsichtlich ABO-inkompatibler Tx, da bei
Verwendung der Glycosorb®-AB0-Sdulen nur Isoagglutinine entfernt werden, die gegen

die terminalen Trisaccharide der ABO-Antigene gerichtet sind.

6.3 Diskussion des Wiederanstiegs der Isoagglutinintiter zwischen zwei

Immunadsorptionen

Ein Wiederanstieg der Isoagglutinintiter zwischen zwei aufeinander folgenden IA, auch als
Titerrebound bezeichnet, konnte in der vorliegenden Arbeit sowohl im Patienten- als auch
im Kontrollkollektiv beobachtet werden. Hierbei handelt es sich um ein allgemein und
weithin  bekanntes Problem, dass in zahlreichen Studien als eine Form der
Therapierefraktiritdt unabhdngig von der Art des verwendeten Hédmaphereseverfahrens
(IA, TPA, DFPP) belegt ist (Boberg et al. 2006, Wilpert et al. 2007). Die Quantifizierung
des Titerrebounds zwischen den einzelnen Transplantationszentren wird dabei v.a. durch
die Tatsache erschwert, dass bisher keine einheitliche Definition existiert (Genberg et al.
2011). Ein Titerrebound stellt die Transplantationszentren nicht nur vor ein
immunologisches, sondern auch vor ein 6konomisches Problem, da eine erhohte Anzahl an

IA weitere physische und psychische Belastungen fiir den Patienten sowie zusitzliche
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Kosten fiir die Klinik bedeuten. Bereits in einer frithen Studie zur Anwendung der
Glycosorb®-AB0-Sdulen konnte ein Titerrebound verzeichnet werden, wobei eine
Mobilisation von Isoagglutininen vermutet wurde und infolgedessen die Anzahl
praoperativer IA erhoht werden musste (Tyden et al. 2006). Im schlimmsten Fall fiihrt ein
Titerrebound sogar zum Abbruch der Konditionierungstherapie und dem Absagen der Tx.
Dieser Fall trat auch in der vorliegenden Arbeit bei einer Patientin nach neun préoperativen
IA ein. Da die Kosten einer ABO-inkompatiblen Tx um ein vielfaches hoher liegen als die
einer ABO-kompatiblen (Genberg et al. 2008) und ein Titerrebound die Anzahl der IA
erhohen kann, sollte nicht nur die effektive Isoagglutinintiterreduktion, sondern auch die

Verhinderung eines Titerrebounds im Mittelpunkt der Konditionierungstherapie stehen.

Um den Wiederanstieg der Isoagglutinintiter quantifizieren zu konnen, wurden fiir
Patienten- und Kontrollkollektiv TI und aTI bestimmt. Der Wiederanstieg im
Patientenkollektiv kann mit einem TI von maximal 4 Titerstufen (IgM und IgG) sowie
einem maximalen aTI zwischen 1,0 und 2,5 Titerstufen fiir die IgM- sowie zwischen 2,0
und 2,5 Titerstufen fiir die IgG-Isoagglutinine als hoch bewertet werden, da ein aTI von >
2,0 Titerstufen laut Wilpert et al. als hoher Titerrebound bezeichnet wird. Der mediane
Wiederanstieg der Isoagglutinintiter lag sowohl im Patienten- als auch im
Kontrollkollektiv bei einer Titerstufe und damit im Bereich einer vergleichbaren Studie
ABO-inkompatibel transplantierter Patienten (Genberg et al. 2011). Im Kontrollkollektiv
war der absolute Wiederanstieg der Isoagglutinintiter fiir die I[gG-Isoagglutinine mit einem
TI von maximal 6 Titerstufen und einem aTl zwischen 1,0 und 4,0 Titerstufen sogar noch
hoher als der des Patientenkollektivs, der Wiederanstieg der IgM-Isoagglutinine war

hingegen in etwa mit dem des Patientenkollektivs vergleichbar.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass der Wiederanstieg der Isoagglutinintiter zwischen zwei
IA ein verbreitetes immunologisches Phanomen darstellt. Die hohen TI- und aTI-Werte des
Kontrollkollektivs sind dabei vermutlich durch die jeweiligen Grunderkrankungen der
Patienten bedingt. Da in der Pathogenese des SLE und der ITP Antikorper eine tragende
Rolle spielen (Arast¢h 2009), es im Rahmen der B-ALL zu einer abnormen
Antikorpersynthese kommen kann (Teachey und Felix 2005) und auch beim MDS ein
fehlgesteuertes Immunsystem eine Rolle spielt (Sloand und Rezvani 2008), muss bei
diesen Patienten und bei den Patienten mit irreguldren Antikorpern (Gruppe 3) von einem
veranderten bzw. liberaktiven Immunsystem ausgegangen werden. Es konnte hier eventuell
zu einer schnelleren Resynthese von Isoagglutininen durch B-Zellen oder zu einem

schnelleren Konzentrationsausgleich der IgG-Isoagglutinine zwischen intravasalem und
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extravasalem Kompartiment mit konsekutivem Titerrebound kommen. Interessanterweise
zeigten erneut die Patienten der Gruppe 2 die niedrigsten TI und aTI-Werte, obwohl einige
von ihnen aufgrund hochtitriger HLA-Antikorpertiter nachweislich als immunisiert
anzusehen sind und somit ein héherer Titerrebound erwartet wurde. Warum gerade diese
Patienten dennoch den geringsten Titerrebound aufwiesen und ob dies durch die jahrelange
immunsuppressive Therapie nach ABO-kompatibler Tx sowie durch die intensivierte

immunsuppressive Rejektionstherapie bedingt ist, bleibt letztlich unklar.

Schwierig zu interpretieren zeigen sich auch der pri- und postoperative Titerrebound des
Patientenkollektivs. Alle Patienten erhielten eine intensivierte Immunsuppressionstherapie
und drei von ihnen waren dariiber hinaus mit Rifuximab vorbehandelt, einem
monoklonalen Anti-CD20-Antikorper, der eigentlich der selektiven B-Zell-Depletion dient
und zur Prophylaxe des Isoagglutinintiterrebounds eingesetzt wird (Egawa et al. 2007). Da
die Resynthese der Isoagglutinine durch die immunsuppressiven Medikamente eigentlich
unterdriickt werden soll, wiegt der hohe Titerrebound des Patientenkollektivs umso
schwerer. Die Faktoren, die trotz intensiver Immunsuppression zum Titerrebound fiihren,
sind hierbei nur teilweise bekannt. So kann beispielsweise eine Unterbrechung der
Hamapheresetherapie die Antikdrperproduktion nicht nur stimulieren, sondern auch
beschleunigen (Dau 1995). Da bei keinem der 25 wuntersuchten Patienten die
Immunadsorptionsbehandlung unterbrochen wurde, kann dies als Ursache des
Titerrebounds ausgeschlossen werden. Vermutlich spielen hier eher immunisierende
Prozesse durch Transfusionen und Schwangerschaften eine tragende Rolle. Weiterer Grund
fiir einen praoperativen Wiederanstieg der Isoagglutinintiter kann auch die Applikation von
IVIG sein. Diese konnen die IgG-Isoagglutinintiter nachweislich um bis zu zwei
Titerstufen erhdhen, weshalb stets ein Praparat ausgewdhlt werden sollte, dass selbst wenig
Isoagglutinine enthilt (Valli et al. 2009). Da laut Jenaer Konditionierungsprotokoll IVIG
prdoperativ jedoch nur einmalig appliziert werden, kann dieses Therapieregime nicht allein
fiir den Titerrebound verantwortlich gemacht werden. Zudem sind IVIG nicht in der Lage
die IgM-Isoagglutinintiter zu erhdhen und ihre hochdosierte Applikation (min. 0,6 g/kg
KG) stellt in Kombination mit Himapherese sogar eine in Studien belegte Therapieform
des Titerrebounds dar (Ikegami et al. 2007). Dabei sollen die IVIG durch ihre
immunmodulatorischen Wirkungen wie B-Zellapoptose und Komplementinhibition den
Wiederanstieg der Isoagglutinintiter ddmpfen, wobei der IVIG-induzierte Abfall der
Isoagglutinintiter einer klonalen Erschopfung antikdrperproduzierender B-Lymphozyten

zugeschrieben wird (Urbani et al. 2007). Als weiterer Grund fiir einen Titerrebound trotz
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effektiver Immunsuppression wird eine T-Zell-unabhéngige Isoagglutininproduktion durch
die B-Zellen intestinaler Lymphknoten diskutiert (Ishida et al. 2000). Auch
isoagglutininproduzierende CD20-negative Plasmazellen, die durch Rituximab nicht
depletiert werden konnen, konnten ein Grund sein (Sonnenday et al. 2004). Die Tatsache,
dass in den ersten drei Wochen nach der Applikation von Rituximab kein signifikanter
Effekt auf die Hohe der donorspezifischen Isoagglutinintiter beobachtet werden konnte,
stiitzt diese Hypothese (Valli et al. 2009, Genberg et al. 2011). Zudem spielt auch der
Zeitpunkt der Rituximabgabe eine entscheidende Rolle, da die prdoperative Applikation
von weniger als einer Woche vor Tx trotz nachweislich fehlender CD20-positiver B-Zellen
einen Rebound der Isoagglutinintiter nicht verhindern konnte (Ikegami et al. 2007). In der
vorliegenden Dissertation erfolgte die Gabe vier Wochen vor LDK-TX, sodass ein falscher
Applikationszeitpunkt als Einflussfaktor ebenfalls ausgeschlossen werden kann. Der
beobachtete Titerrebound scheint somit von weiteren, bisher ungekldrten Faktoren
abzuhingen. Aufgrund der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse kann postuliert
werden, dass ein Titerrebound durch die derzeitigen Konditionierungsprotokolle nicht
verhindert werden kann. Es handelt sich hierbei jedoch um ein Problem, welches es
unbedingt zu 16sen gilt, da ein Rebound zu physischen, psychischen und 6konomischen
Belastungen des Patienten und des Transplantationszentrums  fiihrt.  Eine
Losungsmoglichkeit, die erwogen werden sollte, stellt die Applikation des zytotoxischen
Medikaments Cyclophosphamid dar (Ishida et al. 2003). Dieses konnte die
antikoérperproduzierenden Zellen, die von Rituximab und anderen Immunsuppressiva nicht

reduziert werden, abtoten.

6.4 Einfluss des Himatokrit-korrigierten Plasmavolumens auf die

Isoagglutinintiterreduktion

Um die Isoagglutinintiter eines Patienten effektiv reduzieren zu konnen, spielt auch die
Menge des pro IA prozessierten Hamatokrit-korrigierten Plasmavolumens (PVy.) eine
Rolle. Bei der Durchfiihrung einer Immunadsorptionsbehandlung wird dabei
normalerweise das zuvor berechnete Zielplasmavolumen (Kaplan 1990) mehrfach
prozessiert, da davon ausgegangen wird, dass ein hoheres Plasmavolumen zu einer hoheren
Abreicherung der Antikdrper fiihrt (Gjorstrup und Watt 1990). So wird im Normalfall das
1,5- bis 2,5-fache Plasmavolumen des Patienten behandelt. Bei Verwendung des
Immunosorba®-Systems sollte zumindest in der ersten IA einer Behandlungsreihe das 2,5-

fache Plasmavolumen (das errechnete, zirkulierende PVy. des Patienten) behandelt
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werden (Kiefel 2010). Auch bei Verwendung der Glycosorb®-AB0-Sdulen sollen nach
Auskunft der Firma Glycorex Transplantation AB (sieche Anhang) die Isoagglutinine umso
stiarker abfallen, je mehr Plasma prozessiert wird. Hierbei schwanken die Empfehlungen
zwischen dem 2,0- bis 3,0-fachen PVy pro IA (Kumlien et al. 2006, Geyer et al. 2009).
Um eine Empfehlung hinsichtlich des pro IA zu prozessierenden optimalen PVy abgeben
zu konnen, wurde mit Hilfe verschiedener statistischer Tests der Einfluss des behandelten

PV der Patienten auf deren Isoagglutinintiterreduktion untersucht.

Mit Hilfe einer Korrelationsanalyse sollte zundchst die Frage geklart werden, ob und
welcher Zusammenhang zwischen dem pro IA behandelten PVy, und der
Isoagglutinintiterreduktion der Patienten bestand. Fiir den iiberwiegenden Teil der IA lieB
sich weder fiir die absolute noch fiir die durchschnittliche Isoagglutinintiterreduktion ein
statistisch signifikanter Zusammenhang mit dem PVyy erkennen. Vermutlich ist dies
jedoch weniger einem tatsidchlich fehlenden Zusammenhang, als vielmehr einer zu
geringen Probandenzahl von sechs bis sieben Patienten pro Patientengruppe geschuldet.
Auch die Tatsache, dass aufgrund der unterschiedlichen Blutgruppen der Patienten eine zu
geringe und zudem variierende Anzahl an Isoagglutinintiterreduktionen in die Analyse

einging, diirfte eine entscheidende Rolle gespielt haben.

Im Patientenkollektiv zeigten sich nur fiir die mittlere Isoagglutinintiterreduktion zwei
signifikante Ergebnisse, jedoch in unterschiedlichen IA. Zwischen PVy, und IgM-
Isoagglutinintiterreduktion bestand ein stark negativer Zusammenhang, sodass hier die
IgM-Abreicherung umso geringer war, je mehr PVy behandelt wurde. Fiir die mittlere
IgG-Isoagglutinintiterreduktion bestand ein stark positiver Zusammenhang, sodass hier die
die IgG-Abreicherung umso héher war, je mehr PVy behandelt wurde. Dies deutet darauf
hin, dass sich die IgM- und IgG-Isoagglutinine beziiglich ihrer Eliminierung
unterschiedlich verhalten konnten. Die Entfernung der Isoagglutinine hingt nachweislich
u.a. von ihrer Verteilung zwischen intravasalem und extravasalem Kompartiment sowie
threr Fahigkeit sich zwischen diesen zu bewegen ab, sodass die Immunglobulinklasse der
Isoagglutinine eine entscheidende Rolle bei der Konditionierungstherapie spielt (Winters et
al. 2004). So soll IgM, das sich nicht beliebig zwischen den beiden Kompartimenten
bewegen kann, mittels Himaphereseverfahren effektiver reduzierbar sein als IgG, das sich
laut Meinung einiger Autoren (Derksen et al. 1984) entlang eines
Konzentrationsgradienten zwischen den Kompartimenten bewegt. Hiermit konnte erklért
werden, warum die mittlere IgG-Isoagglutinintiterreduktion mit steigendem PVyg

verbessert wird, die mittlere IgM-Isoagglutinintiterreduktion jedoch nicht. Da im
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Patientenkollektiv jedoch nur zwei statistisch signifikante Korrelationen gefunden werden

konnten, sollten die hier gewonnenen Ergebnisse nicht leichthin verallgemeinert werden.

Auch in  Gruppe 3 des Kontrollkollektivs zeigte sich die absolute
Isoagglutinintiterreduktion umso geringer je hoher das PVy war, diesmal jedoch sowohl
bei den IgM- als auch bei den IgG-Isoagglutininen. In Gruppe 2 zeigte sich in der ersten IA
fiir die absolute IgM- und IgG-Isoagglutinintiterreduktion der gleiche Zusammenhang wie
im Patientenkollektiv, jedoch war der Zusammenhang in der zweiten IA genau umgekehrt,
sodass die Ergebnisse insgesamt widerspriichlich erscheinen. Fir die mittlere
Isoagglutinintiterreduktion zeigten sich ebenfalls uneinheitliche Ergebnisse. So liberwogen
bei der IgM- die positiven, bei der IgG-Isoagglutinintiterreduktion die negativen
Korrelationen. Somit miisste fiir die Eliminierung der IgM-Isoagglutinine ein hoheres
PV gewidhlt werden, wihrend fiir die Reduktion der IgG-Isoagglutinine ein niedrigeres
PV empfehlenswert wére. Da aber davon ausgegangen wird, dass unabhingig von der
verwendeten IA-Sdule ein hdoheres prozessiertes Plasmavolumen zu einer gréferen
Isoagglutinintiterreduktion  fithrt,  widerspricht  dieses = Ergebnis dem  des
Patientenkollektivs. AuBerdem konnte eindeutig bewiesen werden, dass bei Verwendung
des Immunosorba®-Systems ein hoheres Plasmavolumen zu einer hoheren Abreicherung
der IgG-Antikorper fiihrt (Belak et al. 1994), was sich in den hier gewonnenen Ergebnissen
nicht widerspiegelt. Inwiefern die in dieser Arbeit gefundenen Zusammenhénge somit die
reellen Verhéltnisse zwischen PVp und Isoagglutinintiterreduktion darstellen, bleibt

somit diskutabel.

Auch die Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests beziiglich des Einflusses einer bestimmten
Menge an PV auf die durchschnittliche Isoagglutinintiterreduktion waren grofBtenteils
statistisch nicht signifikant. Lediglich fiir die IgG-Isoagglutinine der 6. IA aller Patienten
konnte gezeigt werden, dass ein behandeltes PV zwischen 1,50 und 1,99 L zu einer
grofleren durchschnittlichen Isoagglutinintiterreduktion fiihrt als ein hoheres PV (> 2,00
L). Aufgrund der geringen Anzahl an Signifikanzen und der Tatsache, dass der Kruskal-
Wallis-Test in drei Fillen (GKT 1. [A; RT 3. IA und 6. TA) nur gering iiber dem
Signifikanzniveau von 0,05 lag (p-Werte 0,076, 0,094 und 0,090 fiir o.g. IA), wurden fiir
diese drei Félle probatorisch ebenfalls Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt. Hierbei
mussten bei der a-Adjustierung nach Holm-Schaffer die Signifikanzschranken aus Tabelle
6 zugrunde gelegt werden. Es zeigte sich auch fiir die durchschnittliche IgG-
Isoagglutinintiterreduktion der 1. IA ein dhnliches Ergebnis wie in der 6. IA, da hier erneut

ein statistisch signifikanter Unterschied zugunsten des niedrigeren PVy mit p = 0,013



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here. 86

bestand (Tabelle 19). Aufgrund der o.g. fehlenden Signifikanz im Kruskal-Wallis-Test ist
dieses Ergebnis jedoch mit Vorbehalt zu bewerten. Diese zwei Ergebnisse weisen jedoch
darauf hin, dass flir [gG-Isoagglutinine ein PVy < 2,00 L gewihlt werden sollte, was
erneut den Ergebnissen von Gjorstrup und Watt widerspricht. Hierbei ist anzumerken,
dass die Grenzen fiir die Plasmagruppen (0 bis 1,49 L; 1,5 bis 1,99 L; > 2,00 L) willkiirlich
gewdhlt wurden und die Analyse bei anderen Schranken vielleicht anders ausgefallen wiére.
Fiir alle iibrigen IA lieB sich kein signifikanter Einfluss der Hohe des PVy auf die
durchschnittliche Isoagglutinintiterreduktion ermitteln, da vermutlich die Probandenzahl
und der Anteil der Patienten, die {iberhaupt mit einem PVy, von > 2,00 L behandelt
wurden, insgesamt zu gering war. So wurde lediglich in 27,8 % (42/151 TA) der
durchgefiihrten IA mehr als 2,00 L PV, behandelt, im Patientenkollektiv lag der Anteil
bei 9,4 % (5/53 TA), im Kontrollkollektiv bei 37,6 % (37/98 1A). Auch lag das behandelte
PVy im Patientenkollektiv mit 1,6 L (Median) und im Kontrollkollektiv 1,9 L (Median)
genau im Bereich der mittleren Plasmagruppe (1,5 bis 1,99 L). Somit war die Verteilung
der IA auf die gebildeten Plasmagruppen vermutlich zu inhomogen um statistisch
signifikante Ergebnisse erbringen zu konnen. Durch die Berechnung der Odds-Ratios
konnte festgestellt werden, dass in drei IA tendenziell die Chance einer durchschnittlichen
Isoagglutinintiterreduktion von > 2,5 gesenkten Titerstufen groBer war, wenn > 2,00 L
PVy. behandelt wurde. In einer anderen IA =zeigten sich wieder umgekehrte
Chancenverhéltnisse. Da insgesamt jedoch zu wenige Probanden und zu wenige
Immunadsorptionsbehandlungen mit > 2,00 L prozessierten PVy in die Analyse
einflossen, waren diese Ergebnisse erneut statistisch nicht signifikant. Sie besitzen daher

nur eine geringe Aussagekraft.

Trotz der durchgefiihrten Analysen kann an dieser Stelle keine Empfehlung hinsichtlich
des optimal pro IA zu prozessierenden PVy ausgesprochen werden. Anhand klinischer
Erfahrung und verschiedener Studien scheint die Erhéhung des PVy. die Effektivitit der
Isoagglutinintiterreduktion zu erhohen, was durch die vorliegende Arbeit jedoch nicht
bestitigt werden konnte. Es wird daher empfohlen gleiche oder dhnliche Analysen sowohl
fiir das Patienten- als auch fiir das Kontrollkollektiv mit einer hheren Probandenzahl zu
wiederholen. Wichtig ist dabei v.a., den Anteil der Patienten, die mit mehr als 2,00 L PV
behandelt wurden, zu erhohen. Weiterhin ist darauf zu achten, dass in jede untersuchte
Plasmagruppe eine gleich hohe Anzahl von Behandlungen eingeht, was im Rahmen dieser
Arbeit leider auch nicht der Fall war. Zudem sollten zukiinftig vorzugsweise Patienten

derselben Blutgruppe fiir die Studie verwendet werden. Damit wére gewihrleistet, dass in
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die statistische Analyse, die die absolute Isoagglutinintiterreduktion der Anti-A1,-A2 und -
B-Isoagglutinine betrifft, stets die gleiche Anzahl an Werten einflief3t.

Die Effektivitdt der Isoagglutinindepletion kann auch auf andere Art und Weise gesteigert
werden. So ist beispielsweise die Anwendung von zwei Glycosorb®-AB0-Sdulen im Sinne
einer Doppelfiltrationsapherese wie beim Immunosorba®-System zur verbesserten
Antikorpereliminierung empfehlenswert. Die dafiir ndtige Saulenelution erwies sich bereits
mehrfach als klinisch praktikabel, es wird eine bis zu sechsfache Wiederverwendung der
Sdulen ermoglicht (Kumlien et al. 2006). Die daraus resultierende Kostenersparnis bei
einem Preis der Glycosorb®-AB0-Sdulen von 3.700 Euro pro Stiick (zum Zeitpunkt der
Datenerhebung) bietet dabei auch einen 6konomischen Vorteil. Gerade bei Patienten mit
doppeltem Antigenmismatch muss eine Doppelfiltrationsapherese erwogen werden.
Allerdings muss bedacht werden, dass sich die Anzahl an Sdulenwechseln (Zyklen) bei
Doppelfiltrationsapherese und steigendem PVy erhoht und jeder Sdulenwechsel mit
einem Elutionsprozess einhergeht. Die Elution hat dabei direkte Auswirkungen auf das
Patientenplasma, welches verdiinnt wird, teilweise verloren geht sowie auf die

Plasmaalbuminkonzentration, die um bis zu 15 % sinken kann (Matic et al. 2000).

6.5 Die Rolle des Ausgangstiters vor Immunadsorption fiir die Anzahl

der durchgefiihrten Immunadsorptionen

Eine wichtige Rolle bei der Isoagglutinintiterreduktion durch Hdmapherese scheint auch
die Hohe des Isoagglutinintiters vor erster IA (Ausgangstiter) zu spielen. Patienten mit
hohen Ausgangstitern weisen ein erhohtes Risiko auf den prioperativen
Isoagglutininzieltiter nicht zu erreichen, wobei dies entweder durch einen hohen
Titerrebound oder durch die Persistenz hoher Isoagglutinintiter trotz vermehrter 1A bedingt
sein kann (Tyden et al. 2007). So bendtigten Patienten mit IgG-Isoagglutinintitern > 1:128
sowohl beim Einsatz von IA als auch DFPP perioperativ signifikant mehr Behandlungen
als Patienten mit niedrigeren Titern (Shimmura et al. 2000). Es wurde vermutet, dass diese
Patienten High-Responder sind, die dazu neigen sofort nach der Behandlung neue
Isoagglutinine zu bilden. Ob dies auch fiir IgM-Isoagglutinine gilt, blieb in der Studie
offen. In vielen Zentren wird daher bei Patienten mit hohen Ausgangstitern bereits
préoperativ eine groBere Anzahl an IA eingeplant oder es werden zusitzliche
Héamaphereseverfahren wie TPA oder DFPP eingesetzt (Sassi et al. 2011). In einer 2008
veroffentlichten Fallstudie zeigte sich abermals die Abhédngigkeit der Anzahl benétigter
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préoperativer A vom Ausgangstiter, Patienten mit niedrigeren Ausgangstitern benétigten
hier erneut weniger IA (Hugo et al. 2008). Da bisher kein einheitlicher Wert fiir den
Terminus ,,hoher Isoagglutinintiter existiert, wurde in dieser Arbeit der bei Wilpert et al.

beschriebene Wert von > 1:128 zu Grunde gelegt.

Der Anteil an Patienten mit hohem Ausgangstiter lag in der vorliegenden Arbeit bei 36,0
% (9/25 Patienten) und somit um einige Prozent niedriger als der des Patientenkollektivs
bei Wilpert et al. Die meisten dieser Patienten fanden sich hierbei in Gruppe 1, also in der
Gruppe, in der sich bereits der hochste durchschnittliche Ausgangstiter (1:1536 im GKT)
aller 25 Patienten und der groBte priatherapeutische IgM-Titer messen lieBen. Doch auch
die Patienten der Gruppen 3 und 4 wiesen die erwarteten hohen Ausgangstiter auf.
Interessanterweise zeigten erneut die Patienten der Gruppe 2, welche ebenfalls als
»~immunisiert anzusehen sind, keine hohen Ausgangstiter. Diese Gruppe hatte also im
Grofiteil der durchgefiihrten Untersuchungen eine Sonderstellung inne, da hier die
niedrigsten prétherapeutischen Isoagglutinintiter, die niedrigste absolute und mittlere
Isoagglutinintiterreduktion sowie der niedrigste Titerrebound gemessen wurden. In allen
Féllen wird ein Zusammenhang mit der durchgefiihrten Immunsuppressionstherapie sowie

der Geschlechterverteilung (rein mannliche Patientengruppe) vermutet.

Auch in der vorliegenden Arbeit bendtigten Patienten mit hohen Ausgangstitern (> 1:128)
mehr IA als Patienten mit normalen Ausgangstitern (< 1:128), jedoch war dieses Ergebnis
nicht statistisch signifikant, sodass es lediglich als Tendenz gewertet werden kann. Im
Patientenkollektiv benotigten die Patienten mit hohen Ausgangstitern durchschnittlich
mehr IA vor ihrer ABO-inkompatiblen Tx als die Patienten mit normalen Ausgangstitern,
sodass dies auf einen Einfluss des Ausgangstiters auf die Anzahl der IA hinweist. Da sich
jedoch im Patientenkollektiv einmal die wenigsten (Patienten mit hohen Ausgangstitern)
und einmal die meisten (Patienten mit normalen Ausgangstitern) durchgefiihrten IA aller
Patientengruppen fanden, scheinen die Ergebnisse insgesamt inkonsistent. Dies konnte auf
interindividueller Variabilitdt beruhen und deckt sich mit der Meinung derjenigen Autoren,
die vermuten, dass die Hohe des Ausgangstiters weder die genaue Anzahl der IA, den
Erfolg der Konditionierungstherapie noch das Outcome einer ABO-inkompatiblen Tx mit
Sicherzeit vorhersagen kann (Donauer et al. 2006). Zudem sind zahlreiche Fille
beschrieben in denen Patienten mit normalen Ausgangstitern den festgelegten Zieltiter

nicht erreichen konnten (Geyer et al. 2009).
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Im Kontrollkollektiv lag die durchschnittliche Anzahl durchgefiihrter IA wiederum bei den
Patienten mit hohen Ausgangstitern (> 1:128) hoher als bei den Patienten mit normalen (<
1:128) Ausgangstitern. Da sich im Kontrollkollektiv die Anzahl der durchgefiihrten 1A
jedoch nicht nach der Isoagglutinintiterreduktion, sondern nach dem klinischen
Ansprechen der jeweiligen Grunderkrankung bzw. der Eliminierung anderer Antikdrper
(wie HLA-Antikorper) richtete, sollte dieses Ergebnis kritisch betrachtet werden. Die
Analyse sollte mit hoherer Probandenzahl wiederholt werden, da sonst keine sicheren und
statistisch signifikanten Aussagen getroffen werden konnen. Letztlich ist aufgrund der
hohen Effektivitit der Glycosorb®-AB(0-Sdulen aber auch bei hohen Ausgangstitern die
Reduktion der Isoagglutinintiter auf den Zielwert in den allermeisten Fillen gewihrleistet.
Bendtigen Patienten mit normalen Ausganstitern hierfiir in den meisten Féllen eine drei-
bis viermalige Anwendung, so kann der Zieltiter von < 1:8 bei Patienten mit hohen
Ausgangstitern normalerweise durch fiinf bis sechs prdoperativen Anwendungen erreicht
werden (Norden et al. 2006). Dieses Ergebnis wird durch die vorliegende Arbeit bestitigt,
da bis auf eine Patientin, die einen sehr hohen Titerrebound aufwies, alle Patienten
erfolgreich konditioniert wurden. Dabei kann auch die Konditionierung des Patienten, der
vorzeitig eine Kadaverspende erhielt, als effektiv angesehen werden. Auf eine statistische
Uberpriifung der Fragestellung, ob zwischen den vier Patientengruppen ein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der Anzahl bendtigter IA besteht, musste aufgrund zu geringer
Stichprobengrofle verzichtet werden. Die Rolle des Ausgangstiters fiir die Anzahl der 1A
und die Erreichung des pridoperativen Zieltiters bleibt daher in zukiinftigen Studien weiter
zu evaluieren. Im Rahmen einer Konditionierungstherapie sollte aber stets bedacht werden,
dass eine Erhohung der Anzahl an IA einen hohen psychischen und physischen
Stressfaktor flir die Patienten und eine 6konomische Belastung fiir die Klinik darstellt.
Daher empfiehlt es sich bereits vor Therapiebeginn festzulegen, unter welchen

Konditionen die Entscheidung zum Abbruch einer Hamapheresetherapie getroffen wird.

6.6 Vergleich der Glycosorb®-AB0-Siulen mit dem Immunosorba®-
System zur Isoagglutinintiterreduktion vor ABO-inkompatibler
Organtransplantation

Die Eliminierung der Isoagglutinine vor ABO-inkompatibler Transplantation kann durch

verschiedene Hémaphereseverfahren bewerkstelligt werden. Wihrend in europidischen

Zentren die Isoagglutininreduktion durch Einsatz der antigenspezifischen Glycosorb®-
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ABO-Sdiulen bevorzugt wird, kommen in japanischen und amerikanischen Zentren v.a. die
antigenunspezifische Doppelfiltrationsplasmapherese (DFPP) oder der therapeutische
Plasmaaustausch (TPA) zur Anwendung (Beimler und Zeier 2007). Obgleich die IA mit
Glycosorb®-AB0-Sdulen das teuerste Eliminationsverfahren darstellt, scheint ihr Einsatz
v.a. dadurch gerechtfertigt, dass TPA und DFPP aufgrund ihrer geringen Antigenspezifitit
mit dem Verlust wichtiger Plasmaproteine wie Gerinnungsfaktoren, Komplementfaktoren
und Immunglobuline einen entscheidenden Nachteil aufweisen (Geyer et al. 2009). Das
Immunosorba®-System hingegen wird im Rahmen von Transplantation seit geraumer Zeit
v.a. zur Entfernung von HLA-Antikérpern vor ABO-kompatibler Tx (Palmer et al. 1989)
sowie in der Therapie HLA-antikdrperbedingter humoraler Rejektionen (Bosch 2005)
eingesetzt. Ziel dieser Arbeit war es die klinische Effektivitit der
Isoagglutinintiterreduktion ~ vor ~ ABO-inkompatibler =~ Tx  durch  FEinsatz  der
antigenspezifischen Glycosorb®-AB0-Sdulen zu evaluieren, sie mit dem kostengiinstigeren
Immunosorba®-System zu vergleichen und so einen Beitrag zur Verbesserung des Jenaer

Konditionierungsprotokolls zu leisten.

In verschiedenen Studien konnte bewiesen werden, dass die Anwendung der Glycosorb®-
ABO0-Sdulen unabhingig von der Immunglobulin(sub)klasse zur signifikanten Reduktion
der Isoagglutinine auf den gewiinschten Zieltiter fiihrt (Tyden et al. 2005). Die Technik ist
leicht anwendbar, aullerdem wird kaum Plasma verworfen. Auch die vorliegende Arbeit
konnte die Effektivitit der Sédulen anhand der guten Ergebnisse der absoluten und
durchschnittlichen Isoagglutinintiterreduktion bestitigen. Fiinf der sieben geplanten
Patienten konnten erfolgreich fiir die ABO-inkompatible Tx auf den Zieltiter von < 1:4
konditioniert werden. Nur bei einer Patientin fiihrte ein erheblicher Titerrebound zum
Abbruch der Konditionierungstherapie, in den anderen sechs Fillen konnte der
Titerrebound mit Hilfe der Sdulen beherrscht werden. Grundsitzlich muss bei der
Konditionierung mit Hilfe der Glycosorb®-A4B0-Sdulen jedoch beachtet werden, dass zwar
mediane Reduktionen der Isoagglutinintiter von 81 % (IgM) bzw. 56 % (IgG) in der ersten
IA moglich sind (Valli et al. 2009), die Effektivitit der Behandlung fiir die IgG- und IgM-
Isoagglutinintiter in dieser Studie jedoch bereits nach der ersten Behandlung kontinuierlich
abnahm. Die mediane Reduktion pro IA belief sich hier insgesamt auf ca. 30 % fiir die
IgM- und auf ca. 20 % fiir die IgG-Isoagglutinintiter, wobei fiir letztere eine signifikante
Reduktion nur fiir die IgG-Subklassen IgG1l, IgG2 und IgG3, nicht jedoch fiir IgG4,
stattfand. Fiir Patienten, die hauptsdchlich IgG-Isoagglutinine besitzen, wie es bei

immunisierten Patienten der Fall ist, wire dies als eindeutiger Nachteil der Sédulen zu
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werten. Es miisste bereits vor Therapiebeginn mit einer geringeren Effektivitdt der 1A
gerechnet werden. Anhand der in dieser Arbeit ermittelten TD und aTD-Werte lies sich
jedoch zeigen, dass die IgM- und IgG-Isoagglutinintiterreduktion des Patientenkollektivs
in etwa gleich hoch war, sodass die Sdulen hier unabhingig von der Immunglobulinklasse
gleich effektiv arbeiteten. Obwohl nach wie vor keine Informationen hinsichtlich der
Gesamtbindungskapazitit der Glycosorb®-AB0-Sdulen vorliegen (Kumlien et al. 2006), ist
bei einmaliger Verwendung der Sdulen nach Auskunft der Firma Glycorex Transplantation
AB (siche Anhang) selbst bei mehr als 10,0 L prozessiertem Plasma keine Sattigung der
Sdulen zu erwarten. Daher konnen die Séulen, obgleich laut Hersteller nur fiir den
Einmalgebrauch zugelassen, in der Praxis bis zu sechs Mal wiederverwendet werden,
wobei die Wiederverwendung laut Kumlien et al. als sicher und kostensparend gilt. Da die
Sdulen im Rahmen dieser Dissertation nur einmal verwendet wurden, war ein etwaiger
Einfluss der Wiederverwendung auf die Isoagglutininreduktion von vorneherein
ausgeschlossen. Ob die IgM- und IgG-Isoagglutinintiterreduktion bei Wiederverwendung
der Sdulen gleich effektiv bleibt, konnte in der vorliegenden Studie somit nicht evaluiert
werden und bleibt weiteren Studien vorbehalten. Als eindeutiger Nachteile der
Glycosorb®-AB0-Sdulen sind die kurze Haltbarkeit der Sdulen (4 Monate), die hohen
Kosten und die durch die Antigenspezifitdt bedingte fehlende simultane Eliminierung von
Komplementfaktoren und HLA-Antikorper zu nennen. Da in der Studie von Valli et al.
jedoch eine signifikante Reduktion von Himophilus influenzae- und Pneumokokken-IgG-
Antikorpern nachgewiesen werden konnte, muss die Antigenspezifitit der Séaulen

neuerdings in Frage gestellt werden.

Theoretisch ~ konnte  auch  das  preisgiinstigere = Immunosorba®-System  zur
Isoagglutinindepletion verwendet werden (Thaiss 2009). Es eignet sich vor allem zur
Reduktion von IgG-Isoagglutininen, da das Staphylokokkenantigen A mit hoher Affinitét
an IgG1, IgG2 und IgG4 bindet und somit eine Reduktion dieser Immunglobuline um 77
bis 98 % moglich ist. [gA und IgM konnen hingegen nur um 55 % bzw. 56 % reduziert
werden (Kiefel 2010). Da es sich bei den Isoagglutininen nichtimmunisierter Patienten
groBtenteils um Immunglobuline der Klasse M handelt, wire hier eine Titerreduktion in
geringerem Male zu erwarten als bei Verwendung der Glycosorb®-AB0-Sdulen. Bei
immunisierten Patienten spielen hingegen vor allem IgG-Isoagglutinine eine Rolle, sodass
bei diesen das Immunosorba®-System sinnvoll eingesetzt werden konnte, vor allem wenn
sie nachweislich weitere Antikdrper wie beispielsweise HLA- oder HPA-Antikorper

besitzen, bei denen es sich in der Regel ebenfalls um Immunglobuline der Klasse G
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handelt. In dieser Arbeit zeigten sich die absolute und durchschnittliche
Isoagglutinintiterreduktion des /mmunosorba®-Systems auf dhnlich gutem Niveau wie bei
Verwendung der Glycosorb®-AB0-Sdulen, auch wenn die TRR gering schlechter war. Da
die mediane Isoagglutinintiterreduktion des Patienten- und Kontrollkollektivs mit einer
Titerstufe gleich hoch war, konnen beide Sdulen als gleich effektiv angesehen werden.
Somit wiére der Einsatz des Immunosorba®-Systems vor ABO-inkompatibler Tx
theoretisch gerechtfertigt. Allerdings muss bedacht werden, dass die hier untersuchten
Patienten alle als immunisiert anzusehen sind und daher hohe IgG-Titer aufwiesen, die
durch das Immunosorba®-System besser als die IgM-Titer reduziert werden konnen.
Gegebenenfalls sollte daher zundchst die IgM-Isoagglutinintiterreduktion durch das
Immunosorba®-System an einer nichtimmunisierten Kontrollgruppe reevaluiert werden.
Zur Entscheidungsfindung, welche Sdule bei welchem Patienten am besten eingesetzt
werden sollte, konnte eine Bestimmung der IgM- und IgG-Isoagglutinintiter sowie

irreguldrer Antikdrper vor Beginn der Konditionierungstherapie dienen.

Ein letzter wichtiger Punkt, der gegen den Einsatz der isoagglutininspezifischen
Glycosorb®-AB0-Sdulen zur Konditionierung vor ABO-inkompatibler Tx spricht, ist die
nachweisliche Existenz zahlreicher anderer Antikorper, die im Rahmen von Tx eine Rolle
spielen. So sollte beispielsweise auch das humane Leukozytenantigensystem (HLA-
System) als zweites Haupthistokompatibilititssystem des Menschen im Rahmen ABO-
inkompatibler Tx mehr Beriicksichtigung finden. Jedoch ist dies in vielen
Transplantationszentren nicht der Fall. Auch in der vorliegenden Arbeit spielte der HLA-
Antigenmismatch im Patientenkollektiv keine Rolle. Die Wichtigkeit des HLA-Systems im
Rahmen ABO-kompatibler Tx wurde mehrfach unterstrichen und dabei der negative
Einfluss gebildeter HLA-Antikoérper auf Transplantatfunktion und -iiberleben
herausgearbeitet (Patel und Terasaki 1969). So entwickeln sich bei bis zu ca. 25 % der
Patienten nach ABO-kompatibler Nierentransplantation HLA-Antikorper (Sis und Halloran
2010). Eine Assoziation zwischen donorspezifischen HLA-Antikdrpern und vaskulérer
Rejektion wurde in klinischen Studien mehrfach dokumentiert (Halloran et al. 1992), da
diese zu komplementvermittelter und antikdrperabhdngiger zellvermittelter Zytotoxizitét
mit konsekutiver Rejektion fiihren (Vongwiwatana et al. 2003). Dariiber hinaus kann auch
die de novo Synthese von nicht-donorspezifischen HLA-Antikorpern stattfinden (Cai et al.
2006), welche hinsichtlich des Transplantatiiberlebens genauso signifikant wie

donorspezifische HLA-Antikdrper zu sein scheinen (Hourmant et al. 2005).
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Doch auch nicht-HLA-Antikorper, die im Rahmen solider Organtransplantationen bereits
mehrfach beschrieben wurden, sollten intensiver berlicksichtigt werden. Bei den
korrespondierenden Antigenen kann es sich beispielsweise um das ,,Major
histocompatibility class I chain-related gene A“ (MICA) und das ,,Major histocompatibility
class I chain-related gene B* (MICB) (Zou et al. 2006), die Gluthation-S-Transferase T1
(Aguilera et al. 2008), den Angiotensin-II-Rezeptor Typ 1 (AT;R) (Dragun et al. 2005),
endotheliale Zellantigene (Praprotnik et al. 2001) oder Vimentin (Carter et al. 2005)
handeln. So wirken MICA-Antigene nachweislich immunologisch und sind in AMR und
Allograftversagen involviert (Zou et al. 2007). In jiingster Zeit sind auch die AT;R-
Antikorper, vornehmlich IgG1- und IgG3-Allo- oder Autoantikorper, in den Fokus der
Transplantationszentren geriickt. Sie konnen sowohl komplementfixierend als auch nicht-
komplementfixierend sein und durch Schwangerschaften, Transfusionen und
Transplantationen gebildet werden (Reinsmoen et al. 2010). Es handelt sich um
agonistische Antikorper (AT;R-AA), die den AT R stimulieren und dabei Mediatoren der
Inflammation und Thrombose induzieren (Dragun 2007). Patienten mit AT;R-AA-
bedingten Rejektionen wiesen in dieser Studie eine signifikant  kiirzere
Transplantatiiberlebenszeit als Patienten mit HLA-antikorperbedingten Rejektionen auf.
Die Bedeutung von Nicht-HLA-Antikdrper wird auch dadurch verdeutlicht, dass in einer
Studie trotz Serumanalyse auf HLA-Antikorper, AT R-Antikorper und MICA-Antikorper
in 7 von 10 Fillen das Auftreten frither AMR-Episoden ungeklért blieb (Amico et al.
2008). Es wird daher vermutet, dass noch weitere, unbekannte Antigene als Ziel von nicht-
HLA-Antikorpern dienen. Weiterhin unklar sind jedoch Inzidenz und Prédvalenz dieser
Antikorper. Obwohl diese bisher nur im Rahmen ABO-kompatibler Tx beschrieben sind,
spielen sie mit groBer Wahrscheinlichkeit auch im Rahmen ABO-inkompatibler Tx eine
Rolle. Da sie durch Verwendung der isoagglutininspezifischen Glycosorb®-4B0-Sdulen
nicht entfernt werden konnen, ist dies als weiterer groer Nachteil der Sdulen zu werten.
Antigenunspezifische Verfahren wie TPA, DFPP oder die Anwendung des
Immunosorba®-Systems konnten diese Antikorper vermutlich bei weitem zuverldssiger
eliminieren. Ob und wie auf diese vielfaltigen Antikorper getestet wird, liegt dabei aber im
Ermessen des jeweiligen Transplantationszentrums und schlussendlich richtet sich die
Auswahl des passenden Eliminationsverfahrens vor ABO-inkompatibler Tx v.a. nach der

personlichen Erfahrung und Fachkenntnis des jeweiligen Transplantationszentrums.
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7  Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit konnte die Effektivitit der Glycosorb®-AB0-Sdulen zur
Isoagglutininreduktion vor ABO-inkompatibler Organtransplantation quantitativ klar
beschrieben werden. Durch den Einsatz der Sdulen wird eine effektive Reduktion der
Isoagglutinine auf den zuvor festgelegten Zieltiter ermoglicht. Jedoch zeigte auch das
nicht-isoagglutininspezifische Immunosorba®-System im Vergleich eine &hnlich gute
Effektivitdt. Dieses System konnte somit zukiinftig als kostengiinstigere Alternative,
beispielweise bei immunisierten Patienten mit IgG-Isoagglutininen oder bei Patienten mit
zusétzlichen HLA- und/oder nicht-HLA-Antikorpern, Anwendung finden. Grundsétzlich
sollte nach den Ergebnissen dieser Arbeit jedoch bedacht werden, dass die
Isoagglutinindepletion unabhéngig vom verwendeten Sdulensystem eine grof3e intra- und
interindividuelle Variabilitdt aufweist. Das Immunadsorptionsregime sollte daher nicht
starr gefiihrt werden, sondern im klinischen Verlauf stets reevaluiert und individuell
angepasst werden. Ob und welcher Zusammenhang zwischen der erreichten
Isoagglutinintiterreduktion des Patienten- und Kontrollkollektivs und dem Héamatokrit-
korrigierten Plasmavolumen besteht, konnte durch die vorliegende Arbeit nicht eindeutig
geklart werden. Da sich hieraus jedoch wichtige Konsequenzen fiir den Behandlungsplan
ergeben, sollte dieser Zusammenhang in weiterfiihrenden Arbeiten mit groferem
Stichprobenumfang erneut untersucht werden. Auch die Rolle des Ausgangstiters fiir die
Anzahl der Immunadsorptionen bleibt weiter zu evaluieren. Als grofites Problem der
Isoagglutinineliminierung durch antigenspezifische IA stellte sich der zwischen den
einzelnen Behandlungen auftretende Titerrebound heraus. Die noch weitestgehend
unbekannten Griinde des Rebounds sowie dessen Therapieoptionen sollten daher
Gegenstand weiterer Forschungen sein. Da die vorliegende Arbeit erstmalig die
Effektivitdt der Isoagglutininreduktion durch antigenspezifische Immunadsorption
evaluierte, konnte hiermit eine wesentliche Grundlage fiir weiterfilhrende Arbeiten
geschaffen werden. Mit Hilfe weiterer Forschung im Bereich der beiden hier
beschriebenen Sdulensysteme konnten in Zukunft wertvolle Informationen iiber die
optimale Durchfilhrung der Immunadsorptionsbehandlung vor ABO-inkompatibler

Organtransplantation gewonnen werden.
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9 Anhang

Email der Firma Glycorex Transplantation AB, Lund, Schweden:

Dear Ms. Diana Lenk,

Thank you for your e-mail and questions. It would be interesting to take part of your
results/conclusions when possible. Concerning the questions below we have the following

answers (unfortunately, we are not able to answer one of the questions):

For every patient plasma volume that passes through a Glycosorb-ABO
immunoadsorption column in an extra-corporal treatment, where the patient plasma is
continuously returned to the patient and thus re-mixed with the patient intravascular blood
volume, about 50-60 % of the patient plasma volume is treated with the column. Thus, up
to 50-60% of the anti-A/B antibodies in the patient's intra-vascular blood volume can be
bound to the Glycosorb-ABO column for every patient plasma volume treated. From this it
can be concluded that the anti-A/B titer will be reduced by 1-2 titer steps in the patient for
every treated patient plasma volume (that has passed through the column), even if the titer
directly after the column is 0 or 1. From about 500 different patient plasma samples tested,
it has been found that more than 90 % of the samples had titers of 0 or 1 after passage
through the column. It can also be concluded that the more patient plasma volumes that are
passed through the column during every single treatment session, the more the anti-A/B
titer will decrease in the patient blood volume. Normally, treatment of 3 patient plasma
volumes will reduce the patient titer by at least 3 titer steps. Some patients show a rebound
effect and then the treatment will be less efficient (re-synthesis of antibodies). The first
protocol (Huddinge) involved the treatment of 1 — 1.5 plasma volume(s) per treatment,
even if the column was constructed and intended for more plasma volumes per
treatment, due to the limited initial clinical experience of treating more plasma volumes
with the product. In our experience the Glycosorb-ABO column is not saturated with anti-
A/B antibodies even when more than 10 liters of blood donor plasma is passed through the
column. Thus, later protocols involve the treatment of up to 3 or more patient plasma
volumes per each treatment session. As a recent example, a pediatric ABO-inc heart
transplantation, 9 patient plasma volumes were treated in each treatment session. To
conclude, in theory, a single treatment session involving the treatment with several patient

blood plasma volumes can lead to a sufficient titer decrease for a transplantation, provided



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here. 103

there is no extensive rebound after/between the treatment(s). No major side effects have
been reported from e.g. Huddinge and Freiburg. It has been shown that if the titer is
decreased to 1:4 or lower, the outcomes of ABO-inc and ABO-comp. LD kidney
transplants are similar, also at longer follow-up, e.g. Freiburg and Huddinge experience
(for example H. Genberg presentation in Vienna, Sept. 2011). We believe it is important to
have as low target titer as possible on the day of transplant to achieve a lower risk of
AMR/rejection due to, obviously, a) a low anti-A/B level, b) if the patient shows a
rebound/increase of the anti-A/B titer post-transplant, this will start from a lower
(risk)/level and give more time for treatment and c) the uncertainty of titration methods.
For example if a target titer of 1:8 or 1:16 is chosen there is a risk that the anti-A/B level is
higher (with higher associated risks) due the uncertainty of titration methods. From time to
time, alternative anti-A/B determination methods have been proposed, introducing
artificial techniques with artificial surfaces, introducing more or less non-specific
interactions (e.g. ELISA or similar methods, chemically modified beads, manipulated
erythrocytes, low cytometry, chips etc) and thus, someone at least somewhat
knowledgeable in bio-specific affinity, obviously, will understand that these methods give
artificial and not completely correct results. Irrespective of the discussion whether the
current titration methods with donor erythrocytes are good enough or not, it may be noted
from a clinical standpoint, that it has been shown with the current clinical experience, that
ABO-incompatible transplantation with a target titer of 1:4 or lower as achieved with the
Glycosorb-ABO treatment which does not compromise the patient, is safe and gives equal
results as ABO-comp. LD kidney transplants. This is in contrast to previous non-specific
treatment methods. For more information see: Rydberg, Bengtsson, Samuelsson, Nilsson,

Breimer, in vitro assessment of Glycosorb-ABO. Transpl. Int. 2005, 17(11):666-672.

We are wishing you all the best with the dissertation work.

Best regards,

Dr. Kurt Nilsson

Glycorex Transplantation AB
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