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Titelbild: Mdglichkeiten zur zielgerichteten Therapie des Knochenmarkmikromilieus bei verschiedenen malignen hdmatologischen
Erkrankungen, die auch durch die autologe oder allogene hamatologische Stammzelltransplantation behandelt werden oder wurden. TITELTHEMA
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Prof. Dr. med. Gregor Bein

die Regulation der Immunantwort.

Direktor des Instituts fiir Klinische Immunologie, Transfusionsmedizin
und H&mostaseologie an der Justus-Liebig-Universitét GieBen und
Direktor des Zentrums fiir Transfusionsmedizin und Hamotherapie
am Universitéatsklinikum GieBen und Marburg GmbH.

Seine Forschungsschwerpunkte sind die Immunhamatologie sowie

SEHR GEEHRTE LESERINNEN, SEHR GEEHRTE LESER,

das vorliegende Heft 39 der hdmotherapie ist eine Kongres-
sausgabe anlésslich des 55. Jahreskongresses der Deut-
schen Gesellschaft fur Transfusionsmedizin und Immunhé-
matologie (DGTI), der vom 21.-23. September wieder als
Prasenzveranstaltung in Mannheim stattfinden wird. Kon-
gressbesucher erhalten das Heft als Beilage in der Kon-
gressmappe. Wenn wir den Verlauf der SARS-CoV-2 Pan-
demie der letzten beiden Jahre extrapolieren, durfen wir
davon ausgehen, dass der Kongress als Prasenzveranstal-
tung stattfinden kann. Die ,Winterwelle* begann in den letz-
ten beiden Jahren erst im Oktober.

Wir freuen uns auBerordentlich, viele Kolleginnen und Kolle-
gen in Mannheim 2022 wieder personlich begriBen zu duir-
fen. Medizinische Fortbildung und wissenschaftlicher Aus-
tausch lebt von personlichen Begegnungen.

Gastgeber der diesjahrigen Jahrestagung ist das Institut fur
Klinische Immunologie, Transfusionsmedizin und Hamos-
taseologie der Justus-Liebig-Universitat GieBen. Das Klini-
sche Fach Transfusionsmedizin vertritt die vier Teildiszipli-
nen Immunhamatologie, Hamotherapie, Transplantations-
immunologie sowie Zell- und Gewebetherapie.

Die Immunhamatologie ist eine der Kernkompetenzen der
Transfusionsmedizin sowie ein langjéhriger wissenschaftli-
cher Schwerpunkt des GieBener Instituts. Die Immunhama-
tologie — von der Grundlagenforschung tber die Diagnostik
bis zur Behandlung immunhamatologischer Krankheitsbil-
der — ist daher ein Schwerpunkthema des 55. Jahreskon-
gresses. Gleichwohl werden neueste Entwicklungen in
allen Teildisziplinen, z.T. gemeinsam mit benachbarten
Fachgesellschaften, prasentiert.

Erstmals planen wir die Einrichtung eines ,Neighbor Day*
mit unseren Fachkolleginnen und Fachkollegen aus Israel,
worlber wir uns besonders freuen.

Wir sind Uberzeugt, dass der Jahreskongress die klinische
und wissenschaftliche Leistungsfahigkeit unseres Fach-
gebietes beeindruckend widerspiegelt. Zahlreiche Bei-
trage zeigen Verbesserungen der Diagnose- und Behand-
lungsoptionen der uns anvertrauten Patientinnen und
Patienten. Die Prasentation experimenteller Therapiever-
fahren gibt einen spannenden Ausblick in kiinftige klinische
Entwicklungen.

Exzellent zum Themenschwerpunkt ,Immunh&matologie”
des Kongresses passen zahlreiche Beitrage des vorliegen-

den Heftes der hamotherapie. Franz Wagner gibt eine Uber-
sicht zur klinischen Bedeutung schwacher Varianten des
RhD-Antigens in dem Beitrag ,Del — das weak D Ostasi-
ens?“ Nico Greger beschreibt die Herausforderungen der
immunhamatologischen Diagnostik bei einer Patientin mit
bekannten multiplen Alloantikdrpern (u. a. anti-L\W(a)). Peter
Bugert schreibt Uber die Anwendung der Hochdurchsatz-
Sequenzierung in der Diagnostik der Thrombozytopathien.
SchlieBlich werden in der Antwort auf einen Leserbrief die
immunhamatologischen Aspekte ,vertraulicher Geburten®
im Klinikalltag diskutiert (Thomas Zeiler).

In den zurlckliegenden Krisen haben insbesondere auch
Blutspendedienste und klinische Einrichtungen der Trans-
fusionsmedizin enorme Kréafte mobilisiert und eigenstan-
dig Verantwortung in der erfolgreichen Krisenbewaltigung
Ubernommen. Beispielhaft wird dies in den Beitrdgen von
Benjamin Albrecht und Franz-Josef Schneider ,Die Flutka-
tastrophe und ihre Auswirkungen auf den DRK-Blutspen-
dedienst” sowie von Stephan David Kupper, Thomas Zeiler
und Claudia Muller ,Es muss weiterlaufen: Blutspende in
pandemischen Zeiten* illustriert. In dem Beitrag von Clau-
dia Muller ,Vor 70 Jahren: Erster 6ffentlicher Blutspendeter-
min in Deutschland“ wird ausgeflihrt, dass ebenfalls eine
Krise, ein Grubenungltick, zur Grindung des ersten DRK-
Blutspendedienstes in Deutschland fUhrte.

SchlieBlich geben Alona Dehtiarova und Daniela S.
Krause einen Uberblick Uber die Rolle des Mikromili-
eus im Knochenmark im Rahmen der hdmatopoetischen
Stammzelltransplantation.

AbschlieBend darf ich den besonders verdienstvollen Bei-
trag von Markus M. Muller und Thomas Zeiler ,How do we
.7/ Wie machen wir ...? Als Transfusionsverantwortlicher/
Transfusionsbeauftragter: Basis-Schulung Hamotherapie
fOr das arztliche Kollegium.* zum Lesen empfehlen. Die
Folien zu diesem Beitrag werden zum Download angebo-
ten. Wir wiinschen weite Verbreitung des Schulungsmate-
rials im Rahmen der klinischen Fortbildungen zur Qualitats-
verbesserung in der Hamotherapie.

Mit den besten Winschen flr eine gewinnbringende
Lektlre

Gregor Bein,
Kongressprasident




Prof. (apl) Dr. rer. nat. Peter Bugert

Hochdurchsatz-Sequenzierung -
Anwendung in der Thrombozytendiagnostik

Zusammenfassung

Die neueren Verfahren der DNA-Sequenzierung (Next Generation Sequen-
cing, NGS) beruhen auf der parallelen Analyse zahlreicher DNA-Abschnitte
und werden auch als Hochdurchsatz-Sequenzierung bezeichnet. Die Anwen-
dungsgebiete erstrecken sich zunehmend auf die Diagnostik von Erkran-
kungen mit komplexen Pathomechanismen. Sowohl genspezifische als auch
ganz-genomische Analysen kommen dabei zum Einsatz. Erbliche Storungen
der Thrombozytenfunktion oder Thrombozytenbildung werden durch zahlrei-
che verschiedene Gendefekte verursacht. In der Mehrzahl der Félle kdnnen
aufgrund des Phanotyps die beteiligten Gene eingegrenzt werden. Mittels
NGS kdnnen sowohl bekannte als auch neue Genmutationen identifiziert wer-
den. In diesem Ubersichtsbeitrag werden die Mdglichkeiten und Grenzen der
NGS-Technologien in der Thrombozytendiagnostik zusammengefasst.

EINLEITUNG

Die DNA-Sequenzierung ist — neben der PCR — die wich-
tigste Methode in der Nukleinsdureanalytik. Mit diesem
Laborverfahren wird die Abfolge (Sequenz) der Basen
in einer DNA bestimmt. Die sogenannte Kettenabbruch-
methode nach Sanger (Sanger-Sequenzierung) war das
erste Sequenzierverfahren und ist bis heute ein Standard
sowohl in der molekulargenetischen Forschung als auch
in der klinischen Diagnostik. Es ist insbesondere geeig-
net, um zielgerichtet die Sequenz ausgewahlter Gen-
abschnitte bei einer begrenzten Anzahl von Proben zu
analysieren. FUr die Sequenzierung gréBerer Genomab-
schnitte oder ganzer Genome war die Sanger-Sequen-
zierung nur mit enormem personellem und apparativem
Aufwand mdoglich. So hat die ,Entschliisselung” des ers-
ten Humangenoms mit ca. drei Milliarden Basenpaaren
Uber 20 Jahre gedauert und war nur durch die internatio-
nale Zusammenarbeit im Humangenomprojekt maglich.
Wahrend die Sanger-Sequenzierung gekennzeichnet ist
durch die Analyse einzelner DNA-Abschnitte in einzelnen
Proben in separaten Reaktionen, sind die Verfahren der
nachsten Generation (Next Generation Sequencing, NGS)
auf die parallele Analyse vieler DNA-Abschnitte in vielen
Proben ausgelegt. Man bezeichnet diese Verfahren des-
halb auch als Hochdurchsatz-Sequenzierung (Massive
Parallel Sequencing, MPS).

Summary

Next Generating Sequencing (NGS) is characterized by the parallel analysis
of large numbers of DNA targets, also named ‘massively parallel sequen-
cing’. NGS started to be used in clinical diagnosis of diseases with komplex
pathomechanisms. Both, gene-specific and whole genome analyses are per-
formed. Inherited disorders of platelet function and biosynthesis are caused
by many different gene defects. In most of the cases the phenotype enables
to focus on a limited number of involved genes and NGS enables the identifi-
cation of known and novel gene mutations. In this review article the chances
and limitations of NGS technologies in platelet diagnostics are summarized.

Aus der modernen molekulargenetischen Forschung ist
NGS nicht mehr wegzudenken. Mit fortschreitender Ver-
einfachung der Verfahren und Senkung der Kosten ist
davon auszugehen, dass NGS auch in der klinischen Dia-
gnostik zunehmend an Bedeutung gewinnen wird. Nicht
nur die Analyse der fUr eine Erkrankung urséachlichen
genetischen Merkmale, sondern insbesondere auch die
Merkmale, die einen Einfluss auf die individuelle Therapie
haben, werden dabei im Vordergrund stehen. Erkennt-
nisse aus NGS-Analysen werden einen wichtigen Bei-
trag in der Entwicklung der personalisierten Medizin leis-
ten. Die meisten Erkrankungen und klinischen Syndrome
werden von mehreren genetischen und nicht-genetischen
Faktoren verursacht und beeinflusst. NGS-Analysen sind
bei solchen komplexen Fragestellungen die optimalen
Methoden, um in kurzer Zeit umfangreiche Erkenntnisse
Uber mogliche genetische Faktoren zu gewinnen. Dies gilt
auch flr die Thrombozytendiagnostik, in welcher Stoérun-
gen der Thrombozytenbildung (Thrombozytopenie oder
Thrombozytose) und der Thrombozytenfunktion (Throm-
bozytopathie) sowohl phanotypisch als auch molekular-
genetisch untersucht werden.

In diesem Beitrag werden nach einem kurzen Uberblick
Uber die wichtigsten NGS-Technologien und Methoden
die Erkenntnisse Uber die verschiedenen Thrombozy-
tenstérungen zusammengefasst. Es folgt die Darstellung
der NGS-basierten Strategien in der Thrombozytendiag-
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nostik einschlieBlich der nach heutigem Kenntnisstand zu
bertcksichtigenden Gene.

TECHNOLOGIEN UND METHODEN DER
HOCHDURCHSATZ-SEQUENZIERUNG

Im Vergleich zur urspriinglichen Kettenabbruchmethode
unter Verwendung von Terminatornukleotiden sind die
Verfahren der Hochdurchsatz-Sequenzierung durch spe-
zielle chemische und physikalische Methoden gekenn-
zeichnet, die beispielsweise eine Sequenzierung wéh-
rend der DNA-Synthese (Sequencing-by-Synthesis, SBS)
oder durch Strukturanalyse der DNA-Molekdle (Sequen-
cing-without-Synthesis, SWS) ermdglichen. Generell kon-
nen die Technologien anhand der in der Sequenzierung
erzeugten Sequenzldngen in short read- und long read-
Verfahren eingeteilt werden (Tabelle 1)2. Die beiden am
haufigsten in Forschung und Diagnostik angewandten
Technologien, lllumina- und lon-Torrent, sind short read
SBS-Verfahren mit unterschiedlichen Nachweisprizipien.
Wahrend die lllumina-Technologie mit chemisch modifi-
zierten, reversiblen Terminatornukleotiden arbeitet, han-
delt es sich bei der lon-Torrent Technologie um den elek-
tronischen Nachweis von Protonen (Halbleiter-Sequen-
zierung), die beim Einbau von Nukleotiden wéahrend der
DNA-Synthese freigesetzt werden. Die Single Molecule
Real-Time (SMRT)-Sequenzierung ist ein long read SBS-
Verfahren, das mit Einzelmolekllen sehr lange Sequen-
zen erzeugen kann. Zurzeit ist die Nanoporen-Sequen-
zierung das einzige SWS-Verfahren. Dabei werden ein-
zelne DNA-Molekile durch Nanoporen transportiert und
je nachdem, welche Basen sich in den Poren befinden,
verandert sich die Leitfahigkeit. Die DNA-Sequenz wird
aus der Echtzeitmessung der Leitféhigkeit mit Hilfe von
Algorithmen bestimmt.

Technologie (Hersteller) Sequenzlédngen

Die Fehlerrate und die Kapazitat sind wichtige Qualitats-
merkmale der verschiedenen Technologien. Die Fehler-
rate der short read-Technologien sind mit <0,1 % sehr
niedrig. Auch flr die long read SMRT-Sequenzierung wird
mit dem neuesten System (Sequel lle) eine niedrige Feh-
lerrate von 0,2 % erreicht. Hingegen ist bei der Nanopo-
ren-Sequenzierung die Fehlerrate mit 2-15 % am hdchs-
ten. Durch kontinuierliche Anpassung und Optimierung
der Algorithmen wird die Fehlerrate noch verbessert wer-
den kdnnen. Die Kapazitat bzw. Datenmenge pro Analyse
ist groBtenteils von der apparativen Ausstattung abhangig.
Die kleinsten short read-Systeme (iSeq™, lllumina; lon
PGM™ Dx, Thermo Fisher Scientific) liefern etwa 1 Giga-
basen (Gb; 109 Basen) Sequenzinformation pro Analyse.
Mit dem groBten lllumina-System (NovaSeq 6000) kdn-
nen bis zu 6.000 Gb pro Analyse erreicht werden.

Unabhangig von der jeweils verwendeten Technologie
lassen sich verschiedene Strategien bei der Sequenzie-
rung unterscheiden. Die Sequenzierung ganzer Genome
oder Exome (Whole Genome Sequencing, WGS; Whole
Exome Sequencing, WES) kommt haufig dann zum Ein-
satz, wenn bei komplexen Erkrankungen neue Gene iden-
tifiziert werden sollen. Hingegen wird die zielgerichtete
Sequenzierung bereits bekannter krankheitsrelevanter
Gene (Panelsequenzierung) zur ldentifizierung bekannter
und neuer Varianten angewendet. Neue Gene oder Vari-
anten im Zusammenhang mit Erkrankungen stellen eine
besondere Herausforderung dar, da ihre Krankheitsrele-
vanz zundchst unklar ist und nur auf dem Ergebnis der
Sequenzierung beruht. Sie werden deshalb als Gene of
Unknown Significance (GUS) oder Variant of Unknown
Significance (VUS) bezeichnet bis durch weitere labor-
experimentelle Analysen oder im Rahmen von Familien-
analysen bei erblichen Erkrankungen der Zusammen-
hang mit der Erkrankung belegt wird3.

Prinzip2 Datenmenge

pro AnalyseP

Sequencing-by-Synthesis (lllumina) 150-300 Basen SBS: Fluoreszenz-markierte, reversible 1-3.000 Gb
Terminatornukleotide

lon-Torrent-Halbleiter-Sequenzierung 200-600 Basen SBS: H* Detektion bei Nukleotideinbau 1-24 Gb

(Thermo Fisher Scientific) mittels Metalloxid-Halbleiter pH-Sensor

Single Molecule Real-Time (SMRT) > 300.000 Basen SBS: Echtzeitdetektion Fluoreszenz-mar- 75-600 Gb

Sequencing (Pacific Biosciences) kierter Nukleotide

Nanopore Single Molecule Sequencing >1.000.000 Basen SWS: Echtzeitdetektion der Leitfahigkeit 1-300 Gb

(Oxford Nanopore Technology) in Nanoporen

a SBS, Sequencing-by-Synthesis; SWS: Sequencing-without-Synthesis; b abhéngig vom System und der Methode

Tabelle 1: Prinzip und Eigenschaften von NGS-Technologien




Erkrankung Gene Thrombozyten-Phanotyp weitere Phanotypen
Glanzmann Thrombastenie ITGA2B, gestorte Agonisten-induzierte
ITGB3 Aggregation; Zahl und GréBe normal
Bernard-Soulier-Syndrom GP1BA, verminderte Adhdsion; DiGeorge Syndrom (selten)
BP1BB, Zahl vermindert; GroBe erhoht
GP9
GP6-assoziierte Erkrankung GP6 gestorte Collagen- und Convulxin-
induzierte Aggregation;
Zahl und GroBe normal
Hermansky-Pudlak-Syndrom AP3BT, gestorte Collagen-induzierte Albinismus; Fibrose;
AP3D1, Aggregation; Immundefekte
BLOC1S3, Zahl und GroBe normal;
BLOC1S6, fehlende &-Granula
DTNBP1,
HPST,
HPS3,
HPS4,
HPS5,
HPS6
Chediak-Higashi-Syndrom LYST gestorte Collagen-induzierte Aggre- verminderte
gation; Zahl und Gr6Be normal; Pigmentsynthese;
fehlende 8-Granula; groBe Lymphohistiocytose
Einschlusskorper
Gray Platelet-Syndrom NBEAL2 fehlende oi-Granula; Zahl vermindert; Myelofibrose
GroBe erhoht; variable Aggregation
ARC-Syndrom VPS33B fehlende oi-Granula; Zahl normal; Arthrogryposis;
GroBe erhoht; variable Aggregation renale Dysfunktion;
Cholestasis
Quebec Platelet PLAU fehlende o.-Granula; Zahl moderat
vermindert; GréBe normal
Wiskott-Aldrich-Syndrom WAS gestorte Aggregation und Sekretion; Exzeme;
Zahl und GréBe vermindert Immundefizienz
MYH9-assoziierte Erkrankungen MYH9 Zahl vermindert; GroBe stark erhoht Taubheit; Katarakt;
(Giant Platelets); Dohle-Korper in renale Dysfunktion
Leukozyten
P2Y12-assoziierte Erkrankung p2Y12 gestorte ADP-induzierte Aggregation;
Zahl und GroBe normal
Aspirin-like-Defekt PLA2G4A, gestorte Arachidonséure-induzierte
PTGST, Aggregation; Zahl und GréBe normal
TBXAST,
TBXA2R
Thrombocytopenia with absent radii (TAR) RBM8A Zahl vermindert; GroBe normal fehlender Radius im Unter-

arm;
Daumen normal

Tabelle 2: Beispiele erblicher Thrombozytenstérungen mit unterschiedlichem Phénotyp und Genetik

himotherapie




ERBLICHE THROMBOZYTENSTORUNGEN

Thrombozyten kénnen in ihrer Funktion und in ihrer Zahl
im Blut pathologisch verandert sein. Erworbene Stérun-
gen sind haufig immunologisch bedingt, wie z. B. die
Immunthrombozytopenie (ITP), und werden in diesem
Beitrag nicht weiter berUcksichtigt. Die erblichen Throm-
bozytenstérungen (Inherited Platelet Disorders, IPD) sind
eher seltene Erkrankungen mit meist milden klinischen
oder subklinischen Symptomen. Die Pathomechanismen
sind sehr unterschiedlich, wodurch sich die IPD als sehr
heterogene Gruppe von Erkrankungen mit einer Vielzahl
an beteiligten Genen darstellen (Tabelle 2). Die Beein-
trachtigung der Thrombozytenfunktion (Thrombozytopa-
thie) kann mit einer Veranderung der GréBe der Thrombo-
zyten (Makrothrombozyten) und der Zahl der Thrombo-
zyten (Thrombozytopenie, Thrombozytose) einhergehen.

Gene, die im Zusammenhang stehen mit der Bildung
(Megakaryopoiese/Thrombopoiese) und der Funktion
der Thrombozyten, kdnnen in verschiedene funktionelle
Kategorien eingeteilt werden (Abbildung 1)56. Gene, die
Transkriptionsfaktoren kodieren, haben in erster Linie Ein-
fluss auf die frihe Megakaryopoiese und Mutationen flh-
ren haufig zu erblichen Thrombozytopenien. Morphologi-
sche Veranderungen der Thrombozyten kénnen auf das
Fehlen von Granula oder auf Verdnderungen des Zyto-
skeletts zurUckzufUhren sein. Mutationen in den ent-

HSC

@)

Megakaryopoiese/Proplattchenbildung

Signaltransduktion /

S Granula-Biosythese Zytoskelett-
Ul S und Trans::(t)rt F¥;gulation
regulation
THPO HPS1, HPS3, HPS4, MYH9
MPL HPS5, HPS6 WAS
GATA1 AP3B1 ACTN1
RUNX1 DTNBP1 FLNA
FLI1 BLOC1S3, BLOC1S6 TUBB1
ETV6 LYST DIAPH1
GF1B VPS33B
HOXA11 VIPAS39
MECOM STXBP2
ANKRD23 NBEA
RBMS8A NBEAL2

sprechend beteiligten Genen wirken sich in der spa-
ten Megakaryopoiese und der Proplattchenbildung aus.
Glykoproteinkomplexe (GP) und G-Protein gekoppelte
Rezeptoren (GPCR) mit den damit verbundenen Signal-
molekulen sind von zentraler Bedeutung flur die Throm-
bozytenfunktion, sind zum Teil aber auch an der Propléatt-
chenbildung beteiligt.

Bei den IPD handelt es sich um seltene Erkankungen mit
einer Pravalenz von héchstens 1:2.000 (Definition in der
Européischen Union), also wenn nicht mehr als finf von
10.000 Menschen betroffen sind. Die Pravalenz der Glanz-
mann-Thrombastenie (GT) oder des Bernard-Soulier-Syn-
droms (BSS) wird jeweils auf etwa 1:1.000.000 geschatzt.
Bei vielen anderen IPD, wie z. B. dem Hermansky-Pudlak-
Syndrom (HPS) ist die weltweite Pravalenz unbekannt. Die
GT mit kausalen Mutationen im GPIIb/llla und das BSS
mit Defekt im GPIb/IX sind Stérungen der Thrombozyten-
funktion, die sich in erster Linie durch fehlende oder ver-
minderte Aggregation und Adh&sion der Thrombozyten
auszeichnen. Erkrankungen, die die Biogenese und den
Transport von Granula betreffen, werden auch als Sto-
rage Pool-Defekte bezeichnet. Beim HPS sind die betrof-
fenen Gene an der Biogenese der 3-Granula beteiligt,
wahrend sich das Chediak-Higashi-Syndrom (CHS) &hn-
lich darstellt, die kausalen Mutationen aber im LYST-Gen
liegen. Beim CHS sind in den Thrombozyten und ande-
ren Granula-haltigen Zellen groBe Einschlusskérper (Giant

Thrombozyten-
funktion

Je)

Rezeptoren und
Signaltransduktion

Rezeptoren und
Signaltransduktion

GP1BA, GP1BB GP1BA, GP1BB
GP9 GP9, GP6
ITGA2B, ITGB3 ITGA2B, ITGB3
VWF VWF
CLEC1B RASGRP2
FERMTS
P2Y12
TBXA2R
TBXAS1
PLA2G1A
CLEC1B

Abbildung 1: Gene der Megakaryopoiese und der Thrombozytenfunktion. (Bild: aus 4).

In der Megakaryopoiese im Knochenmark differenzieren hamatopoietische Stammzellen (HSC) zu Megakaryozyten, aus denen Propléttchen gebildet und als
Thrombozyten in die Blutzirkulation abgegeben werden. Die an diesem komplexen Prozess beteiligten Gene kdnnen funktionellen Kategorien zugeordnet werden
(nach Lentaigne et al.5). Mutationen konnen einen Phanotyp hervorrufen, der auf den Verlust der Genfunktion zurtickzufiihren ist.




Inclusion Bodies) zu beobachten. Sind die a-Granula
betroffen, kann es sich um das Gray Platelet-Syndrom
(GPS), das Arthrogryposis-Renal-Dysfunction-Choles-
tasis (ARC)-Syndrom oder die Quebec Platelet Disorder
(QPD) handeln. Diesen Stérungen gemein ist das Fehlen
der a-Granula und eine damit verbundene Einschréankung
der Aggregationsfahigkeit der Thrombozyten. Die jeweils
verantwortlichen Gene sind in unterschiedlicher Form
an der a-Granula-Biogenese beteiligt. Bei einer anderen
Gruppe von Stérungen liegen die molekularen Verande-
rungen in Genen, die GPCR und wichtige Komponenten
der SignalUbertragungswege kodieren. Ist der Arachidon-
saure-Stoffwechsel mit der Bildung von Thromboxan Ao
und dessen Signalweg betroffen, handelt es sich um den
Aspirin-like-Defekt (ALD). Neben den genannten Erkran-
kungen treten auch erbliche Thrombozytopenien auf, bei
denen ausschlieBlich die Zahl vermindert ist, bei norma-
ler GroBe, Morphologie und Funktion. Beispiel hierfur ist

das Thrombocytopenia with absent radii (TAR)-Syndrom
mit zuséatzlichen skelettalen Fehlbildungen bei den Betrof-
fenen. Auch andere IPD sind mit zusé&tzlichen Phanotypen
assoziiert, wie z. B. der Albinismus beim HPS (Tabelle 2).

DIAGNOSTIK VON
THROMBOZYTENSTORUNGEN

Die Gesellschaft fur Thrombose- und Hémostasefor-
schung (GTH) hat mit der ThromKid-Studiengruppe eine
Leitlinie fur die Diagnose von Thrombozytenfunktionssto-
rungen entwickelt”.8, Der Diagnosealgorithmus besteht
zunéchst aus der anamnestischen Erfassung von Blu-
tungsneigungen und Medikamenteneinnahmen sowie
dem Vorliegen von Grund- und Begleiterkrankungen
(Abbildung 2). Mit entsprechenden Laboranalysen wer-
den plasmatische Gerinnungsstérungen als Ursache der

Blutungsneigung
(ped) ISTH BAT-Score positiv

Medikamente
Nahrungs(erganzungs)mittel

Internistische Grund- und Begleiterkrankung: ,,Syndromal“

Ausschluss einer plasmatischen Gerinnungsstérung:
Hamophilie A/B, von Willebrand Syndrom, FaktorXIll-Mangel

Verdacht auf thrombozytére Erkrankung

Thrombozyten- MPV, IPF,
zahl GréBenverteilung

Mikroskopische
Beurteilung

Automat Blutausstrich

Thrombozytenzahl 110.000/pl:
Ausschluss ITP, TTP, HUS, Pseudothrombozytopenie

Spezialisierte Analysen flr spezifische Diagnosen

Immunfluoreszenz-
mikroskopie

Molekulargenetik
NGS, Panel

Durchflusszytometrie
Mepakrintest

Aggregometrie
Luminometrie

Abbildung 2: Algorithmus fir die IPD-Diagnose aus den S2k-Leitlinien der GTH8
Neben anderen spezialisierten Untersuchungsmethoden ist die Molekulargenetik ein wichtiger Baustein in der spezifischen Krankheitsdiagnose.
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Blutungsneigung ausgeschlossen. Bei Verdacht auf eine
thrombozytare Erkrankung folgt zunachst die Bestim-
mung grundlegender Parameter im Blutbildautomaten,
wie die Thrombozytenzahl, das mittlere Plattchenvolu-
men (MPV) und die GréBenverteilung. Zusatzlich wird die
Morphologie der Thrombozyten im Blutausstrich beurteilt.
Hierdurch kénnen bereits erste Hinweise auf die Art der
Thrombozytenstérung gewonnen werden.

FUr die spezifische Krankheitsdiagnose sind spezialisierte
Analysen erforderlich, die mit unterschiedlichsten Metho-
den und Techniken durchgefthrt werden. Die Aggregome-
trie ist eine wichtige Methode zur Beurteilung der Throm-
bozytenfunktion und die Verwendung verschiedener Ago-
nisten ermdglicht die Eingrenzung von Defekten. Mit der
Durchflusszytometrie kann die Expression von Rezepto-
ren auf der Thrombozytenoberflache analysiert werden.
Auch funktionelle Analysen sind mit dieser Methode mdog-
lich, in dem z. B. die Agonisten-induzierte Aktivierung des
Fibrinogenrezeptors (GP llb/llla) gemessen wird. Auch
Granula-Defekte lassen sich in der Durchflusszytomet-
rie darstellen, wie z. B. mittels des fur &-Granula spezi-
fischen Mepakrintests. In der Immunfluoreszenzmikros-
kopie werden mit Hilfe Fluoreszenz-markierter Antikdrper
bestimmte Proteine angefarbt. Sowohl das Vorliegen der
Proteine als auch deren Lokalisation in den Thrombozy-
ten wird damit untersucht. Veranderungen geben direkt
Hinweise auf mogliche Mutationen in den entsprechen-
den Genen. Ein immer wichtiger werdender Beitrag zur
spezifischen IPD-Diagnostik wird durch molekulargeneti-
sche Analysen geliefert. Liegt durch die genannten spe-
zialisierten Analysen beriets eine Verdachtsdiagnose vor,
kann die molekulargenetische Diagnostik nachgeord-
net durch eine gezielte Sequenzierung der betreffenden
Gene erfolgen. Ist keine klare Verdachtsdiagnose mdg-
lich oder handelt es sich um einen komplexen Phanotyp,
ist die Panelsequenzierung unter Verwendung von NGS-
Methoden sinnvoll.

GENPANELS FUR DIE MOLEKULAR-
GENETISCHE IPD-DIAGNOSE

Im Hinblick auf die Vielzahl der Gene im Zusammenhang
mit IPD ist die Panelsequenzierung eine sinnvolle diag-
nostische Strategie. Das Britische ThromboGenomics-
Konsortium hat 2016 ein erstes Panel mit 63 Genen ent-
wickelt und dessen Anwendung in der IPD-Diagnos-
tik veroffentlicht®. Das Panel wurde dann auf 74 Gene
erweitert (IPD-TG) und umfasst auch Gene der plasmati-
schen Gerinnung'0. Diese Gene wurden beim Genpanel
der GTH-ThromKidPlus-Studiengruppe (IPD-GTH) nicht
beriicksichtigt, so dass dieses Panel 59 Gene umfasst'!.
Das von einer spanischen Arbeitsgruppe verdffentlichte
Genpanel (IPD-ES) beinhaltet insgesamt 68 Gene, wovon
39 auch im ThromboGenomics-Panel enthalten sind’2.
Mit 90 Genen ist das an unserem Institut eingesetzte
Panel (IPD-MA) das Umfangreichste (Tabelle 3). Darin
sind 18 Gene enthalten, die noch in keinem anderen pub-
lizierten Panel enthalten sind. Gene der plasmatischen
Gerinnung sind nicht berlcksichtigt.

Die International Society on Thrombosis and Haemosta-
sis (ISTH) hat eine Liste verdffentlicht, die die sogenannten
TIER 1-Gene fur Gerinnungsstérungen (23), Thrombose-
neigungen (11) und Thrombozytendefekte (66) umfasst!3.
Bei diesen Genen handelt es sich um eine von Exper-
ten geprtfte, sorgféltige Auswahl von Genen, die unter
Berucksichtigung experimenteller und klinischer Daten
als kausal fur die betreffende Stérung anzusehen sind.
Bei 37 Genen besteht Einigkeit, d. h. diese sind in allen
vier oben genannten Panels enthalten. Das IPD-MA-Panel
enthalt mit 60 der 66 Gene den hdchsten Anteil (91 %)
der TIER 1-Gene. Lediglich funf Gene der ISTH-Liste sind
in keinem der vier genannten Panels zu finden. BerUlck-
sichtigt man die vier Genpanels und die TIER 7-Gene fur
Thrombozytendefekte, umfasst die gesamte Liste derzeit
137 Gene (Tabelle 3).

Genliste fiir die IPD-Diagnose mittels Panelsequenzierung

Gen IPD-TG IPD-GTH IPD-ES IPD-MA TIER 1 (ISTH)
A2M v

ABCA1 v

ABCC4 v
ABCG5 v v v
ABCG8 v v v

ACTB v
ACTNT v v v v v




Gen IPD-TG IPD-GTH IPD-ES IPD-MA TIER 1 (ISTH)

ADRA2A

ANKRD26 v v

<
<

ANOG

NENENIEN

AP3B1 v v

AP3D1

ARPC1B

BLOC1S3 v v v

AN ENENENENEN

BLOC1S6 v v v

C6orf25

CD109

N AN ENENEN ENENEN ENEN

CD36 v v

CDC42 v

CHST14

CLEC1B v

COL13A1

COL1A1 v

COLbAT

COL5A2

N ENENENENENEN

CYCS v v

DHCR24

DIAPH1 v v

A ENNIRN
\
\

DPAGT1

DNM2 v v

DTNBP1 v v

<
<

ETV6

F10

F11

F13A1

F13B

F2

F5

F7

F8

NN ENEN RN AN EN RN ENEN

F9

F2R v v

FERMT3

FGA

FGB

FGG

FLI

RN ENENENEN

FLNA

FYB

GATAT

NN ENENEN

<
<\
\

GFI1B

,\
<
<

NN ENENENENEN

GGCX v

GNAI3 v
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Gen

GNAQ

IPD-TG

IPD-GTH

IPD-ES

IPD-MA

TIER 1 (ISTH)

GNAS

GNE

GP1BA

N

GP1BB

<

AN

GP5

GP6

GP9

HOXA11

HPS1

HPS3

HPS4

HPS5

HPS6

NN NN N AN AN AN ENENEN

N AN ENEN N AN EN RN ENEN

NN EN RN ENENENEN

HRG

N AN ENEN ENENENENEN

NIEN N N N RN RN RN AN EN EN RN RN

IKZF5

AN

[TGA2

ITGA2B

ITGB3

Q

JAK2

KDSR

LMAN1

LYST

NIENEN AN ENVENEN

MASTL

MCFD2

AN

MECOM

MLPH

MPIG6B

MPL

MYH9

MYO5A

NBEA

NBEAL2

N

<\

Q

ORAN

<

AN

P2RX1

P2RY1

P2RY12

PFN1

PLA2G4A

NIENIENEN

PLAT

<

PLAU

<

PLAUR

NENENENENENEN

PLCB2

PLG

PRF1

PRKACG




Gen IPD-TG IPD-GTH IPD-ES IPD-MA TIER 1 (ISTH)

PROC v

PROST v

PTGIR v

PTGS1 v v
PTPN11 v

PTS v

RAB27A v

RASA3 v

RASGRP2 v v v v
RBMBA v v v v v
RGS2 v

RNU4ATAC v v
ROCK1 v v

RUNX1 v v v v v
SERPINCT v

SERPIND1 v

SERPINET v

SERPINF2 v

SLC45A2 v

SLFN14 v v
SRC v v v
STIM1 v v v v v
STX11 v

STXBP2 v v v v v
SYK v v

TBXA2R v v v v v
TBXAST v v v v
THBD v v

THPO v v v v
TPM4 v v v
TUBBT v v v v
UNC13D v

USFH1 v

VIPAS39 v v v v v
VKORC1 v

VPS33B v v v v v
VWF v v
WAS v v v v v

Tabelle 3: Genliste fir die IPD-Diagnose mittels Panelsequenzierung

IPD-TG, ThromboGenomics Panel; IPD-GTH, GHT-ThromKidPlus Panel; IPD-ES, Panel von Bastida et al.!0; IPD-MA, Panel des Instituts fiir Transfusionsmedizin
und Immunologie Mannheim; TIER 1, kurartierte Gene der ISTH.
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AUSBLICK: NUTZEN UND GRENZEN DER
HOCHDURCHSATZ-SEQUENZIERUNG IN
DER THROMBOZYTENDIAGNOSTIK

Die Erkenntnisse Uber die molekularen Pathomechanis-
men der IPD nehmen kontinuierlich zu und ermdglichen
eine standige Erweiterung der Genpanels fir die Sequen-
zierung. Dennoch kann flr einen erheblichen Anteil an
Betroffenen keine eindeutige Diagnose gestellt werden.
Mit dem ThromboGenomics-Genpanel war bei nur 894
von 2.396 (37,3 %) Indexpatienten eine eindeutige Diag-
nose moglich. Mit dem Genpanel der ThromKidPlus-Stu-
diengruppe wurden sogar nur 26 % erreicht. Dadurch
wird deutlich, dass die molekularen Mechanismen vie-
ler Thrombozytenstérungen noch unbekannt sind. Neue
Erkenntnisse kdénnen gewonnen werden, wenn man
Familien mit mehreren Betroffenen in einer oder meh-
rere Generationen oder mehrere unverwandte Betroffene
mit vergleichbarem Thrombozytenphanotyp mittels WGS
oder WES untersucht'415, Die bioinformatische Verar-
beitung der sehr groBen Datenmengen stellt dabei eine
besondere Herausforderung dar. Aus den vielen gene-
tischen Variationen mussen die identifiziert werden, die
maglicherweise kausal fur den Phanotyp sind. Auf die-
sem Weg konnten bereits neue GUS identifiziert werden,
deren Kausalitat fir die Thrombozytenstérung durch wei-
tere Untersuchungen noch bestétigt werden muss. Es ist
also davon auszugehen, dass bei Vorliegen der entspre-
chenden Daten die Liste der TIER 1-Gene erweitert wird
und die Genpanels fur die IPD-Diagnose angepasst wer-
den. So sollte es mdglich sein den Anteil der Patienten mit
einer spezifischen Diagnose zu erhdhen.

Der Autor

Prof. (apl) Dr. rer. nat. Peter Bugert
Abteilungsleiter Molekulare Diagnostik und
Forschungsgruppe Thrombozytenimmunologie /
-funktion, Institut fiir Transfusionsmedizin und
Immunologie Mannheim

DRK-Blutspendedienst Baden-Wiirttemberg —
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How do we ...?/Wie machen wir ...?
Als Transfusionsverantwortlicher/ Transfusions-
beauftragter: Basis-Schulung Hamotherapie flr

das arztliche Kollegium

Zusammenfassung

Eine Basis-Schulung Hdmotherapie sollte regelméBig von den Transfusions-
beauftragten fiir neue arztliche Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter angeboten
werden. Dartiber hinaus kénnen auch von der Pflegedienstleitung Teile der
Fortbildung fiir die Ausbildung im pflegerischen Bereich verwendet werden.
Der folgende Beitrag umfasst wichtige Anteile der Basis-Schulung und ent-
halt zusatzlich Abbildungen zum Herunterladen auf der Homepage unter
https://www.drk-haemotherapie.de.

Anforderung von Blutprdparaten, transfusionsmedizinische Anamnese, In-
dikationsstellung, Herstellung und Testung der Blutpréparate, immunhéma-
tologische Diagnostik, Uberpriifung der Blutprodukte, Blutgruppen-Kompa-
tibilitdt, ABO-Identitatstest, Vorbereitung und Durchfiihrung der Transfusion
sowie Uberwachung, Nachsorge und Dokumentation sind in dieser Basis-
Schulung enthalten.

EINLEITUNG

Als Transfusionsverantwortlicher eines Krankenhauses
oder als Transfusionsbeauftragter einer Abteilung steht
man oft vor der Herausforderung, neue Kolleginnen und
Kollegen zu den Grundlagen der Hamotherapie schulen
oder aber ein Schulungs-Update ,Hamotherapie Basics"
fUr die Kolleginnen und Kollegen des Krankenhauses
durchfiihren zu wollen. Und da neben den vielen Aufga-
ben der Klinik oft kaum Zeit fUr die Erstellung geeigneter
Slides bleibt, haben sich die Redakteure der hdmothera-
pie Uberlegt, einen solchen Slidesatz zu erstellen und kos-
tenlos fur Schulungen in den Krankenhausern zur Verfu-
gung zu stellen. Die Folien kbnnen auf der Homepage der
hamotherapie heruntergeladen werden.

UBERSICHT

Mit den Bildern und Text-Abbildungen soll ein etwa
30-40-mindtiger Vortrag unterstutzt werden. Der Sli-
desatz ,Basisschulung Hamotherapie” deckt folgende
Inhalte ab:

Summary

A basic training course ,haemotherapy*“ should be provided for new and un-
experienced physicians on a regular basis by the responsible personnel for
blood transfusion. For nurses, parts of this training course can also be of va-
lue. This article comprises important parts of the abovementioned basic trai-
ning course as well as figures, which can be downloaded from the homepage
https://www.drk-haemotherapie.de.

Ordering of blood components, transfusion history, indication, production and
testing of blood components, immunohaematological diagnostic, control of
blood bags, blood group compatibility, bedside test, preparation and transfu-
sion procedure as well as monitoring, follow-up care and documentation are
parts of this basic training course.

e EinfUhrung: Schwerwiegende Fehlermodglichkeiten in
der Hamotherapie und deren Vermeidung

e Anforderung von Blutprodukten
¢ Transfusionsmedizinische Anamnese

e Indikation fUr die Gabe von Erythrozyten-Konzentraten
(EK) bei akuter Anamie

Einschub: Herstellung und Testung der Blutpraparate

¢ Immunh&matologische Grundlagen, u. a.:

e \Warum muss die Kreuzprobe und der Antikdrper-
suchtest nach drei Tagen wiederholt werden?

e Warum ist es wichtig, nach Notfall-Ausweisen und
Mutterpassen zu fragen?

Uberpriifen der gelieferten Blutprodukte

Blutgruppen-Kompatibilitat
e ABO-ldentitatstest
e \orbereitung und Durchflihrung der Transfusion

¢ Uberwachung und Nachsorge, Dokumentation
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Diese Basis-Schulung ist in Jahren aufgrund von regelmaBigen Schulungen der (PJ-) Studenten und des arztlichen Kolle-
giums entstanden, erhebt aber keinesfalls den Anspruch auf Vollstandigkeit. Sie soll, darf und ja, sie muss durch eigene
Bilder, Scans und Beispiele erganzt und vervollstandigt werden. Bitte berlicksichtigen Sie bei Unterweisungen auch die
jeweiligen Gegebenheiten an lhrem Haus. Nattrlich kénnen bei Bedarf auch nur Teile aus dem gesamten Angebot ver-
wendet und geschult werden.

In GroBbritannien sammelt und analysiert SHOT seit 1996 Hamovigilanz-Daten und stellt sie anonymisiert in jahrlichen
SHOT-Reports der Offentlichkeit zur Verfligung. SHOT steht fir ,serious hazards of transfusion® oder schwerwiegende
Transfusionsrisiken und damit fir klinisch relevante, schwerwiegende Ereignisse im Zusammenhang mit Transfusionen!.

Abbildung 1 zeigt, dass schwerwie-
gende unerwunschte Ereignisse und
Reaktionen im Zusammenhang mit
Transfusionen von Blutpraparaten
in Uber 80 % der Félle durch Fehler
verursacht wurden und damit hatten

. B 2569 M Errors
vermieden werden koénnen. 2.569 Errors (all preventable)

von insgesamt 3.161 schwerwie- 81.3% 387 M Not preventable

genden Ereignissen und Reaktionen 205 W Possibly

waren in GroBbritannien durch (ver- preventable

meidbare) Fehler verursacht!. Uber
die vergangenen Jahre lag der Pro-
zentsatz an vermeidbaren Fehlern in

UK im Zusammenhang mit schwer-

wiegenden Transfusionsereignis-
sen konstant bei um und Uber 80 %  Abbildung 1: Schwerwiegende Transfusionszwischenfélle und Fehlerrate.
(Quelle: Annual SHOT Report 2021; Copyright: S Narayan (Ed) D Poles et al. on behalf of the Serious Hazards of Transfusion (SHOT) Steering

https:/www.shotuk.org). Group. The 2021 Annual SHOT Report (2022).

Auch in Deutschland stellen seit 2013 menschliche Fehler die Hauptursache der schwerwiegenden Transfusionszwi-
schenfélle mit Todesfolge dar (Hamovigilanzbericht des Paul-Ehrlich-Instituts 2015, Langen)2.

Eine typische und schwerwiegende

Ia\ Folge eines Fehlers ist die ABO-
\ } unvertréagliche Transfusionsreak-
v/ tion mit Hamolyse. Auf den Abbil-
“' dungen 2 und 3 sind die zeitlichen
Iy Verlaufe der Hamolyse-Parameter

freies Hamoglobin

im Plasma bei einem Hamolyse-Ereignis sowie

die Unterschiede zwischen extra-
und intravasaler Hamolyse darge-
stellt: Sehr schnell nach Eintritt der
Hamolyse kommt es im Serum zu
einem Abfall des Haptoglobins und

——————————— zu einem Anstieg der Laktat-Dehy-

0 6 12 18 24 drogenase (LDH). Da letztere auch
durch Zelluntergang in anderen

Abbildung 2: Hamolyseparameter im Verlauf. Modifiziert nach Dr. J. Hoch, Universitétsklinikum Bonn Geweben und auch postoperativ

durch den Gewebsschaden ansteigt,
ist hier immer differenzialdiagnostisch der Zerfall anderer Zellen zu beurteilen und eine Verlaufsbestimmung der LDH rat-
sam. Bei einer intravasalen Hamolyse findet sich schnell auch freies Hamoglobin im Serum sowie spéter dann nach Nie-
rendurchgang auch im Urin: Hamoglobinurie mit braunlichem Urin. Diese beiden letztgenannten Parameter unterschei-




den auch die intravasale Hamolyse

mit Auftreten von freiem Hamoglo-
Kriterium Art der Hamolyse Hamolyse-Nachweis Lo . . )
bin im Serum und Hamoglobinurie
Extravasal Intravasal friihestens von der extravasalen Hamolyse, bei-

spielsweise in der Leber, bei der kein

Freies Hamoglobin

X sofort , . L
im Plasma freies Hamoglobin im Serum und
Hamoglobinurie sofort keine Hamoglobinurie auftritt. Im
Haptoglobin-Abfall sofort Labor lasst sich eine ausgepragte
intravasale Hamolyse durch ein ein-
LDH-Anstieg ja ja sofort

faches Zentrifugieren des Patienten-
Bilirubin-Anstieg ja ja nach 4-6 Stunden blutes bestatigen. Bei freiem Hamo-
globin im Serum oder Plasma im

Retikulozyten-

Anstie ja ja nach 5 Tagen

g Rahmen einer intravasalen Hamo-
lyse bleibt der Uberstand nach Zentri-

Abbildung 3: Differenzierung: intravasale v.s extravasale Hamolyse fugation rot-braun gefarbt.

Zeitlich verzdgert mit mehreren Stunden Latenz folgt bei einer Hamolyse und guter Leberfunktion der Bilirubinanstieg,
vor allem in Form des indirekten Bilirubins. Und noch spéter, in Tagen, reagiert ein gut funktionierendes Knochenmark
auf den Erythrozytenverlust mit einer Steigerung der Eythropoiese und einer vermehrten Ausschittung von Retikulozy-
ten aus dem Knochenmark.

Das Aktionsbundnis Patientensicherheit hat im Jahr 2021 in der Liste der ,22 schwerwiegenden Ereignisse, die wir sicher
verhindern wollen® unter Punkt 10 die Fehltransfusion eines ABO-inkompatiblen Blutproduktes aufgefihrt3.

Es ist daher von groBer Wichtigkeit, dass alle in den Ablauf einer Transfusion involvierten Berufsgruppen regelmaBig
geschult werden und damit Uber die Basisinformationen verfligen.

ANFORDERUNG VON BLUTPRODUKTEN

Mit der Anforderung von Blutprodukten beginnt der Prozess der technischen Bestellung. Die Indikation zur Bluttransfu-
sion ist arztliche Aufgabe, muss der Anforderung naturgeman vorausgehen und wird im weiteren Verlauf dieses Beitrags
erortert.

Es ist erforderlich, den Anforderungsauftrag vollstandig auszuflillen, das Datum der Blutentnahme zu vermerken sowie
die Bestellung von Blutprodukten arztlicherseits zu unterschreiben, da Blutpraparate verschreibungspflichtige Arznei-
mittel sind. Notfallregelungen mussen in jedem Krankenhaus getroffen werden, jedoch ist eine schriftliche Anforderung
mit Arztunterschrift, ggf. auch zeitlich versetzt, notwendig. Heute werden in den meisten Krankenh&usern elektronische
Anforderungsscheine verwendet, die je nach System auch vom verschreibenden Arzt elektronisch freigegeben (,vidiert®)
werden kdnnen. Die Frist der Kreuzproben- und der Antikdrpersuchtest-Giiltigkeit ist vom Zeitpunkt der Blutentnahme
und nicht vom Zeitpunkt der Auftragserstellung abhangig und betragt drei Tage nach dem Abnahmetag.

Ein sehr wichtiger Punkt ist die Etikettierung der Rohrchen: Diese Etikettierung muss vor der Blutentnahme erfolgen.
Rohrchen-Etiketten missen nach dem Wortlaut der Richtlinie4 ,[...] stets — auch im Notfall — vor Entnahme eindeutig
gekennzeichnet werden (Name, Vorname, Geburtsdatum) und bezlglich ihrer Herkunft gesichert sein [...]. Zusatzlich
() kénnen diese Daten auch in codierter Form angebracht werden.“ — soweit die Richtlinie4. Damit ist klar: In allen Fal-
len, Notfélle inklusive, muss eine eindeutige Kennzeichnung der Rdhrchen in Klarschrift vor Entnahme des Patienten-
blutes erfolgen. Das macht auch Sinn, denn im Labor missen diese Réhrchen ebenso eindeutig den Untersuchungen
und die Untersuchungsergebnisse wiederum dem Patienten zugeordnet werden kdnnen. Welche eindeutige Kennzeich-
nung lokal bei unbekanntem Patienten, beispielsweise einem Unfallopfer, festgelegt wird, das sollte in Absprache vor Ort
besprochen und in der Transfusionskommission verabschiedet werden.
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Das beim Patienten blutabnehmende Personal sollte auch daraufhin Uberprift und ggf. geschult werden, eine aktive
Identifizierung des Patienten und den anschlieBenden Vergleich der Rdhrchen-Beschriftung mit den Angaben des Pati-
enten durchzufUhren. Eine aktive Identifizierung ist beispielsweise die Aufforderung: ,Sagen Sie mir doch bitte lhren
Namen, Vornamen und das Geburtsdatum.”

Die Blutprodukte anfordernde Station sollte — auBer bei Routine-Anforderungen von Blutprodukten — telefonisch Kontakt
mit der Blutbank bzw. dem immunhamatologischen Labor aufnehmen, damit die Mitarbeiter dort rechtzeitig tber ggf.
eintretende Besonderheiten informiert sind.

Spatestens bei der Anforderung von Blutprodukten sollte auch sichergestellt werden, dass eine schriftliche Aufklarung
und die Einwilligung des Patienten in die Bluttransfusion vorliegen. Bei Notfall-Transfusionen oder bewusstlosen Patien-
ten, bei denen eine Aufklarung vor der lebensrettenden Transfusion nicht méglich ist, sei auf die Pflicht zur nachtragli-
chen Sicherungsaufklarung hingewiesen, d. h. der schriftlich dokumentierten Aufklarung des Patienten Uber die erhalte-
nen Blutprodukte, die potenziellen Infektions- und Immunisierungsrisiken, nachdem er aus Narkose oder Bewusstlosig-
keit erwacht ist.

Betrachtet man die sehr wichtigen
Punkte der Etikettierung der Rohr-
chen,

Wrong blood in tube - potential for serious outcomes:

can it be prevented?

der Identitatstberprifung

Und der kOrre ktel’] Bl Utentﬂah me Paula H. B. Bolton-Maggs', Erica M. Wood? and Johanna C. Wiersum-Osselton®

beim Patienten, so erscheint doch Table 1. Rates of WHIT in slectod studics.

. Carrection
verwunderlich, was Paula Bolton- Location Rate of WHIT| Dfnision fictor  References
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Previous recol
ke| ”Wrong blOOd in tUbe — pOtential International, 10 countries, 1in 1986 Blood group not matching 16 Dzik et al (2003)
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TK, national postal surv mat i Self re Y et None and an il
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ﬂahme VOr, WObei il’] deﬂ beriChte- Rates have a correction factor applicd 1o allow for undetectable WBITs where, by chanc.c two samples have the same ABO and R groups, This

varies in different populations dependent on the ABO and Rh blood group frequencics. WBIT, wiong bload in mbe.
ten Studien die Haufigkeiten von 1
in 1.303 bis 1 in 6.000 schwanken.
Zu bedenken ist dabei auch, dass
es sich ja nicht nur um WBIT fur

die transfusionsmedizinische Diag-

‘Wrong blood in tube’ (WBIT) errors, where the blood in the
tube is not that of the patient identified on the label, may lead
to catastrophic outcomes, such as death from ABO-incompa-
tible red cell transfusion. Transfusion is a multistep, multidis-
ciplinary process in which the human error rate has

Fazit: WBIT kommt bei ungefahr jeder 2.000sten
Blutentnahme vor; aber nicht nur bei den Blutproben
fiir die Transfusionsmedizin.

Br J Haematol. 2015 Jan;168(1):3-13

nostik, sondern auch fUr alle ande-
ren Laboruntersuchungen handeln
kann. Hier ist ein wichtiger Ansatz-
punkt fuor Schulungen und prakti-
scher Uberprifung gegeben. S0 appildung 4: Wrong blood in tube — potential for serious outcomes: can it be prevented?

konnen viele Fehlanwendungen von  Quelle: British Journal of Haematology 2015; 168:3-13.

Blutkomponenten verhindert wer-

den. Der Arbeitskreis Blut des Bundesministeriums fir Gesundheit hat in einer 2019 im Bundesgesundheitsblatt verof-
fentlichten Stellungnahme® zur Fehlanwendung von Blutkomponenten unter anderen wichtigen Punkten auch empfohlen,
die Qualifikation der Blutkomponenten anwendenden Personen zu verbessern, die Umsetzung der bisherigen Melde-
pflichten zu optimieren und eine Sicherheits-Checkliste fur die Anwendung von Erythrozytenkonzentraten zu verwenden,
soweit die klinische Situation dies zulasst.




Mitteilungen des Arbeitskreises Blut des Bestétigte Fehltransfusionen von Erythrozytenkonzentraten mit und
Bundesministeriums fur Gesundheit ohne Transfusionsreaktion. Adaptiert aus dem Hamovigilanzbericht
des Paul-Ehrlich-Instituts 2016/17

Ste||ur|g nahme Fehltransfusionen 2015 2016 2017 2015-2017
Fehlanwendungen von Fehltransfusionen mit 24 28 27 79
Transfusionsreaktion (gesamt)
BIUtkomponenten Fehltransfusionen mit tédlichem 3 2 1 6
Verlauf
Bei der 87. Sitzung des Arbeits- Fehltransfusionen ohne 34 4 55 130

kreises Blut am 14.05.2019 Transfusionsreaktion*
wurde folgende Stellungnahme
(S 19) verabschiedet

Summe der Fehltransfusionen 58 69 82 209

Verbrauch Erythrozytenkonzentrate ~ 3.754.760 3.548.124 3.506.417 10.809.301

Bundesgesundheitsbl 2019 62:1140-1143 * Fehltransfusionen ohne Transfusionsreaktion sind nicht meldepflichtig. Entsprechend ist von einer
https://doi.org/10.1007/s00103-019-02989-9 Untererfassung auszugehen.

Abbildung 4b: Stellungnahme Fehlanwendungen von Blutkomponenten

TRANSFUSIONSMEDIZINISCHE ANAMNESE

Im Rahmen der Anforderung von Blutprodukten sei auf die transfusionsmedizinische Anamnese hingewiesen. Sie
umfasst wichtige Fragen an den Patienten, die auf dem Anforderungsformular abgefragt werden und fur das Labor zur
optimalen Bereitstellung kompatibler und vertraglicher Blutpraparate notwendig sind.

Neben der Diagnose des Patienten sind ganz besonders immunhamatologische Vorbefunde des Patienten fur das Labor
von Bedeutung: So ist die Frage nach Blutspende- und / oder Notfall-Ausweisen, Mutterpassen und Arztbriefen, in wel-
chen auf vorangegangene Bluttransfusionen, Unvertraglichkeiten, Alloantikdrper oder Stammzell-Transplantationen ein-
gegangen wird, fir das Labor unbedingt notwendig. Viele Kliniken sind schon heute mittels Papier-Checkliste oder Lis-
ten auf der Homepage dazu Ubergegangen, alle diese Dokumente vom Patienten schon in der Vorbereitung seines Kran-
kenhaus-Aufenthaltes abzufordern, so dass die Patienten spéatestens bei der stationdren Aufnahme alle diese Dokumente
bereits mitbringen. Dann ist es wichtig, dass diese Dokumente geordnet den Weg ins Labor — zumindest als Kopie oder
Scan - finden.

Da Schwangerschaften haufig neben der Bildung von HLA-Antikérpern bei der Mutter auch zu — oft Jahrzehnte lang per-
sistierenden — erythrozytaren Alloantikdrpern fuhren, ist die Frage nach auch lange zurlckliegenden Schwangerschaf-
ten und den dazugehdrigen Mutterpéssen von eminenter Bedeutung flr das Labor. Ebenso wichtig ist die Information
einer aktuell bestehenden Schwangerschaft, der Schwangerschaftswoche, dem CMV-Status der Mutter (so bekannt)
und einer eventuellen Anti-D-Prophylaxe.

Falls vom Patienten erinnert oder im Arztbrief erwahnt, ist auch eine eventuelle Vortransfusion (Wann? Wo? Welche Pro-
dukte? Gab es Probleme oder Unvertraglichkeiten?) eine wichtige Information flir das Labor.

EMPFEHLUNGEN ZUR TRANSFUSION VON EK BEI AKUTER ANAMIE BEIM
NORMOVOLAMISCHEN PATIENTEN: INDIKATIONSSTELLUNG

Die Querschnitts-Leitlinien zur Therapie mit Blutkomponenten und Plasmaderivaten der Bundesérztekammer? beschrei-
ben, dass der therapeutische Grund der EK-Gabe die Vermeidung bzw. Therapie einer manifesten anadmischen Hypoxie
ist. Die klinische Anamie-Symptomatik ist jedoch nicht spezifisch und auch der gemessene Hamoglobin(Hb)-Wert oder
der Hamatokrit (Hkt) allein genligen nicht, eine rationale Indikationsstellung zur EK-Gabe zu begriinden.
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Zuséatzlich zur (Re-)Evaluierung des aktuellen klinischen Zustandes und der Diagnostik sowie eventuell der Erganzung der
Anamnese sind daher folgende Kriterien zu beachten? (Kapitel 1.5.1.1 der Querschnitts-Leitlinien):

e Ursache, Dauer und Schweregrad der Anamie sowie die Dynamik der Ereignisse

e das AusmaB und die Geschwindigkeit des Blutverlustes

e die individuelle Physiologie: Fahigkeit, den verminderten arteriellen Blutsauerstoffgehalt zu kompensieren

e vorbestehende Erkrankungen, die diese Kompensationsfahigkeit einschranken, z. B. kardiale, vaskulére, pulmonale etc.
e der aktuelle klinische Zustand des Patienten: z. B. Fieber, akute Herz- oder Lungenerkrankung etc.

e intravasaler Volumenstatus (Normovolamie!)

e physiologische Transfusionstrigger = Symptome, die bei gesicherter Anamie und Normovolamie auf eine andmische
Hypoxie hinweisen kdnnen (siehe unten!)”

Solche physiologischen Transfusionstrigger bei gesicherter An&dmie und Normovoléamie kénnen sein (Tabelle 1.5.1.1 der
Querschnitts-Leitlinien?):

e kardio-pulmonale Symptome wie

e Tachykardie

* Hypotension

e Dyspnoe

e Blutdruckabfall unklarer Genese

e |schamietypische EKG-Veranderungen

e Neu auftretende ST-Stecken-Senkungen/-Hebungen
¢ Neu aufgetretene Herzrhythmusstérungen

* neu aufgetretene regionale myokardiale Kontraktionsstérungen im Echokardiogramm

e globale Indizes einer unzureichenden Sauerstoff (O5)-Versorgung

e Abfall der gemischtvendsen O,-Séttigung (SvO») < 50 % *
e Abfall der zentralvendsen O,-Sattigung (ScvO») < 65-70 % *
e Laktatazidose: Laktat > 2 mmol/l und Azidose

* Eine andmische Hypoxie einzelner Organe oder Gewebe kann auch bei hoheren Sv0o oder ScvOo-Werten nicht sicher ausgeschlossen werden, wenn
die Op-Extraktion aus dem arteriellen Blut gestort ist.

Berucksichtigt man die oben beschriebenen Kriterien und Trigger, so soll die Indikation zur Gabe von EK streng gestellt
werden. Abbildung 5, entnommen aus den Querschnitts-Leitlinien?, zeigt die zusammengefassten Empfehlungen zur
Transfusion von EK bei akuter Andmie unter Einbezug des aktuellen Hb-Wertes bei Normovolamie, dem Vorliegen von
individuellen Risikofaktoren des Patienten sowie seiner Kompensationsfahigkeit und dem Vorhandensein physiologischer
Transfusionstrigger (siehe oben).

Die Indikation zur Transfusion von EK bzw. dem Nicht-Vorliegen einer solchen Indikation wird in einer Klassifizierung der
Empfehlungen bewertet (rechte Spalte). Dabei zeigt eine ,1“ ein eindeutiges Nutzen-Risiko (N/R)-Verhaltnis an, wahrend
,2" ein unklares N/R-Verhaltnis abbildet. Das Evidenz-Level ist von ,A* = hdchstes Level (randomisierte, kontrollierte Stu-
dien ohne wesentliche methodische Einschrankungen + eindeutiges Ergebnis) dber ,C+*, ,B* bis ,C* (Beobachtungsstu-
dien ohne Kontrollgruppe, jedoch mit Uberzeugendem Ergebnis) eingeteilt.

Die Tabelle zeigt, dass eine klare Transfusionsindikation (1 A) flr EK bei einem Hb-Wert < 7 g/dl / < 4,3 mmol/I besteht,
obwohl Ausnahmen bei adaquater Kompensation davon méglich sind. Dann sind individuell auch niedrigere Hb-Werte
tolerabel”.




Am anderen Ende der Tabelle
bei einem Hb-Wert > 10g/dl/
> 6,2 mmol/I besteht mit ebenfalls
klarer Bewertung (1 A) keine Indika-
tion fur die EK-Gabe mehr, obwohl
auch hier in begrindeten Einzelfal-
len eine Transfusion selbst bei hdhe-
ren Werten indiziert sein kann?.

Zwischen einem Hb-Wert von gro-
Ber gleich 7 g/dl und einem Hb-
Wert von kleiner 8 g/dl (= 4,3 und
< 5,0 mmol/l) hangt die Transfusi-
onsindikation vom Vorhandensein
von Risikofaktoren, einer einge-
schréankten Kompensation oder gar
vom Hinweis auf eine and&mische
Hypoxie (= physiologische Trans-
fusionstrigger) ab. Ist einer der drei
genannten Faktoren vorhanden, so

Hamoglobin- Kompensation / Transfusion: Bewertun
Bereich Risikofaktoren JA/NEIN 9
<7 g/dL
(< 4,3 mmol/L) - 1A
>7 g/dL und < 8 g/dL Kompensation adéaquat/ 1A
(> 4,3 und < 5,0 mmol/L) | keine Risikofaktoren
Eingeschr. Kompens. / 1A
Risikofaktoren vorh.
Zeichen anamischer
. 1C+
Hypoxie
> 8 g/dL und < 10 g/dL Zeichen anamischer 2¢
(> 5,0 und < 6,2 mmol/L) | Hypoxie
>10 g/dL _ 1A
(> 6,2 mmol/L)

* in Einzelféllen auch niedrigere Hb-Werte tolerabel
** in begriindeten Einzelféllen auch Transfusion bei Hb-Werten > 10 g/dL)

Abbildung 5: Empfehlung zur Transfusion von EK bei akuter Andmie (normovoldmischer Patient!).
Modifiziert aus: Querschnitts-Leitlinien zur Therapie mit Blutkomponenten und Plasmaderivaten; Heraus-
geber: BAK; Gesamtnovelle 2020

ist eine Transfusionsindikation gegeben, liegt keiner der drei Faktoren vor, dann nicht.

Zwischen einem Hb-Wert von gréBer gleich 8 g/dl und einem Hb-Wert von kleiner 10 g/dl (> 5,0 und < 6,2 mmol/l) ist eine

sehr schwache Transfusionsindikation (2 C) beim Vorhandensein von Hinweisen auf eine anamische Hypoxie (= physio-

logische Transfusionstrigger) gegeben’.

KURZER EXKURS: HERSTELLUNG DER BLUTPRAPARATE, BLUTSPENDER-SCREENING
UND IMMUNHAMATOLOGISCHE GRUNDLAGEN

Abbildung 6 zeigt die Herstellung
von Blutkomponenten aus Voll-
blutspenden. Hierbei sei auf Heft
33/2019 der hamotherapie verwei-
sen, in welchem ein ganzer Beitrag
die aktuelle Herstellung beschreibt.
Dadurch, dass die Blutverarbei-
tung im geschlossenen Beutelsys-
tem erfolgt, werden nur bei der Blut-
entnahme vom Blutspender und bei
der Transfusion ,offene Prozesse®
in das Inline-Verfahren eingeflhrt.
Die zellularen Blutpréaparate wer-
den dartber hinaus einer Leukozy-
ten-Filtration und damit einer Abrei-
cherung der Spenderleukozyten
unter 1 x 106 pro Beutel unterzogen.
Durch die Auftrennung in die einzel-
nen Blutkomponenten EK, Throm-

Ablauf der Herstellung von Blutkomponenten s
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Abbildung 6: Ablauf der Herstellung von Blutkomponenten.
Bildnachweis: DRK-Blutspendedienst West

bozytenkonzentrat (TK) und therapeutisches Plasma (TP) kénnen den einzelnen Patienten jeweils genau die fehlenden

Blutkomponenten zur Verfugung gestellt werden. Durch die Zugabe von Additividsungen zu den zelluléren Blutproduk-

ten kann unter anderem auch deren Haltbarkeit und Lagerfahigkeit erhéht werden.
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Das Blutspender-Screening in Abbildung 7
stellt die durchgeflhrten Tests auf die trans-
fusionsmedizinisch relevanten Pathogene
wie HIV, HAV, HBV, HCV und Syphilis, aber
auch auf ,neuere Erreger® wie HEV und
WNV (in den Sommermonaten) dar. Wie
Ihnen bereits bekannt ist, kdnnen auf Anfor-
derung auch negativ auf CMV getestete EK
und TK abgegeben werden.

Die Abbildung 8 zeigt leicht verkirzt die
Systematik der Antikdrperterminologie beim
Patienten auf. Unter den erythrozytenspe-
zifischen Antikdrpern wird zwischen Auto-
und Allo(Fremd)-Antikdrpern unterschieden.
Wahrend erstere vor allem bei Autoimmun-
prozessen zum Tragen kommen, gibt es bei
den Alloantikdrpern reguléare und irregulére
Antikdrper. Regular sind beispielsweise die
Isoagglutinine ,Anti-A" und ,Anti-B“ die bei
der entsprechenden Blutgruppe (z. B. Blut-
gruppe 0) natlrlich gebildet werden und des-
halb ab dem vollendeten ersten Lebensjahr
praformiert sind. Irregulare Antikorper kom-
men nicht regelhaft, sondern im Regelfall
nach Transfusion oder Schwangerschaft vor,
aber auch hier kann es naturlich praformierte
Antikodrper ohne vorherige Schwangerschaft
oder Transfusion geben (z. B. nur kaltewirk-
samer IgM-Antikorper ,Anti-Le"). Obwohl in
den genannten Gruppen ebenfalls klinisch
relevante Antikdrper vorkommen kdnnen,
sind die meisten der uns im Labor beschéf-
tigenden Alloantikdrper irregulare Antikdrper
meist vom IgG-Typ, die als Immun-Antikor-
per bei 37 °C im indirekten Antihumanglobu-
lin-Test wirksam und von klinischer Relevanz
sind. Sie sind haufig durch Schwangerschaf-
ten oder Vortransfusionen gebildet worden.

Wird ein Patient, wie in Abbildung 9 gezeigt,
neu und erstmals gegenuber einem bei Ihm
selbst nicht vorhandenen Antigen (hier: Jk(a))
exponiert, so kann es in seltenen Féllen zu
einer primaren Immunantwort kommen:
Das Immunsystem dieses Patienten kann
sehr selten einen Antikdrper gegen das fur
ihn fremde Jk(a)-Antigen bilden. Diese Anti-
korperbildung bei der Primarimmunantwort
dauert wie jede primare Immunreaktion
Wochen. Die transfundierten EK sind bis zum

Anstieg des Antikdrpertiters 1angst abgebaut.

Serologisch Pool-PCR

® HBsAg ® HBV

® TPHA ® Hev

® Anti-HIV 1/2 ® HIv

® Anti-HCV ® Hav

O Anti-HBc C Parvo B19-Virus

® Hev
& wnv
® cMV (fakultativ)

Abbildung 7: Blutspender-Screening

Erythrozytenspezifische Antikorper (AK)

7N

Alloantikorper Autoantikérper

T

regulare AK irregulére AK

| O\

natirl. praform. AK natirl. praform. AK Immun-AK

meist IgM meist IgM meist IgG

Abbildung 8: Systematik der Antikérperterminologie. Modifiziert nach Dr. J. Hoch, Universitétsklinikum
Bonn
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Abbildung 9 Primarimmunantwort und Titerverlauf (z. B. Anti-Jk?). Modifiziert nach Dr. J. Hoch,
Universitéatsklinikum Bonn




Wird derselbe Patient, bei dem zwi-
schenzeitlich keine weiteren immun-

512 hamatologischen Untersuchungen

220 mehr stattgefunden hatten und des-
128 verzogerte . ) , .

himolyt. TR / sen Antikorpertiter zwischenzeitlich

645 unter die Nachweisgrenze abgefal-

32 1 len ist (Abbildung 10), erneut dem

16 | Transfusion eines ; / Antigen (hier im Beispiel: Jk(a)) aus-

iﬁgﬁ;zol(sgi:;gativ! / gesetzt, so steigen die Antikdrper

4 nach dieser ,Boosterung® innerhalb

/ / weniger Tage im Serum des Patien-

ten an und die transfundierten Ery-

0 1 2 3 4 5 6 / 8 9 throzyten werden mit Antikorper

Tage beladen und in der Leber bzw. Milz

aus der Zirkulation entfernt. Diese

Abbildung 10: Sekunddrimmunantwort bei nicht bekannter, lange zurlickliegender Sensibilisierung (typ. verzogerte hamolytische Transfu-

Kidd-AK). Modifiziert nach Dr. J. Hoch, Universitétsklinikum Bonn sionsreaktion kann mit Fieber und

Ikterus einhergehen, fuhrt aber in
jedem Fall zum Verlust der transfundierten Erythrozyten. Oft wird diese Reaktion erst verspatet bemerkt oder komplett
Ubersehen, da die Patienten zu diesem Zeitpunkt, etwa 3—-4 Tage nach Transfusion, haufig bereits aus der Klinik entlas-
sen sind.

Aufgrund dieser verzogerten hamolytischen Transfusionsreaktion sind die Einhaltung der Gultigkeit der Kreuzprobe, ihre
regelmaBige Wiederholung sowie die Weitergabe von Informationen zu vorbekannten Allo-Ak in Notfall-Passen etc. von
so groBer Wichtigkeit und kdnnen nicht oft genug wiederholt werden.

Transfusion Laborchemisch lasst sich bei Ver-

1 (Boosterung) dacht auf eine solche verzdgerte

hamolytische Transfusionsreak-

y tion mit dem direkten Antihuman-

{} w globulin-Test (DAT) die Beladung

Titer /( der transfundierten Erythrozyten mit

‘ AKST dem Alloantikdrper frihzeitig erfas-

e e e sen, bevor der Antikorpertiter wie-
Nachweisgrenzen , )

R der so hoch angestiegen ist, dass

DAT er im Antikdrpersuchtest (AKST)

t t > nachweisbar wird (Abbildung 11):

0 10(1-14 Tage) Wenige Tage nach der zweiten

Tage Transfusion und ,Boosterung*” (siehe

Beispiel oben!) treten hier im Bei-

Abbildung 11: Verzogerte Transfusionsreaktion. Kritischer Zeitpunkt: DAT positiv, AKST noch negativ. spiel die ersten Anti-Jk(a)-Antikorper

Bildnachweis: Institut fiir Transfusionsmedizin und Immunhé&matologie Frankfurt, DRK-Blutspendedienst auf und beladen zuerst die trans-

Baden-Wirttemberg — Hessen gemeinnitzige GmbH fundierten Erythrozyten, die ja das

,»remde” Antigen Jk(a) tragen: Der
DAT wird (zuerst schwach) positiv. Freie Anti-Jk(a)-Antikérper liegen im Serum noch nicht vor, da die ersten Antikrper
rasch an die vorhandenen Jk(a)-Antigene binden. Der DAT ist positiv, der AKST ist (noch) negativ. Hier kann mittels eines
aufwendigen Verfahrens der Antikérper von den Erythrozyten ,abgesprengt” werden (Elution) und dessen Spezifitat im
besten Falle ermittelt werden. In solchen Féllen (schwach positiver DAT innerhalb von drei Wochen nach Transfusion)
kann mittels des beschriebenen Verfahrens der Elution evtl. ein Alloantikdrper deutlich friher als im AKST nachgewiesen
werden. Besonders wichtig ist der DAT und die Elution auch im Falle eines positiven DAT bei einem Neugeborenen zum
Ausschluss eines Morbus haemolyticus neonatorum (MHN).
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Im Rahmen der Abklarung einer ver-

.. . . Erythrozytére Antikdrper (Boosterung)
zbgerten hamolytischen  Transfu- VHTR ) A ) Tl e
sionsreaktion (VHTR) finden sich Verzégerte Hamolytische Transfusions-Reaktion selten todlich (< 1 auf 1.000.000 Transfus.)
nicht in allen Fallen spezifische Allo- 30

antikdrper. Aus der SHOT-Daten-
bank in GroBbritannien finden sich

n
a

N
o

folgende Antikérperspezifitdten in
abnehmender Reihenfolge (Abbil-
dung 12): Antikdrper gegen Anti-

-
o
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o

Relativer Anteil (%)

gene des Kidd-Blutgruppensystems,
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MNSs-Systems!.

c e K k Kpa Fy* Fy* Fy® S M Lu?

Haufigkeit von neu nachgewiesenen Alloantikdrper-Spezifitaten bei verzégerten hamolytischen Transfusions-
reaktionen.

Abbildung 12: VHTR — Verzégerte Hamolytische Transfusions-Reaktion.
Auswertung der Angaben in den Jahresberichten 2006—2009 , Serious Hazards of Transfusion" (SHOT),
www.shotuk.org

UBERPRUFEN DER GELIEFERTEN BLUTPRODUKTE VOR DER TRANSFUSION

Werden bestellte Blutpréparate auf Station oder in den OP geliefert oder aus der Blutbank bzw. dem Depot abgeholt, so
ist besonderes Augenmerk auf die Beutelsysteme und den Inhalt sowie die Begleitpapiere zu legen. Die Beutelsysteme
sind auf (Mikro-)Leckagen hin zu UberprUfen, welche die Gefahr einer bakteriellen Kontamination des Blutproduktes ber-
gen. Ein defektes Beutelsystem sollte umgehend als Reklamation in die Blutbank zurlickgesandt und nicht transfundiert
werden! Einen deutlichen Hinweis auf Leckagen geben Blutreste auf den Konserven.

Alle Blutbeutel sind auf gréBere Luftblasen hin zu untersuchen: Kleinste Blaschen sind vereinzelt vorkommend nicht auf-
fallig. Bei groBeren Luftblasen ist das Produkt jedoch zu reklamieren.

Steht ein EK langer aufrecht (z. B. im Blutpréparate-Kiihlschrank), so kann auch der Uberstand in den oberen Zentime-
tern des Beutels beurteilt werden: Eine Rotverfarbung spricht flr eine Schadigung der Erythrozyten durch Hamolyse und
sollte zur Zurtckweisung fuhren.

Im Blutbeutel durfen keine Koagel (Gerinnsel; EK), keine gréBeren Thrombozyten-Aggregate (TK) und keine Fremdkorper
oder Gerinnsel (TP und TK) vorkommen. Das Thrombozytenkonzentrat sollte im Gegenlicht bewegt das typische Stru-
delph&nomen (Swirling) zeigen. Es macht Sinn, sich dieses Phanomen an einem TK zeigen zu lassen, so dass im Zwei-
felsfall das ,Normale” sicher erkannt wird.

Mithilfe der Begleitpapiere und der Beutel wird Uberprtift:

e |st das Blutprodukt flr den Patienten bestimmt?

e Entspricht die Blutgruppe des EK oder TP derjenigen des Patienten bzw. ist sie kompatibel mit der Blutgruppe des
Patienten (siehe unten!)?

e Entspricht die Chargennummer des Blutpréparates derjenigen auf dem Begleit-/Kreuz-/Lieferschein?
e Fir EK: Ist die Kreuzprobe noch guiltig und ist das EK vertraglich getestet?

e FUr alle Blutpraparate: Sind die Haltbarkeitsdaten nicht Gberschritten?




Abbildung 13 zeigt das Strudel-Pha-
nomen (Swirling) bei Thrombozyten-
konzentraten, welches ein Zeichen
guter Qualitat des TK ist.

Dagegen zeigen die Abbildungen
14-16 Beispiele beschadigter, nicht
transfundierbarer Blutkomponenten.

r

Abbildung 13: Swirling bei Thrombozytenkonzentraten

Abbildung 14: Ablagerung im Plasmabeutel

Abbildung 15: Koagel im therapeutischen

Plasma (TP), bedingt durch unsachgeméBes Beutels und Hamolyse
Erwarmen

Abbildung 16: Schwarzverfarbung des EK-

BLUTGRUPPEN-KOMPATIBILITAT

EK mussen ABO-gleich transfundiert werden. Ist dies, beispielsweise in Notféllen, nicht moglich, so kénnen auch ABO-

majorkompatible EK (Beispiel: EK Blutgruppe A oder O bei Patient mit der Blutgruppe A) transfundiert werden. Diese Aus-
nahmen sind zu dokumentieren?.
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Abbildung 17 zeigt die Blutgrup-

penvertraglichkeiten im ABO-Sys- . Pool-TK*
tem und die daraus resultierenden Patient EK TP/FFP (nur bei Erwachsenen)
theoretischen Vertraglichkeiten von A A oder 0 A AB A AB.O.B
EK, TP und TK. oder ’ e
B B oder 0 B, AB B, AB, 0, A

Auch fUr therapeutisches Plasma

, , AB AB, (A, B) oder 0 | AB AB, A, B, 0
gilt, dass es generell ABO-gleich
transfundiert wird. Fir Notfélle und 0 0 0,A,B,AB |0,AB, B, A
medizinische Sonderfélle reserviert
) i ) ) i ® Plasma zu > 2/3 ersetzt durch T-Sol
ist hier das AB-Plasma, das mit allen chhtlg + BG-Wechsel (Major-inkompatibe)
ABO-Blutgruppen kompatibel ist. Da fiir den Notfall! ::hﬁot;jo}(;d%f:’fggg :E‘kae?;[[“
nur 4 % der Blutspender die Blut- wie FFP!

gruppe AB besitzen, verbietet sich
die Gabe von AB-FFP als einer Art

,Universalplasma®. Abbildung 17: Blutgruppenvertréglichkeiten im ABO-System. TP: Therapeutisches Plasma; FFP: Fresh

Frozen Plasma

Thrombozyten tragen nur ca. 10 % der ABO-Antigene der Erythrozyten. Die heute meist plasma-reduziert hergestellten
Apherese- und Pool-TK — und nur solche — kénnen erwachsenen Patienten mit einem Korpergewicht > 25 kg auch nicht
ABO-gleich verabreicht werden, wobei auch hier versucht wird, eine ABO-gleiche Versorgung zu gewdhrleisten.

Patienten mit einem Kdrpergewicht unter 25 kg erhalten entweder ABO-gleiche TK oder im Notfall wie beim Plasma ABO-
minorkompatible TK (@am haufigsten TK der BG AB). FUr nicht-plasmareduzierte Apherese-TK gelten die Blutgruppen-
Zuordnungen des jeweiligen Herstellers.

Da TK eine geringe Menge an Erythrozyten enthalten, sollten speziell bei der Indikationsstellung fur Madchen und gebar-
fahige Frauen der RhD-Faktor bertcksichtigt werden. Ist im Notfall die Transfusion eines RhD-positiven TK auf ein RhD-
negatives Madchen oder eine RhD-negative gebarfahige Frau unvermeidbar, so ist die Applikation einer Anti-D-Prophy-
laxe (150-300 pg Anti-D-IgG i. v.) indiziert?.

ABO-IDENTITATSTEST/BEDSIDE-TEST

Der ABO-ldentitatstest oder — auf-

grund seiner Durchfiihrung am Bett Bedside-Test

des zu transfundierenden Patienten Dokumentation (§ 14 Abs. 2 und/Abs. 3 TFG)

auch Bedside-Test genannt — gehdrt

zu den wichtigen SicherheitsmaB- Vor jeder Transfusion:

nahmen im Rahmen der Transfusion. Auch (und besonders!) im Notfall!

Er kann eine ABO-Inkompatibilitat Beim Patienten vorgeschrieben!

aufdecken, falls das gelieferte EK Fir homologe Blutkomponenten optional,
nicht mit der Blutgruppe des Patien- ABER: Fiir autologe Blutkomponenten

ten Ubereinstimmt. Er ist vom trans- vorgeschrieben!

fundierenden Arzt oder unter seiner

direkten Aufsicht unmittelbar vor der SHOT (Serious Hazards of Transfusion)-Studie (UK)
Transfusion mit einer frischen Blut- Blut-Komponenten (1996 bis 2000) = 14 Millionen
probe des Patienten durchzufiihren »Falsches Blut“: 509 Falle; 1 in 28.000 Transfusionen (retrospektiv!)

und das Ergebnis ist schriftlich zu
dokumentieren?. Abbildung 18: Bedside-Test




Auch im Notfall ist der ABO-Identitatstest unverzichtbar. Bei Fremdblut gentgt der ABO-Identitatstest am Patienten, beim
Eigenblut muss ein zweiter ABO-Identitatstest zusatzlich auch mit der Eigenblut-Konserve durchgefihrt und dokumen-
tiert werden.

Immer wieder gibt es Diskussionen, wann und wie haufig der ABO-Identitatstest durchzufiihren ist. Hier hat es sich

bewahrt, mit allen Beteiligten im Rahmen der Transfusionskommission eine klinikeinheitliche Regelung zu treffen und die
Transfundierenden im Anschluss so zu schulen.

VORBEREITUNG UND DURCHFUHRUNG DER TRANSFUSION

Mussen Blutprodukte vor der Trans-
fusion erwarmt werden — immer bei

TP/GFP (th N b / Lagerungsbedingungen Temperatur Haltbarkeit
therapeutisches Plasma
gefrorenes Frischplasma), teilweise Erythrozytenkonzentrate (EK) +4°C 35 (-49) Tage*
bei EK bei Vorliegen eines hochti- Gefrorenes Frischplasma (FFP) <-30°C 2 Jahre
trigen Kalteantikdrpers oder einer Thrombozytenkonzentrat (TK) +22°C 4 (5)Tage + standige Agitation
Kélteagglutininkrankheit beim Emp-
fanger — so durfen daftr nur zertifi-
. . ) o Transportbedingungen Temperatur Haltbarkeit
zierte und fUr das jeweilige Blutpro-
dukt zugelassene Blutwérmegeréte Erythrozytenkonzentrate (EK) +2°Cbis+4°C
verwendet werden. Niemals dirfen Gefrorenes Frischplasma (FFP) tiefgefroren aufgetaut: RT,

o ) sofort transfundieren!
zum Beispiel gefrorene Frischplas-
) ) Thrombozytenkonzentrat (TK) Raumtemperatur sofort transfundieren!
men in einem Wasserbad aufge- (RT)
warmt werden! Dabei ist die Konta-

minationsgefahr viel zu grof!
Abbildung 19: Lagerung & Transport (* je nach Hersteller)

Der Zeitpunkt der Erwarmung ist zu dokumentieren.

Blutprodukte sollten méglichst erst direkt vor der Transfusion ,angestochen® werden und sowohl EK, als auch TK und
TP/GFP durfen nur mittels zugelassener Transfusionssysteme mit Standard-Filter (PorengréBe 170-230 um) transfun-
diert werden.

Wichtig ist ein eigener vendser Zugang fur die Transfusion bzw. bei einem zentralvendsen Zugang ein eigener Schenkel,
Uber den Uber den Zeitraum der Transfusion keine anderen Flissigkeiten verabreicht werden. Infusionsldsungen enthal-
ten zum Teil Calciumionen, die in den Blutprodukten den Gerinnungsablauf, der durch das enthaltene Citrat unterbun-
den ist, anstoBen kénnen. Deshalb durfen sie nicht Uber den identischen Zugang verabreicht werden. Ebenso sind viele
Medikamente wie Zytostatika, Katecholamine oder Antibiotika etc. nicht isoton und haben auch nicht immer einen phy-
siologischen pH-Wert. Daher gilt: Keine parallele Verabreichung von anderen Infusionsldsungen Uber denselben Schen-
kel bzw. iv-Zugang!

UBERWACHUNG UND NACHSORGE, DOKUMENTATION

Wahrend und nach der Transfusion muss der Patient Uberwacht werden. Diese Tatigkeit kann vom transfundierenden
Arzt an das Pflegepersonal delegiert werden, jedoch muss der Arzt fur Notfélle unmittelbar erreichbar sein. Auch hier
bewahrt es sich, fir die verschiedenen Transfusions-Szenarien lokale Uberwachungs-Protokolle festzulegen und in der
Sitzung der Transfusionskommission zu verabschieden. Blutdruck, Puls und ggf. Kérpertemperatur sollten regelma-
Big wahrend und nach der Transfusion gemessen und das kérperliche Befinden des Transfusionsempféngers Uberpruft
werden.
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Nach Abschluss der Transfusion
wird der Blutbeutel mit anhangen-
dem Transfusionssystem steril ver-
schlossen (z. B.: mit einem ,Rot-
kadppchen“ im Transfusionssystem)
und fur 24 Stunden im Kihlschrank
bei +1°C bis +10 °C aufbewahrt.
Danach kann der leere Blutbeutel
mit dem infektidsen Mull entsorgt
werden.

Nach der Transfusion muss die
Dokumentation der Anwendung,
soweit noch nicht erfolgt, vervoll-
standigt werden: Aufklarung und
Abbildung 20: Krankenpflegerin betreut Patientin Einwilligungserklarung, alle Laborer-

gebnisse (u. a. Blutgruppenbestim-
mung, Kreuzprobe, aber auch Laborwerte, die die Indikation begriinden oder Wirkung und unerwinschte Ereignisse
dokumentieren etc.), Indikation zur Anwendung und Verschreibung (= Anforderung), das Ergebnis des Bedside-Tests,
der Zeitpunkt der Transfusion sowie Anzahl und Charge der verabreichten Blutprodukte, alle beobachteten oder durch
Laborergebnisse dokumentierten Wirkungen des Blutproduktes und alle unerwinschten Ereignisse missen so zusam-
mengetragen werden4. Bei auftretenden unerwiinschten Ereignissen sei neben der Dokumentation in der Patientenakte
auch auf die Meldung innerhalb und je nach Schweregrad auch auBerhalb des Krankenhauses an den pharmazeuti-
schen Hersteller und gegebenenfalls die Bundesoberbehdérde, das Paul-Ehrlich-Institut, erinnert.
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Prof. Dr. Daniela S. Krause, Alona Dehtiarova

Das Knochenmark als neuer Spieler
Im Feld der hamatopoetischen
Stammazelltransplantation

Zusammenfassung

Beim Verstandnis der Mikroumgebung des Knochenmarks (KMM) fiir die nor-
male Hdmatopoese und Leukdmopoese wurden groBe Fortschritte erzielt. Die
Wechselwirkungen zwischen dem KMM und den hdmatopoetischen Zellen
sind reziprok und involvieren auf Seiten des KMMs ossdre Zellen, Endothelzel-
len, mesenchymale Stromazellen, aber auch die extrazellulére Matrix, Zytoki-
ne und chemische Faktoren. Die hdmatopoetische Stammzelltransplantation
(HSZT), die damit verbundene Chemotherapie und Bestrahlung sowie immu-
nologische Aspekte der HSZT tragen in hohem MaBe zur Komplexitat des
KMMs bei, welches die erfolgreiche Eradikation leukdmischer Stammzellen
nach HSZT beeinflusst und gleichzeitig das Einnisten, die Erhaltung und Dif-
ferenzierung der transplantierten normalen hdmatopoetischen Stammzellen
ermdglicht. Dieser Artikel soll eine kurze Einfiihrung in die Bedeutung des
KMMs fiir die HSZT und neue Ansétze fiir ein mdgliches Therapieren des
KMMs bieten, um die klinischen Ergebnisse nach autologer und allogener
HSZT zu verbessern.

EINLEITUNG

Eine der haufigsten und wirksamsten Behandlungen fur
maligne hdmatologische Erkrankungen ist die hdmatopo-
etische Stammzelltransplantation (HSZT). In Europa allein
wurden 2018 insgesamt fast 47.500 HSZT durchgeflhrt,
wobei fast 20.000 auf die allogene HSZT und ca. 28.000
auf die autologe HSZT fielen (EBMT Annual Report 2019).

Bei der autologen HSZT (von Griechisch auto — selbst)
erhalt der Patient eigene hamatopoetische Stammzellen,
wahrend bei der allogenen (von griechisch allo — fremd)
der Patient Stammzellen von einem kompatiblen Spen-
der erhalt. In beiden Fallen missen die hdmatopoetischen
Stammzellen (HSZ) ihren Weg zum Knochenmark finden.
Die Knochenmarksnische oder das Knochenmarksmik-
romilieu (KMM), welches eine komplexe Entitat aus ver-
schiedenen zellularen und azelluldaren Elementen darstellt,
nimmt damit eine zentrale, aber oft unterschéatzte Rolle fur
die HSZT ein.

Summary

Much progress has been made in the understanding of the bone marrow
microenvironment (BMM) for normal haematopoiesis and leukaemopoiesis.
These interactions between the BMM and the haematopoietic cells are reci-
procal and on the side of the BMM may involve osteolineage cells, endothelial
cells, mesenchymal stromal cells, but also the extracellular matrix, cytokines
and chemical factors. Haematopoietic stem cell transplantation (HSCT), its
associated chemotherapy and irradiation and immunological aspects of HSCT
greatly contribute to the complexity of the BMM, which influences the suc-
cessful eradication of leukaemic stem cells, while allowing the engraftment,
maintenance and differentiation of the transplanted normal haematopoietic
stem cells. This review is aimed at providing a brief introduction to the im-
plications of the BMM for HSCT and novel approaches for potential targeting
of the BMM, in order to improve outcomes after autologous and allogeneic
HSCT.

Der Prozess, bei denen die HSZ zur Nische des Kno-
chenmarks migrieren (Homing) und sich in der Nische des
Knochenmarks einnisten (Engraftment), erfolgt tber meh-
rere Schritte: Die ersten Phasen des Homing der HSZ im
Knochenmark sind das anfangliche Rollen (Rolling) und
das durch Stroma-derived factor (SDF)-1a (=CXCL12)
vermittelte Anbinden (Tethering) am Endothel. Sowohl
E- als auch P-Selektin vermitteln diese Aktivitaten. Die
HSZ adhérieren dann an der Endothelwand durch die
von SDF-1a verursachte Integrinaktivierung. Fest adharie-
rende HSZ kdénnen anschlieBend durch die Basallamina
und die Endothelschicht wandern. Die Integrine a4 und
B1 sind an diesen Prozessen beteiligt. Nach der Durch-
querung des Endothels gelangen die HSZ innerhalb weni-
ger Stunden durch das Knochenmarksstroma in die Kno-
chenmarksnische'2. Neue Forschungsergebnisse haben
zahlreiche Faktoren aufgedeckt, die die Ansiedlung von
HSZ in ihren Nischen des Knochenmarks beeinflussens.
Die Hoffnung ist groB3, dass diese Prozesse im KMM und
das KMM allgemein therapeutisch genutzt werden kon-
nen, um die Ergebnisse nach HSZT weiter zu verbessern.
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MIT DEM KMM ASSOZIIERTE
KOMPLIKATIONEN DER HSZT

Neben der geringen Zahl der kompatiblen HSZ-Spender,
der Graft-versus-Host-Disease und anderen Komplikati-
onen, kann ein mit dem KMM assoziiertes Problem der
autologen HSZT auftreten. Das Transplantat kann nam-
lich Resttumorzellen enthalten, die sich im Empfangerkno-
chenmark nach Transplantation einnisten und vermehren
koénnen und damit aus dem KMM heraus zu einem Ruck-
fall der ursprtnglichen Erkrankung fUhren konnen. Eine
groBe Herausforderung bei der allogenen HSZT besteht
darin, dass moglicherweise nicht alle bdsartigen Zellen
durch die Chemotherapie (und/oder die Bestrahlung)
beseitigt wurden. Diese kénnen dann im KMM, welches
sie ,beschutzt’, persistieren und einen Krankheitsruckfall
verursachen. Ein seltenes, aber nicht gut untersuchtes
Problem ist die vom HSZ-Spender stammende Leukamie
(donor-derived leukaemia; DDL), bei der sich nach allo-
gener HSZT eine vom Spender ausgehende Leukamie
entwickelt. Hierbei wird vermutet, dass ein durch multi-
ple Therapien vorgeschadigtes KMM die Entstehung einer
neuen Leukamie, ausgehend von Spender-HSZ, fordert4.
Die Transplantation nicht diagnostizierter seltener bos-
artiger Klone in den HSZ des Spenders oder die verrin-
gerte ImmunUberwachung im immungeschwéachten Pati-
enten nach der Transplantation stellen andere Atiologien
dar, die fur die Leukdmogenese der DDL im Empfanger
in Frage kommenS. Zusammengefasst kommt dem KMM
also eine Ubergeordnete Rolle bei der HSZT zu.

DAS KNOCHENMARKSMIKROMILIEU
(KMM)

Die Mikroumgebung des Knochenmarks stellt eine kom-
plexe Nische flir HSZ dar, die die Interaktionen zwischen
HSZ und anderen Strukturen im KMM reguliert, um damit
verschiedene Prozesse der HSZ Homoostase wie Selb-
sterneuerung, Proliferation, Differenzierung und Mobilisie-
rung aufrechtzuerhalten. Das KMM umfasst ossére Zellen,
mesenchymale Stammzellen, arterioldre und sinusoidale
Endothelzellen, Neuronen, Makrophagen und Megakary-
ozyten etc. und wird durch Zytokine und chemische Ele-
mente wie die Sauerstoffspannung oder mechanische
Scherkrafte beeinflusst, die in ihrem konzertierten Zusam-
menspiel das Schicksal der HSZ bestimmen®.

EINFLUSS DER KOMPONENTEN
DES KMM AUF DIE NORMALE UND
LEUKAMISCHE BLUTBILDUNG

Alle Blutzellen nach HSZT entstehen aus den transplan-
tierten, sich selbst erneuernden HSZ, die einerseits fur
ihre eigene Selbsterneuerung und andererseits fir ihre
Differenzierung in erythroide, lymphatische oder mye-
loische Zellreinen verantwortlich sind. Bei den Leuka-
mien ist dieser physiologische Reifungsprozess gestort.
Es entstehen hierbei Zellen mit Stammzelleigenschaften,
die die leukdmische Stammzelle (LSZ) dazu beféhigen,
sich ebenfalls selbst zu erneuern. Es sind die LSZ, die
weitere Mutationen akquirieren oder bestehende Klone
dominant werden lassen und damit innerhalb des KMMs
zur Resistenz gegenuber verschiedenen Therapien und
Krankheitsrtickfall fuhren. Die im Folgenden beispielhaft
und ohne jeden Anspruch auf Vollstandigkeit aufgeliste-
ten Forschungsergebnisse zielen nun darauf ab, diese
Interaktionen zwischen den Komponenten des KMMs
einerseits mit HSZ, andererseits mit LSZ zu verstehen.
Dadurch kénnen gezielte, das KMM treffende Therapien
entwickeln werden, die synergistisch mit Chemothera-
pien auch zur Verbesserung der HSZT eingesetzt wer-
den. Bei der zell- und onkogen-spezifischen Abhangig-
keit der Interaktionen zwischen KMM und LSZ7 gilt es nun
im Zeitalter der ,personalisierten Medizin‘, auch personali-
sierte, auf die Leukamieart des Patienten zugeschnittene
Therapien zur Modulation des KMM, also Personalized
medicine of bone marrow-targeting drugs, zu entwickeln.
Im Folgenden werden Komponenten des KMMs und ihre
Interaktionen mit HSZ sowie LSZ vorgestellt.

Ossére Zellen

Bereits 1996 wurde gezeigt, dass humane Osteoblas-
ten die Hamatopoese unterstiitzen8. Durch verschiedene
Mausmodelle wurde bekannt, dass Osteoblasten die
Anzahl der HSZ regulieren®10 und Deletion von Osteo-
blasten zu abnormer Hamatopoese!" fihrt. Seitdem wur-
den Daten generiert, die belegen, dass humane HSZ am
Endosteum des trabekuldren Endosteums lokalisiert sind.
Hier werden regenerative Funktionen und die Selbster-
neuerung der HSZ durch verschiedene, von den Osteo-
blasten stammende Faktoren verbessert'. Allerdings
wird heute die Rolle von Osteoblasten fur die Hamatopo-
ese kontrovers diskutiert.

Mutation im Gen des RNA-prozessierenden Enzyms
Dicer1 in Osteoprogenitoren’3 oder eine aktivierende
Mutation in Ctnnb7 (B-catenin), einem Signaltransduk-
tionsmolekdl im Wnt Signaltransduktionsweg, in Osteo-
blasten'# flhrte in Mausmodellen zu Myelodysplasie




oder akuter myeloischer Leukamie (AML), welches fUr die
Bedeutung des KMMs bei der Genese hamatologischer
Erkrankungen sprechen kénnte. Therapeutische Modula-
tion des Knochenumbaus im leuk&mischen KMM fihrte
zu einer leukéamie-spezifischen Reduktion von LSZ bei der
chronisch myeloischen Leukamie (CML)14.

Vaskulare und perivaskulare Zellen

Vaskulare und perivaskulare Zellen des KMMs sind wei-
tere wichtige Akteure in der Hamatopoese. Dazu gehd-
ren die Endothelzellen und die perivaskularen mesenchy-
malen Stromazellen (MSZ), die in Osteoblasten, Adipozy-
ten und Chondrozyten differenzieren!®. Es wurde gezeigt,
dass sich HSZ im Knochenmark in der Regel in der Nahe
von MSZ, Nervenfasern und Arteriolen befinden'6, die die
Quieszenz der HSZ fordern!?. Die hdhere Durchléssigkeit
von Sinusoiden im KMM und die hier erhdhte Konzentra-
tion an reactive oxygen species (ROS) wiederum flhrte
zur Differenzierung und Migration von HSZ18,

MSZ, die positiv fur Nestin (neuroepitheliales Stamm-
zellprotein) sind, exprimieren Proteine, die fir die Unter-
stitzung der HSZ wichtig sind'®. Auch Leptin-Rezep-
tor+ MSZ generieren Faktoren, wie z. B. Stem cell factor
(SCF)20.21 oder das Chemokin CXCL12 (= stroma-derived
factor (SDF)-10)'6, welche die Funktion von HSZ und ihren
Progenitoren unterstitzen (Abbildung 1). CXCL12 wird
hauptsachlich von perivaskuldaren MSZ und weniger von
Endothelzellen oder Osteoblasten gebildet?2, Die Dele-
tion von CXCL12 aus perivaskularen MSZ flhrte bei Mau-
sen zu einer Verarmung und Mobilisierung von HSZ, wéh-
rend die Deletion des Gens in Endothelzellen nur mit einer
Verarmung von HSZ assoziiert war. HSZ waren praktisch
nicht betroffen, wenn CXCL12 in Osteoblasten deletiert
wurde?2,

Bei der CML ist bekannt, dass Cokultur mit MSZ die Apo-
ptose der Leukamiezellen durch Tyrosinkinaseinhibitoren
verhinderte und das Uberleben der leukdmischen Stamm-
und Progenitorzellen durch Bildung eines N-Cadherin-f-
catenin Komplexes forderte23. In umgekehrter Richtung
modulieren Leuk&miezellen die sie umgebenden MSZ im
KMM in einer Weise, die das Uberleben der Leukamie-
zellen fordert24. Von der akuten lymphoblastischen Leu-
kamie (B-ALL) wird unter anderem Tumornekrosefaktor
(TNF) o sezerniert, welches in MSZ die Produktion von
Matrix Metalloproteinase (MMP)-9 steigert, und damit
Uber eine Erhéhung des Abbaus der extrazellularen Mat-
rix im KMM die Progression der B-ALL vorantreibt25. Wei-
tere Mechanismen der Interaktionen zwischen HSZ und
leukédmischen Zellen sind hier zusammengefasst26.

Durch inflammatorische Zytokine aktivierte Endothelzel-
len exprimieren E-Selektin, ein Adh&sionsmolekdl, das
z. B. an CD44 auf CML27- oder akute myeloische Leu-
kéamie (AML)-Zellen2® bindet und den Kontakt mit dem
KMM vermittelt. E-Selektin férdert das Uberleben und die
Regeneration von AML-Zellen, insbesondere nach einer
Chemotherapie?9. Bei der CML reguliert die Bindung der
Leukdmiezellen an E-Selektin ihren Zellzyklus und die
Expression hamatopoetischer Transkriptionsfaktorens0,

Andere Zellarten und fiir die Hamatopoese
wichtige Faktoren des KMM

Viele andere zellulare and azellulare Komponenten des
KMM sind an der Hamatopoese und Leukamopoese
beteiligt. Einige Studien haben gezeigt, dass Makropha-
gen im KMM zu einer Erhdhung der HSZ-Anzahl fihrt3?
oder durch Produktion von Proteinen der Matrix des
KMMs die Selbsterneuerung von HSZ unterstiitzen32,
Aber insgesamt ist die Rolle der Makrophagen fur die Auf-
rechterhaltung der Hamatopoese nicht eindeutig33. Die
Rolle der Makrophagen im KMM fur die Stammzellmobi-
lisation34:35 und das Engraftment der HSZ36 im murinen
KMM sind jedoch recht etabliert.

Adipozyten, die z. B. nach Bestrahlung oder Chemothera-
pie im Vergleich zu den hamatopoetischen Zellen zuneh-
men, sezernieren ebenfalls SCF. Deletion von SCF in Adi-
pozyten inhibierte die hamatopoetische Regeneration
nach Chemotherapie oder Bestrahlung®’, aber ein Fehlen
von Adipozyten im Mausmodell flhrte zu verbessertem
Engraftment von HSZ nach Transplantation38,

Auch das sympathische Nervensystem reguliert Uber
Synapsen sympathischer Nervenfasern an perivasku-
laren Zellen durch eine Einflussnahme auf die zirkadi-
ane CXCL12-Expression im KMM die Hamatopoese und
damit insbesondere die Mobilisierung von HSZ sowie die
oszillatorische Freisetzung von Neutrophilen aus dem
Knochenmarks®,

Eine haufig Ubersehene Komponente des KMMs ist die
extrazellulare Matrix (EZM), welche nicht nur ein mechani-
sches Gerust des KMMs darstellt, sondern auch Wachs-
tumsfaktoren fUr alle Zellarten des KMMs bereitstellt. Es
besteht aus Proteoglykanen, faserigen Proteinen wie Kol-
lagen, Fibronektin etc., Glykosaminoglykanen und matri-
zellularen Proteinen wie Osteocalcin oder Periostin. Inter-
aktionen zwischen der EZM und den hamatopoetischen
Zellen regulieren die Zellmigration, Adhésion, die Form
und das Uberleben der Zellen sowie inre Differenzierung
und sind hier zusammengefasst40.
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Abbildung 1: Schema der Komponenten des Knochenmarksmikromilieus, in dem normale hdmatopoetische Stammzellen oder im Krankheitsfall leukdmische
Stammzellen lokalisiert sind.
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Abbildung 2: Mdglichkeiten zur zielgerichteten Therapie des Knochenmarkmikromilieus bei verschiedenen malignen hdmatologischen Erkrankungen, die auch
durch die autologe oder allogene hdmatologische Stammzelltransplantation behandelt werden oder wurden. Einzelheiten sind im Text formuliert. MSZ = mes-
enchymale Stromazelle, EZM = extrazelluldre Matrix, Gasé = Growth arrest-specific 6, NOS=Nitric oxide synthetase, VCAM-1 = vascular cell adhesion
molecule-1, G-CSF = granulocyte colony-stimulating factor, PTH=Parathormon, TGFf3 = Transforming growth factor 3, SDF1a = stromal-derived factor 1c,

CXCR5 = C-X-C chemokine receptor type 5, Axl

= Axl receptor tyrosine kinase, CXCL13 = Chemokine (C-X-C motif) ligand 13




Das KMM erfahrt durch die Présenz einer B-ALL eine
enorme Remodellierung. Bei Diagnosestellung sind nicht-
klassische Monozyten im KMM vermehrt und ihre Diffe-
renzierung ist verstarkt. Im B-ALL-Mausmodell fuhrt ein
Fehlen dieser Monozyten zu einer Uberlebensverlange-
rung#!. Ferner scheinen altersabhéngige Veranderungen
in Makrophagen die Leuk&mieart zu beeinflussen, denn
— genau wie beim Menschen — war die B-ALL-Induktion
bei jungen Mausen effizienter als bei alten Mausen. Bei
der CML war hingegen die Krankheitsinduktion bei alten
Méausen effizienter. Die erhdhte Produktion des Zytokins
CXCL13 durch Makrophagen von jungen Mausen, wel-
ches an den CXCR5-Rezeptor auf Leukamiezellen bindet
und die Migration und Proliferation von B-ALL-Zellen for-
dert, wurde hierfiir verantwortlich gemacht42.

In Bezug auf das sympathische Nervensystem im malig-
nen KMM wurde gezeigt, dass Zellen einer myeloprolife-
rativen Neoplasie (MPN) sympathische Nervenfasern und
Schwannzellen durch Sekretion von Interleukin-1p redu-
zieren und damit Nestin+ MSZ schadigen. Dies fUhrte zu
akzelerierter Progression der MPN43,

Inhibition der Adhasion von B-ALL-Zellen an Osteopon-
tin, einem Protein der EZM, fuhrte Uber einen Einfluss auf
die Quieszenz der B-ALL Zellen zu erhdhter Zellprolife-
ration, akzelerierter Leukadmieprogression, aber in Kom-
bination mit Chemotherapie zur Verbesserung der mini-
mal residual disease*4. Periostin, ein weiteres Protein der
EZM, ist im KMM von Patienten mit B-ALL starker expri-
miert, und Transplantation von B-ALL-Zellen in Perios-
tin-defiziente Mause verringerte die Leuk&mieprogres-
sion45. In einem murinen Modell zur Imatinib-resisten-
ten CML fihrte die Gabe des EZM-Proteins Fibronektin
oder Inhibition von Integrin-linked kinase (ILK), einem Sig-
naltransduktionsmolekdl unterhalb der Adhésionsmole-
kule Integrin 1 und B3, welches an der Ablagerung von
Fibronektin im KMM beteiligt ist, zu einer signifikanten
Uberlebensverlangerung46.

THERAPEUTISCHE MODULATION DES
KMM ZUR VERBESSERUNG DER HSZT

Basierend auf diesen Erkenntnissen erscheint es denk-
bar, die Interaktionen von HSZ mit dem KMM einerseits
zu stérken und die der leukdmischen Stammzellen mit
dem KMM zu schwachen oder gar zu inhibieren. Solche
therapeutischen Mdoglichkeiten kénnten damit auch durch
spezifische Ansatze fUr die autologe versus die allogene
HSZT erfolgversprechend sein.

Autologe HSZT

Eine mogliche Strategie zur Verbesserung der autologen
HSZT ist die Reinigung des Transplantats von kontaminie-
renden malignen Zellen (ex vivo-purging) oder das Verhin-
dern des Engraftments der malignen Zellen im Patienten
(in vivo-purging). Mehrere Strategien sind in der Vergan-
genheit verfolgt worden: Eine Anreicherung von CD34+
HSZ flhrte allerdings durch die mechanische Manipula-
tion zu einem Verlust an HSZ und an T-Zellen, welches
wiederum das Einnisten der HSZ verlangsamte4’. Mit
chemischen Stoffen wie 4-Hydroperoxycyclophospha-
mid42 oder Mafosphamid43 wurde versucht, die Tumor-
zellen im Transplantat zu eradizieren, jedoch schadigte
diese Behandlung auch die normalen Stamm- und Pro-
genitorzellen und fUhrte daher zur verlangsamten Kno-
chenmarksregeneration. Bei der autologen HSZT fiir Pati-
enten mit CML wurde versucht, mit antisense oligodeoxy-
nucleotides gegen BCR-ABL1, das urséachliche Onkogen,
das Transplantat zu ,reinigen“8. Insgesamt waren diese
Ansadtze zum in vitro-purging allerdings wenig erfolg-
reich4”. Es bleibt zu hoffen, dass (neue) Erkenntnisse
zu Antigenstrukturen auf LSZ, wie z. B. CD44, CD9349,
CD33, CD123, CLL1, TIM3, CD244 und CD750 und die
Verbesserung der Antikdrpertechnologien neue Stra-
tegien zum in vivo- und in vitro-purging fur die autologe
HSZT hervorbringen werden.

Allogene HSZT

Flr die Modulation des KMMs zur Eradikation der LSZ bei
allogener HSZT sind die folgenden Strategien in Erwa-
gung zu ziehen, wobei man zwischen das KMM indirekt
und direkt angreifende Methoden unterscheiden sollte:

Indirekte Methoden zum Targeting des KMM
Durch Gabe von Granulocyte colony-stimulating factor
(G-CSF) oder Antagonisten von CXCR4, dem Rezeptor flr
CXCL12/SDF-1a, wie AMD3100 (Plerixafor) oder neuerer
Antikdrper wie PF-06747143 kann auch bei Patienten mit
einer Leukéamie die Mobilisierung der LSZ erreicht wer-
den. Diese Nicht-Adh&sion am KMM, so wird vermutet,
fUhrt zu einer besseren Eradikation der LSZ durch gleich-
zeitig gegebene Chemotherapie. Dieses Konzept hat bei
der AML zu leichter Verbesserung der Remissionsraten
geflhrt51,

Ein &hnlicher Ansatz, namlich die Dislokation von Leuka-
miezellen aus der Knochenmarksnische, wird durch die
Administration eines Antagonisten von E-Selektin, wel-
ches auf Endothel exprimiert ist, verfolgt. Ein solcher Ant-
agonist ist GMI-1271, welcher in klinischen Studien bei der
AML und beim multiplen Myelom getestet wird26,
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Ferner kénnten Prodrugs wie TH-302, die durch die im
KMM herrschende Hypoxie aktiviert werden, chemothe-
rapeutische Effekte verstérken26.

Direkte Methoden zum Targeting des KMM
Ibrutinib ist ein Inhibitor der Bruton Tyrosinkinase (BTK),
welcher fUr die Therapie der chronisch lymphatischen
Leuka&mie (CLL) zugelassen ist. Neben der Inhibition von
BTK moduliert Ibrutinib auch das immunsuppressive Mik-
romilieu bei verschiedenen hamatologischen Erkrankun-
gen und beeinflusst Uber Inhibition der CXCR4-CXCL12-
Achse auch die Migration von malignen hamatopoeti-
schen Zellen. Ibrutinib blockiert auch trophische Stimuli
des KMMs26,

Die im KMM von AML-Patienten gefundene und durch
Stickoxid (NO) bedingte erhdhte Durchlassigkeit von
GefaBen und die Hypoxie kénnen durch Inhibitoren der
NO-Synthase gesenkt werden und flhren gleichzeitig zu
verbessertem Therapieansprechen im Mausmodell sowie
verbesserter HSZ-Funktion52.

In Bezug auf den Knochen wurde im murinen Modell
gezeigt, dass durch Parathormon (PTH) gesteigerter Kno-
chenumbau Uber die Freisetzung von Transforming growth
factor (TGF) B zu einer Reduktion von CML-Stammzellen —
aber nicht AML-Stammzellen — fUhrte, was zumindest teil-
weise an der verminderten Expression von TGF B Rezep-
tor | auf AML-Zellen lag”. Auch mit dieser Therapie konnte
die Effizienz der allogenen HSZT bei der CML gesteigert
werden, wobei die Haufigkeit der allogenen HSZT bei der
CML durch gute Wirksamkeit von Tyrosinkinaseinhibito-
ren deutlich zurickgegangen ist.

TYROS, AXL und MER gehéren zur TAM-Subgruppe
der Tyrosinkinasen. Sie binden an Growth arrest-speci-
fic 6 (GASE), welches durch AML- und Myelomzellen zu
seiner Produktion durch MSZ im KMM angeregt wird.
Die TYROB/AXL/MER-GAS6-Achse férdert das Uber-
leben, die Proliferation und die Therapieresistenz malig-
ner hamatopoetischer Zellen53.54, Therapeutische Modu-
lation der AXL-GAS6-Achse, z. B. durch MYDI-72, wird
derzeit in klinischen Studien bei der CLL , AML und dem
myelodysplastischen Syndrom untersucht26.

Im Mausmodell wurde ferner gezeigt, dass das Zytokin
CXCL13 die Migration und Proliferation von B-ALL-Zellen
im KMM férdert und Expression von CXCR5, dem Rezep-
tor fur CXCL13, auf B-ALL-Zellen beim Menschen magli-
cherweise mit einem Rezidiv im zentralen Nervensystem
korreliert42. Daher stellen ein Antikorper gegen CXCL13,
z. B. MAb 5261, oder chimeric antigen receptor (CAR) T

cells gegen CXCR5%5 weitere mogliche therapeutische
Ansatze dar.

SCHLUSSFOLGERUNG

Zusammenfassend, obwohl nicht alle Studienergebnisse
genannt werden konnten, wird ersichtlich, wie komplex
das KMM ist und wie differenziell seine Effekte sowohl auf
die normale, als auch auf die maligne Hamatopoese sind.
Bei den malignen hamatologischen Erkrankungen schei-
nen die reziproken Interaktionen mit dem KMM abhan-
gig vom Onkogen und der Differenzierung, also im Sinne
einer lymphatischen oder myeloischen Neoplasie, zu sein.
Zur bestehenden Komplexitdét kommen die Auswirkun-
gen von Chemotherapien, der Bestrahlung und immuno-
logischen Veradnderungen bei malignen hamatologischen
Erkrankungen, die mit HSZT therapiert werden, auf das
KMM hinzu. Unser Verstandnis dieser Wechselwirkungen
steht noch am Anfang, aber die Hoffnung besteht, dass
unsere Kenntnis des KMMs zu innovativen, auf das KMM
abzielende Therapieformen flhren wird, mit denen wir die
Behandlung hamatologischer Erkrankungen im Allgemei-
nen sowie spezifisch die autologe und allogene HSZT ver-
bessern kdnnen.
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Priv.-Doz. Dr. med. Franz F. Wagner

Del - das weak D Ostasiens?

Zusammenfassung

Die Bezeichnung Del beschreibt einen RhD-positiven Phénotyp der Ery-
throzyten, bei denen sich das Antigen D nur mittels Adsorption/Elution
nachweisen lasst. Die molekularen Ursachen sind mannigfaltig, wobei Mis-
sense-Mutationen und SpleiB-Mutationen im Vordergrund stehen. Die ISBT
unterscheidet derzeit 48 Del-Typen. In Ostasien besitzt ein erheblicher Teil
der in der Routine-Serologie RhD-negativ erscheinenden Personen einen Del-
Phanotyp. Im ganz Uiberwiegenden Fall ist das Folge des ,asiatischen DEL-
Allels* RHD*07EL.01. Anti-D-Immunisierungen wurden bei diesem DEL-Typ
bisher nicht beschrieben. Es ergibt sich somit in ostasiatischen Landern bei
RHD*07EL.07 eine ahnliche Situation wie in den deutschsprachigen Landern
bei weak D Typ 1 bis 3.

EINLEITUNG

Seit der Uberarbeitung der Hamotherapie-Richtlinie 2017
wird in Deutschland empfohlen, bei weak D Typ 1, Typ 2
und Typ 3 die Patienten RhD-positiv zu transfundieren
und keine Anti-D-Prophylaxe zu geben. In einigen Fallen,
beispielweise weak D Typ 2 in der Rhesusformel CcD.Ee,
kann die RhD-Expression der Patienten sehr schwach
sein, so dass sich die Frage stellt, wie stark Antigen D
ausgepragt sein muss, um Immunisierungen gegen RhD
zu vermeiden. Auch wenn es keine direkte Antwort auf
diese Frage ist, hilft hier doch der Blick nach Ostasien
weiter: Dort spielt der asiatische Del-Typ eine ahnliche
Rolle wie bei uns weak D Typ 1 bis 3, obwohl die Antigen-
dichte so niedrig ist, dass sich RhD mit konventionellen
Methoden nicht nachweisen Iasst.

Summary

The designation Del indicates an RhD positive phenotype of red blood cells,
in which the presence of antigen D can only be demonstrated by adsorption
and elution. The molecular causes are diverse, missense mutations and splice
site mutations are the most frequently observed mechanisms. Currently, ISBT
list 48 different Del types. In East Asia, a relevant part of individuals RhD
negative in routine serology display a Del phenotype. In the vast majority of
these individuals, the Del phenotype is caused by the “Asian type DEL allele”
RHD*07EL.01. Anti-D-immunization has not been reported in patients with
this DEL alleles. Therefore, the relevance of RHD*07EL.07 in East Asian coun-
tries is analogue to that of weak D type 1 fo type 3 in the German-speaking
countries.

DER DEL-PHANOTYP

Die Bezeichnung Del beschreibt einen RhD-positiven
Phanotyp, bei dem der Nachweis von Antigen D auf
den Erythrozyten nur mittels Adsorption/Elution gelingt
und die konventionellen Nachweismethoden wie direkte
Agglutination durch Anti-D und Nachweis von Antigen D
im indirekten Coombstest negativ bleiben.

Der Del-Phanotyp wurde erstmals 1984 von Okubo et al.!
beschrieben. Sie fanden, dass bei etwa 10 % ihrer (japa-
nischen) ,RhD-negativen” Probanden der Coombstest
nach Inkubation der Erythrozyten mit Anti-D negativ blieb,
sich jedoch anschlieBend nach Chloroform-Elution Anti-
D im Eluat nachweisen lieB. Anfangs vermuteten sie eine
Anti-G-Nebenreaktivitat der eingesetzten Antiseren, aber
sie selbst konnten das Phanomen mit drei Anti-D, darun-
ter einem monoklonalen Anti-D, nachvollziehen, und es
erfolgte eine unabhéngige Bestatigung in den USA mit
sechs Anti-D-Seren.

D-Antigene Phéanotyp Direktansatz Indirekter Adsorption/
Coombstest Elution

7.000 —40.000 Antigene RhD-pos 3+ bis 4+ Pos Pos

80 —4.000 Antigene Weak D Neg bis 2+ Pos Pos

<20 - 50 Antigene Del Neg Neg Pos

0 Antigene RhD-neg Neg Neg Neg

Tabelle 1: Antigendichte und Nachweisbarkeit von Antigen D
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Abbildung 1: Das Prinzip der Adsorption/Elution
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Panel A: A1: Erythrozyten mit Del-Phénotyp (symbolisiert durch rote Ellipsen) tragen nur Spuren von RhD-Protein (gelb), an die sich Anti-D-Antikérper (blau)
binden konnen. A2: Im anschlieBenden indirekten Coombstest bindet das Anti-Human-Globulin (griin) zwar an die gebundenen Anti-D-Antikérper, die Dichte ist

aber zu gering, um eine effiziente Agglutination auszulésen.

Panel B: B1: Auch bei Adsorption/Elution inkubiert man die Erythrozyten zundchst mit Anti-D, das an die RhD-Proteine bindet. B2: Das gebundene Anti-D
wird mittels eines Elutionsverfahrens von den Erythrozyten abgetrennt. B3: AnschlieBend werden Test-Erythrozyten mit normaler Antigendichte fir RhD zum
Eluat gegeben. B4: Das Anti-D im Eluat bindet an die Testerythrozyten (B4) und hier ist die Dichte des Anti-D ausreichend, um einen Nachweis im indirekten

Coombstest zu ermdglichen.




Tats&chlich ist es ein altbekanntes Phdnomen, dass eine
schwache Beladung von Erythrozyten mit Antikdrpern
mittels Elution sensitiver nachgewiesen werden kann als
im Coombstest2. Es ist somit nicht Uberraschend, dass
sich Antigen D bei Phanotypen mit extrem schwacher
Auspragung des Antigens D nur mittels Elution nachwei-
sen lasst (Abbildung 1). Insgesamt lassen sich daher ent-
sprechend der Nachweisbarkeit des RhD-Antigens ver-
schiedene Stufen unterscheiden (Tabelle 1): (i) ,Normale“
Antigenstarke: RhD im Direktansatz, indirekten Coombs-
test und Adsorption/Elution nachweisbar. (i) ,Weak D*
RhD im Direktansatz deutlich abgeschwéacht oder nega-
tiv, im indirekten Coombstest nachweisbar, ebenso mit-
tels Adsorption/Elution. (i) Del: RhD im Direktansatz und
im indirekten Coombstest negativ, in Adsorption/Elution
positiv und (iv) RhD-neg: RhD weder in direkter Aggluti-
nation, noch im indirekten Coombstest noch mit Adsorp-
tion/Elution nachweisbar.

ERSTE IDENTIFIZIERUNG DER
MOLEKULAREN BASIS DES DEL-
PHANOTYPS

Schon kurz nach der Entdeckung der beiden Rh-Gene
wurde 1997 Klar, dass Personen mit Del-Phanotyp ahn-
lich wie RhD-positive Personen neben dem RHCE-Gen
ein RHD-Gen oder zumindest groBe Teile davon besitzen3.
Die eigentliche molekulare Basis der starken Abschwa-
chung der RhD-Expression blieb jedoch mehrere Jahre
unklar, die Annahme, dass Del typischerweise auf einer
genomischen Deletion von RHD Exon 9 beruht* stellte
sich spéater als fehlerhaft heraus.

Tatsachlich wurden die ersten korrekten Daten zur mole-
kularen Ursache von Del paradoxerweise nicht in Ost-
asien, sondern in Sudwestdeutschland beim DRK-Blut-
spendedienst Baden-Wurttemberg — Hessen gefunden:
Bei einer Studie zur Charakterisierung von RhD-negati-
ven Phanotypen mit RHD-Gen wurde der Phanotyp bei
den identifizierten Allelen mittels Adsorption/Elution kon-
trolliert. Drei Allele kodierten seinerzeit Uberraschen-
derweise einen Del-Phanotyp: Das zuvor bereits bei
einer weak D-Probe beobachtete ,RHD(M295I)“ (aktu-
elle Bezeichnung: RHD*11), RHD(VS3+1G>A) (aktuell
RHD*01EL.08) mit einer SpleiBstellen-Mutation im Intron 3
und RHD(K409K) (aktuell RHD*0O1EL.01) mit einer ,stillen”
¢.1227G>A Mutation in Exon 9 direkt an der Grenze zu
Intron 9%, Im Folgejahr wurde die ¢.1227G>A-Mutation
auch in ostasiatischen Proben mit Del-Phanotyp nachge-
wiesen; mittlerweile ist unstrittig, dass die groBe Mehrzahl
der Del-Ph&notypen in Ostasien auf diesem Allel beruht®.

AKTUELLER STAND DER AUFKLARUNG
DER MOLEKULAREN BASIS DES DEL-
PHANOTYPS

Wie sich schon bei der ersten Aufklarung der molekula-
ren Basis der Del-Phanotypen andeutete®, kdnnen unter-
schiedliche Mechanismen zu DEL-Allelen fUhren. Dabei
waren die ersten identifizierten Allele paradigmatisch:
Nach wie vor sind die haufigsten Ursachen eines Del-
Phanotyps Missense-Mutationen, die zu Aminoséureaus-
tauschen im RhD-Protein fuhren, und Mutationen, die das
korrekte SpleiBen der RNA beeintrachtigen (Abbildung 2).

Mechanismen,

die zu DEL-Allelen
fihren

. Missense-Mutation . Nonsense-Mutation

. SpleiB-Mutation . Verlust-Start-Codon

. Hybridallel . Verlust-Stop-Codon

groBe Deletion andere

[ Frameshift

Abbildung 2: Mechanismen, die zu DEL-Allelen flhren

Mittlerweile unterscheidet die ISBT 48 DEL-Allele, die von
RHD*01EL.07 (dem ,asiatischen Del“ mit der ¢.1227G>A-
Mutation) bis zu RHD*071EL.50 nummeriert sind (die Num-
mern 27 und 34 werden nicht genutzt). Weitere 19 RHD-
Allele wurden ebenfalls mit einem Del-Phanotyp in Ver-
bindung gebracht, jedoch von der ISBT nicht oder noch
nicht in die Auflistung der DEL-Allele aufgenommen. Da
die Frage, welche dieser Allele einen Del-Phanotyp kodie-
ren, z. T. kontrovers diskutiert wird, beschrankt sich diese
Darstellung auf die von der ISBT gelisteten DEL-Allele.
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DEL DURCH MISSENSE-MUTATIONEN Die starke Verminderung der RhD-Expression bei DEL-
Allelen mit Missense-Mutationen kann durch zwei unter-
Bei 17 der 48 DEL-Allele liegt eine Missense-Mutation vor. schiedliche, sich nicht ausschlieBende Mechanismen

Wie bei weak D befinden sich die betroffenen Aminosau- zustande kommen: (i) Der induzierte Austausch einer Ami-
repositionen bei Del in intrazellularen oder transmembra- nosaure kann die Proteinstruktur beeintrachtigen und den
naren Anteilen des RhD-Proteins (Abbildung 3); die bei Einbau des RhD-Proteins in den RhD-/RhAG-Komplex
weak D und bei Del betroffenen Regionen sind nahezu und spéter in die Membran behindern und (ji) die Nukle-
deckungsgleich. otid-Substitution selbst kann das korrekte Splei3en der

RNA beeintrachtigen. Algorithmen zur Vorhersage des
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Abbildung 3: Aminosdurepositionen, die bei Del von Missense-Mutationen betroffen sind.

Das Bild zeigt ein zweidimensionales Schema des RhD-Proteins. RhD besitzt zwdélf transmembranére Segmente, amino- und carboxyterminales Ende des RhD-
Proteins sind beide intrazelluldr.

Panel A: Positionen, die von einer einzelnen Missense-Mutation bei Del betroffen sind, sind rot markiert.

Panel B: Positionen, die von einer einzelnen Missense-Mutation bei weak D (entsprechend der ISBT-Tabelle) betroffen sind, sind griin markiert.
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Abbildung 4: Mittels des Provean-Algorithmus berechneter Einfluss von
Aminoséuresubstitutionen bei weak D und Del. Die Ergebnisse bei weak D
und Del Uberlappen sich.

Einflusses einer Aminoséuresubstitution auf die Prote-
instruktur erkennen die Missense-Mutationen im Regel-
fall als ,schéadlich®. Falls bei weak D und Del die gleiche
Position betroffen ist, 18sst sich auch relativ gut nachvoll-
ziehen, dass der Austausch bei weak D weniger ,schad-
lich* ist als bei Del. Beispielsweise ist das Tryptophan an
Position 408 bei dem DEL-Allele RHD*071EL.70 durch Argi-
nin ersetzt, bei weak D Typ 22 durch Cystein. Provean’
berechnet einen Score (je negativer, desto groBer der
Effekt der Substitution) von -10,563 bei RHD*07EL.70 und
-9,747 bei weak D Typ 22. Insgesamt ist die Uberlappung
der flr weak D und Del berechneten Scores allerdings so
groB, dass eine Vorhersage des Phanotyps eines unbe-
kannten Allels alleine aufgrund von Modellberechnungen
noch nicht zuverlassig moglich ist (Abbildung 4).

DEL DURCH SPLEISSSTELLEN-
MUTATIONEN

Zwolf der 48 DEL-Allele beruhen auf Mutationen, die ,nur”
die SpleiBstelle betreffen. Hier kénnen zwei Mechanis-
men zur Reduktion des RhD in der Membran flhren: (i)
Bei manchen DEL-Allelen ist die Produktion von normal
gespleiBter mRNA zwar vermindert, aber nach wie vor
maoglich. Bei diesen Typen wird vermutlich normales RhD-

Protein in verminderter Menge exprimiert. Das bekann-
teste Beispiel ist das ,asiatische” RHD*01EL.O1. (i) Andere
Mutationen verhindern die Produktion korrekt gespleiBter
mRNA vollstandig. Bei diesen kann somit auch kein nor-
males RhD-Protein in die Membran eingebaut werden. In
der Regel vereinen diese Allele die Eigenschaften eines
Del mit denen eines Partial D, man spricht von partial Del,
bei dem eine Immunisierung gegen normales D-Antigen
maglich ist und der Nachweis der D-Expression nur mit-
tels Adsorption/Elution mit bestimmten monoklonalen
Antikorpern gelingt.

Der Effekt auf den Phanotyp ist ohne experimentelle Stu-
dien schwer vorhersagbar, da sowohl Transkripte mit feh-
lenden Exons als auch solche, in denen Intronstlicke
zusétzlich oder an Stelle des Exons vorhanden sind, auf-
treten kdnnen. Beispielsweise ist bei dem (in Deutschland
relativem haufigen) RHD*01EL.08 an der Exon 3-/Intron
3-Verbindung das erste Nukleotid des Intron 3 von G zu A
verandert. Dies zerstort die SpleiBstelle nahezu vollstan-
dig. RHD-Transkripte ohne RHD Exon 3 wurden fUr ein
nur 116 statt 417 Aminosauren langes Protein kodieren,
bei dem man kaum eine D-Expression erwarten wirde.
Vermutlich wird bei diesem Allel aber eine Spleistelle
57 Nukleotide 3 von der normalen SpleiBstelle genutzt,
was zu einem RhD-Protein mit einer Insertion von 19 Ami-
nosauren und einer ansonsten normalen Struktur flihrt8.
Dies wirde gut zu dem beobachteten ,partiellen® Del-
Phanotyp passen.

ANDERE URSACHEN VON DEL

Sechzehn der verbleibenden 19 DEL-Allele werden durch
sechs verschiedenen Mechanismen verursacht: (i) Hybrid-
allele, (i) Deletionen ganzer Exons, (iii) Verlust des Start-
Codons, (iv) Verlust des Stop-Codons, (v) kurze Deleti-
onen oder Insertionen mit Frameshift (Verlust des Lese-
rahmens) und (vi) Mutationen, die zu Stop-Codons fUh-
ren. Bei einigen Veranderungen ist es Uberraschend, dass
Uberhaupt noch Antigen D exprimiert wird. Oft liegen die
Veranderungen in Exon 1 oder Exon 8 bis 10; moglicher-
weise sind diese ,Randbereiche” des RhD-Proteins keine
unabdingbare Voraussetzung flr den Einbau von RhD
in die Erythrozytenmembran. In einigen Fallen ist auch
nicht auszuschlieBen, dass bei den betreffenden Allelen
gar kein Del-Phanotyp vorliegt, sondern dieser nur durch
falsch-positive Elutionsergebnisse vorgetauscht wurde.
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Abbildung 5: Weitere Mechanismen, die zu DEL-Allelen fiihren.

Die Position der von Exon 1 (graublau), Exon 8 (hellblau), Exon 9 (grau) und Exon 10 (griin) kodierten Aminosduren ist dargestellt, Deletion jeweils eines dieser
Exons kann zu einem DEL-Allel fiihren. Die durchgekreuzten Positionen geben Positionen an, die bei DEL-Allelen mit vorzeitigen Stop-Codons beobachtet wer-
den. Einfach durchgestrichene Positionen sind ebenfalls von Stop-Codons betroffen, hier beruht die experimentelle Evidenz fur einen Del-Phénotyp allerdings

lediglich auf einzelnen Abstrakts und wurde nie bestétigt.

NOCH UNGEKLARTE DEL-ALLELE

Bei drei DEL-Allelen sind die beschriebenen Verande-
rungen haufige Polymorphismen im Intron-Bereich, wie
sie auch im zweistelligen Prozentbereich bei normaler
Expression von RhD auftreten. Eine ursachliche Bezie-
hung dieser Varianten zu dem Del-Phanotyp kann daher
ausgeschlossen werden, vielmehr wurde bei diesen Alle-
len die eigentliche Ursache noch nicht charakterisiert.
Diese Beobachtung passt gut zu wiederholten Berich-
ten von Del-Phanotypen, bei denen sich kein Unterschied
zu ,normalem” RHD feststellen lieB. Es deutet somit eini-
ges darauf hin, dass es weitere Mechanismen gibt, die zu
einem Del-Phanotyp fuhren kdnnen, aber mit den derzeit
Ublichen Methoden nicht sicher erfasst werden.

DEL UND WEAK D

Abgesehen von dem unterschiedlichen Reaktionsverhal-
ten im indirekten Coombstest bestehen deutliche Ahn-
lichkeiten zwischen Del und weak D (Tabelle 2):

¢ In beiden Phanotypen ist die Antigendichte von Antigen
D auf den Erythrozyten deutlich reduziert

e Beide
Populationen einen merklichen Anteil der ,nicht normal

Phanotypen représentieren in  gewissen

RhD-positiven Proben®: In Deutschland sind etwa 5 %
dieser Proben weak D, in Ostasien 10-30 % Del.

e FUr beide Phanotypen stellt sich daher die Frage, unter
welchen Vorbedingungen man sie gefahrlos RhD-positiv
transfundieren kann bzw. ob eine Rhesusprophylaxe
erforderlich ist.

e Umgekehrt stellt sich in beiden Fallen die Frage, ob
man die entsprechenden Praparate RhD-negativen
Patienten transfundieren darf.

Auf Grund dieser Parallelen ist die Charakterisierung der
Eigenschaften von Del nicht nur flr den ostasiatischen
Bereich interessant, sondern auch ein interessantes
Modell fur den Umgang mit weak D.

Geographische Verbreitung von Del

Del wurde nicht nur zuerst in Ostasien (Japan, China,
Korea, Thailand) entdeckt, sondern es ist auch in die-
sen Regionen von groBter Bedeutung. Beispielsweise
ist in China nur etwa 1 % der Bevodlkerung RhD-nega-
tiv, und etwa 24 % der scheinbar RhD-negativen Pro-
banden sind Del, wenn man sie mit Adsorption/Elution
oder molekularen Methoden untersucht. Die Situation
ist in Thailand (20 % Del), Korea (15 % Del) und Japan
(9 % Del) ahnlich. In all diesen Landern beruhen 97 % bis
99 % der Del-Phanotypen auf dem asiatischen DEL-(Allel




RHD*01EL.017). Insgesamt hat sich der molekulare Nach-
weis von RHD*0O1EL.01, gegebenenfalls nach vorheriger
Bestimmung der Rhesusformel (RHD*01EL.01 steht fast
immer mit Antigen C) gegentber der serologischen Tes-
tung durchgesetzt.

In Europa ist Del dagegen eine Raritat, nur 0,03 % bis
0,3 % der scheinbar RhD-negativen Proben zeigen einen
Del-Phanotyp. AuBerdem wird hier nur eine Minderzahl
der Del-Phanotypen durch RHD*0O1EL.O1 verursacht, bei-
spielsweise in Deutschland nur 9 %. Die haufigsten DEL-
Allele schwanken von Land zu Land.

Eine Zwischenstellung nehmen Lander mit deutlicher
Minderheit ostasiatischer Abstammung ein, beispiels-
weise die USA. Hier ist der Del-Phanotyp zwar selten
(0,1 % der scheinbar RhD-negativen Probanden), wenn er
vorliegt, ist er aber meist durch RHD*07EL.0O7 verursacht
(67 % in den USA).

Kénnen Patienten mit asiatischem Del ein
Anti-D bilden?

Auf Grund der enormen Bedeutung des asiatischen Del
RHD*01EL.01 fur die Versorgung wurde die Frage, ob
Patienten mit asiatischem Del sich gegen normales RhD
immunisieren, intensiv untersucht. Bereits bei der Entde-
ckung von Del war aufgefallen, dass in dieser Studie kein
Proband mit Anti-D einen Del-Phanotyp zeigte'.

Eine definitive Klarung der Frage wurde jedoch erst madg-
lich, nachdem sich Del mit molekularen Methoden in ver-
schiedene Typen unterscheiden lieB. In zwei Studien in
China®10 wurde die Haufigkeit Anti-D immunisierter RhD-
negativer Patienten mit Anti-D immunisierter Del-Patien-
ten verglichen. Von 483 RhD-negativen Schwangeren
besaBen 99 (20 %) ein Anti-D, ebenso 11 von 160 trans-
fundierten RhD-negativen Patienten (7 %). Dagegen fand
sich kein Anti-D bei 132 Schwangeren und 65 transfun-

dierten Patienten mit Del-Ph&notyp. Vier Studien erlauben
einen Vergleich unterschiedlicher Del-artiger Allele®-12,
hier besal von 358 Schwangeren mit RHD*071EL.07 keine
einzige ein Anti-D, dagegen vier von 16 Schwangeren
mit einem anderen von der ISBT gelisteten DEL-Allel (tat-
sachlich besaB von acht Schwangeren mit RHD*01EL.44
die Halfte ein Anti-D). Derzeit lauft eine Studie zur pro-
spektiven RhD-positiven Transfusion von Patienten mit
RHD*01EL.01 (Clinical trial NCT03727230); bisher wurde
keine Anti-D-Immunisierung berichtet. Zusammenfas-
send deutet alle Evidenz darauf hin, dass sich Patienten
mit RHD*01EL.017 nicht gegen ,normales” RhD immunisie-
ren konnen, derartige Immunisierungsereignisse aber bei
einigen anderen Del-Typen vorkommen kénnen.

Kann eine Transfusion mit asiatischem Del eine
Anti-D-Immunisierung auslésen?

Auch hier gibt es in erheblichem Umfang Daten, die zuletzt
von lto et al.’3 zusammengefasst wurden: Insgesamt wur-
den 17 Félle einer Anti-D-Immunisierung durch Praparate
mit asiatischem Del bei RhD-negativen Patienten ausge-
|6st, davon in sechs Fallen moglicherweise eine Priméarim-
munisierung. Es empfiehlt sich also nicht, ein als Del
bekanntes Préparat einem RhD-negativen Patienten zu
transfundieren. Dies gilt auch fur ,seltene” Del-Typen, hier
sind funf Falle einer Anti-D-Immunisierung dokumentiert.

Ist Del bei Blutspendern eine wichtige Quelle
der Anti-D-Immunisierung?

Unabhéangig davon, dass es zweifellos Anti-D-Immunisie-
rungen durch fur RhD-negativ gehaltene Blutpréaparate mit
Del-Phanotyp gibt, stellt sich natdrlich die Frage, ob dies
eine wichtige Quelle der Anti-D-Immunisierung ist. Aus-
sagekraftig sind hierzu am ehesten Look-Back-Studien,
bei denen die Empféanger von Blutpréparaten, die sich im
Nachhinein als Del herausstellten, nachuntersucht wur-
den. Auf Grund der geringen Zahl von Del-Préaparaten und
dem typischen Auftreten zusammen mit Antigen C gibt es

Eigenschaft ‘ Weak D ‘ Del
Antigen D im indirekten Coombstest Positiv Negativ
Anzahl molekularer Typen >150 48

Maximaler Anteil ,nicht normal positiver” Proben

Etwa 6 % (Europa)

Bis 30 % (China)

Anti-D-Immunisierung bei Patienten

Bei einigen Typen maglich

Bei einigen Typen maglich

Allele mit sehr geringem Anti-D-Immunisierungsrisiko

RHD*01W.01, RHD*0TW.02, RHD*01W.03

RHD*0TEL.01

Immunisierung RhD-negativer Patienten durch
entsprechende Préparate

Dokumentiert

Dokumentiert

Tabelle 2: Vergleich von weak D und Del
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nur vergleichsweise wenige RhD-negative Patienten, die
mit Del-Praparaten transfundiert und ausreichend lange
nachbeobachtet wurden. Daten mit abgeklarten Alle-
len liegen aus sechs Studien vor 10, 1418 Anti-D-Immu-
nisierungen durch RHD*0OTEL.O1 traten bei einem von
21 Patienten, durch RHD*01EL.18 bei drei von 31, durch
RHD*0TEL.33 bei zwei von 29 Patienten auf. Dagegen
fanden sich keine Anti-D-Immunisierungen bei 13 Emp-
fangern von RHD*071EL.08-Préaparaten und einem Emp-
fanger eines RHD*01EL.11-Préparats auf. Haufiger waren
allerdings als alternative Immunisierungsquelle RhD-posi-
tive Thrombozytenpraparate angegeben worden.

Angesichts dieser geringen Anzahl nachverfolgter Patien-
ten ist es nicht Uberraschend, dass kein Konsens bei der
Beurteilung besteht: Einige Experten folgerten, dass das
Immunisierungsrisiko so gering ist, dass weitere MafBnah-
men nicht notwendig sind®, einige Lander?9.20 und Blut-
spendedienste20.21 pegannen dagegen auf Grund die-
ser Daten, ihre Blutspender mit molekularbiologischen
Methoden auf Del zu screenen.

Welche Lehren lassen sich aus der
Untersuchung von Del ziehen?

Wenn wir den Vergleich von weak D und Del wieder auf-
nehmen, ergeben sich einige Uberraschende Antworten:

e Auch wenn bei beiden Phanotypen die Antigendichte
von Antigen D auf den Erythrozyten deutlich reduziert
ist, ist eine Testung der Spender technisch machbar
und verbreitet.

Die Identifizierung von Allelen, die ,sicher” RhD-positiv
transfundiert werden koénnen, kann den Verbrauch
RhD-negativer Praparate reduzieren. Besonders aus-
gepragt ist dieser Effekt in Ostasien, wo theoretisch
bis zu einem Drittel der dort sehr raren RhD-negativen
Praparate eingespart werden kann.

Schon sehr geringe Mengen Antigen D auf den

Erythrozyten  kénnen eine  Anti-D-Immunisierung

ausldsen.

Ganz offensichtlich hangt das Risiko der Anti-D-
Immunisierung eines Patienten mit einer RHD-Variante
nicht von der Antigendichte, sondern vom molekularen
Typ ab.

Gerade diese letzte Beobachtung hat auch erhebliche
Bedeutung fur den deutschsprachigen Raum: Bekannt-
lich supprimiert ein Cde in trans durch den Ceppellini-
Effekt die Expression von Antigen D. Dieser Effekt ist bei
weak D besonders ausgepragt?3. Das fuhrt dazu, dass
Patienten mit weak D Typ 1 und CCD.ee-Phanotyp ein

besonders schwaches Antigen D besitzen, das den
Anwender verunsichern kann. Instinktiv fragt man sich, ob
es nicht gefahrlich ist, einen Patienten mit derart schwa-
chem Antigen D RhD-positiv zu transfundieren. Betrachtet
man die analoge Situation bei RHD*01EL.01, ist die Ant-
wort eindeutig: Selbst Spuren von RhD, die sich im indi-
rekten Coombstest nicht mehr nachweisen lassen, kon-
nen eine Anti-D-Immunisierung verhindern. Somit gibt es
keinen rationalen Grund gegen eine RhD-positive Trans-
fusion von Personen mit sehr schwacher RhD-Expres-
sion bei weak D Typ 1 (und Typ 3) im CCD.ee-Phanotyp
oder weak D Typ 2 im CcD.Ee-Phanotyp. Denkbare Aus-
nahmen waren lediglich das Vorliegen eines Subtyps (d. h.
zusatzlicher Mutationen) oder eines (Auto-)Anti-D.

Und noch ein abschlieBender Hinweis:

Auch wenn im vorliegenden Artikel argumentiert wird,
dass eine RhD-positive Transfusion bei RHD*0O1EL.01
gefahrlos maoglich ist, muss in der Praxis naturlich beach-
tet werden, dass in Deutschland in der aktuellen Richtli-
nie eine RhD-negative Versorgung dieses Genotyps vor-
gesehen ist. Angesichts der Seltenheit des Genotyps und
des Aufwands, ihn zu identifizieren, ist diese Regelung
eine sehr nachvollziehbare Entscheidung. Es ist daher
unwahrscheinlich, dass hier in nichster Zeit eine Ande-
rung stattfinden wird.
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Nico Greger

Immunhamatologische Diagnostik bei
einer Patientin mit bekannten multiplen

Alloantikorpern

Zusammenfassung

Bei einer Patientin mit bekannten erythrozytdren Antikorpern (Anti-Jk(a),
Anti-K und Anti-E) erfolgte in unserem Labor eine Abkldrung des aktuellen
Antikorperbefundes. Mit kommerziell erhéltlichen Testmethoden konnte in
der Antikorperdifferenzierung nur ein panreaktives Ergebnis ermittelt werden.
Erst unter Verwendung von speziellen Untersuchungsansétzen (Adsorptions-
Elutions-Techniken, neutralisierende Proteine und Spezialtestzellen mit feh-
lenden hochfrequenten Antigenen) konnte die zusatzliche Spexzifitat eruiert
werden. Dabei handelte es sich um einen Antikdrper mit der Allospezifitat
Anti-LW(a), der einen Titer von (ber 64.000 aufwies. Die molekulargeneti-
sche Sequenzierung des zugehdrigen Gens LW (= ICAM4) mit dem Nachweis
des Allels LIW*07 in homozygoter Auspragung unterstiitzte unsere Annahme
eines zuséatzlich gebildeten Alloantikorpers.

EINLEITUNG

Die Abklarung eines Antikdrperbefundes bei Patienten
mit multiplen Antikérpern oder Antikdrpern gegen hoch-
frequente Antigene stellt immer wieder eine hohe Her-
ausforderung fur das immunh&matologische Labor dar.
Kommerzielle Testmethoden kommen in dieser Situa-
tion schnell an ihre Grenzen. Dieses betrifft vor allem die
Abklarung von Antikérpern, die gegen Strukturen gerich-
tet sind, welche nicht die polymorphen Antigene aus dem
Duffy-, Kidd- oder MNS-Blutgruppensystem betreffen.
Dennoch ist in den meisten Féllen die Bestimmung der
Antikdrperspezifitat wichtig, um eine Aussage zur klini-
schen Relevanz vornehmen zu kénnen. Nur so kann die
Versorgung mit kompatiblen Erythrozytenkonzentraten
sichergestellt werden.

FALLVORSTELLUNG

Hier berichten wir Uber eine 84-jahrige Patientin, die auf-
grund einer iatrogenen Koronararteriendissektion bei
bekannter koronarer Herzkrankheit in einem fur kardio-
vaskuldre Erkrankungen spezialisierten Krankenhaus auf-
genommen wurde. Die Patientin habe bereits in der zuvor
behandelnden Einrichtung eine Vielzahl an Blutprodukten

Summary

In a patient with known red blood cell antibodies (anti-Jk(a), anti-K and anti-
E), an investigation of the current antibody findings should be performed in
our laboratory. With commercially available test methods for antibody iden-
tification, only a panreactive result could be determined. By using special
assay approaches, i.e. a combination of adsorption-elution techniques and
both neutralizing proteins and special test cells lacking high frequency an-
tigens, an additional allospecificity could be elicited: anti-LW(a) with a titer
> 64,000. Genotyping of the corresponding gene LW (= ICAM4) revealed
LW*07 in homozygous expression. This finding supported our assumption of
an additionally formed alloantibodly.

erhalten; die genaue Anzahl an Erythrozytenkonzentraten
konnte jedoch nicht mehr eruiert werden. Aufgrund des
nun stark positiven Antikdrpersuchtests leitete das zu die-
sem Zeitpunkt zustdndige immunhamatologische Labor
entsprechende Blutproben der Patientin zu unserem
Labor zur weiteren Abklarung. Die Blutgruppe der Patien-
tin war aus Altdaten (aus dem Jahr 2018) mit 0 Rh CCD.ee,
K- bekannt. Ebenfalls waren irreguléare erythrozytare Anti-
korper vorbeschrieben, diese wiesen die Allospezifitaten
Anti-dk(@), Anti-K und Anti-E auf. Eine erweiterte Typisie-
rung ergab bereits zum damaligen Zeitpunkt den Phano-
typ Fy(a+b+), Jk(@-b+) und S-neg., s-pos. Unter Verwen-
dung von In-House-Methoden konnte beim aktuellen sta-
tionaren Aufenthalt ein zusatzlicher Antikérper bestimmt
werden (siehe unten). Antigen-negative Praparate lagen
zu dem Zeitpunkt nicht vor und bevor eine Entscheidung
zum weiteren maoglichen Transfusionsvorgehen bespro-
chen werden konnte, verstarb die Patientin an den Kom-
plikationen der Grunderkrankung.

METHODEN

Eine ausfuhrliche Darstellung samtlicher Untersuchungs-
ansatze finden Sie im Internet zum Download unter:
www.drk-haemotherapie.de. Flr manuelle Ansatze wur-
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den Reagenzien der Fa. BioRad verwendet, fur Neut-
ralisationsversuche nutzen wir rekombinante Blutgrup-
penantigene (fBGA) der Fa. Imusyn. Adsorptions-Elu-
tions-Anséatze wurden nach der Empfehlung des AABB
Technical Manual durchgefihrt. Fir die Sequenzierung
von LW (= ICAM) wurde ein Tag-Cycle-Verfahren unter
Verwendung von vier fluoreszenzmarkierten Amplifikati-
onsterminatoren verwendet.

ERGEBNISSE

Die ABD-Kurzbestimmung bestatigte die aus Altdaten
bekannte Blutgruppe mit O RhD positiv. Die Erythrozy-
ten der Patienten waren stark vermehrt mit IgG beladen
(8+). Das nach Séaure-Elution gewonnene Eluat reagierte
mit allen Testzellen, wobei starkere Reaktionen mit Jka-
positiven Erythrozyten auszumachen waren. Daraufhin
wurde von uns der Verdacht auf eine — zumindest sero-
logische — verzdgerte hamolytische Transfusionsreaktion
durch den bekannten Alloantikdrper Anti-Jk(a) gedulert.

Das Plasma der Patientin reagierte im AHG-Milieu mit allen
Testzellen gleichstark (3+). Mit jeweils Ficin- und DT T-vor-
behandelten Testzellen zeigten sich jedoch schwachere
Reaktionen fur jene Testzellen, die als D-negativ deklariert
waren. Unter Verwendung von Spezialtestzellen, denen
hochfrequente Antigene wie zum Beispiel k, Kp(b), Lu(b),
Lu8, Au(a), Yt(@), Co(a), Vel, Sd(a), Kn(a) oder Yk(a) fehlen,

konnte keine zusatzliche Allospezifitat ausgemacht wer-
den. Die Titerbestimmung ergab, dass es sich um einen
sehr hochtitrigen Antikoérper (Titer > 64.000) handelte.
Neutralisationsanséatze mit rekombinanten Blutgrup-
penantigenen, die z. B. fir Ch(a), Rd(a), Kn(a)/DACY, Sct,
JMH, LW(a), Lu(b), Do(a), Do(b), In(b) oder Xg(a) exprimie-
ren, waren trotz angepasster Verdinnungsstufe des Pati-
entenplasmas nicht eindeutig, so dass wir uns fUr einen
Adsorptions-Elutions-Ansatz entschieden. Hiermit soll-
ten die bei der Patientin bekannten Alloantikdrper bei der
Diagnostik ausgeschlossen werden. Das auf diese Weise
gewonnene Saure-Eluat, welches aufgrund des aus-
gewahlten Erythrozytensediments als frei von Anti-Jk(a),
Anti-K und Anti-E betrachtet wurde, konnte nun mit dem
LW-Protein eindeutig neutralisiert werden (siehe Abb. 1).

Auch unter Verwendung von kryokonservierten Spezial-
testzellen reagierte das Adsorptions-Eluat zwar sowohl
mit solchen, die als K-Null, Ge:-2,-3, I-neg. und Kx-nega-
tiv typisiert waren, jedoch nicht mit LW(a)-negativen und
Rh-Null-Erythrozyten (siehe Abbildung 2). Aufgrund die-
ser Befunde wurde die Diagnose eines zusétzlichen Anti-
korpers mit der Allospezifitat Anti-LW(a) gestellt.

Die molekulargenetische Untersuchung ergab im MALDI-
ToF den abgeleiteten Phanotyp LW(a-b+). Die Sequenzie-
rung des zugehorigen Gens LW (= ICAM4) bestétigte die-
sen Befund mit dem Nachweis des Allels LW*07 in homo-
zygoter Auspragung: An Basenposition 299 konnte dabei

Neutralisation mit rekombinanten Antiseren
genutzter T-ilrg__r: Testzelle/EK:
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Abbildung 1: Neutralisation mit verschiedenen rekombinanten Blutgruppenantigenen (rBGA)
Abgesehen vom LW-Protein war eine Neutralisation mit den rBGA nicht erfolgreich. Nur das die Antigene LW(a) und LW(ab) exprimierende LW-Protein bewirkte

eine Aufhebung der Agglutination der Testzellen durch das Adsorptions-Eluat.
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Abbildung 2: Probekreuzungen mit kryokonservierten Spezialtestzellen

Unter Verwendung von Spezial-Erythrozyten (Zeile 1-8) reagierte das Adsorptions-Eluat nicht mit jenen, die als Rh-Null (Zeile 1) oder LW(a-) (Zeile 3) typisiert
waren. Die erste Spalte gibt die ID der Spezialzellen an, die zweite den speziellen Phdnotyp und Spalte 3 und 4 die Agglutinationsstérke in Erst- und Zweitable-
sung (Gelkartentechnik, ID-System BioRad); Spezialtestzelle 2 konnte aufgrund des hdmolytischen Verhaltens nicht ausgewertet werden.

A,

Abbildung 3: Sequenzierung von LW (= ICAM4)

Wie im oberen Teil der Abbildung zu sehen, konnte an Basenposition 299 bei der Patientin im Vergleich zum Referenzallel (LW*05) Guanosin (G) statt Adenosin
(A) nachgewiesen werden (grauer Balken). Dieses entspricht dem Allel LIW/*07, welches fiir den Phdnotyp LW(a-b+) kodiert. Im unteren Bereich ist die Verschie-
bung der Basenposition technisch bedingt.

nur das Nukleotid mit der Base Guanin gefunden werden DAS LW-BLUTGRUPPENSYSTEM

(siehe Abbildung 3), welches auf Proteinebene an Posi-

tion 100 zum Aminosaureaustausch Arginin statt Gluta- Das Landsteiner-Wiener-Blutgruppensystem (abgektrzt
min und damit zum LW(a)-negativen Phanotyp flhrt. Bei LW, ISBT-Nummer: 016) beschéftigt die Transfusionsme-
dem im Plasma der Patientin gefundenen Anti-LW(a) han- diziner bereits seit den 40er-Jahren des letzten Jahrhun-
delt es sich somit mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit um derts: Landsteiner und Wiener immunisierten zu der Zeit

einen Alloantikdrper. Die rein hypothetische Méglichkeit Kaninchen (und spater Meerschweinchen) mit den Ery-
eines Autoantikdrpers mit Alloantikérper-Charakter und throzyten von Rhesusaffen und konnten so einen Anti-

auch die weitere Spezifizierung des im Eluats gefunde- korper gewinnen, den sie zunachst Anti-Rhesus nann-
nen Antikdrpergemisches konnte aufgrund des Verster- ten'. Dieser schien die gleiche Spezifitat wie ein humaner
bens der Patientin leider nicht weiter abgeklart werden. Antikdrper aufzuweisen, den zuvor Levine und Stetson

beschrieben, aber nicht benannt hatten. Fortan wurden
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beide Antikorper unter der Bezeichnung Anti-Rh zusam-
mengefasst. Ein paar Jahre spéater konnten Fisk und
Foord jedoch zeigen, dass es Unterschiede zwischen
diesen beiden Antikdrpern gab?, das ,humane Anti-
Rh* wurde nun Anti-D genannt. Da zu diesem Zeitpunkt
bereits eine Vielzahl an Publikationen erschienen war, die
neben D auch die Antigene C, E und ¢ und korrespondie-
rende Antikdrper beschrieben, hatte man sich dazu ent-
schieden, das zugehdrige Blutgruppensystem nicht neu
zu benennen, man blieb bei der Bezeichnung Rh-Blut-
gruppensystem (ISBT-Nummer: 004). Der Begriff Rhe-
sus wurde jedoch verlassen und sollte in diesem Zusam-
menhang nicht mehr verwendet werden. Dennoch wer-
den Ausdrlcke wie Rhesusformel, Rhesusmerkmal oder
auch Rhesusprophylaxe wohl auch in Zukunft in unserem
Sprachgebrauch verankert bleiben.

Es brauchte nochmals zwei Jahrzehnte, bis man die
eigentliche Antigenstruktur des tierischen Anti-Rh her-
ausgefunden hatte3. Im Laufe der Zeit ist auch der geneti-
sche Hintergrund aufgekléart worden: Das zugehorige Gen
LW (auch ICAM4 genannt) auf dem kurzen Arm von Chro-
mosom 19 kodiert flr ein Glykoprotein namens ICAM-4,
welches als interzelluldres Adhasionsmolekul die Anti-
gene des LW-Blutgruppensystems tragt. Zum aktuellen
Zeitpunkt umfasst es vier Antigene: das hochfrequente
Antigen LW(a) (= LW5) und das antithetische, niederfre-
quente Antigen LW(b) (= LW7) und darUber hinaus die sehr
hochfrequenten Antigene LW(ab) (= LW6) und das erst vor
kurzem beschriebene LWEM (= LW8)#5. Nullph&notypen,
bei denen keines dieser Antigene exprimiert werden, sind
ebenfalls beschrieben worden, jedoch extrem selten. Um
Verwechslungen mit historischen und heutzutage nicht
mehr korrekten Bezeichnungen der LW-Antigene zu ver-
meiden, werden die Namen LW1 bis LW4 nicht mehr ver-
wendet, die Nomenklatur beginnt folglich mit LW5.

Es besteht dartiber hinaus ein enger raumlicher Zusam-
menhang zwischen dem RhD-Protein und ICAM-4, wel-
che beide zum Bande-3-Makrokomplex gezahlt werden.
Durch immunochemische Untersuchungen konnte man
zeigen, dass D-negative Erythrozyten deutlich weniger
ICAM-4 besitzen und damit auch deutlich weniger LW-
Antigene exprimieren als D-positive. Dieser Umstand
flhrt dazu, dass auch heute noch Antikdrper gegen
LW-Antigene oft als Anti-D fehlinterpretiert werden. Eine
Unterscheidung zwischen Anti-D und z. B. Anti-LW(a) ist
zum Beispiel durch die Verwendung von speziellen vor-
behandelten Testzellen moglich: Das Enzym Pronase zer-
stort die Antigene aus dem LW-System, jedoch nicht das
Antigen D aus dem Rh-System6. AuBerdem fihrt auch
Dithiothreitol (DTT) zu einer deutlichen Reduktion der LW-

Antigenstarke. Konigshaus konnte mit seiner im Jahre
1984 erschienenen Publikation jedoch zeigen, dass dieser
Effekt bei hdhertitrigen LW-Antikérpern deutlich geringer
ausfallt”. Dieses konnte erklaren, warum in unserem Fall-
beispiel das Anti-LW(a) mit einem Titer von gréBer 64.000
noch mit DTT-behandelten Testzellen reagierte. Rh-
Null-Zellen, also Erythrozyten, die kein einziges Antigen
aus dem Rh-System exprimieren, besitzen kein ICAM-4
auf der Zellmembran und exprimieren somit auch keine
LW-Antigene3 6,

Bis zum heutigen Tage wurde kein einziger Fall einer
hamolytischen Transfusionsreaktion oder eines Mor-
bus haemolyticus neonatorum (MHN) durch LW-Alloan-
tikodrper beschrieben. Viele Patienten mit Anti-LW(a) oder
Anti-LW(ab) wurden erfolgreich mit RhD-negativen Pr&-
paraten transfundiert, obwohl die serologischen Vertrag-
lichkeitsproben in diesen Fallen oft positiv waren. Gegen
LW-gerichtete Autoantikdrper kénnen hingegen bei vie-
len Patienten mit einer autoimmunhamolytischen Anamie
vom Wéarmetyp nachgewiesen werden8. Es wurde in der
Literatur auch bereits ein Fall eines durch ein Autoanti-
LW(a) verursachten MHN beschrieben, der erfolgreich mit
Fototherapie behandelt wurde®.

SCHLUSSFOLGERUNGEN

Unser Fall konnte eindrucksvoll zeigen, dass die immun-
hamatologische Abklarung von Antikdrpern bei Patienten
mit einem Antikdrpergemisch und zusétzlichem Antikor-
per gegen ein hochfrequentes Antigen eine gro3e Heraus-
forderung darstellt. Der mit Hilfe von Adsorption-Elutions-
verfahren ,aufgereinigte® Antikdrper konnte im Anschluss
durch die Verwendung von rekombinanten Blutgrup-
penantigenen und kryokonservierten Spezialtestzellen
identifiziert werden. Das so gefundene Anti-LW(a) wird in
der Literatur als klinisch nicht relevant angegeben, eine
Versorgung mit RhD-negativen Praparaten wird empfoh-
len, da diese nur eine geringe Antigendichte von LW(a)
aufweisen. Darunter sind bis zum heutigen Tage keine
hamolytischen Transfusionsreaktionen beschrieben wor-
den. Bei einer Titerhdhe von Uber 64.000 und positiven
serologischen Vertraglichkeitsproben mit RhD-negativen
Praparaten ist es rein spekulativ, ob in unserem Falle auch
eine gute Vertraglichkeit vorgelegen hétte. Erschwerend
kam hinzu, dass aufgrund des Blutgruppenbefundes der
Patientin prinzipiell nur Rhc-negative Préparate (Rh-For-
mel CCddee) in Frage gekommen waren, um eine zusatz-
liche Immunisierung gegen das Antigen ¢ zu vermeiden.
Da die hierflr nétige Haplotypen-Kombination Cde/Cde
in Deutschland eine Frequenz von etwa 0,01 % aufweist,




sind passende Préaparate selten!0. Die Berticksichtigung
der anderen Alloantikérperspezifitaten reduzierte die Aus-
wahl an kompatiblen Erythrozytenkonzentraten nochmals.
Aufgrund der doch sehr eingeschrankten Praparateaus-
wahl war in dem hier vorgestellten Fall geplant, mit Hilfe
eines Monozyten-Monolayer-Assays eine Aussage zur Kli-
nischen Relevanz des hochtitrigen Anti-LW(a) zu erzielen.
Aufgrund des pldtzlichen Ablebens der Patientin konnte
diese Untersuchung jedoch nicht mehr durchgefihrt
werden.

DANKSAGUNG
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flr die kritische Durchsicht des Manuskriptes und Fr. Dr.
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Die Literaturhinweise zu diesem Artikel finden Sie im Internet zum
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Claudia Miiller

Vor 70 Jahren:

Erster offentlicher Blutspendetermin in

Deutschland

Vor 70 Jahren war es ein mutiges Experiment, heute ist es Routine: Viele Millionen Menschen haben in den vergangenen

sieben Jahrzehnten beim Roten Kreuz Blut gespendet. Millionen verdanken ihre Genesung einer Bluttransfusion. Rund

2,8 Millionen Blutspenderinnen und Blutspender begriBen die Blutspendedienste des Roten Kreuzes derzeit in Deutsch-

land pro Jahr. Damit decken sie rund 75 Prozent des Blutbedarfs der Kliniken und Arztpraxen.

Nach einem Grubenungliick auf der Zeche Dahlbusch
in Gelsenkirchen-Rotthausen mussten im Jahr 1950
zahlreiche Blutkonserven aus Frankreich geholt werden,
um die Verletzten zu behandeln. In Deutschland stan-
den ausreichende Mengen an gespendetem Blut nicht
zur Verfugung. Das war ein deutlicher Impuls, die Grin-
dung eines Blutspendedienstes in Deutschland voran-
zutreiben. Am 9. Marz 1951 grindeten die DRK-Lan-
desverbande Nordrhein und Westfalen-Lippe den ers-
ten DRK-Blutspendedienst in Deutschland. Zuvor hatte
es einzelne Blutspenden in Krankenhdusern gege-
ben, aber am 29. Februar 1952 fand der erste 6ffentli-
che, krankenhausunabhéngige Blutspendetermin statt.
Diese Premiere gab es in Gelsenkirchen an einem Tag
an drei Standorten. In Buer wurden 65 Blutspender
begruBt, in ,Alt-Gelsenkirchen“ 12 und in Horst 18.

Bis in die siebziger Jahre bewegten ehrenamtliche

Helferinnen die Glasflaschen wéhrend der Blut-
spende, damit das Blut nicht gerinnen konnte.
Fotonachweis: DRK-Blutspendedienst NSTOB

Ein Grubenungliick gab den Impuls zur Griindung des DRK-Blutspende-
dienstes. Viele Bergleute wurden {iberzeugte Blutspender.
Fotonachweis: DRK-Blutspendedienst West

In den n&chsten Jahren griindeten die DRK-Landesverbande in allen
Bundeslandern der Bundesrepublik weitere Blutspendedienste. Der
Vorteil des Roten Kreuzes: Dank der DRK-Ortsvereine gab es vor Ort
Ansprechpartner, die sich auskannten und sich persénlich um eine
Blutspendeaktion kimmern konnten. Die Mund-zu-Mund-Propaganda
fUhrt auch heute — in Social-Media-Zeiten — dazu, dass ,Blutspender-
werben-Blutspender“-Aktionen erfolgreich sind und in 1&ndlichen Regi-
onen im Verhaltnis zur Bevdlkerung mehr Menschen Blut spenden als in
den groBBen Stadten, in denen mehr Anonymitat herrscht.

Fotonachweis: DRK-Blutspendedienst West




Zurlck zum Anfang: In enger
Einer der prominentesten
Blutspender der Welt,
Elvis Presley, spendete
am 16.01.1959, anldBlich
eines DRK-Blutspendeter-
mins in der US-Kasemne in
Friedberg, sein Blut.

Zusammenarbeit mit den ehren-
amtlichen Helferinnen und Hel-
fern der DRK-Ortsvereine orga-
nisierten die Mitarbeiter und
Mitarbeiterinnen der DRK-Blut-
spendedienste immer zahlrei-

e L
. g f
chere Blutspendeaktionen. Oft as® 97, Jan 5¢
A H H Ivis Presh ndele Blul
zunachst an einem Ort nur ein- e it I

Presley war am Freltag der prominenteste Frel-
willige bel einer Blulspendeaktion des Rolen
Kreuzes in einer amerikanischen Kaserne in
In der Friedberger Wartiurmkaserne
i | od tlich gaben ez 206 amerikanlsche Soldsien Blut fr
deutsche KrankenhBuser. Der isvorsilzende
viermat oder Sogar monatien. des Relen Kreuzes In Friedberg, Blrgermelster
i ith i i Guifler (Bad Nauheim), dankle den Amerika:
- : ihre uneigennitzige Hille, die

Vlele Mltburgennnen und Mlt r;r;‘axln‘.l.:ba:er bv.‘;r!uﬂe. als f'.ue Blutkonserven in
Hessen noth immer nicht ausreichien Gelller

snrach die ous, dad dos
Belsplel in den Ubrigen amerdl kamu—heﬂ Garni-
zonen in Hessen Schule machen wird,

mal im Jahr, spater zwei-, drei-,

bUrger machten mit. Manch-
mal kam auch Prominenz. In
Hessen begriBte man am 16.
Januar 1959 den ,berihmtes- Ofteabach Pist
ten Blutspender der Welt": Elvis
Presley spendete in der US-

Kaserne in Friedberg Blut.

Blutspender
,Heulboje”

Friedberg (upi) — Elvis Pres-
ley hat gestern Blul gespendet.
Der gegenwirtig als Soldat In

nische Rock ‘n' Roll-Skoger —
als .Heulboje" bekanni — war
elner von 180 Angehdrigen der
III. US-Panzerdlvislon. die sich
dem Deutschen Roten Kreuz als
Blutspender zur Verfigung stell-
ten.

In der DDR grindete der
staatliche  Gesundheitsdienst

,Bezirksinstitute fur Blutspende

und Transfusionswesen® (BIBT),
das erste 1954 in Dresden. Die Der ,,beriihmteste Blutspender der Welt“: Elvis Presley

BIBTs fuhrten die Blutspende- Fotonachweis: DRK-Blutspendedienst Baden-Wiirttemberg — Hessen

aktionen durch. In jedem gro-

Ben Kreis war ein Bezirksinstitut regional zustandig. Im Unterschied zur Entwicklung des Blutspendewesens in der Bun-
desrepublik organisierte man in der DDR kaum &ffentliche Blutspendetermine. Die Blutspendeaktionen fanden hier vor-
zugsweise in Firmen, in zentralen Dienststellen und bei der NVA (Nationale Volksarmee) statt. Die Blutspenderinnen und
Blutspender, die ja in der Regel an ihrem Arbeitsplatz zur guten Tat schritten, wurden wéhrend der Arbeitszeit freigestellt.
Haufig bekam man den ganzen Tag frei, wenn man morgens Blut gespendet hatte. Das Rote Kreuz organisierte die Blut-
spendeaktionen nicht selbststandig, sondern unterstitzte den staatlichen Gesundheitsdienst. DRK-Mitglieder kiimmer-
ten sich darum, in den Betrieben fUr die Blutspende zu werben und die Kolleginnen und Kollegen zur Blutspende zu moti-
vieren. Mit der deutschen Einheit entstanden DRK-Blutspendedienste auch in der ehemaligen DDR.

Im Laufe der Jahrzehnte gab es zun&chst viele Neugriindungen, spéter zahlreiche Fusionen. Derzeit kimmern sich sechs
Blutspendedienste des Roten Kreuzes um die Blutversorgung in Deutschland:

e der DRK-Blutspendedienst NSTOB (Niedersachsen, Sachsen-Anhalt, Thuringen, Oldenburg und Bremen),
e der DRK-Blutspendedienst Mecklenburg-Vorpommern,

¢ der DRK-Blutspendedienst West (Nordrhein-Westfalen, Rheinland-Pfalz und Saarland),

e der DRK-Blutspendedienst Nord-Ost (Berlin, Brandenburg, Hamburg, Sachsen, Schleswig-Holstein),

¢ der DRK-Blutspendedienst Baden-Wiirttemberg - Hessen und

e der Blutspendedienst des Bayerischen Roten Kreuzes.
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ETHISCHER KODEX

Die Blutspende beim Roten Kreuz ist nach wie vor freiwillig und unentgeltlich. Die 24. Internationale Konferenz vom Roten
Kreuz im Jahre 1981 in Manila hat sich zum Ethischen Kodex fur Blutspende und Bluttransfusion bekannt: ,Finanzieller
Nutzen darf weder flr den Spender noch fur denjenigen Beweggrund sein, der fur die Blutentnahme zustandig ist. Die
freiwillige, unentgeltliche Blutspende soll stets geférdert werden.”

BLUTSPENDE IM WANDEL

NatUrlich sah die Blutspende 1952 anders aus als heute. Bis in die
siebziger Jahre lief das Spenderblut in Glasflaschen und wurde
zunachst als Vollblut transfundiert. Statt der mittlerweile unverzicht-
baren Blutmischwaagen, die das Blut wahrend der Blutspende
bewegen und damit die Gerinnung verhindern, bewegten Helferin-
nen die Glasflaschen manuell hin und her. Der Einsatz von Kunst-
stoffbeuteln erleichterte die ,Hamotherapie nach MaB*: Aus einer
Blutspende konnten unterschiedliche Arzneimittel (Erythrozyten-
konzentrat, Thrombozytenkonzentrat, Plasma, Plasmapraparate

wie Albumin und Faktor VII) hergestellt werden. Seitdem bekommt
ein Patient nur die Blutbestandteile, die er wirklich braucht. Gespendetes Blut in einer Glasflasche
Fotonachweis: DRK-Blutspendedienst NSTOB

DIE GEGENWART

In sieben Jahrzehnten haben sich viele Ablaufe
und Prozesse veradndert — eines ist jedoch
gleichgeblieben: Blut ist nach wie vor ein wich-
tiger Baustein in der medizinischen Grundver-
sorgung. Nach wie vor engagieren sich neben
vielen hauptamtlichen Mitarbeiterinnen und Mit-
arbeitern tausende ehrenamtliche Helferinnen
und Helfer fUr die Blutspende. Nach wie vor
spenden Milionen Menschen jedes Jahr Blut
und leisten damit einen entscheidenden Beitrag

zur Sicherung der Krankenversorgung.

Blutspende heute mit Blutmischwaage und Kunststoffbeutel
Fotonachweis: Zentralhallen GmbH | Jessica Schulze

Die Autorin

Claudia Miiller

Referentin Unternehmenskommunikation
DRK-Blutspendedienst West gemeinnlitzige
GmbH, Zentrum fir Transfusionsmedizin Miinster
c.mueller@bsdwest.de

Die Literaturhinweise zu diesem Artikel finden Sie im Internet zum
Download unter: www.drk-haemotherapie.de




Stephan David Kiipper, PD Dr. med. Thomas Zeiler, Claudia Miiller

Es muss weiterlaufen:

Blutspende in pandemischen Zeiten

Nach zweieinhalb Jahren Corona-Pandemie l&sst sich
aus Sicht der Blutspendeorganisationen eines sofort
unterschreiben: Alle Institutionen waren und sind von
den Auswirkungen der Pandemie massiv betroffen. Die
Griinde fur einen immer wieder deutlichen Rickgang der
Blutspendebereitschaft waren bei den stationaren Blut-
spendeeinrichtungen in den Kliniken und den mobilen
Blutspendeterminen der DRK-Blutspendedienste unter-
schiedlicher Natur, im Ergebnis jedoch gleich: Es fehlte
immer wieder an Blutspenderinnen und Blutspendern.

Eine wilde Achterbahnfahrt, so haben wir die Heraus-

forderungen im Blutspendewesen in Corona-Zeiten
beschrieben. Es war und ist alles dabei — ein stetes Auf
und Ab, das Geflhl, aus der Kurve getragen zu werden,
schnelle Wechsel zwischen Abbremsen und Durchstar-

ten sowie am Ende die Tatsache, dass niemand den Aus-

Knopf betétigt. Wir befinden uns immer noch mitten in
der Krise.

Alle Bereiche des privaten und &ffentlichen Lebens waren
und sind durch COVID-19 betroffen. Eine Krise, die auch
das Blutspendewesen Uber alle Institutionen mit Wucht
traf und weiterhin beeinflusst.

Als im Februar 2020 die Blutspendezahlen hinter den
Erwartungen zurUckblieben, sprachen die Fachleute
noch von einem saisontypischen Ruckgang. Es war Win-
ter, Erkéltungs- und Grippewellen gingen durchs Land.
Das Coronavirus war in Europa ein Thema am Rande.
Reiserlickkehrer aus China wurden jedoch bereits von der
Blutspende zurtickgestellt. Dann ging alles sehr schnell —
SARS-CoV-2 erreichte Europa und auch in Deutschland

wurden die ersten COVID-19-Félle gemeldet. Danach

SchutzmaBnahmen
gelockert

1.Lockdown

2020

01 02 03 04 05 06 07 08 09

Die Auswirkungen der Corona-SchutzmaBnahmen
auf das Blutspendeaufkommen

2.Lockdown 2.Lockdown

100 11 2 01 02 03 04 05 06 O7

Abbildung 1: Das Spendeaufkommen in Abhéngigkeit der Corona-SchutzmaBnahmen. Grafik: DRK-Blutspendedienst West
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sollte auch bei der Blutspende nichts mehr so sein wie
vor Corona.

Innerhalb kirzester Zeit standen alle Beteiligten beinahe
téglich vor neuen Herausforderungen. Sind Blutspende-
termine vom Versammlungs- und Kontaktverbot ausge-
nommen? Welche MaBnahmen mussen ergriffen werden,
um Blutspende auch in Zeiten des Coronavirus sicher zu
halten?

Noch im Marz 2020 sollten alle Kontakte so weit wie mdg-
lich heruntergefahren werden. Der damalige Bundesge-
sundheitsminister Jens Spahn rief die Kliniken dazu auf,
Notfallkapazitaten zur Behandlung von Coronapatienten
aufzubauen. Der Bedarf an Blut sank in dieser Zeit um
mehr als 20 Prozent und lag in der Spitze fast ein Drittel
unter der Ublichen Menge.

Der erste Corona-Lockdown trat am 22. Marz 2020
in Kraft. Er war mit zahlreichen Einschrdnkungen im
offentlichen Leben verbunden. Sieben Wochen sollte er
andauern.

FUr die Blutspendedienste gab es in dieser Phase bereits
viel zu tun. Alle Ablaufe auf den Blutspendeterminen wur-
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den quasi auf den Kopf gestellt. Eine groBe Herausfor-
derung, denn beinahe wdchentlich wurden Anderungen
notwendig, um die Blutspende flr alle Beteiligten sicher
zu halten. Die Gemeinschaft des Roten Kreuzes funkti-
onierte in dieser angespannten Lage und zeigte, was in
ihr steckt. Dort, wo ehrenamtliche Helferinnen und Helfer
nicht mehr aktiv sein konnten, weil sie zum Beispiel auf-
grund ihres Alters zur Risikogruppe gehorten, sprangen
andere DRK-Bereitschaften ein und halfen, das System
Blutspende am Laufen zu halten. Alte Strukturen funk-
tionierten nicht mehr. In vielen Orten mussten von jetzt
auf gleich neue Blutspendelokale gesucht werden, weil in
den bisherigen Raumlichkeiten der geforderte Mindestab-
stand von 1,5 bis zwei Metern zwischen zwei Personen —
und damit auch zwischen zwei Blutspendeliegen — nicht
umsetzbar gewesen ware. Daher hiel es haufig: Raus aus
dem Pfarrzentrum und rein in die Turnhalle, raus aus der
Grundschule und rein in den Festsaal. Manchmal muss-
ten Blutspendeaktionen ausfallen, weil es nicht mdog-
lich war, auf die Schnelle einen passenden Raum zu fin-
den. Verunsicherung war auf allen Ebenen zu splren. So
mussten in den ersten zehn Wochen der Pandemie allein
beim DRK-Blutspendedienst West mehr als 500 Spen-
determine abgesagt, verlegt oder umorganisiert werden.

Ende April 2020 rief Jens Spahn die Krankenhauser
auf, verschobene Operationen wieder einzuplanen. Der
Bedarf an Blutpréparaten stieg Uber Nacht wieder an. Die
Blutspendebereitschaft aber lie nach. So ging es weiter
— ein Auf und Ab, zermUrbende Debatten Uber eine Impf-
pflicht, Coronavarianten, die Frage, in welcher Welle wir
uns gerade befinden und welche Restriktionen ergriffen
werden sollen.

Viel Bewegung war auch in den MaBnahmen der Blut-
spendedienste notwendig: Zeitweise haben neu einge-
fUhrte Blutspende-Lotsen vor Betreten eines Blutspende-
lokals die Temperatur gemessen, phasenweise galt auch
bei der Blutspende die 3G-Pflicht, Maskenpflicht, Lunch-
pakete — und vieles mehr.

Manche MaBnahmen galten nur vortbergehend, andere
werden bleiben: Nach mehreren Tests im Jahr 2020
fUhrte der DRK-Blutspendedienst West im Januar 2021
fir alle Blutspendetermine ein Terminreservierungssys-
tem ein. Auch in anderen Blutspendediensten wurden
Terminreservierungssysteme erfolgreich eingefuhrt. Wer
Blut spenden mdchte, reserviert sich nun vorab eine
Terminzeit. Lange Warteschlangen, in denen die Men-
schen eng beieinander stehen, werden so vermieden. Der
gesamte Ablauf des Blutspendetermins wird flieBender
und entspannter.




In diesen unruhigen Zeiten bleibt das Informationsbedurf-
nis der Menschen auch in Bezug auf die Durchfihrung
von Blutspendeterminen groB. Mit fortlaufender Dauer der
Pandemie hatten die Blutspendedienste allerdings immer
wieder Schwierigkeiten, sich in der gesamten Informati-
onsflut durchzusetzen. Corona blieb nicht das einzige Kri-
sen-Thema. Neben der andauernden Pandemie scho-
ckierte uns im Sommer 2021 die Flut in Nordrhein-West-
falen und in Rheinland-Pfalz. Im Februar 2022 begann
der Krieg in der Ukraine mit all seinen auch in Deutsch-
land spurbaren Auswirkungen, mit Inflation, mit drohender
Energieknappheit und dem Geflhl, dass jahrzehntelange
Gewissheiten sich plétzlich in Luft auflésen kdnnen. Dazu
dann noch der immer deutlicher werdende Klimawan-
del. Im Umfeld dieser negativen Themen, die die Nach-
richten beherrschen, brauchten wir im Sommer 2021 und
im Frdhjahr 2022 bundesweite Alarmrufe der Blutspen-
dedienste, um dem andauernden Blutspendemangel
entgegenzutreten.

In der gesamten Pandemiezeit konnte man zudem ein
besonderes Phanomen beobachten. In den Phasen, in
denen es viele Restriktionen in Bezug auf Veranstaltun-
gen und Freizeitangebote gab, haben viele Menschen
Blut gespendet. Die Blutspende war immer von Ver-
sammlungsverboten ausgenommen. Die Blutspendeter-
mine waren beim DRK-Blutspendedienst West und auch
bei anderen Blutspendediensten gut bis sehr gut besucht.
Mit wegfallenden Corona-SchutzmaBnahmen brach die
Blutspendebereitschaft ein. Besonders negativ konnte
man dies im Frdhjahr 2022 beobachten — die Menschen
hatten viel nachzuholen, absolute Mobilitat war ange-
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sagt. Urlaube wurden geplant, Konzertbesuche nachge-
holt, das gute Wetter gemeinsam genutzt. Je mobiler die
Menschen, desto schwieriger wird es fUr die Blutspende.
Diese Erkenntnis, die ublicherweise in den klassischen
Blutspende-Problemzeiten wie den Sommerferien gilt,
zeigte sich in diesem Jahr sehr frih und sehr schmerzhaft.

PD Dr. med. Thomas Zeiler
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Benjamin Albrecht, Franz-Josef Schneider

Die Flutkatastrophe und ihre Auswirkungen
auf den DRK-Blutspendedienst

Nach dem 14. Juli 2021 waren ganze Landstriche im Ahr-
tal und der Eifel nicht mehr wiederzuerkennen. Die Jahr-
hundert-Flutkatastrophe hatte eine Spur der Verwistung
Uber eine Strecke von mehr als 40 Kilometern hinterlas-
sen. Mit betrachtlichen Auswirkungen auf die Arbeit des
DRK-Blutspendedienstes in Bad Kreuznach.

Die Flutkatastrophe des Sommers 2021 forderte allein in
Rheinland-Pfalz 135 Todesopfer (134 Tote im Kreis Ahr-
weiler und ein Toter im Eifelkreis Bitburg-Prum). 766 Men-
schen wurden zum Teil schwer verletzt, tausende obdach-
los. Unzahlige Hauser wurden erheblich beschadigt oder
gar von den Fluten mitgerissen. Menschliches Leid und
tragische Schicksale trieben die Bevolkerung in der
getroffenen Region an den Rand der Verzweiflung und
der Hoffnungslosigkeit. Der Verlust von nahen Angehori-
gen und die Zerstdrung der eigenen Wohn- und Lebens-
situation sowie annahernd der kompletten Infrastruktur
hatten tragische AusmaBe angenommen.

VON DER ERSTEN LAGEMELDUNG ZUR
STREICHUNG VON SPENDETERMINEN

Fur den DRK-Blutspendedienst war unmittelbar nach der
Flutkatastrophe rasches Handeln notwendig. Am Morgen
nach der Flut, dem 15. Juli, fanden sich die flr die Pla-
nung und Organisation der Blutspendetermine zustan-
digen Gebietsreferentinnen und -referenten sowie die
Abteilungsleitung der Abteilung Spendeorganisation zu
einer Krisen-Videokonferenz zusammen. Hier wurde ein
erster Versuch unternommen, sich ein Bild von der Lage
im Katastrophengebiet zu machen und abzuschétzen,
wie mit den geplanten Blutspendeterminen zu verfahren
ist, die von der Unwettersituation betroffen waren. Dies
gestaltete sich auch deshalb schwierig, weil der fUr die
Region verantwortliche Gebietsreferent — und Co-Autor
dieses Artikels — selbst in der Nahe des Katastrophen-
gebietes lebt und am Morgen nach der Flut weder Uber
Mobilfunk- noch Internetempfang verfugte. Erst auf den
Hohen der Eifel fand sich eine einigermaBen stabile Ver-
bindung, die ihm eine Schilderung der ersten Eindrlcke
von der Lage im Ahrtal ermoglichte.

Abbildung 1: Blick auf das von der Flut stark getroffene Altenahr-Altenburg
am 15. Juli 2021, einen Tag nach der Katastrophe.

Die im Katastrophengebiet geplanten und unmittelbar
bevorstehenden Blutspendetermine mussten aufgrund
der zerstorten Infrastruktur kurzfristig abgesagt wer-
den. Grund hierfUr waren einerseits zerstorte oder stark
beschadigte Gebaude, in denen die Spendetermine hat-
ten stattfinden sollen (Schulen, Gemeindehduser, Sport-
hallen etc.), aber auch die zerstérten StraBen und Bru-
cken im Katastrophengebiet, die ein Erreichen der Ter-
minorte schwer bis unmdéglich gestalteten. Erschwerend
hinzu kam, dass sich nahezu alle verflgbaren Kréafte
des Rotkreuz-Ehrenamts im Katastrophenschutzeinsatz
befanden und dass sie somit nicht fir die Durchfihrung
von Blutspendeterminen in der Region eingesetzt werden
konnten. In den Flutgebieten in Rheinland-Pfalz und Nord-
rhein-Westfalen mussten in den Monaten Juli bis Dezem-
ber 2021 insgesamt 25 Blutspendetermine mit geplan-
ten 2.085 Spenderinnen und Spendern bedingt durch die
Folgen der Katastrophe abgesagt werden.

Selbst die Absage der Blutspendetermine — eigentlich ein
klar geregelter Routinevorgang — gestaltete sich fur die
Abteilung Spendeorganisation im Zentrum fur Transfusi-
onsmedizin Bad Kreuznach schwierig. Spenderinnen und
Spender, die zuvor per E-Mail oder postalisch zu ihrem
nachsten Blutspendetermin eingeladen wurden, waren
aufgrund der zerstérten Infrastruktur und der abgebro-
chenen Telefon- und Internetanbindung flr den Blutspen-
dedienst nur schwer bzw. gar nicht zu erreichen. Auch
die Kommunikation Uber die sozialen Netzwerke, deren




Abbildung 2: Das zerstorte Ufer der Ahr in Bad Neuenahr-Ahrweiler ein
Jahr nach der Flut.

Bedeutung im Rahmen der Werbung und Bindung von
Spenderinnen und Spendern in den vergangenen Jah-
ren immer mehr zugenommen hat, war nicht moéglich. Die
Menschen, die Uber die gangigen Wege erreicht werden
konnten, wurden Uber die Terminabsagen informiert und
dabei gebeten, auch in ihrem Freundes- und Bekann-
tenkreis dartber zu informieren. Ferner wurden die ort-
lichen Rotkreuz-Gliederungen als Multiplikatoren genutzt,
um im Rahmen der ,Mundpropaganda“ Informationen zu
verbreiten.

ERSTE BLUTSPENDETERMINE NACH
DER FLUT

Im Ubrigen Rheinland-Pfalz und Saarland fanden alle Blut-
spendetermine so statt, wie geplant. Mancherorts konn-
ten kurzfristig Ersatztermine durchgefuihrt werden, die
mit dem Personal durchgefihrt wurden, das eigentlich
fur Blutspendetermine im Ahrtal vorgesehen war. So fand
beispielsweise ein auBerplanmaBiger Blutspendetermin in
Nastatten im Rhein-Lahn-Kreis statt, der auch gezielt mit
dem Hinweis beworben wurde, dass es sich dabei um
einen Termin handelt, der ausfallende Blutspendetermine
im Ahrtal kompensieren soll. Die Resonanz der Bevdlke-
rung in Nastatten und Umgebung war enorm.

Einen ahnlich groBen Zuspruch erfuhren in diesen Tagen
und Wochen die Blutspendetermine, die in geografi-
scher Nahe zum Krisengebiet stattfanden, selbst aber
nicht von der Flut betroffen waren, hier sei als Beispiel
die Gemeinde Grafschaft im Landkreis Ahrweiler genannt.
Der Ansturm auf diese Blutspendeaktionen wenige Tage
nach der Katastrophe war so nicht abzusehen. Viele Men-
schen, die selbst nicht bei der Flut zu Schaden gekom-
men waren, zeigten auf diese Weise ihre Solidaritat mit

den Flutopfern und den DRK-Einsatzkraften. Die Situation
war in gewisser Weise mit dem Beginn der SARS-CoV-
2-Pandemie im Fruhjahr 2020 vergleichbar, als die Blut-
spendetermine des Deutschen Roten Kreuzes im Zuge
der gesamtgesellschaftlichen Solidaritdt so gut frequen-
tiert waren, wie selten zuvor.

Einige Wochen nach der Katastrophe begann fur den
Blutspendedienst die Suche nach langerfristigen Aus-
weichmaoglichkeiten als Ersatz fur die beschadigten oder
zerstorten Raumlichkeiten im Ahrtal. Dies mit dem Ziel,
sowohl der Bevolkerung durch die Blutspendetermine
ein Stuck Normalitdt und Gewohnheit zuriickzugeben als
auch die dringend bendtigten Blutspenden zu generieren.
Allein im Ahrtal waren acht Orte, in denen sonst regelma-
Big Blutspendetermine stattfinden, von der Flut unmittel-
bar betroffen. Die telefonische und schriftliche Ansprache
der Bevdlkerung in der Region mit der Bitte, weiterhin Blut
zu spenden, wurde insgesamt sehr positiv aufgenommen.
Viele Menschen freuten sich darUber, dass sie vom Blut-
spendedienst nicht vergessen wurden. In der Folge kon-
nen derzeit wieder regelmaBig Blutspendetermine in fast
allen Orten im Ahrtal stattfinden, wobei auch die Anzahl
der Spenderinnen und Spender keine gravierenden Ein-
buBen im Vergleich zu der Zeit vor der Flutkatastrophe
erfahren hat.

Abbildung 3: Die Ahrtalschule im Jahr 2022, ein Jahr nach der Flut. Bis
zum Juli 2021 fanden hier regelméBig die Blutspendetermine des DRK-
Blutspendedienstes flir die Gemeinde Altenahr statt.

AUSBLICK

Wie beschrieben, konnten in nahezu allen betroffenen Ort-
schaften inzwischen neue Raumlichkeiten flr die Durch-
fUhrung von Blutspendeterminen gefunden werden. War
dies nicht méglich, konnten Blutspendeaktionen zumeist
in Nachbarorte verlegt werden. Das vom DRK-Blutspen-
dedienst West im Jahr 2022 neu beschaffte Blutspen-
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demobil (,BLUMO") wird es darlber hinaus in Zukunft
erheblich einfacher machen, Blutspendetermine in Orten
mit aktuell noch eingeschrankter Infrastruktur durchzu-
fUhren. Das Fahrzeug verfugt Uber eine eigenstandige
Energieversorgung und ist somit nicht von der o6ffentli-
chen Stromversorgung abhangig. Ein Einsatz des neuen
Spende-Trucks in einzelnen Ortschaften des Ahrtals, wo
bislang die Blutspendetatigkeit nicht wieder aufgenom-
men werden konnte, ist bereits vorgesehen.

Durch die sich verscharfende Energiekrise im Zuge des
russischen Angriffskriegs auf die Ukraine stehen die DRK-
Blutspendedienste gegenwartig vor der Herausforderung,
abermals die Krisenfestigkeit ihrer regionalen Spende-
raumlichkeiten zu hinterfragen und zu starken — nach-
dem diese Raumlichkeiten im Zuge der Corona-Pande-
mie schon mehrmals gewechselt werden mussten, weil
sie wahlweise zu klein waren und somit keinen ausrei-
chenden Abstand zulieBen oder anschlieBend zu Test-
oder Impfzentren umfunktioniert wurden. Dieser Fokus
gilt umso mehr in einer Region, wie dem Ahrtal, in der
auch mehr als ein Jahr nach der Katastrophe noch nicht
von einem Normalzustand der Infrastruktur gesprochen
werden kann. Hier gilt eine frihzeitige Abstimmung der
Abteilung Spendeorganisation mit Behdrden, regionalen
Partnern und dem Ehrenamt als zuverlassige Grundlage
daflr, auch im Herbst/Winter 2022 /2023 Blutspendeter-
mine an der Ahr anbieten zu kénnen.

Abbildung 4: Auch ein Jahr nach der Flutkatastrophe sind einige Briicken
im Ahrtal zerstért und nicht passierbar.

Die weiterhin sehr hohe Bereitschaft der Menschen im
Ahrtal zur Blutspende — trotz oder gerade wegen des
Durchlebten — ist flr den Blutspendedienst in Bad Kreuz-
nach Ansporn und Verpflichtung, weiterhin alles zu unter-
nehmen, um die Blutspendetermine in der von der Flut-
katastrophe betroffenen Region aufrechtzuerhalten und
weiter auszubauen.
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Immunhamatologische Aspekte ,,vertraulicher
Geburten” im Klinikalltag

LESERFRAGE:

LWir haben in unserem Kliniksverbund jahrlich UGber
1.000 Entbindungen und Sectiones. In diesem Jahr haben
wir bis Mai schon drei ,anonyme Geburten® durchgefthrt,
bei denen Namen und Geburtsdaten fiir das Labor nicht
ersichtlich sind. Dabei handelt es sich um verschiedenste
Konstellationen von jungen Muttern, Freigaben zu Adop-
tion etc., die fur das Labor nicht nachvollziehbar sind. Oft
werden Fantasienamen mit Fantasie-Geburtsdaten auf
die Roéhrchen geschrieben.

Meine Frage lautet daher: Sind wir gesetzlich verpflichtet,
bei Auftreten beispielsweise eines positiven DAT in einer

ANTWORT:

Sehr geehrte Kollegin, sehr geehrter Kollege,

vermutlich handelt es sich bei den von Ihnen angespro-
chenen ,anonymen Geburten® um sogenannte ,vertrauli-
che Geburten®. Das Vorgehen bei vertraulichen Geburten
ist in Deutschland durch das seit dem Jahr 2014 geltende
Gesetz zum Ausbau der Hilfen fir Schwangere und zur
Regelung der vertraulichen Geburt gesetzlich geregelt. In
diesem Fall nimmt eine Beraterin, die an die Schweige-
pflicht gebunden ist, die personlichen Daten der Mutter
auf. Mutter und Kind werden im Krankenhaus unter einem
Pseudonym gefuhrt und auch die Geburt des Kindes
wird beim Standesamt unter dem Pseudonym der Mut-
ter angezeigt, damit die Anonymitat der Mutter geschitzt
bleibt.

Eine rechtliche Verpflichtung fur das Labor, den korrek-
ten Namen von Mutter und ggf. des S&auglings zu ,erzwin-
gen*, gibt es damit aufgrund fehlender rechtlicher Grund-
lage nicht, vielmehr genieBt die Mutter den gesetzlichen
Schutz ihrer Anonymitat. Fur die DurchfUhrung der erfor-
derlichen Diagnostik und die Ubermittlung der Befunde
reichen flr das Labor pseudonymisierte Daten. Die Ver-
antwortung fUr die korrekte Zuordnung der Befunde zu
Mutter und Kind tragt die Organisation (die Einrichtung
der Krankenversorgung) sowie der behandelnde Arzt.

solchen ,unklaren Situation“ den korrekten Namen von
Mutter und ggf. des Sauglings zu ,erzwingen®, um Scha-
den vom Kind abzuwenden oder genugt es, den Einsen-
der zu informieren, der dann die Verantwortung fur die
weitere Veranlassung besitzt? Die Etikettierung mit zwar
eindeutigen, aber nicht zurtickverfolgbaren Patientenda-
ten verhindert auch die ggf. Rlcksprache mit dem KreiB-
saal oder der Station, um anamnestische Details der Pati-
entin oder ihres Kindes genauer abzuklaren. Kénnten Sie
aus juristischer Sicht bitte ein Statement dazu abgeben?

Vielen Dank!*

Andererseits sehe ich aus arztlicher/transfusionsmedizi-
nischer Sicht einige Fragestellungen mit dieser Problema-
tik verbunden, auf die ich gerne naher eingehen wuirde.

Zunachst muss man seitens des Labors davon ausgehen,
dass der einsendende Arzt die Befunde, die ihm labor-
seitig zu den pseudonymisierten Proben Ubermittelt wer-
den, einem fur ihn damit identifizierbaren Kind oder einer
Kindsmutter zuordnen kann. Ansonsten ware die angefor-
derte Diagnostik unsinnig. Damit sollte der einsendende
Arzt auch in der Lage sein, die aus auffélligen Befunden
resultierenden MaBnahmen zu ergreifen. Dies kann auch
darin bestehen, die vom Labor ggf. nachgefragten anam-
nestischen Details zu erheben oder aber erneute Blutpro-
benentnahmen vom Neonaten oder — so noch erreichbar
—von der Kindsmutter zu entnehmen. Fur das Labor wer-
den diese Daten dann nur mittelbar zuzuordnen sein.

Damit ergibt sich fur mich aus der Sicht des Transfusions-
mediziners die — eher klinische und nicht juristische —
Frage nach dem Erfordernis der Kenntnis der tatsachli-
chen Patientendaten und der Ruckverfolgbarkeit.

Dazu sehen wir uns zundchst an, welche Routineuntersu-
chungen ublicherweise bei Neonaten durchgefuhrt wer-
den und welche Probleme aus transfusionsmedizinischer
Sicht typischerweise bei Neonaten auftreten.
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GeméahB Richtlinie Hamotherapie (4.12.1.3) ist bei jedem
Kind einer RhD-negativen Mutter unmittelbar nach der
Geburt das Merkmal RhD, vorzugsweise aus Nabel-
schnurblut, zu bestimmen. Weiterhin ist ein direkter
AHG-Test mit den Erythrozyten des Kindes durchzuflh-
ren, wenn sich der Verdacht auf einen Morbus haemo-
lyticus neonatorum (MHN) ergibt (z. B. aus den blut-
gruppenserologischen Untersuchungen vor der Geburt)
oder wenn die nach den ,Mutterschafts-Richtlinien des
Gemeinsamen Bundesausschusses vorgeschriebenen
Antikodrpersuchtests nicht durchgeflhrt wurden.

Die hier genannten Vorinformationen zur Mutter dUrften
bei einer anonymen Geburt vermutlich nicht vorliegen,
weshalb es sich empfiehlt, beide Untersuchungen sicher-
heitshalber beim Kind durchzufuhren. Die Rickmeldung
des Befundes sollte dann an den behandelnden Arzt
erfolgen. Bei einem negativen AHG-Test, unauffélliger
Klinik und unauffalligem Blutbild des Kindes durfte das
Thema flr das immunhamatologische Labor in Bezug auf
das Kind damit erledigt sein.

Schwieriger gestaltet sich die ggf. erforderliche Durch-
fUhrung einer Rhesusprophylaxe bei der Mutter, wenn
das Kind das Rhesusmerkmal D aufweist. Mutterpass
und Befunde aus der Vorgeschichte liegen vermutlich
nicht vor. Hier empfiehlt es sich, auch der Mutter Blut fur
die Blutgruppenbestimmung abzunehmen und (ebenfalls
pseudonymisiert) an das Labor zu schicken. Damit kann
(rasche Laboruntersuchung und Befundung vorausge-
setzt) der behandelnde Arzt ggf. auch bei einem mogli-
cherweise sehr kurzen Krankenhausaufenthalt der Mutter
eine Rhesusprophylaxe durchfihren. Das Labor bendtigt
hierflur keine Kenntnis der tatsachlichen Daten von Mutter
und Kind. Wichtig ist, dass dem behandelnden Arzt rasch
die Befunde zugestellt werden und diese fUr den Arzt eine
eindeutige Identifizierung zulassen.

Etwas schwieriger wird es bei einem positiven direk-
ten AGH-Test beim Kind. Ein positiver direkter AHG-Test
spricht fir einen Morbus haemolyticus neonatorum
und erfordert — insbesondere dann, wenn die Klinik und
Laboruntersuchungen beim Kind einen Anhalt flr einen
klinisch relevanten MHN geben — umgehend weitere
Untersuchungen im immunhamatologischen Labor. Diese
Untersuchungen sollen (entsprechend den Richtlinien)
auch aus dem Blut der Mutter erfolgen und umfassen die
Bestimmung der ABO-Blutgruppe und ggf. weiterer Blut-
gruppenmerkmale des Kindes. Auch hier wére es hilfreich,
wenn Blut der Mutter im Labor vorliegen wirde. Zumin-
dest die Diagnostik der Ublicherweise flr einen MHN ver-
antwortlichen anti-erythrozytaren Antikorper sowie die

DurchfUhrung von zwei bis drei Kreuzproben sollte aus
einem gut gefliliten EDTA-Rohrchen (7,5 ml) mit mutterli-
chem Blut gelingen. Damit wére die Blutversorgung des
Kindes auch im Falle einer ggf. erforderlichen Austausch-
transfusion sichergestellt. Schlimmstenfalls kann man die
erforderliche Diagnostik auch aus kindlichem Blut durch-
fUhren, was aber moglichst zu vermeiden ist, um die Blut-
entnahmen beim Kind auf ein Minimum zu beschranken.

Lediglich beim Vorliegen eines mutterlichen Antikdrpers
gegen ein hochfrequent vorliegendes Antigen reicht eine
geringe Menge mutterlichen Blutes oft nicht aus, um die
komplexe Diagnostik durchzuflhren.

Noch komplexer gestaltet sich die Situation, wenn beim
Kind eine fetale/neonatale Alloimmunthrombozyto-
penie vorliegt. Hier wird mangels vorhandener Vorbe-
funde eine gezielte Therapie mit ausgewahlten Thrombo-
zyten nicht moglich sein und auch die Gewinnung ausrei-
chender Mengen an Blut der Mutter (geschweige denn
des Vaters) zur Diagnostik durfte vermutlich nicht moglich
sein. Andererseits sehen wir uns auch in Routinesituatio-
nen bei vorhandenem Ruckgriff auf die korrekten Daten
der Mutter und des Vaters aufgrund der erforderlichen
Zeit fUr die Diagnostik anti-thrombozytarer Antikdrper und
der Beschaffung entsprechend ausgetesteter Thrombo-
zytenkonzentrate oft gezwungen, eine Thrombozyten-
transfusion mit unausgewahlten Thrombozytenkonzent-
raten durchzuftihren. Die erforderliche Labor-Diagnostik
sowie HPA angepasste Thrombozytenkonzentrate stehen
nicht jederzeit und kurzfristig zur Verfugung. Die klinische
Versorgung des Kindes ist also auch ohne Nachforderung
von Blut der Mutter zufriedenstellend moglich.

Was allerdings nicht mdglich ist, das ist das Informie-
ren der Mutter dartber, dass bei ihr anti-thrombozytare
Antikorper vorliegen, die bei einer folgenden (moglicher-
weise nicht anonymen Schwangerschaft und Geburt)
eine erhebliche Gefahrdung des Kindes zur Folge haben
kdénnen.

Letztendlich sehen wir, dass uns in der oben beschriebe-
nen Situation zwar die ansonsten vorliegenden Daten und
Vorbefunde der Mutter, welche fUr die immunhamatolo-
gische Abklarung Ublicherweise herangezogen werden,
fehlen — zwingend erforderlich sind sie jedoch nicht, um
die wesentliche und akute Versorgung des Kindes sicher-
zustellen. Vereinfacht wird die Situation, wenn rechtzeitig
daran gedacht wird, Blut der Mutter zu entnehmen und
fUr ggf. erforderliche Diagnostik zur Verfligung zu stel-
len. Es empfiehlt sich, diese organisatorische Regelung in
Ihrem Haus flr anonyme/ vertrauliche Geburten zu treffen,




um die ggf. erforderliche Versorgung des Kindes abzusi-
chern. Anzumerken ist noch, dass es sich bei sehr jungen
Muttern vermutlich um Erstschwangerschaften handeln
durfte, bei denen zumindest das Vorliegen von Antikor-
pern gegen Erythrozyten nicht zu erwarten ist, wohinge-
gen Antikérper gegen Thrombozyten bereits in der ersten
Schwangerschaft auftreten kénnen.

Zu guter Letzt sei noch darauf hingewiesen, dass naturlich
die Mutter vor einer Blutentnahme entsprechend aufge-
klart werden muss und diese Aufklarung unter Wahrung
der Anonymitat der Mutter dokumentiert werden muss.
Auch die Tatsache sollte dokumentiert werden, dass die
Mutter beim Vorliegen von anti-erythrozytaren oder anti-
thrombozytaren Antikorpern Uber deren Bedeutung fur
eine spatere Schwangerschaft oder bei Transfusionsbe-
darf der Mutter aufgeklart wurde oder aber, dass eine
derartige Aufklarung nicht durchgefthrt werden konnte.

Mit freundlichen GriBen
PD Dr. med. Thomas Zeiler

Der Autor

PD Dr. med. Thomas Zeiler

Arztlicher Geschéftsfilhrer
DRK-Blutspendedienst West gemeinnlitzige
GmbH, Zentrum fiir Transfusionsmedizin
Breitscheid

t.zeiler@bsdwest.de

Die Literaturhinweise zu diesem Artikel finden Sie im Internet zum
Download unter: www.drk-haemotherapie.de
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Leser fragen = Beitrage zur Transfusionsmedizin
Experten antworten!

lhre Fragen leitet das Redaktionsteam an die Experten weiter.
Veroffentlichte Anfragen werden anonymisiert.

o lhre Frage:

Bitte leserlich und in Druckschrift schreiben.
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hamotherapie- Beitridge zur Transfusionsmedizin
Abonnement/

Adressénderung Ich méchte die Zeitschrift ,,hdmotherapie“ abonnieren!
Bitte senden Sie zukiinftig ein Exemplar kostenlos
an die folgende Adresse:

Name:

Vorname:

StraBe, Hausnummer:

PLZ/Ort:

Telefon:

Fax:

Bitte leserlich und in Druckschrift schreiben.
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Themenvo rschl:':ige Beitrige zur Transfusionsmedizin

e Dieses Thema/diese Themen wiirde(n) mich interessieren. Bitte berichten Sie dariber!*

e Der Artikel in Ausgabe
hat mir sehr gut gefallen, bitte mehr zu diesem Themal!

® Platz fur Verbesserungsvorschlage!

*Bitte haben Sie Verstandnis, dass bei der Fiille an Riickmeldungen die geduBerten Wii iert werden miissen! Bitte leserlich und in Druckschrift schreiben.




Meine Adresse:

Vorname:

Name:

StraBe, Hausnummer:

PLZ/Ort:

Telefon:

Bitte streichen Sie folgende Adresse aus lhrem Verteiler:

Vorname:

Name:

StraBe, Hausnummer:

PLZ/Ort:

Telefon:

und ersetzen Sie diese durch:

Vorname:

Name:

StraBe, Hausnummer:

PLZ/Ort:

Telefon:

Meine Adresse:

Vorname:

Name:

StraBe, Hausnummer:

PLZ/Ort:

Telefon:

Antwort
DRK-Redaktionsteam

Feithstr. 182
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58097 Hagen
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58097 Hagen

Bitte
ausreichend
frankieren.
Danke!

Bitte
ausreichend
frankieren.
Danke!

Bitte
ausreichend
frankieren.
Danke!
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Nehmen Sie Kontakt mit
uns auf

Bitte leserlich und in Druckschrift schreiben.
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Experten antworten!
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Themenvorschlage




Abo- und Redaktionsservice

Die Zeitschrift
Beitrage
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Die ,,hamotherapie*

im Internet

Sie finden alle bisher erschienenen
Ausgaben der ,hamotherapie“ und
weitere wichtige Informationen rund
um die Fachzeitschrift online unter
www.drk-haemotherapie.de

Redaktionsservice

Auf die Fragen, die sich in lhrer alltédg-
lichen Arbeit ergeben, erhalten Sie
von uns eine Antwort!

Wir legen jede Frage unseren trans-
fusionsmedizinischen Experten vor

' Choten Trarmaitiese Tramen wistiejs| mich intsrsiaiersn. i Dencsien S aunbert”

hdmetherapie
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Beitrige nur Transbusionssadizia

Service-Postkarten
Nutzen Sie unsere heraustrennbaren

Service-Postkarten flr Ihre Fragen
oder Themenvorschlage an unser
Experten-Team, flr ein kostenlo-
ses Abo der Zeitschrift ,hdmothe-
rapie* oder fir eine Anderung Ihrer
Adresse, an die wir die ,hdmothera-
pie“ versenden.
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und rdaumen lhnen — je nach Bedarf
— in einer der nachsten Ausgaben der
~hamotherapie” ausreichend Platz fur
die Beantwortung ein. Vorab erhalten
Sie personlich eine schriftliche Ant-
wort unserer Experten.

Senden Sie uns lhre Fragen mit der
Service-Postkarte oder Uber unser
Leserservice-Formular im Internet:

www.drk-haemotherapie.de/
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Abonnieren Sie die hamotherapie
als digitale Ausgabe!

So verpassen Sie keine Ausgabe mehr!

Und so geht’s: Einfach auf www.drk-haemotherapie.de Ihre
E-Mail-Adresse fiir das digitale Abonnement eintragen und Sie
erhalten direkt und kostenlos die neue Ausgabe der hdmotherapie
per E-Mail!
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