IMMUNHAMATOLOGIE

Dr. med. Jessica Busse

Kalte(auto)antikorper —
oder it’s cold inside

ZUSAMMENFASSUNG Kélte(auto)antikorper sorgen selten fir Begeisterungsstirme in der immunhamatologischen Diagnos-
tik, da diese durch die Antikdrper in unterschiedlichem MaBe beeinflusst wird und teilweise auch so massiv gestort sein kann,
dass die Bestimmung der Blutgruppen oder auch das Detektieren potenziell vorhandener Alloantikorper erschwert ist. Die
dann erforderlichen Testansétze und die Ergebnisinterpretation sind meist herausfordernd. Dieser Artikel soll durch den Uber-
blick tiber die verschiedenen Ausprégungen von Kélte(auto)antikdrpern und das diagnostische Vorgehen im Labor im wahrsten
Sinne ein bisschen Wéarme in die immunh@matologische Diagnostik bringen.

SUMMARY Cold(auto)antibodies rarely cause storms of enthusiasm in immunohaematological diagnostics, as this is influen-
ced to varying degrees and can sometimes be so massively disturbed that the determination of blood groups or the detection
of potentially present alloantibodies is more difficult. The test approaches and the interpretation of results are usually challen-
ging. This article is intended to bring a bit of warmth to immunohaematological diagnostics in the truest sense of the word by
providing an overview of the different forms of cold(auto)antibodies and the diagnostic procedure in the laboratory.

Definitionen sondere bei Kdlteexposition eine schwere Form der Auto-
immunhdmolyse, die Kalteagglutininkrankheit (CAD),
Kalteantikorper verursachen.

dlteantikorper sind anti-erythrozytdre Auto- bzw.
KAlloantikérper, die meist der IgM-Klasse angeho-
ren, gegen erythrozyteneigene Glykostrukturen
gerichtet sind und ein Reaktionsoptimum bei 0-4 °C auf-

weisen. Die Bindung an das Zielantigen wird ab +20 bis
+25 °C zunehmend schwacher™.

Eine Assoziation zwischen Kalteautoantikérpern und In-
fektionen ist beschrieben, wobei ein molekulares Mimikry
von antigenen Strukturen auf den Pathogenen mit kérper-
eigenen Strukturen auf den Erythrozyten als ursdchlich
flir die Bildung der Kalteautoantikorper diskutiert wird™

Kalteautoantikorper sind bei niedrigen Antikdrpertitern
in der Regel klinisch unbedeutend, kénnen jedoch insbe-

Kalteagglutininkrankheit (CAD) und Kalteag-
glutininsyndrom (CAS)

Die Kélteagglutininkrankheit (Erkrankung mit Kalteanti-
korpern) wird durch Autoantikdrper verursacht, die bei
Temperaturen <30°C reagieren. Einige Kalteantikorper
weisen jedoch eine hohere thermische Amplitude auf, was
am ehesten klinische Manifestationen verursacht. Hier-
beiist fiir die klinische Praxis wichtig, dass die thermische
Amplitude der Antikdrper wichtiger als ihr Titer ist2. Das
bedeutet je hoher die Temperatur (d.h. je ndher an der
normalen Korpertemperatur) ist, bei der diese Antikérper
mit dem Erythrozyten reagieren, desto starker ist die Ha-
molyse.
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Die Spezifitdt der Kdlteagglutinine ist fast immer Anti-I,
selten Anti-i. Die Bestimmung der Spezifitdt hat klinisch
jedoch keine wesentliche Bedeutung 4.

Unterschieden wird zwischen der primaren Kalteaggluti-
nin-Krankheit (CAD) und dem sekunddren Kalteaggluti-
nin-Syndrom (CAS)5.

o Im Fall einer CAD sind keine anderen Erkrankungen
feststellbar5 .

o Bei einem Nachweis von Kdlteagglutininen im Rahmen
einer Grunderkrankung, wie z. B. einer Infektion mit
Mycoplasma pneumoniae, dem Epstein-Barr-Virus,
einer SARS-CoV2-Infektion, einer Autoimmunerkran-
kung oder eines malignen Lymphoms, spricht man
hingegen von CAS5 6.

Infektionen neigen dazu, eine akute Hamolyse (hdufig als
CAS im Rahmen einer Mykoplasmen- oder EBV-Infekti-
on) zu verursachen, wohingegen die idiopathische Form
(CAD, hdufige Form bei Erwachsenen) meist chronisch
verlduft. Weitere Ursachen fiir die chronische Form sind
beispielsweise Autoimmunerkrankungen oder maligne
Lymphome>.

Die chronische Hamolyse findet gro3tenteils im extravas-
kuldaren mononukledren Phagozytensystem der Leber und

der Milz statt, doch kann eine intravaskulare Hamolyse
auftreten, wenn eine komplementverstarkende Erkran-
kung wie eine Infektion vorliegt®. Die Andmie ist meist nur
schwach ausgepragt (Hamoglobin >7,5g/dl [70,5g/1]).
Autoantikorper bei der Kalteagglutininkrankheit sind fast
immer vom IgM-Typ*.

Mischautoantikdrper (Warme- und Kalte-
antikorper)

Bei der Mischform der autoimmunhdmolytischen Andmie
liegen Warmeantikorper vom IgG-Typ und entweder bei
Raumtemperatur reagierende IgM-Antikorper oder Kal-
teagglutinine vor24,

Paroxysmale Kaltehdamoglobulinurie (Do-
nath-Landsteiner-Hamolyse)

Dies ist die seltenste Form der DAT-positiven autoim-
munhdmolytischen Andmie. Urspriinglich wurde die Er-
krankung mit Lues assoziiert. Heutzutage tritt die Erkran-
kung sekunddr im Rahmen viraler Infekte bei Kindern auf
oder idiopathisch als chronische Erkrankung bei dlteren
Erwachsenen?7.

Klinischer V. a. Kdlteagglutininerkrankung
inkl. positiver Himolysezeichen

CAD )
hrschein- negatv
unwa : DAT (polyspezifisch)
lich
positiv
negativ
DAT (monospezifisch) C3d und IgG wenn IgG
stark positiv
C3d positiv
1gG negativ oder schwach positiv
<64
Kilte(auto)- Kalteagglutinintiter an Warme(auto)antikorper
antikorper oder Misch(auto)antikorper
anderer Ursache >64 denken
Diagnose CAS / CAD sehr
wahrscheinlich

Abbildung 1: Mdgliches stufenweises Vorgehen bei der Diagnostik von Kélte(auto)antikorpern bzw. CAS/CAD
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Abbildung 2: Ansétze Blutgruppenautomat Vision Max: A1-, A2-, 0-Zelle positiv, Antikdrpersuche (AHG negativ und Ficin positiv), Monospezifischer

DAT IgG und C3d positiv

Diagnostik

Herausforderungen in der immunhamatolo-
gisch-serologischen Diagnostik

Die Diagnostik bei Kalteantikérpern kann herausfordernd
sein, da die Bandbreite von einzelnen leichteren Stérun-
gen bis hin zu massiv gestorten Testergebnissen reicht.

Probleme bei der Blutgruppenbestimmung oder anderen
serologischen Testverfahren sind bei Kalteantikdrpern
nicht ungewohnlich2 Haufiges Phdanomen ist die zusdtz-
lich positiv reagierende 0-Zelle bei der Isoagglutininbe-
stimmung (s. Abbildung 2).

Wenn eine erweiterte Warmeamplitude vorliegt, kénnen
auferdem im indirekten Coombs-Test sowohl im AHG-
Milieu und (verstarkt) im Enzymmilieu positive Reak-
tionen auftreten, die sowohl die Diagnostik beziiglich der
Antikorpersuche / Antikdrperdifferenzierung zur Identi-
fizierung eines Alloantikdrpers als auch die Beurteilung
der Kreuzprobe im indirekten Coombs-Test auf der Karte
erschweren2.

Mogliche Herangehensweisen zur Verrin-
gerung der Storeinfliisse durch Kalte(auto)
antikorper

Hilfreich zur Verringerung der Autoagglutination und
damit Verbesserung der Diagnostik ist das Waschen des
Probenmaterials mit 37 °C vorgewarmter physiologischer
NaCl-Losung sowie das Arbeiten mit vorgewdrmten Rea-
genzien und Materialien2

Sollte es dennoch Probleme durch Autoagglutination ge-
ben, kann eine Behandlung der eingesetzten roten Blut-
zellen mit Sulfhydrylreagenzien wie z.B. Dithiothreitol
(DTT) hilfreich sein. Da es sich bei kaltereaktiven Auto-
agglutininen fast immer um IgM-Molekiile handelt, und
die hierin vorhandenen Disulfidbriicken von Sulfhydryl-
reagenzien reduziert werden, kénnen hierbei Reagenzien
(wie z.B. DTT) verwendet werden, um die Autoagglutina-
tion aufzuheben?.

AuRerdem koénnen Verfahren zur Autoadsorption genutzt
werden 8. Hierbei werden die stérenden Kalteautoanti-
korper aus dem Patientenserum an die Patientenerythro-
zyten adsorbiert, welche dann durch Zentrifugation ent-
fernt werden und das Adsorbat zur weiteren Diagnostik
eingesetzt werden kann?3.

Eingesetzte Testassays zur Diagnostik bei
Kalte(auto)antikorpern und CAS / CAD

In der Literatur sind in der Diagnostik bei Kalteantikor-
pern und/oder CAS/CAD eingesetzte Tests der direkte
Antihumanglobulintest (DAT / direkter Coombs-Test), der
Kalteagglutinin-Titer, die thermische Amplitude und die
Antikorperspezifizierung. Hierbei ist zu bedenken, dass
eine Positivitat oder Negativitat dieser Tests nicht gleich-
bedeutend mit der Diagnosestellung CAS / CAD sind®*°.

In der Literatur wird zur Diagnostik von Kélte(auto)anti-
korpern insbesondere bei CAD ein stufenweises Vorgehen
empfohlen, um ressourcenschonend zu arbeiten9-*. Dies
ist im nachfolgenden Schema (Abbildung 1) einmal dar-
gestellt.
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Im Folgenden (Tabelle 1) werden die méglichen serologi-
schen Ergebnisse bei verschiedenen Konstellationen bei
kalteassoziierten Autoantikdrpern dargestellt2.

Direkter Coombs-Test bei Kalte(auto)anti-
korpern

Zum Nachweis von Kalteantikdrpern wird ein direkter
Antihumanglobulintest (DAT/direkter Coombs-Test)
durchgefiihrt?:

Ein polyspezifischer DAT wird positiv ausfallen und der
direkte monospezifische DAT ist positiv fiir die Komple-
mentkomponente C3d und im Allgemeinen negativ oder

nur schwach positiv fiir IgG5 >3 (s. Abbildung 2).

Der Antikorpersuchtest (unter anderem auch verstdrkt
im Enzym)/die Antikdrperdifferenzierung bei 37 °C ohne
zuvor vorgewdrmtes Material kénnen positiv ausfallen
(Abbildungen 2 und 3).

Der Antikdrpersuchtest bei 4°C zeigt sich panreaktiv
(Abbildung 4).

Die manuellen Ansdtze auf BioRad-ID-Karte bzw. im
Rohrchen mit vorgewdrmten Reagenzien und Materia-
lien verringern die Storeinfliisse der Kalteautoantikérper
(Abbildungen 5-8).

CAD/CAS Misch-Autoantikorper Paroxysmale
Kaltehamoglobulinurie
DAT C3d IgGund C3d C3d
Ig Typ IgM IgG und IgM IgG
Eluat Keine Reaktivitat IgG-Antikorper Keine Reaktivitdt
Serum IgM-Antikorper-Titer > 64 IgG-Antikorper mit Reaktivitdt Nachweis bithermischer

im indirekten Coombs-Test

Hamolysine

Tabelle 1: Adaptiert nach AABB Technical Manual

Abbildung 3: Ansétze Blutgruppenautomat Vision Max: Antikérperdifferenzierung (AHG und Ficin)
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Abbildung 5: ABD Karte

Abbildung 6: Isoagglutinine (A1-, A2-, 0-Zel-
le) im Rohrchen bis 20 °C noch positiv

Serologische Diagnostik bzw.
Ergebnisse bei Verdacht auf
CAD/CAS

Zur Diagnose der Kalteagglutinin-
Krankheit (CAD) wird, ein monospe-
zifischer direkter Coombs-Test (di-
rekter Antihumanglobulintest; DAT)
durchgefithrt, der positiv flir den
Komplementfaktor C3d, negativ fiir
IgG ist (Abbildungen 9-11) und einen
Kalteagglutinin-Titer bei 4°C >1:64
aufweist (Abbildungen 12-14)°.

Ein positiver DAT in Abwesenheit von
Hamolysezeichen reicht fiir die Diag-
nose der CAD jedoch allein nicht aus*.

Zeichen einer erhdhten Hamolyse
sind u.a. erhohte Bilirubin-, LDH-
und erniedrigte Haptoglobinwerte.
Auferdem sollten eine Retikulozyto-
se sowie freies Himoglobin im Serum
und Hamosiderin im Urin geprift
werden?®. Zwar ist bei der intravasalen
Hamolyse besonders der LDH-Wert
und bei der extravasalen Hamolyse
das unkonjugierte Bilirubin erhoht,
beide Parameter sind jedoch nicht
spezifisch und erhéhte Werte kom-
men auch bei einer Vielzahl anderer
Erkrankungen vor>.

Kalteagglutinine binden in einem
bestimmten Temperaturbereich an
das Erythrozyten-Antigen. Die so-
genannte Thermalamplitude ist die
hochste Temperatur, bei der die Anti-
korper an das Antigen binden. Sie liegt
bei den meisten klinisch bedeutsa-
men Kalteagglutininen iber 28 °C und
kann sich auch im Bereich der Kér-
pertemperatur befinden®2. Wichtig fiir
den Nachweis von Kalteagglutininen
bzw. die Bestimmung des Kélteagglu-
tinin-Titers und der Thermalampli-
tude ist, die Blutprobe nach der Blut-
entnahme bei 37 °C bis 38 °C zu halten
und warm abzuseren, ansonsten wird
ein falsch-niedriger Kalteautoanti-
korper-Titer gemessen3.

Kalteagglutinin-Titer zur
Bestdatigung der Diagnose
CAD/CAS

Um die Diagnose einer Kalteaggluti-
nin-Krankheit (CAD) zu bestdtigen,
sollte bei allen Patienten mit Verdacht
auf CAD auch die Menge der Kalteag-
glutinine (durch Kélteantikorper ag-
glutinierte Erythrozyten) bestimmt
werden. Bei Patienten mit Kalteag-
glutinin-Krankheit (CAD) liegt der
Kalteagglutinin-Titerbei 4°C bei
>1:64 (Abbildungen 12-14). In selte-
nen Féllen kann er jedoch auch <1:64
betragen®. Bei niedrigem Titer ist an
Donath-Landsteiner-Autoantikérper
und bei Kalteagglutininen mit hoher
Temperaturamplitude an Warme-
autoantikorper zu denken.

Die Spezifitat I/i lasst sich durch Ver-
wendung von Patientenerythrozyten,
0-Zellen (welche jeweils mehr I-An-
tigen besitzen) und Nabelschnurzel-
len (welche mehr i-Antigen tragen)
zeigen (Abbildungen 12-14)4 Die
Bestimmung der Spezifitdt hat, wie
bereits erwdhnt, klinisch jedoch keine
wesentliche Bedeutung.

Schwierigkeiten in der
Definition der CAS / CAD aus
serologischer Sicht —

die BEST-Studie

Die BEST-Studie von Jalink et al.
(2024) gibt einen Uberblick iiber die
oben genannten verschiedenen ein-
gesetzten serologischen Testassays
(DAT, Kalteagglutinin-Titer, thermi-
sche Amplitude) in der Diagnostik der
CAS /CAD. Hierbei wurde die Studien-
lage hinsichtlich der Testparameter
und deren Relevanz zur Definition
der CAS/CAD betrachtet und insbe-
sondere, ob es auf dieser Basis mog-
lich ist eine Therapieentscheidung zu
treffen®. Die Studie stellte fest, dass
die Literatur bzw. die Studienlage
bei der Definition der Merkmale von
Kalteagglutininen bei CAD / CAS nicht
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Abbildung 8: BioRad-ID-Karte Serologische Vertraglichkeitsproben
mit vorgewdrmten Materialien und Reagenzien

Abbildung 11: Mono DCT
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Abbildung 9: Abbildung 10:
DCT Polyspezifisch DCT IgG

einheitlich ist9 Dies entspricht den Ergebnissen einer
weiteren verdffentlichten systematischen Ubersicht, in
der ebenfalls die Heterogenitdt der in der Literatur ver-
wendeten Definition von CAD hervorgehoben wurde®.
Dies hat anscheinend mehrere Ursachen: Entweder sind in
den zugrunde liegenden Studien Assoziationen zwischen
Testergebnissen und klinischen Ergebnissen oft nicht un-
tersucht oder berichtet worden oder aber es handelt sich
um vereinzelte Case Reports ohne systematische Zusam-
menfithrung der Datenergebnisse?.

Letztlich geben die Testergebnisse Hinweise auf das Vor-
liegen oder eben auch Nichtvorhandensein einer CAS/
CAD, miissen jedoch nicht mit einer behandlungsbediirf-
tigen Klinik des Patienten korrelieren, weswegen diese
immer in die Entscheidungsfindung mit einbezogen wer-
den muss.



Abbildung 12: Patienten-Erythrozyten Titer 2048

Mischautoantikorper (Warme- und Kailte-
antikorper)

Bei der Mischform der autoimmunhdmolytischen And-
mie mit Warmeantikdrpern und Kélteantikorpern ist der
monospezifische DAT sowohl fiir IgG als auch C3d positiv.
In der Antikoérperdifferenzierung und im Eluat lassen sich
IgG-Antikorper mit breiter Spezifitdit nachweisen, wobei
hier nicht selten die Warmeautoantikdrper Prdferenzen
im Rh-Bereich aufweisen. Im Ansatz bei 4 °C lassen sich
Kalteantikdrper nachweisen.

Paroxysmale Kaltehdmoglobulinurie
(Donath-Landsteiner-Hamolyse)

Der DAT ist mit C3d stark positiv, das Eluat negativ und es
handelt sich um relativ schwache Kalteagglutinine (Titer
<128) vom IgG-Typ*°. Diese werden als bithermische Ha-
molysine bezeichnet, was bedeutet, dass die Bindung der
Antikorper an die Erythrozyten bei niedrigen Temperatu-
ren erfolgt, die Hamolyse der komplementbeladenen Ery-
throzyten jedoch erst bei Erwdrmung auf 37 °C erfolgt7.

Nachweis spezifischer Kalteantikorper

Neben den Kalte(auto)antikdrpern konnen auch kalte-
wirksame Alloantikdrper auftreten.

Diese kdnnen ebenfalls bei der Isoagglutininbestimmung

— 44 —

sowie dem Kartenansatz bei +4°C auffallen. Durch das
Ansetzen des Plasmas mit jeweils drei unterschiedlichen
Testzellen (A1, A2, B, 0) mit Inkubation in einer aufstei-
genden Temperaturreihe und Zwischenablesung ist bei-
spielsweise eine Unterscheidung eines Anti-A1, Anti-HI
und nicht ABo-phdnotypabhdngigen Antikérpern (zum
Beispiel Anti-M, Anti-P1) mdglich, wobei bei Verdacht auf
letztere dann eine Identifizierung stattfinden sollte.

Ein positiv ausfallender Antikérpersuchtest im NaCl-Mi-
lieu bei 4 °C kann ebenfalls auf einen spezifischen kalte-
wirksamen Alloantikorper (Anti-M, Anti-P1) hinweisen.
Da ein positives Ergebnis jedoch sowohl bei Kalte(auto)
antikorpern als auch durch kaltewirksame Alloantikérper
verursacht werden kann, ist hier eine entsprechende Dif-
ferenzierung zur Kldrung einer ggf. vorliegenden Allospe-
zifitat vorzunehmen.

Hier ein Beispiel bei einem Patienten mit einem Anti-A1.

Ein Hinweis ergab sich bereits in der Blutgruppenbestim-
mung durch die ,iiberschiissige positive A1-Zelle in der
Isoagglutininbestimmung (s. Abbildung 15).

Ein Ansatz zur Identifizierung spezifischer Kalteantikor-
per ergab eindeutig das Vorliegen eines Anti-A1 bei 4°C
(siehe Abbildung 16). Bei Raumtemperatur war das Anti-
A1 nicht mehr nachweisbar (s. Abbildung 17).
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Abbildung 14: Cordzellen-Titer 32

ausgabe 442025




0 +++ 0 ++++ 0 0 444+

0
v ¥ v

R arnddy

[Ant-C" ISR IAGGRE ARG Ak coi

0 0 ++++ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

e
vl ¥l v ¥ ¥ [

Abbildung 15: Ansétze Blutgruppenautomat Vision Max, A1 Zelle fraglich positiv

Abbildung 17: Gleicher Ansatz bei 20 °C
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Zusammenfassung und immunhdmato-
logische Relevanz

Kalte(auto)antikorper gehen in der Regel mit einem fiir
C3d-positivem DAT einher und im Fall einer CAD ist die-
se mit einem Titer > 64 definiert. Allerdings miissen fir
Diagnosestellung sowie Therapieentscheidungen weitere
Kriterien wie auffdllige Himolyseparameter und die klini-
sche Symptomatik des Patienten mit einbezogen werden.

Die genaue Antigenspezifitdt vieler Kalte(auto)antikorper
ist mittlerweile bekannt, jedoch wird deren Differenzie-
rung in der immunhdmatologischen Praxis angesichts
fehlender klinischer Konsequenzen in der Regel nicht
durchgefithrt4,

Die Differenzierung bei Verdacht auf spezifische kalte-
wirksame Alloantikérper hingegen ist insofern relevant,
da hier eine klinische Relevanz bei Nachweisbarkeit die-
ser Antikérper im indirekten Coombs-Test oder {iber 30 °C
besteht und diese bei Transfusionsbedarf bei der Prépara-
teauswahl berticksichtigt werden miissen.

Durch die positiven Reaktionen konnen je nach Ausprd-
gung der Kalteantikérper sowohl der indirekte Coombs-
Test alsauch die serologische Vertraglichkeitsprobe nicht /
nicht sicher beurteilbar sein. Hierunter liegende Allo-
antikorper konnten somit {ibersehen werden. Sollten
trotz vorgewdrmten Materialien oder erganzend ein-
gesetzter Diagnostik weitere Alloantikdrper nicht sicher
ausgeschlossen werden kénnen, sollten zur Erhéhung
der Transfusionssicherheit soweit moglich erweitert-
antigenkompatible Prdparate ausgewdhlt werden. In je-
dem Fall sollten Erythrozytenkonzentrate bei starker
Komplementbeladung streng kérperwarm transfundiert
werden. H
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