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1 EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Die hdufigsten Komplikationen der Bluttransfusionen sind nichthdmolytische Re-
aktionen, von denen ein Teil vermutlich durch anti-IgA Antikdrper verursacht
wird. Diese Antikorper kommen sowohl im Empfénger- als auch im Spenderplas-
ma vor und sind im allgemeinen gegen alle menschlichen IgA Molekiile (klassen-
spezifisch) und seltener gegen IgA; oder IgA, (subklassenspezifisch) gerichtet
[1]. Erstere konnen bei Transfusionen schwere anaphylaktische Reaktionen her-
vorrufen, wihrend letztere aufgrund ihrer ,limitierten Spezifitdt“ nur nichthdmo-

lytische Reaktionen verursachen kénnen [1,2,3,4,5,6,7].

Klassenspezifische anti-IgA Antikdrper finden sich hdufig im Plasma von Patien-
ten mit selektivem IgA-Mangel (sDIgA - selective Deficiency of IgA) sowie an-
deren Immunglobulinmangelsyndromen bzw. Immunglobulindefekten (CVID -
Common Variable Immuno Deficiency). Sie kommen weitaus seltener als subklas-
senspezifische anti-IgA Antikdrper aber auch bei Menschen mit normalen Immun-

globulinkonzentrationen vor [1,3,6,8,9,16].

Eine Untersuchung auf Antikorper gegen IgA wird empfohlen bei unklaren nicht-
hdmolytischen Transfusionsreaktionen sowie bei allen Patienten mit [gA-Mangel

[10,11].

Zum Nachweis dieser Antikdorper wurden bisher drei verschiedene Testverfahren
beschrieben [12,13,14]: der ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), der
RIA (Radio Immuno Assay) und der passive Himagglutinationstest (PHT). Diese
Methoden sind relativ arbeitsaufwendig, zeigen hdufig unspezifische Reaktionen

und werden nur in Einzellaboren durchgefiihrt [12].

In der vorliegenden Arbeit wurde ein einfacher Particle Gel Immuno Assay (ID-
PaGIA) entwickelt, mit dem innerhalb von 20 Minuten solche Antikdrper spezi-

fisch nachgewiesen werden kdnnen.



2 GRUNDLAGEN

2.1 ANTI-IGA ANTIKORPER

Antikorper gegen IgA Molekiile wurden erstmals 1968 im Serum von fiinf Patien-
ten mit Ataxia teleangiectatica und IgA-Mangel nachgewiesen [15]. Kurz darauf
wurden derartige Antikorper auch im Serum von symptomfreien Personen und
auch bei gesunden Menschen gefunden [16]. Es wurde im selben Jahr bei sechs
Patienten nachgewiesen, daBl diese Antikdrper nichthdmolytische Transfusionsre-
aktionen hervorrufen konnen [1]. Seitdem wurde die Bedeutung von anti-IgA An-
tikorpern als Ursache fiir derartige Transfusionsreaktionen von vielen Autoren

bestdtigt [2,3,4,5,6,7,8,12,17].
2.1.1 Immunglobulinklassen der anti-IgA Antikoérper

Anti-IgA Antikdrper gehdren in den meisten Féllen der IgG und selten auch der
IgE-Klasse an. IgG anti-IgA ist hauptsdchlich der Subklasse 1gG; zuzuordnen,
aber selten auch den iibrigen Subklassen 2, 3 und 4. IgE anti-IgA konnte bisher
nur bei gleichzeitigem Vorliegen von anti-IgA Antikdrpern einer anderen Im-
munglobulinklasse nachgewiesen werden und gilt als verantwortlich fiir besonders
schwere Reaktionen [18,19]. Im Serum von Patienten mit IgA Nephritis und
rheumatoider Arthritis fanden sich IgA anti-IgA Antikérper [20]. Allerdings
schien dort keine typische Antigen-Antikdrperbindung vorzuliegen, so dafl andere
Mechanismen oder Strukturabnormalititen des Molekiils fiir das IgA-IgA-
Bridging vermutet wurden. Ob durch diese Antikérper anaphylaktische Reaktio-

nen hervorgerufen werden kdnnen, ist nicht bekannt.

Bereits 1968 wurden klassenspezifische, gegen alle Formen des IgA-Molekiils ge-
richtete Antikorper, von ,limitiert“ oder subklassenspezifischen, die nur gegen
eine der beiden Subklassen IgA; oder IgA, gerichtet sind, unterschieden [1]. Da-
bei handelt es sich in den meisten Fédllen um anti-IgA; Weiterhin kommen noch
allotypenspezifische Antikdrper vor, deren Antigen IgA,m(1) oder IgAsm(2) ist. Die
antigenen Determinanten befinden sich auf der a-Kette des IgA-Molekiils, die die
IgA-Subklasse bestimmt. Hieraus ergeben sich die einzelnen Spezifititen der An-

tikdrper.



Klassenspezifische Antikérper werden fiir schwere Transfusionsreaktionen im
Sinne der Anaphylaxie verantwortlich gemacht und subklassen- und allotypenspe-
zifische fiir leichtere Formen, wie febrile und urtikarielle Reaktionen. Es sind a-
ber auch Fille beschrieben, in denen ein subklassenspezifischer Antikdrper zu
schweren Reaktionen fiihrte [5,6]. Klassenspezifische Antikorper finden sich
vorwiegend im Serum von Patienten mit einem absoluten IgA-Mangel (<5mg/dl)
unabhidngig von weiteren Erkrankungen und subklassenspezifische Antikdrper
finden sich bei Patienten mit relativem IgA-Mangel (5-700mg/dl) oder auch bei
gesunden Menschen ohne erniedrigte Immunglobulinkonzentrationen [1,6,16]. Es
konnen keine sicheren Aussagen getroffen werden, ob bei bisher asymptomati-
schen Patienten mit diesen Antikorpern durch wiederholte Transfusionen dennoch

Reaktionen neu auftreten kénnen [5,6].

Im Serum von Patienten mit leichten, anaphylaktoiden Reaktionen fanden sich
dariiber hinaus Antikorper, die nur alteriertes IgA agglutinierten [7]. Es wurde
vermutet, daBl es sich um Antikoérper handelt, deren Antigene durch zuvor vorge-
nommene Behandlung mit Pepsin bzw. durch lange Lagerung bei 4°C erst freige-

legt worden seien. Die klinische Bedeutung dieser Antikdrper ist nicht sicher.

2.1.2 Pathogenese

Die Pathogenese der Antikdrperbildung ist bisher unklar. In Frage kommt ein Au-
toimmungeschehen und Alloimmunisierung durch frithere Transfusionen oder
Schwangerschaften. Fiir eine Autoimmunisierung spricht die Tatsache, daB nicht
alle Patienten eine Transfusion oder Schwangerschaft in ihrer Anamnese aufwei-
sen [9,21] und anti-IgA Antikérper auch bei Menschen mit normaler IgA-
Serumkonzentration vorkommen [1,6,16]. Weiterhin treten sie vorrangig bei Pati-
enten mit anderen Autoimmunerkrankungen auf [22], bei denen sich verschiedene
Autoantikdrper nachweisen lassen. Hierzu gehdren auch Patienten mit einem IgA-
Mangel, die oft Rheumafaktoren, Anticardiolipinantikérper und andere Antikor-
per wie Antiruminantantikdrper oder anti-IgG bilden [23]. AuBlerdem wird auf B-

Lymphozyten IgA auch bei IgA-defizienten Patienten exprimiert [24].
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Der Mechanismus einer Autoantikdrperbildung ist unklar: diskutiert werden
Kreuzreaktionen mit durch den Respirations- oder Gastrointestinaltrakt aufge-
nommenen Antigenen [28], was insbesondere bei Vorliegen eines IgA-Mangels
plausibel erscheint. Weitere mdglich Ursachen sind mangelnde T-Zell Suppres-
sion [29], die zur Erkennung von Serum- oder zellgebundenem IgA als Antigen
fithrt [22] als auch Gewebeschdden durch Immunkomplexe mit Antigenexposition

und folgender Antikorperbildung [30].

Gegen eine gehéduft auftretende Sensibilisierung bzw. Bildung von Alloantikor-
pern spricht die Tatsache, dafl Patienten mit Hypogammaglobulindmie trotz der
Gabe von IgG-Pridparaten, welche immer Reste von IgA enthalten, selten oder
keine anti-IgA Antikorper bildeten [25]. Diejenigen Patienten, die bereits vorher
klinisch irrelevante Antikorper aufwiesen, zeigten nach der Gabe keine Titerver-

dnderungen. Dieses schlie8t eine Sensibilisierung jedoch nicht aus [26,27].

2.1.3 Transfusionsreaktionen durch IgA

Bereits nach der Gabe geringer Mengen der Blutprodukten, in denen sich Reste
von IgA befinden, kommt es innerhalb von Sekunden bis Stunden zu febrilen Re-
aktionen, Urtikaria und Erythemen, Vasodilatation und Bronchospasmus im Sinne
einer Hypersensitivitit vom Typ I. Die Schwere und das Spektrum der Reaktion
ist dabei von der Konzentration und Spezifitit des Antikdrpers abhéngig [5,6,8].
Crosslinking von FceRI und FceRII gebundenen IgE Molekiilen auf der Zellmem-
bran von Mastzellen oder Basophilen fiithrt zu deren Degranulation mit Freiset-
zung entsprechender Mediatoren (Histamin, Serotonin, Leukotriene, PGE2 etc.).
Da anti-IgA Antikorper allerdings iiberwiegend aus der 1gG-Klasse und viel sel-
tener IgE sind (s. 2.1.1), ist unklar wie diese in den meisten Fillen trotzdem zu

anaphylaktischen Reaktionen fithren kénnen.

Gemessen an allen Gaben von Blutprodukten und der Inzidenz des selektiven IgA-
Mangels kommt es insgesamt nur selten zu Reaktionen. Die Angaben in der Lite-
ratur zur Inzidenz sind ungenau. Schitzungen gehen von einer Héufigkeit zwi-

schen 1:20.000 und 1:770.000 Transfusionen aus [6,17].
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Im Vergleich dazu haben anti-IgA Antikdrper bei gesunden Menschen eine Priava-
lenz von 1:18 bis 1:1.250 [3,8,9] und bei Patienten mit Immundefekten von 20%
bis iiber 80%, abhidngig von der Art oder Kombination des Immundefektes

[3,8,9,16,19,26,37].
2.1.4 Erkrankungen mit Nachweis von anti-IgA

Die Antikorper finden sich vorwiegend bei Patienten mit einem selektiven IgA-
Mangel, dessen Prdvalenz bei 1:500-1:1.200 liegt. Sie kommen bei 16% [31],
28,5% [9], 31% [8], 53,9% [19] bis 63% [32] dieser Patienten vor. Besteht
gleichzeitig ein I1gG,-Mangel, so finden sich anti-IgA Antikorper bei 50% [9] bis
60% der Fille [19]. Ahnliche Hiufigkeiten gelten fiir weitere Immundefekte wie
CVID. Bei Patienten mit Ataxia teleangiectatica wurden anti-IgA Antikdrper bei
23% [16] und bei solchen mit gleichzeitigem IgA-Mangel bei 40% [3] nachgewie-

sen.

Bei Autoimmunerkrankungen in Verbindung mit einem selektivem IgA-Mangel
treten die Antikdrper sehr hidufig auf: in 50% der Patienten mit rheumatoider Ar-
thritis, in 77% mit M. Still und in 100% bei Systemischem Lupus Erythematodes
[22].

Auch im Serum vollig gesunder Menschen lassen sich anti-IgA Antikdrper nach-
weisen. Die Angaben iiber ihre Prdvalenz reichen von 0,08% [8] bis 5,6% [9] mit

geringerer Prdvalenz je groBer die untersuchte Anzahl Seren.

Bei Patienten mit IgA-Mangel kommt HLA-A1, -B14 und -DR3 gehéduft vor und
zwar unabhidngig vom Vorliegen eines anti-IgA Antikorpers. Weiterhin findet sich
bei diesen Patienten mit anti-IgA Antikorpern in erhdhtem MaBBle HLA-DR7 sowie
-DR1 bei Patienten ohne anti-IgA Antikdrper [33,34].
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2.2 BISHERIGE TESTMETHODEN zum NACHWEIS von ANTI-IGA
ANTIKORPERN

Es gibt zwei unterschiedliche Prinzipien, bei denen die verschiedenen Sub- und
Allotypen entweder an Zellmembranen oder inerte Oberflichen aus Kunstoffen
gebunden werden, so daBl in Serum enthaltene Antikorper je nach Spezifitidt daran

binden koénnen.

2.2.1 IgA als Testantigen

Fiir die Gewinnung von IgA als Antigen fiir die Detektion von anti-IgA Antikor-
pern gibt es zwei Methoden. Die Herstellung aus dem Plasma von Patienten mit
Myelomen sichert eine hohe Reinheit und Konzentration. Allerdings wird je Klon
nur eine Subklasse bzw. ein Allotyp synthetisiert, so dafl das zu untersuchende
Serum jeweils einzeln mit jeder Subklasse getestet werden muf3. Die IgA Gewin-
nung aus dem Plasma gesunder Menschen fiihrt zu einem Gemisch aller Subklas-
sen ohne die Moglichkeit der Bestimmung der Subklassenspezifitdt der anti-IgA
Antikdrper. Inwieweit die Anteile der [gA-Klassen nach dem Herstellungsprozef3
der des nativen Serums entsprechen, bleibt allerdings unklar. Dieser Prozel ist
sehr aufwendig, und das so gewonnene IgA kann noch Reste anderer Immunglo-
buline enthalten. Es konnte gezeigt werden, daB3 auch mit ungereinigtem IgA anti-
IgA Antikdrper mit der passiven Hdmagglutination nachgewiesen werden kdnnen

[13].
2.2.2 Passiver Himagglutinations Assay (PHA)

Der passive Himagglutinations Assay (PHA), bei der Erythrozytenmembranen die
Oberfldache darstellen, an die das Antigen mit entsprechenden Reagenzien gekop-
pelt wird, wurde 1967 erstmals beschrieben [35]. Der Nachweis von anti-IgA An-
tikdrpern im Serum gelingt iiber die sichtbare Agglutination der Erythrozyten

nach Mischung mit dem Serum.

Trotz einiger Nachteile, die die Prddiktivitdt einschrinken, wie relativ geringe

Reproduzierbarkeit und Titerschwankungen [36] hat die Methode aufgrund ihrer
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relativ einfachen Durchfiihrung eine gewisse Verbreitung nach der Modifikation

von Vyas und Fudenberg [1] erfahren.
2.2.2.1 Rohrchentest

In dieser “klassischen® Methode des PHA wird eine Testerythrozytensuspension
mit dem zu untersuchenden Serum in einem Coombs-Rohrchen gemischt, gegebe-
nenfalls inkubiert, dann kurz anzentrifugiert und anschlieBend mufl das Ergebnis,
eine eventuelle Agglutination, sofort abgelesen werden. Die Beurteilung ist sehr

vom Untersucher abhingig.

2.2.3 ELISA und RIA

Andere Methoden wie ELISA und RIA, bei denen IgA als Antigen an Kunstoff-
oberflichen gebunden ist, verwenden enzym- oder radionuklidmarkierte IgA-
Molekiile bzw. derartig markierte anti-anti-IgA Antikorper (Sandwich Assays).
Somit kann durch die entsprechende Enzym- bzw. Radioaktivitit neben dem
Nachweis des Antikdrpers auch eine Quantifizierung erfolgen. Aufgrund einer bis
zu zehnfach hoheren Sensitivitdt gegeniiber dem PHA konnen hier Antikorper
nachgewiesen werden, deren Nachweis mit dem PHA-Test nicht gelang [37]. Der
groBBe Arbeits- und Zeitaufwand dieser Methoden verhinderte bisher eine weite

Verbreitung zur routineméfigen Bestimmung von anti-IgA Antikdrpern.



14

3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 LOSUNGEN
3.1.1 LISS

Zur Herabsetzung des Zetapotentials der Erythrozytenoberfliche und Durchfiih-
rung des Gelkartentests werden die Testerythrozyten in Diluent 2 (DiaMed AG,
Cressier sur Morat, Schweiz), einer mit Trimethoprim und Sulfamethoxazol modi-

fizierten Low lonic Strength Solution (LISS), aufgeschwemmt.

3.1.2 Aufbewahrungslosung

Die Testerythrozyten werden in CellStab (DiaMed Ag, Cressier sur Morat,
Schweiz), einem Glycin-Kochsalzpuffer, der mit Trimethoprim und Sulfameth-

oxazol versetzt ist, aufbewahrt.

3.1.3 Chromchloridlosung

Chromchlorid ist in der Lage, Proteine, hier IgA, unspezifisch auf Zellmembranen
zu binden. 1g des Pulvers (Sigma Chemical, St. Louis, USA) wird in 100ml
NaCl 0,9% gelost. Von dieser Stammldsung kann mit NaCl 0,9% eine Konzentra-

tion von 0,039ug/pl hergestellt werden [35,36 und eigene Vorversuche].
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3.2 IMMUNGLOBULINE / ANTIKORPER
3.2.1 IgA

Aus humanem Plasma gewonnenes affinititsgereinigtes IgA, das ein Gemisch al-
ler Subklassen darstellt (Dako, Carpinteria, USA), wird als Antigen an die Poly-
styrolbeads bzw. an die Erythrozyten gekoppelt.

Fiir die Bestimmung der Subklassenspezifitit wird affinitidtsgereinigtes IgA; und

IgA, (Calbiochem, San Diego, USA) verwendet.

3.2.2 Antiglobulinseren

Mit monoklonalen Antiglobulinseren gegen humanes IgA, IgG und IgM (Biotest
AG, Dreieich) wird die Kopplung des IgA an die Polystyrolbeads und Testery-
throzyten und die Spezifitit der Kopplung iiberpriift.
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3.3 Gelkartentest - Micro-Typing System

Dieses System ermoéglicht den Nachweis und die Spezifizierung verschiedener
Antikorper gegen Erythrozytenantigene mit praktisch allen Methoden, die auch im
klassischen Rohrchentest zur Anwendung kommen. Der wesentliche Vorteil dieser
Methode liegt in dem geringen Verbrauch an Zellen und Serum, einer standardi-
sierten  Beurteilung und einer hdheren  Sensitivitdt und  Spezifitét
[38,39,40,41,42,43,44]. Die Erythrozyten durchwandern eine Gelmatrix, in der sie
je nach Stdarke der Agglutination weiter oben oder unten bzw. bei keiner Aggluti-
nation gar nicht hdngenbleiben und als roter Ring sichtbar sind (Abbildung 1,
Abbildung 2). Zudem sind die Ergebnisse fiir eine gewisse Zeit in den Gelsdulen

der Karte auch spéter noch ablesbar und die Handhabung des Systems ist einfach.
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3.4 PaGIA-BEADS

Rot eingefirbte Polystyrolpartikel von ca. 3pum Durchmesser und hoher Dichte
(1,3g/cm’), deren physikalische Eigenschaften gegeniiber der Matrix des Gelkar-
tentests denen von Erythrozyten entsprechen, dienen als Triger fiir [gA Molekiile.

Sie werden in PBS gepuffert als 0,15%-ige Suspension verwendet [45].
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3.5 HERSTELLUNG der PaGIA-BEADS

Geeignete synthetische Partikel aus Polystyrol werden mit der Dispersions-
Polymerisation hergestellt. Zuerst werden sogenannte Basis-Partikel von 2,3pum
Durchmesser synthetisiert, die dann in einem zweiten Schritt durch Copolymeri-
sierung mit Styrol/Bromstyrol zu High-Density Partikeln von 3,1pm Durchmesser
und 1,28g/cm3 Dichte ,,geschwollen® werden. SchlieBlich werden sie mit Sudan

IV rot eingefédrbt [45,46].

Die Partikel werden nun iiber mehrere Schritte mit Glutaraldehyd zu Aldehyd-
Partikeln funktionalisiert. Danach werden sie iiber ebenfalls mehrere Schritte mit
Streptavidin behandelt (streptavidinisiert). Die Partikel werden dann mit biotiny-
lierten Antikdrpern inkubiert. AbschlieBend werden die Partikel gewaschen und
mit PBS zu einer gebrauchsfertigen 0,15%-igen Losung suspendiert [45,46]. Zur
Erleichterung der Arbeit wurden die Beads von der Firma DiaMed AG (Cressier
sur Morat, Schweiz) bestellt und mit den gewlinschten Antikorpern beladen (ge-

coated) und fiir die Lagerung stabilisiert.
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3.6 HERSTELLUNG der TESTERYTHROZYTEN

Von ca. sieben Tage alten Erythrozytenkonzentraten der Blutgruppe 0 Rhesus (D)
negativ werden ca. 500pul viermal mit NaCl 0,9% gewaschen. Die Erythrozyten
werden bei 3.000 UpM fiir fiinf Minuten zentrifugiert, der Uberstand mit der
Wasserstrahlpumpe abgesaugt und das Sediment in der isotonischen Kochsalzlo-
sung resuspendiert. Nach dem Waschen wird das Sediment mit NaCl 0,9% 1:1

suspendiert.

In einem 10ml Glasr6hrchen werden 250ul IgA-Losung (mit NaCl 0,9% auf
0,65ug/ul eingestellt) mit 500ul der Erythrozytensuspension durchmischt und da-
zu 2,5ml der Chromchloridlésung (0,039ug/ul) gegeben. Das Rohrchen wird so-
fort kraftig geschiittelt und fiir 25 Minuten bei 37°C im Schiittelwasserbad inku-
biert. AnschlieBend werden die beladenen Zellen wie zuvor viermal mit
NaCl 0,9% gewaschen. Zum Nachweis einer stattgefundenen IgA-Kopplung und
zum Ausschlufl einer Kopplung anderer Immunglobuline aus Verunreinigungen
des kommerziellen IgA werden direkte Antiglobulinteste (DAT) in der Gelkarte
mit anti-IgA, anti-IgG und anti-IgM durchgefiihrt. Die beladenen Erythrozyten
werden nun zur Aufbewahrung in CellStab suspendiert und bei 4°C wenige Tage

aufbewahrt.

Zum Gebrauch in der Gelkarte werden die Testerythrozyten erneut in NaCl 0,9%
gewaschen und mit Diluent 2 zu einer 1%-igen Losung suspendiert. In dieser Lo-
sung konnen sie einige Tage aufbewahrt werden, bevor der Uberstand hdmolytisch

wird und die gewaschenen Erythrozyten deutlich vermehrt agglutinieren.

3.6.1 Negativkontrollen

Auf dieselbe Weise wie oben beschrieben werden Erythrozyten desselben Spen-
ders nur mit Chromchlorid inkubiert, gewaschen und aufbewahrt. Hierzu geniigt
etwa ein Fiinftel bis ein Zehntel obiger Menge. Ein weiterer Teil derselben Ery-
throzytencharge als unbehandelte Negativkontrolle wird nur gewaschen und in

CellStab aufbewahrt bzw. zur Testung in Diluent 2 1%-ig suspendiert.
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3.6.2 Optimierung der Kopplung

Da verschiedene Arbeitsanleitungen [36,47] zur unspezifischen Beladung in der
Literatur beschrieben sind, wurde durch Titerreihen mit Seren gesunder Spender
eine optimale Konzentration aller Reagenzien gesucht, bei der die Testerythro-
zyten weder spontan noch durch normale Seren agglutinieren. Die Chromchlorid-
konzentration ist maBBgebend und muB} niedrig sein. Es darf nur kurz mit Erythro-
zyten durchgemischt werden. Nichtbeachtung dessen fiihrt zu Spontanhdmolysen

und -agglutinationen sowie zu mangelnder oder fehlender Kopplung.

Die Konzentrationen der Erythrozyten und des IgA sind zweitrangig, solange ge-
niigend IgA-Molekiile zur Verfiigung stehen. Allerdings spielt das Alter der
Erythrozyten eine wichtige Rolle, da ganz frische Erythrozyten fast immer spon-
tan wihrend der Kopplung agglutinierten und zu alte (>10 Tage) stets beim Wa-

schen zu einem Grofteil lysierten.

Trotz optimaler Herstellung sind die Testerythrozyten in vielen Fdllen nur zwei
Tage sicher zu verwenden. Einige Chargen zeigten auch nach sieben Tagen keine
Spontanagglutinationen. Allerdings zeigen solche Erythrozyten meistens Himoly-

S¢€.

Einige Chargen wurden an verschiedenen Tagen mit denselben Seren inkubiert
und zeigten verschiedene Titer. Dieses gilt sowohl fiir unspezifische Reaktionen
mit Seren gesunder Spender als auch fiir Seren von Patienten mit anti-IgA Anti-
korpern. Die Schwankungen der Titerstufen bei der Verwendung von Testerythro-
zyten war nicht vermeidbar. Dadurch kénnen auch falsch positive Reaktionen re-

sultieren.

Die Seren gesunder Blutspender zeigten praktisch immer Agglutinationen mit Te-

sterythrozyten. Die Reaktionen waren variabel (Titerstufen von 1:1 bis 1:80).
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3.7 GEWINNUNG und AUFBEREITUNG der SEREN

Geronnenes Nativblut von Patienten aus der Blutspenderoutine des Virchow Kli-
nikums wird fiinf Minuten bei 3.000 UpM zentrifugiert und das abgetrennte Se-
rum sodann in Eppendorfhiitchen pipettiert. Die Lagerung des Serums erfolgt bei

-30°C. Bei Bedarf 146t es sich auftauen und bei 4°C einige Tage aufbewahren.

Die Seren der IgA defizienten Patienten stammen aus eingefrorenen Bestdnden
des Zentrallabors Bern des Schweizer Roten Kreuzes (ZLB SRK, Frau R. Krieg)

und des Virchow Klinikums.

Die Antikorper werden in einer geometrischen Verdiinnungsreihe der Seren ermit-
telt. Diese werden dazu jeweils 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 usw. mit NaCl 0,9% ver-
diinnt, indem 200ul Kochsalzlésung in ein Glasrohrchen vorgelegt werden und
aus der vorhergehenden Verdiinnungsstufe dieselbe Menge hineinpipettiert und
gemischt wird. Zur Antikdrpersuche ist eine Reihe bis 1:64 in der Regel ausrei-
chend. Bei Nachweis eines anti-IgA Antikdrpers kann die Verdiinnungsreihe fort-

gefiihrt werden.

Um unspezifische Reaktionen mit Serum auszuschlieBen, wurde jede neue Charge
Testerythrozyten mit Seren gesunder Blutspender des jeweiligen Tages getestet.
Auch hier wurde - wie oben beschrieben - eine Verdiinnungsreihe bis 1:64 ange-

fertigt.
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3.8 NACHWEISMETHODEN von ANTI-IGA ANTIKORPERN
3.8.1 Prinzip des Gelkartentests

Die ID-Gelkarten (DiaMed AG, Cressier sur Morat, Schweiz) werden seit einigen

Jahren routineméfig in der Blutgruppenserologie verwendet.

E000250 06.96

Abbildung 1: Nachweis von IgA auf Erythrozyten / Gelmatrix mit Agglutinaten

Eine Karte enthélt sechs trichterformige Vertiefungen, an die sich die aus Sepha-
dex, einem Dextrangel, bestehenden Gelsdulen anschliefen (Abbildung 1). Das
Gel kann auf Kochsalzbasis neutral oder mit unterschiedlichen Antikorpern
(Coombskarte) oder Reagenzien entsprechend der Fragestellung prédpariert wer-
den. Die Antigentrdger, Beads oder Erythrozyten, werden als Suspension in die
Vertiefungen pipettiert und anschlieBend das Serum dazugegeben. Nach einer be-
stimmten Inkubationszeit wird die Karte 10 Minuten bei 980 UpM (80g) in der
Kartenzentrifuge der Firma DiaMed zentrifugiert. Agglutinate kdnnen die Gelma-
trix je nach ihrer GroB3e nur teilweise oder gar nicht durchwandern, wahrend nicht
agglutinierte Beads oder Erythrozyten bis auf den Boden der Sdule gelangen.
Starke Antigen-Antikdrperreaktionen zeigen sich durch einen roten Ring im obe-
ren Bereich der Gelsdule und fehlende Reaktionen durch einen roten Bodensatz.
Mischagglutinationen ergeben ein je nach Stdrke unterschiedliches Verteilungs-

muster innerhalb der Gelsaule.
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positiv positiv positiv schwach negativ
positiv
i+ b+ i o + -

Abbildung 2: Schema der Reaktionsmuster im Gelkartentest

Zum Nachweis von anti-IgA Antikdérpern im Plasma oder Serum wurden IgA be-

ladene Erythrozyten oder Beads verwendet.

3.8.2 Particle Gel Immuno Assay (PaGIA)

Je Sdule werden 10pul Serum in die Vertiefung pipettiert und anschliefend 20pl
der gebrauchsfertigen Partikelesuspension hinzugefiigt. Nach 5 Minuten Inkubati-
onszeit wird die Karte wie oben beschrieben zentrifugiert. Die verwendete Karte

ist speziell den Beads, die kleiner als Erythrozyten sind, angepalit.

3.8.3 Passive Himagglutination (PHA) - Gelkartentest

50ul der Testerythrozytensuspension werden in jede Sdule einer Coombskarte pi-
pettiert und danach 25pul Serum hinzugefiigt. Nach 15 Minuten Inkubationszeit

wird die Gelkarte entsprechend zentrifugiert.

Bei den untersuchten Seren wird jeweils eine Negativkontrolle zum Ausschlul} an-
tierythrozytdrer Antikdrper, die falsch positive Agglutinationen hervorrufen kon-
nen, mit unbehandelten Erythrozyten und zum Ausschlull unspezifischer Reaktio-
nen eine weitere mit Chromchlorid-behandelten Erythrozyten desselben Spenders
durchgefiihrt. 50ul der Erythrozytensuspension werden mit 25ul des Serums in-
kubiert und zentrifugiert. Bei einer Agglutination sind positive Ergebnisse der
Testerythrozyten nicht zu verwerten, und der Nachweis von anti-IgA Antikdrpern

mull mit Testerythrozyten eines anderen Spenders wiederholt werden.

3.8.4 PHA — Rohrchentest

50ul der Testerythrozytensuspension werden mit 100pul Serum und einem Tropfen
Coombsserum in einem Coombsrdohrchen gemischt und anschlieBend 15 Sekunden

zentrifugiert. Das Rohrchen wird unmittelbar danach iiber einer Lichtplatte schrig
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gehalten und leicht gegen diese geklopft, um eventuell im Sediment vorhandene
Agglutinate sichtbar zu machen. Positive Reaktionen sind nur kurze Zeit eindeu-
tig ablesbar. Wie beim Gelkartentest miissen die entsprechenden Negativkontrol-

len mitgefiihrt werden.

3.8.5 IgA-Testerythrozyten

Die Kopplung an die Testerythrozyten gelingt nicht immer sicher, da die behan-
delten Erythrozyten relativ hdufig spontane Agglutinationen zeigen. Deshalb wird
ein direkter Antiglobulintest mit je einem monoklonalen Antiglobulinserum gegen
IgA, IgG und IgM sowie eine Negativkontrolle mit NaCl 0,9% durchgefiihrt.
Auch hier werden 50ul der Erythrozytensuspension in jede Vertiefung pipettiert
und 25pl des unverdiinnten Antiglobulinserums bzw. NaCl 0,9% hinzugefiigt, 10

Minuten inkubiert und zentrifugiert.

Die Gelsdule mit anti-IgA mul} ein 4-fach positives Ergebnis (++++) aufweisen,
wiahrend die drei Sdulen mit anti-IgG, anti-IgM und NaCl 0,9% keine Reaktionen
(-) zeigen diirfen. Sollte diese Konstellation nicht erzielt werden, so darf die

Charge nicht verwendet werden.

Da es auch durch Seren ohne anti-IgA Antikdrper zu unspezifischen Reaktionen
kommen kann, wird zum Ausschlufl bzw. zur Einschidtzung derselben sowohl jede
neue Charge als auch nur mit Chromchlorid-behandelte Erythrozyten mit sechs
bis acht unverdiinnten Seren gesunder Blutspender inkubiert. Bei positiven Reak-
tionen wird dann der Titer ermittelt. Gleichzeitig mull eine Negativkontrolle mit
unbehandelten Erythrozyten der Charge zum Ausschlufl eventuell vorhandener an-
tierythrozytirer Antikdorper mitgefiihrt werden. 50pl der jeweiligen 1%-igen
Erythrozytensuspension werden in die Vertiefung pipettiert und 25ul des Serums
dazugegeben. Nach 10 Minuten Inkubation wird die Karte zentrifugiert und an-

schlieBend das Ergebnis abgelesen.
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3.9 BESTIMMUNG der IMMUNGLOBULINKONZENTRATIONEN

Zur quantitativen Bestimmung der Immunglobuline IgA, IgG und IgM im Serum
durch Immunturbidimetrie wurde das Modular Gerdt von Hitachi des Zentralla-
bors des Virchow-Klinikums verwendet (Dr. med. Miiller - Institut fiir Laborato-

riumsmedizin und Pathobiochemie, Direktor: Prof. Dr. med. E. Kottgen).

3.9.1 Testprinzip

Der Serumprobe werden Antikdrper gegen das zu bestimmende Immunglobulin
zugegeben, so daB die entstehenden Antigen-Antikorper-Komplexe kolloidal ver-
teilt sind. Anhand der Extinktion des durchtretenden Lichts kann anhand des
Lambert-Beer-Gesetzes (E=d-¢-C) die Konzentration des Immunglobulins errech-

net werden. Die Messung erfolgt mit den Wellenldngen 340 nm und 700 nm.

Ca. 100ul des Serums werden in eine spezielle Kiivette pipettiert und in dem Ge-

rat vollautomatisch aufbereitet und untersucht.

- MeBbereich | Referenzbereich

IgA 0,00 - 10,00 0,70 - 4,00
IgG 0,00 - 40,00 7,00 - 16,00
IgM 0,00 - 5,00 0,40 - 2,30

Tabelle 1: MeBBbereiche und Normalwerte (g/l) fiir IgA, 1gG und IgM
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4 ERGEBNISSE

4.1 Immunglobulinkonzentrationen

In allen untersuchten Seren wurde die Konzentration von IgA, IgG und IgM be-
stimmt (Immunturbidimetrie, 3.9). Die Seren gesunder Blutspender wiesen vom
Normbereich keine abweichenden Konzentrationen auf (Tabelle 3). Hingegen
zeigten die nachuntersuchten Seren von Patienten mit IgA-Mangel und CVID
starke Verminderung der IgA- bzw. der Immunglobulinkonzentrationen (Tabelle
4). Bei zwei Seren (##1,4) konnten die Immunglobuline wegen Materialmangels

nicht bestimmt werden.

4.2 IgA-Kopplung

Zum Nachweis einer spezifischen IgA-Kopplung an die Beads und Erythrozyten
wurden alle Chargen der PaGIA Beads und behandelten Testerythrozyten mit An-

tiglobulinseren bzw. NaCl (0,9%) im Gelkartensystem untersucht.

Alle untersuchten Chargen reagierten spezifisch mit anti-human-IgA. Anti-
human-IgG und -IgM sowie NaCl fiihrten in keinem Fall zu einer Agglutination
der Beads oder Erythrozyten. Die Reaktionen im PHA waren insgesamt hier deut-

lich stiarker als die Reaktionen im PaGIA (Tabelle 2).

PaGIA 1:320
PHA 1:5.120 - - -

Tabelle 2: Reaktivitdt der Antiglobulinseren mit den Beads und IgA-Testery-
throzyten
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4.3 NACHWEIS von Anti-IgA im Serum
4.3.1 Normalseren

Es wurden insgesamt 105 Seren gesunder Blutspender aus der Blutspenderoutine
des Virchow-Klinikums in einer Titrationsreihe (unverdiinnt, 1:5, 1:10, 1:20,
1:40, 1:80) mit den IgA-beladenen Erythrozyten im passiven Hamagglutinati-
onsassay (PHA) im ID-Micro Typing System und mit dem PaGIA getestet. Wah-
rend im PHA 70 Seren zu einer Agglutination der Testerythrozyten fiihrten (Titer
1:1 - 1:80), lieBen sich im PaGIA keine positiven Reaktionen nachweisen. Die
Kontrollen auf antierythrozytidre Antikdrper in den Spenderseren mit unbehandel-
ten Erythrozyten derselben Chargen waren stets negativ. Daher sind die positiven
Reaktionen im PHA offensichtlich unspezifisch und kénnen durch eine spontane

Agglutination der behandelten Erythrozyten erkldrt werden.

Tabelle 3: Immunglobulinkonzentrationen (g/l) und Reaktionen der normalen

Serumproben
KR AT
1 - 1:80 1,54 8,63 1,52 2 ,27 14 84 1 ,85
2 - 1:10 2,67 11,27 1,76 20 - 1:20 1,66 11,643 2,27
3 - 1:5 2,94 991 0,79 21 - - 2,19 8,16 1,46
4 - 15 1,22 7,54 1,11 22 - 1:10 1,28 13,52 0,87
5 - 1:20 3,51 14,07 1,89 23 - 1:1 3,37 11,41 2,06
6 - 1:10 1,81 9,20 2,31 24 - 1:40 1,01 7,99 1,88
7 - 1:5 1,29 12,56 1,84 25 - 1:1 2,05 10,51 1,11
8 - 1:5 2,50 8,46 2,02 26 - - 1,79 10,82 1,90
9 - 1:5 0,93 12,93 1,41 27 - 1:1 2,94 15,40 1,32
10 - 1:5 3,37 10,71 0,99 28 - 1:20 1,59 10,52 0,47
11 - I:1 1,85 9,56 1,74 29 - 1:5 1,18 11,04 1,61
12 - - 2,33 11,44 1,21 30 - 1:10 2,13 9,87 1,22
13 - - 2,74 10,79 2,07 31 - 1:10 0,99 7,21 1,82
14 - 1:20 1,53 10,26 1,58 32 - 1:5 1,23 12,22 0,99
15 - 1:20 1,32 8,66 0,51 33 - - 1,60 9,64 1,63
16 - 1:5 2,05 12,81 1,73 34 - 1:40 2,74 8,82 1,31
17 - - 0,86 11,92 0,74 35 - - 1,73 13,71 0,61
18 - 1:80 1,10 7,37 1,93 36 - 1:1 0,95 10,51 1,97
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ERCENCINSETET KT

- 1:5 237 1124 1,00 - 1:10 123 919 0,30
38 - - 1,41 10,84 1,25 75 - 1:10 0,61 7,41 0,99
39 - - 1,56 10,00 0,93 76 - - 2,76 10,36 0,50
40 - - 3,02 9,44 2,11 77 - - 1,71 12,33 1,03
41 - 1:5 1,34 10,13 1,29 78 - 1:5 1,39 15,62 1,83
42 - 1:10 1,35 8,86 1,22 79 - 1:80 2,07 14,05 1,77
43 - - 1,27 8,42 1,74 80 - - 1,50 10,17 1,07
44 - 1:1 1,26 7,75 0,85 81 - 1:20 1,08 7,12 0,96
45 - - 2,67 11,73 1,19 82 - 1:1 2,17 11,04 0,67
46 - 1:1 1,00 12,30 1,14 83 - 1:20 2,75 10,48 0,81
47 - - 2,52 10,30 1,50 84 - 1:5 2,17 9,55 1,36
48 - - 2,34 10,81 1,14 85 - 1:1 1,83 11,10 0,77
49 - 1:1 1,23 7,44 1,09 86 - 1:5 2,50 11,19 0,85
50 - - 1,64 9,07 2,17 87 - 1:1 2,50 10,66 1,13
51 - - 1,66 11,45 0,82 88 - 1:1 3,99 10,21 0,78
52 - 1:10 2,46 10,99 0,93 89 - 1:10 1,88 10,24 0,87
53 - 1:1 1,03 10,73 1,06 90 - 1:1 2,09 13,61 0,95
54 - - 1,76 10,17 0,80 91 - 1:40 1,71 10,05 0,99
55 - - 1,64 10,98 1,28 92 - - 2,32 10,54 0,75
56 - 1:1 1,23 8,48 0,73 93 - - 1,49 10,96 0,61
57 - - 2,34 9,53 0,64 94 - 1:20 2,13 12,11 0,98
58 - 1:1 1,81 10,09 0,94 95 - - 1,10 7,65 1,12
59 - - 1,36 8,75 1,12 96 - - 1,87 12,30 0,57
60 - - 1,06 15,15 1,29 97 - 1:1 1,79 10,95 0,41
61 - 1:5 3,30 13,42 0,67 98 - 1:1 2,26 16,95 1,22
62 - - 1,55 10,12 0,91 929 - 1:5 1,62 9,03 0,70
63 - - 0,67 8,34 1,10 100 - - 3,50 9,72 0,52
64 - - 1,53 11,01 0,87 101 - - 2,70 10,53 0,83
65 - - 1,51 8,58 1,05 102 - - 1,74 8,98 1,72
66 - 1:5 2,55 11,06 1,30 103 - 1:5 1,53 14,06 0,89
67 - 1:10 0,99 10,03 1,06 104 - 1:5 2,74 11,83 0,53
68 - 1:1 1,04 10,08 1,16 105 - 1:5 2,09 10,89 1,01
69 - 1:20 0,96 13,30 0,88
70 - 1:5 2,30 8,85 0,50
71 - 1:5 1,08 7,95 1,06
72 - 1:10 3,98 11,97 1,01

73 - 1:20 1,15 11,66 0,76
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4.3.2 Patientenseren

Insgesamt wurden 34 Seren von Patienten mit bekanntem IgA-Mangel bzw. CVID
untersucht (Tabelle 4). Bei elf dieser Seren lag ein selektiver IgA-Mangel vor und
bei den ilibrigen 23 variable Immundefekte (CVID) mit zusédtzlicher Erniedrigung
der Immunglobulinklassen IgG und/oder IgM. Wegen Materialmangels konnten
die Bestimmungen der Immunglobulinkonzentrationen der Seren ##1 und 4 mit
der Diagnose sDIgA in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden. Eine Patientin

(#1) hatte eine anaphylaktische Reaktion nach Gabe von anti-Rh(D).

sDIgA 1:256 1:512 anti-Rh

2 W 49 0,00 i 25,31 ) 4,55 T sDIgA  1:80 >1:2560 i.v. IgG
3 W 31 0,004 17,6317 1,09 sDIgA  1:4  1:128 i.v.IgG
4 W 50 n.u. n.u. n.u. sDIgA 1:32 1:64 i.v.IgG
5 W 53 0,06y 10,59 0204 CVID 1:32  1:64 1iv.IgG
6 nb. nb. 008y 5124 0,234 CVID 1:32  1:320 i.v.IgG
7 M 42 0,00y 5534 0,54 CVID 1:8 1:32  i.v. IgG
8 nb. nb. 0,03) 12,50 0,214 CVID 1:32  1:32 i.v.IgG
9 W 12 0,00 1579 0,87 sDIgA 1:4 1:20 i.v. IgG
10 W 55 0014 460! 0,30{ CVID 1:2 1:5 iv.IgG
11 W 9 0,00y 14,72 0,44 sDIgA - 1:1  i.v.1gG
12 M 32 0374 11,52 0,81 sDIgA - - i.v. 1gG
13 W 54 0,000 3,84 0,084 CVID - - iv.IgG
14 M 1 0,441 7,59 0,42 sDIgA - - i.v. 1gG
15 W 44 0,751 4,081 0,330 CVID - - i.v. IgG
16 W 49 0,02y 393] 5687 CVID - - i.v. IgG
17 W 29 0,350 12,36 3217 sDIgA - - iv.IgG
18 M 11 0,01y 5044 0,27) CVID - - iv.IgG
19 W 13 0,40 9,74 2,777 sDIgA - - iv.IgG
20 M 15 0,014 22,977 0,044 CVID - - iv.IgG
21 n.b. nb. 0,10 38,61 7T 0,054 CVID - - i.v. IgG
22 nb. nb. 0,16 4221 1,76 CVID - - i.v. IgG
23 n.b. nb. 0,614 29,817 0,141 CVID - - iwv.IgG
24 n.b. nb. 0,00 0,004 0,004 CVID - - iv.IgG
25 n.b. nb. 0,00 6,70¢ 0,394 CVID - - iv.IgG
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0,034 3,314 0,024 CVID

1.V.
27 n.b. n.b. 0,004 7,79 1,93 sDIgA - - i.v. IgG
28 n.b. nb. 0,021 5651 0,061 CVID - - iv.1gG
29 nb. nb. 0,411 5831 1,39 CVID s - iv.IgG
30 n.b. nb. 0,004 21,79 T 0,024 CVID - - iv. IgG
31 n.b. n.b. 0,711 24,997 0,301 CVID - - iwv.IgG
32 nb. nb. 0,004 3,411 0,00 CVID - - iv. IgG
33 nb. nb. 0,124 2,34 0,054 CVID - - iv.IgG
34 n.b. nb. 0,014 0,00 0,001 CVID - - iv.1gG

Tabelle 4: Immunglobulinkonzentration (g/l) und Reaktionen der Serumproben
von Patienten mit IgA-Mangel bzw. CVID (n.b.: nicht bekannt;

n.u.: nicht untersucht; +/7: unter-/oberhalb Normalbereich)

Von den untersuchten Serumproben zeigten 10 Seren positive Reaktion sowohl im
PaGIA als auch im PHA (##1-10). Die Titer der Antikdrper waren im PaGIA stets
kleiner als im PHA. AuBlerdem fiihrte ein Serum (#11) nur im PHA zu einer posi-
tiven Reaktion. Die librigen Seren (##12-34) zeigten weder mit Beads noch mit
Testerythrozyten Reaktionen. Somit handelt es sich bei den positiven Reaktionen

eindeutig um spezifische Reaktionen gegen IgA-Molekiile.

Von den zehn positiv getesteten Seren waren fiinf von den Patienten mit sDIgA
(##1-4 und 9) und fiinf mit der Diagnose CVID (##5-8 und 10). Hiermit betridgt
die Prdvalenz der anti-IgA Antikdrper bei sDIgA 45% (5/11) und bei CVID 22%
(5/23). Dabei fanden sich bei Patienten mit sDIgA Antikorper mit hoheren Titern
als bei solchen mit CVID. Die Titer blieben iiber mehrere Monate mit allen gete-
steten Serumproben (##4,5,7 und 10) und derselben Charge der Beads konstant
(Tabelle 5) wihrend im PHA teilweise innerhalb desselben Tages Schwankungen
von ein bis zwei Stufen der Verdiinnungsreihe (z.B. 1:8/1:16/1:32) beobachtet
werden konnten. Die Titer in Tabelle 4 sind die vom 15.02.00.

BTN

l: 32 l: 32 l: 32
4 1:32 1:32 1:32
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31.8.99 [29.01.00 [15.02.00
7 1:8 1:8 1:8
10 1:2 1:2 1:2
Tabelle 5: Titer im PaGIA von 8/99 bis 2/00

Eine Gegeniiberstellung der positiven und negativen Ergebnisse beider Methoden

bei Gesunden und Patienten ist in Tabelle 6 dargestellt.

PaGIA PHA

Serum Anzahl
positiv/negativ
Blutspen- 105 0/105 70/35
Patienten 34 10/24 11/23

Tabelle 6: positive und negative Reaktionen der beiden Testmethoden

4.3.3 Spezifitit

Die Patientenseren ##1,2,7,8 wurden mit einem fiir anti-IgA; oder anti-IgA, spe-
zifischen PaGIA in einer ersten Testreihe auf ihre Spezifitdt und Hohe des jewei-
ligen Titers hin untersucht. Alle vier Seren hatten klassenspezifische anti-IgA
Antikorper. Fir Untersuchungen weiterer Seren standen nicht geniigend Serum-

mengen zur Verfiigung.

RSN

B S

1 1:256 1:256 1:256
2 1:128 1:128 1:128
7 1:8 1:32 1:32
8 1:4 1:4 1:8

Tabelle 7: Spezifitdt und Titer der Antikorper (PaGIA)

4.3.4 Vergleich der Methoden

Zum Vergleich wurden die Testerythrozyten im Rdhrchentest mit vier Seren von

gesunden Blutspendern aus der Blutspenderoutine und mit elf Patientenseren mit
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anti-IgA Antikérpern untersucht (Tabelle 8). Die Reaktionen waren erwartungs-
gemdf im Gelkartentest stirker als im Rohrchentest. Im PaGIA zeigten die nega-
tiven Seren keine Positivitdt und positive Seren eher schwéchere Reaktionen.

monoklonal anti-IgA 1:320 1:5.120 1:1.280

" anti-IgG - - -
" anti-IgM - - -
Blutspender A1 Rh neg. - - -
" B Rh pos. - - -
" 0 Rh pos. - - -
" AB Rh pos. - 1:20 -
Patienten 1 1:256 1:512 1:256
" 2 1:80 1:2560 1:1.000
" 3 1:4 1:128 1:8
" 4 1:32 1:64 1:32
" 5 1:32 1:64 1:32
" 6 1:32 1:320 n.u.
" 7 1:8 1:32 1:16
" 8 1:4 1:32 1:16
" 9 1:4 1:20 1:8
" 10 1:2 1:5 1:2
" 11 - 1:1 -

Tabelle 8: Vergleich der Methoden
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5 DISKUSSION

Die am meisten gefiirchtete nichthdmolytische Transfusionsreaktion ist die An-
aphylaxie. Bisher wurden als Ursache fiir diese Reaktion meistens Antikdrper ge-
gen IgA-Molekiile vermutet [2,3,4,5,6,7,8,12,17]. Die bisherigen Testmethoden
zum Nachweis der ursidchlichen Antikdrper sind jedoch nicht standardisiert und
konnen nur in wenigen Untersuchungszentren durchgefiihrt werden. Aullerdem ist
die genaue Inzidenz dieser Reaktionen vdllig unbekannt [6,17]. Dennoch werden
in manchen internationalen, aber auch nationalen Zentren (Deutsches Rotes
Kreuz) Personen mit selektivem IgA-Mangel registriert und als Blutspender fiir
Patienten mit [gA-Mangel bestimmt. Dementsprechend sollen die betroffenen Pa-
tienten gegebenenfalls auch prophylaktisch nur IgA-freie Blutprodukte erhalten
und zwar unabhingig davon, ob sie anamnestisch Reaktionen auf die Gabe von
Blutprodukten gezeigt haben oder in ihren Seren anti-IgA nachweisbar ist. Die
Begriindung hierfiir beruht auf der Vermutung, daBl Personen mit IgA-Mangel
durch die Gabe von IgA-haltigen Blutprodukten immunisiert werden kénnen und
bei einer Immunisierung eine unerwiinschte Transfusionsreaktion provoziert wird
[5,6,8]. Gelegentlich werden den betroffenen Patienten sogar notwendige Thera-
pien vorenthalten, um die vermutlichen Komplikationen zu vermeiden. Abgesehen
von Bluttransfusionen werden offensichtlich auch viele symptomatische Patienten
mit Antikdrpermangel nicht mit IgG-Immunglobulinen substituiert, da diese Pré-

parate auch geringe Mengen IgA enthalten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen praktischen Test zum Nachweis von
anti-IgA Antikorpern zu entwickeln, da der bisher am hiufigsten verwendete PHA
héufig unspezifische und nicht reproduzierbaren Ergebnisse zeigt [36]. Wie auch
in dieser Arbeit gezeigt wurde, reagieren nach der Chromchlorid-Methode die
meisten Normalseren mit IgA-beladenen Erythrozyten. Die Reaktionsstdrke der
Normalseren ist sehr variabel und einzelne Seren reagieren bis zu einer Verdiin-
nung von 1:80. Somit kann trotz der zahlreichen experimentellen Versuche in der
vorliegenden Arbeit anhand des PHA héufig keine aussagekriaftige Entscheidung

getroffen werden, ob die nachgewiesene Reaktionen in Wirklichkeit klinisch rele-
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vant sind oder nicht. IgA Antikérper kommen auch bei gesunden Menschen vor,
wobei deren Prdvalenz in Studien mit groBer Zahl untersuchter Seren bei 1:18is
1:1,25 liegt [3,8,9. Die Wahrscheinlichkeit fiir ein richtig positives Ergebnis von

70 positiven bei 105 untersuchten Seren ist damit relativ gering.

Die unterschiedlichen Ergebnisse mit grofler Diskrepanz zwischen PHA und Pa-
GIA bei Normalseren und sehr gute Ubereinstimmung beider Tests bei Patienten-
seren sind nur schwer zu interpretieren. Die Patientenseren wurden am Ende der
Arbeit getestet. Ob routinierteres und préziseres Herstellen und Aufbewahren der
Testerythrozyten oder verschiedene Chargen von IgA zu weniger falsch positiven

Reaktionen fiihrte, 146t sich nur spekulieren.

Der in dieser Arbeit neu entwickelte Test ist einfach durchfiithrbar und erlaubt ei-
nen schnellen und spezifischen Nachweis von anti-IgA Antikdrpern. Obwohl der
neue Test an dem PHA adaptiert wurde, lieen sich keine Unspezifitdten im neuen
Test feststellen. Alle Serumproben von gesunden Blutspendern waren negativ. Im
Vergleich dazu zeigten Coombsseren (anti-IgG, anti-IgM und anti-IgA) positive
Reaktionen nur mit anti-IgA (Tabelle 3, Tabelle 4und Tabelle 8). Somit ist die
Spezifitit des neuen Tests gegeben. Um die Sensitivitdt zu untersuchen, wurden
anti-IgA-haltige Seren mit verschiedenen IgA-Mengen in 5-80 ng/ml inkubiert.
Dieser Inhibitionsversuch zeigte, daBl die Sensitivitit des neuen Tests zwischen
15 und 20 ng/ml liegt [25]. Die optimale Sensitivitdt fiir die Erfassung von nur
klinisch relevanten Antikérpern mull anhand der Untersuchungen von entspre-
chenden Seren festgestellt werden. Leider sind klinisch relevante Antikorper ge-
gen IgA-Molekiile sehr selten und es fanden sich in grolen Zentren keine verfiig-
baren Seren von betroffenen Patienten. Dieses ist allerdings nicht nur auf die Sel-
tenheit der Antikorper zurilickzufithren, sondern auch auf die Tatsache, daB die
Seren betroffener Patienten in der Regel nicht danach untersucht werden [10,11].
Es wird gehofft, dafl die Erfassung dieser Fédlle nach der Einfiihrung des neuen

Tests besser wird.

Im Vergleich zum PHA ist der neue Test blutgruppenunabhédngig und kann mit je-

dem Serum ohne Riicksicht auf Antikdrper gegen Erythrozyten oder gegen andere
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Antigene durchgefiihrt werden. Die beladenen Beads sind robust und kénnen ohne

Aktivitdtsverlust iiber lange Zeit (mehr als 6 Monate) verwendet werden.

Die Ergebnisse der untersuchten Patientenseren sind in vieler Hinsicht interes-
sant. Wie bereits in der Literatur beschrieben, werden Antikdérper gegen IgA-
Molekiile relativ hdufig bei Patienten mit selektivem IgA-Mangel und bei Patien-
ten mit CVID festgestellt [3,8,9,12,16,19,31,32]. In der vorliegenden Arbeit lie-
Ben sich solche Antikorper bei 45% der untersuchten Patienten mit selektivem
IgA-Mangel und bei 22% der untersuchten Patienten mit CVID feststellen
(Tabelle 4). Allerdings sind diese Antikdérper meistens schwach und ohne klini-
sche Relevanz. Moglicherweise sind nur hochtitrige Antikdrper von klinischer
Bedeutung. Drei der untersuchten Patienten hatten relativ starke Antikorper
(##1,2,3; Tabelle 4) und nur eine (#1) dieser Patienten hatte anamnestisch eine
anaphylaktische Reaktion nach Gabe von anti-Rh(D)-Prophylaxe. Die anderen
zwei Patienten wurden bisher mit Blutprodukten nicht behandelt und die klinische

Relevanz ihrer Antikorpern blieb bisher unklar.

Eine Bestimmung der Spezifitidt der Antikdrper wurde mit dem neuen Test nur bei
vier Patienten (##1,2,7,8; Tabelle 7) durchgefiihrt. Alle vier hatten klassenspezi-
fische anti-IgA Antikorper. Insgesamt finden sich klassenspezifische anti-IgA
Antikorper hdufiger bei Patienten mit selektivem IgA-Mangel mit oder ohne wei-
teren Erkrankungen und subklassenspezifische bei Patienten mit CVID oder ge-
sunden Menschen [7,37,48]. Zusammen mit der Hohe des Titers wird die Spezifi-
tdt als ein MaB fiir die klinische Bedeutung herangezogen. In dlteren Studien wie-
sen klassenspezifische Antikorper stets hohere Titer (bis 1:17.500 im PHA) als
subklassenspezifische auf [5,6,8]. Die Titer klassenspezifischer Antikdrper von
Patienten mit anaphylaktischen Reaktionen waren deutlich hdher als die von
Patienten mit subklassenspezifischen (mittlere Titer im PHA von 1:640 bzw.
1:120) [8]. Im PHA sollen oberhalb eines Titers von 1:256 anti-IgA Antikorper
fiir schwere Reaktionen verantwortlich gemacht werden kdénnen [12]. Ob sich
diese Ergebnisse mit dem PaGIA bestdtigen lassen und die Titer entsprechend an-

gepalit werden kdnnen, ist in weiteren Untersuchungen zu klaren.
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Interessanterweise waren einige Patienten in Behandlung mit i.v. IgG-Prédparaten
(##12-34; Tabelle 4). Obwohl es sich dabei um IgG-Pridparate handelt, enthalten
diese Pridparate geringe IgA-Mengen. Im Gegensatz zur bisherigen Meinung hat
die IgG- bzw. IgA-Substitution hier weder zu Reaktionen noch, wie anhand von
Verlaufskontrollen serologisch festgestellt werden konnte, zur Verstirkung der
Antikorperkonzentration im Serum gefiihrt [48]. Die Frage, warum die Patienten
mit anti-IgA keine klinisch relevanten Reaktionen durch die Substitution gezeigt
haben, ist moglicherweise durch die geringe Konzentration der Antikdrper bzw.
der zugefiihrten IgA-Menge zu erkldren [48]. Unabhdngig davon ist aus immuno-
logischer Sicht nicht verstdndlich, warum die Substitution bei diesem Patienten
nicht zur Verstdarkung der Antikdrperbildung fiihrt. Bei Patienten mit CVID ist
dies moglicherweise durch den Immundefekt im Rahmen der Grunderkrankung zu
erkldren [1,6,9,16,21,22,26,27]. Dagegen kann das Phdnomen bei Patienten mit
selektivem IgA-Mangel nicht erklidrt werden. Die Moglichkeit, dal schwache An-
tikorper gegen IgA durch die transfundierten IgA-Molekiile blockiert werden und
deshalb die Messungen bei diesen Patienten falsche Ergebnisse anzeigen [49], ist
aus unserer Sicht unwahrscheinlich. Gegen diese Vermutung sprechen die Tatsa-
chen, dafl die Antikdrperkonzentrationen auch bei spdteren Messungen nicht an-
steigen und die betroffenen Patienten keine Reaktivierung im Sinne einer Immun-
komplexerkrankung (Vasculitis) durch die Bildung von ,IgA-anti-IgA-

Komplexen“ entwickeln [50].

Die Behauptung, daB bei Patienten mit IgA-Mangel IgA-haltige Blutprodukte
vermehrt zur Alloimmunisierung fiithren kénnen [5,6,8,11], 146t sich trotz der ge-
ringen Zahl der behandelten Patienten in dieser Arbeit nicht bestdtigen. Keines
der behandelten Kinder mit IgA-Mangel wurde durch die Substitution mit IgG
bzw. IgA sensibilisiert. Zur weiteren Abkldrung dieser Fragen sind weitere Studi-

en notwendig.

Aus unserer Sicht ist der neue Test fiir die Durchfithrung solcher Studien sehr ge-
eignet. Im Rahmen dieser Studien kdnnen auch klinisch relevante Antikdrper

identifiziert werden und gegebenenfalls entsprechende Beads zum Nachweis von



37

nur klinisch relevanten Antikdrpern hergestellt werden. Weiterhin kdnnen im
Rahmen weiterer Studien die Fragen gekldrt werden, ob bestimmte Patienten IgM
oder IgE Antikorper gegen IgA-Molekiile bilden. Wihrend IgM Antikorper gegen
IgA-Molekiile als Ursache einer anaphylaktischen Reaktion bisher nicht beschrie-
ben wurden, sind IgE-anti-IgA Antikérper bei zwei Patienten beschrieben worden

[18,19].

Seit kurzem werden Cytokine und Chemokine als Ursachen fiir die meisten nicht-
himolytische Transfusionsreaktionen angesehen. Sie finden sich besonders in
Blutprodukten, die nicht leukozytenfiltriert sind. Insbesondere werden IL-1f, IL-
6, IL-8 und TNF-a diskutiert, die als proinflammatorische Substanzen zu Leuko-
zytenmigration, Aktivierung und Degranulation von Neutrophilen und Freisetzung
von Histamin fithren [51,52,53,54]. Experimentell konnte gezeigt werden, dal3 die
Transfusion des Uberstandes von Thrombozytenkonzentraten, die erhohte Kon-
zentrationen an IL-1B und IL-6 enthielten, febrile Reaktionen auftraten. Wurden
nur die Thrombozyten selbst transfundiert, kam es deutlich seltener zu solchen
Reaktionen [52]. Weiterhin sind leichte bis schwere nichthdmolytische Transfusi-
onsreaktionen bei der Gabe von Thrombozytenkonzentraten unabhidngig von Leu-
kozytenfiltration oder IL-1p und IL-6 Konzentrationen beschrieben worden. Da-
bei wurden erhdohte Konzentrationen der in den Thrombozyten synthetisierten
Chemokine RANTES (Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and
presumably Secreted) und MIP-1a (Macrophage Inflammatory Protein) gefunden,
die dhnlich wie Cytokine wirken [55].

Diese Mechanismen bieten zumindest teilweise eine Erkldrung bei unklaren
nichthdmolytischen Transfusionsreaktionen. Es fehlt aber bisher an weiteren Un-

tersuchungen dieser Zusammenhédnge.

Zusammenfassend erdffnet der neue Test einen Weg zu Erfassung und genauen

Charakterisierung von anti-IgA Antikorpern.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die meisten transfusionsassoziierten anaphylaktischen und anaphylaktoiden Reak-
tionen werden auf das Vorliegen von anti-IgA Antikdrpern zuriickgefiihrt [5,6,8].
Die genaue Inzidenz ist jedoch unbekannt [6,17]. Der Nachweis dieser Antikdrper
war bisher schwierig und konnte nur in wenigen Einrichtungen durchgefiihrt wer-

den.

Nach Entwicklung des Particle Gel Immuno Assay (PaGIA) wurden unter Ver-
wendung von 105 Seren gesunder Blutspender Vergleiche mit der bisherigen
Standardmethode der Passiven Hidmagglutination (PHA) vorgenommen und es
konnte gezeigt werden, dafl der PaGIA hochspezifisch, praktikabel und einfach
durchfiithrbar ist. AnschlieBend wurden 34 Seren von Patienten mit einem IgA-
Mangel bzw. kombinierten Immundefekten untersucht. In 10 Fidllen konnten nur
relativ schwache Antikdrper (Titer 1:1 bis 1:256) gefunden werden. Anamnestisch
hatte nur eine Patientin einen anaphylaktischen Schock nach Gabe von Anti-D-
Prophylaxe. Der Antikorpertiter bei dieser Patientin war relativ hoch (1:256). Bei
einer zweiten Patientin mit einem relativ hohen Titer wurden bis zur Untersu-
chung keine Blutprodukte gegeben. Somit blieb die klinische Relevanz dieses An-

tikorpers unklar.

Schwache Antikorper sind klinisch offensichtlich ohne Bedeutung, da einige Pati-
enten ohne Komplikationen mit Immunglobulinen behandelt wurden [48]. Dariiber
hinaus ergaben die Nachuntersuchungen keinen Hinweis auf einen Titeranstieg

der Antikorper.

Der Vorteil des PaGIA liegt in seiner einfachen und schnellen Durchfithrung und
der Blutgruppenunabhédngigkeit. Die Beads sind gebrauchsfertig bis zu einem Jahr
haltbar. Mit der Standardausstattung des ID-Micro Typing System, das in vielen
Laboratorien verbreitet ist, ist dieser Test stets in der serologischen Routinedia-
gnostik anwendbar. Er bietet erstmals die Moglichkeit, groBe Zahlen an Seren zu

untersuchen, um so ein genaueres Bild liber anti-IgA Antikdrper und ihre jeweili-
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ge klinische Bedeutung zu erhalten. Insbesondere kann davon ausgehend ihre Rol-

le bei anaphylaktischen Transfusionsreaktionen eventuell neu bewertet werden.
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CVID
dl

ELISA

HLA
Ig

1.v.
LISS
M.
mg, ml
pg, ul, pm
NaCl
n.b.
nm
n.t.
PaGIA
PBS
PHA
RIA

sDIgA

Common Variable Immuno Deficiency
Deziliter

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
hier fiir: Gravity

Human Leucocyte Antigen
Immunglobulin(e)

intravenos

Low Ionic Strength Solution

Morbus

Milligramm, -meter

Mikrogramm, -liter, -meter

Natrium Chlorid (-Losung)

nicht bekannt

Nanometer

nicht getestet

Particle Gel Immuno Assay

Phosphate Buffered Saline

Passive Hemagglutination Assay
Radio Immuno Assay

selective Deficiency of IgA

Umdrehungen pro Minute
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