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1. Abstracts

1.1 Abstract, deutsch

Erythrozytare Alloantikorper kénnen schwere hamolytische Transfusionsreaktionen
(HTRs) mit lebensbedrohlichen Komplikationen verursachen. Deshalb werden vor
einer Bluttransfusion verschiedene serologische Tests, einschliel3lich der
Bestimmung der Blutgruppen ABO und der Rhesusantigene, die Antikdrpersuche und
die serologische Vertraglichkeitsprobe (Kreuzprobe) vorgenommen. Diese
Untersuchungen sind zeitaufwandig und kénnen zur Verzogerung einer notwendigen
Transfusion fuhren. Bei Massivblutung steht eine sofortige Bluttransfusion im
Vordergrund, um schwere oder todliche hypoxische Organschaden zu vermeiden.
Daher werden im Notfall ungematchte (ungekreuzte) ABO-kompatible
Erythrozytenkonzentrate (EKs) ausgegeben und ohne Verzdgerung ggf. auch
transfundiert. Es wird vermutet, dass solche Notfalltransfusionen mit einem hoéheren
hamolytischen Transfusionsrisiko als normale Transfusionen verbunden sind. Es gibt
jedoch nur wenige Informationen beziglich inkompatibler Bluttransfusionen bei einer

Massivblutung.

In der vorgelegten Arbeit wurden retrospektiv die Daten notfallmafig transfundierter
Patienten mit ungematchten EKs zwischen den Jahren 2001 und 2015 in der
Charité-Berlin Universitatsklinik am Campus Virchow Klinikum ausgewertet. Bei allen
Patienten wurde primar mit der Transfusion begonnen bevor die Ergebnisse der
regularen serologischen Untersuchungen vorlagen. Insgesamt wurden in der
angegebene Zeit 6.109 Patienten mit 63.373 ungematchten EKs transfundiert ohne
eine wesentliche Anderung des Protokolls der Notfallversorgung am Campus. Es
kam von allen notfallmafig transfundierten Patienten nur bei 19 zu einer serologisch
inkompatiblen Transfusion. Die nachgewiesenen Alloantikdrper fir die serologische
Inkompatibilitdt waren Anti-D (n=6), Anti-JK? (n=4), Anti-Kn (n=2), Anti-Lu? (n=1),
Anti-Le? (n=1), Anti-Fy? (n=1), Anti-M (n=1), Anti-e (n=1), Anti-C plus Anti-D (n=1)
und Anti-K plus Anti-Wra (n=1).

Nur bei einem von allen serologisch inkompatibel transfundierten Patienten liel3en
sich Zeichen einer milden Hamolyse feststellen. Dieser Patient mit einem
nachweisbaren Alloantikdrper der Spezifitat Anti-D bekam 3 Rh(D)-positive EKs. Es

lieRen sich keine Hinweise auf HTRs bei allen anderen inkompatibel transfundierten



Patienten feststellen. Bei mindestens zwei anderen Patienten von den 19 Patienten
ohne HTR wurde die Transfusion ohne Rucksicht auf die nachgewiesenen

Alloantikorper fortgefihrt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestatigen nicht nur die Annahme, dass die
Transfusion ungekreuzter ABO-kompatibler EKs mit hoher Sicherheit verbunden ist,
sondern auch, dass die Transfusion inkompatibler Erythrozyten bei einer massiven
Blutung nur selten eine HTR verursacht. Der Nachweis von Alloantikdrpern darf
daher zu Kkeiner Verzogerung einer notwendigen Bluttransfusion bei nicht
kontrollierbarer Blutung fihren. Das Fehlen einer HTR durch inkompatible EKs bei
massiver Blutung lasst sich moglicherweise durch eine Verdinnung des/der
Antikorper(s) durch die massive Bluttransfusion per se und durch die Elimination des
Antikdrpers von der Zirkulation durch den Blutverlust einschlie3lich inkompatibler
Erythrozyten erklaren. Somit kdnnen bei persistierender Blutung weitere inkompatible
EKs -wenn keine kompatiblen EKs verfliigbar sind- bis zum Sistieren der Blutung

transfundiert werden.



1.2 Abstract, english

Alloantibodies to red blood cells (RBCs) may cause haemolytic transfusion reactions
(HTRs), leading to life-threatening complications. To avoid such reactions, various
serological tests including ABO blood group, Rhesus (D) antigen, antibody screening,
and crossmatching are usually required prior to RBC transfusion. However, these
tests are laborious and time-consuming. In cases of massive bleeding, blood must be
rapidly administered to prevent hypoxemia, which may result in organic damage or

even death.

In emergency cases, the use of uncrossmatched ABO compatible RBCs is generally
recommended, though it is believed to be associated with high risks of HTRs.
However, there is little information regarding incompatible RBC transfusions under

massive bleeding.

In the present study, we retrospectively analysed the data of all patients who required
uncrossmatched blood transfusions at the Charité University Hospital Campus
Virchow between 2001 and 2015. Transfusion was started prior to completion of
regular serological testing. Without any significant change in the protocol of
emergency transfusion 6.109 patients received a total of 63.373 uncrossmatched
RBC units. Of these patients, 19 were initially transfused with serologically
incompatible RBCs in the presence of recognisable alloantibodies to D (n = 6), JK2 (n
=4),Kn(n=2),Lud(n=1),Le2(n=1),Fy2a(n=1),M(n=1),e(n=1),CplusD (n=
1), and K plus Wra (n = 1) antigens. Only one of these patients appeared to have
developed signs of mild haemolysis following the transfusion of three Rh (D)-positive

units. HTRs were not observed in the remaining 18 patients.

Most importantly, the transfusion of incompatible blood transfusion was continued in
at least two cases where compatible RBCs were not available. Our results not only
support the notion that uncrossmatched ABO compatible RBCs are highly safe in
patients with massive bleeding, but also indicate that the transfusion of incompatible
RBC rarely results in significant HTRs. Thus, the detection of alloantibodies should
not result in a delay of blood delivery and/or transfusion in patients with haemorrhage
as long as bleeding has not been stopped. The finding that incompatible RBC
transfusion is not clinically significant in patients with uncontrolled bleeding may be

explained by the fact that such alloantibodies are ultimately diluted by the massive



transfusion per se and/or, at least in part, neutralized by the loss of the transfused
incompatible RBCs, which may have scavenged alloantibodies from the circulation.



2. Einleitung

2.1 Arbeitshintergrund

Inkompatible Erythrozytentransfusionen mussen vermieden werden, da sie
schwerwiegende und lebensbedrohliche HTR verursachen kénnen. Es ist daher
vorgeschrieben, dass vor einer Bluttransfusion bei allen betroffenen Patienten eine
Blutgruppenbestimmung, eine  Antikérpersuche und eine  serologische
Vertraglichkeitsprobe (Kreuzprobe) vorzunehmen sind. Diese Untersuchungen sind
relativ zeitaufwandig und kdnnen ein bis zwei Stunden, bei Vorhandensein irregularer

Antikdrper (Alloantikdrper) langer dauern.

Eine Ausnahme von dieser Regelung stellen Notfalltransfusionen, die priméar unter
Bertcksichtigung der ABO  Blutgruppen ohne  weitere  serologische
Voruntersuchungen durchgefiihrt werden kdnnen, dar. In diesen Fallen kann durch
die Ausgabe von EKs der Blutgruppe 0 eine HTR durch Isoagglutinine vermieden
werden, aber nicht durch Alloantikbrper, die im Rahmen einer primaren
Immunisierung durch Vortransfusion und/oder Schwangerschaft bestehen kdénnen
(Immunantikorper). Deshalb werden Notfallbluttransfusionen mit einem bedeutsam
groReren Risiko einer HTR als normale Bluttransfusionen eingestuft. Um dieses
Risiko zu vermeiden oder zu minimieren, werden auch nach der Bereitstellung von
Blutkonserven im Notfall die vorgeschriebenen serologischen Untersuchungen
durchgeftihrt, auch wenn mit der Transfusion bereits begonnen worden oder diese
schon beendet ist. Die Feststellung einer serologischen Inkompatibilitat ist oft mit

einer Herausforderung unbekannten MalRes verbunden.

Die Antikorperspezifitdt und deren klinische Relevanz missen festgestellt und ggf.
antigennegative EKs gegen ungetestete und ausgegebene EKs ausgetauscht
werden. Die Frage, ob eine inkompatible Transfusion -wenn keine kompatiblen EKs
verfugbar sind- durchgefuhrt werden kann oder soll, ist bisher nicht eindeutig
beantwortet.

In der Charité-Universitdtsmedizin Berlin werden, wie in anderen Zentren weltweit,
haufig Notfallbluttransfusionen durchgefuihrt. Die Inzidenz von HTR und das
Outcome betroffener Patienten sind bisher nicht ausreichend untersucht, um die o.g.

Frage zu beantworten. Die klinische Relevanz dieser Fragestellung ist von grof3er



Bedeutung bei einer Massivblutung und dementsprechend einer
Massivbluttransfusion, da eine Verzdgerung notwendiger Bluttransfusionen mit

einem hohen Letalitatsrisiko verbunden ist.

Anhand der Analyse publizierter Daten und anhand der Erfahrung der
Transfusionsmedizin Charité auf diesem Gebiet, kommen HTR bei der Transfusion
von ungetesteten Erythrozyten der Blutgruppe 0 sehr selten und hier meistens nur in
milder Form vor. Au3erdem ist aus klinischer Sicht eine inkompatible Transfusion bei
blutenden Patienten nicht vermeidbar, wenn keine kompatiblen Erythrozyten
verfigbar sind. Bisher gibt es bei akuter Blutung mit lebensbedrohlicher Anamie
keine Alternative zur Bluttransfusion mit Erythrozyten, die die Sauerstoffversorgung
bei anamischer Hypoxie kompensieren kann. Die Vorbehalte gegen inkompatible
Bluttransfusionen auch bei lebensbedrohlichem Blutverlust beruhen eher auf einer
historischen und weniger auf einer klinischen Basis. Ein Umdenken in dieser Hinsicht

ist notwendig.

2.2 Geschichte der Transfusionsmedizin

Die Vorgeschichte der Bluttransfusion ist sowohl mit tiefen Riuckschlagen als auch
bleibenden Erfolgsh6hen verbunden. Die Bedeutung des Blutes fir Gesundheit,
Leben und Sterben hat alle Menschen zu allen Zeiten bewegt. Das Menschenblut,
vor allem von Gladiatoren und Martyrern, wurde im Mittelalter zur Behandlung der
Epilepsie und zur Verstarkung der kérperlichen und seelischen Kraft stark geschéatzt.
So auch in der Legende des sterbenden Papstes Innozenz VIII, der 1492 sein Blut
gegen das von drei 10-jahrigen Knaben ausgetauscht bekam. Infolgedessen starben
er und alle drei Knaben (1-3). Das Trinken und Essen von Tierblut wird bis heute in
bestimmten Kulturen gepflegt. Viele Menschen und vor allem Kinder lecken ihr Blut
bei kleinen Verletzungen ab. In Afrika gibt es einen Hirtenstamm (die Massai) bei
dem frisches Blut aus der Halsvene von Rindern direkt angezapft und getrunken
wird. Traditionell wird Blutwurst in vielen Landern hergestellt und mit Genuss
verzehrt. Blut ist auch ein Hauptbestandteil des Blutpuddings, der Blutsuppe, des
Schwarzsauers und dient zur Bindung von verschiedenen Saucen in vielen
regionalen Kichen moderner Lander (4). Die therapeutische Wirkung des
Blutkonsums ist z.T. auf dessen hohe Eisenkonzentration zurtckzufiihren, vor allem

bei Eisenmangelanamie.



Die Entdeckung des kleinen Blutkreislaufs durch den arabischen Arzt Ibn an-Nafis
1212 und dessen Bestatigung fast 200 Jahre spéater, 1628 durch den Englander W.
Harvey (1-3), war der Ausloser fir die Idee der direkten Blutlibertragung
(Bluttransfusion). Im Februar 1666 kam es zu einer erfolgreichen Blutlbertragung
von Hund zu Hund in England (5). Nach weiteren Tierversuchen wurde die erste
Blutibertragung bei einem Menschen am 15.06.1667 in Paris vorgenommen. Einem

15-jahrigen Patienten wurde das Blut eines Lammes transfundiert.

Was damals geschah reflektiert fortlaufend das klassische Bild einer akuten HTR. Dr.
Jean Denis, der fur Konig Louis XIV arbeitete, beschrieb 1668 den Verlauf der
Transfusionsunvertraglichkeit (HTR) wie folgt: ,Als das Blut begann in seine Venen
zu treten spurte er die Hitze entlang des Armes und unter seiner Achsel. Sein Puls
stieg an und unmittelbar danach beobachteten wir reichlich Schwei3 an seinem
Gesicht. Sein Puls war extrem unregelmaRig, er klagte tUber starke Schmerzen in
seinen Nieren und fuhlte sich nicht wohl im Magen. Er rang nach Luft und wurde
erlést, indem er in sich zusammensackte und in einen Tiefschlaf verfiel Gber die
gesamte Nacht ohne einmal aufzuwachen. Als er aufwachte flillte er ein grof3es Glas
Urin mit einer dunklen Farbe, als ob es mit RuR vom Schornstein vermischt war® (2).
Dieses Ereignis und &ahnliche spatere fatale Vorkommnisse im Tier- und

Humanbereich spiegeln bis heute die Angst vor Fehlern bei Bluttransfusionen.

Am 23.11.1667 und am 10.12.1667 wurden weitere Blutibertragungen von Tieren zu
Menschen mit todlicher HTR in England bzw. Italien durchgefihrt. Die Fehlschlage
der vorgenommenen Bluttransfusionen hatten grof3es Aufsehen erregt, so dass der
franzosische Gerichtshof am 17.04.1668 die Ausubung der Bluttransfusionen
praktisch auf3er Kraft gesetzt hat (1-3, 6). Zu den beschriebenen Reaktionen dieser
Bluttransfusionen zé&hlten Schweil3ausbruch, Nasenblutung, Erbrechen, Fieber,
Flankenschmerzen, Hamaturie und schliel3lich der Tod. Die Wiederaufnahme der
Tierexperimente zur Blutibertragung Ende des 18. und Anfang des 19. Jahrhunderts
zeigte, dass fremdartiges Blut nicht vertraglich ist. Dies ermutigte zu dem Versuch,
die Blutubertragung von Mensch zu Mensch zu wagen. Der Englische Physiologe
und Geburtshelfer Blundell fuhrte zunachst mit Erfolg eine direkte Blutliibertragung
bei einer ausgebluteten Frau nach der Geburt durch. Somit konnte zum ersten Mal
der Tod durch den Blutverlust verhindert werden. Da dieser Erfolg nur bei einem Teil

der Transfusionsbedirftigen zu verzeichnen war, kam es erneut zum Stopp der



Bluttransfusionen (1-3). Es war Karl Landsteiner, der die Haupteigenschaften der
roten Blutzellen (Blutgruppen) im Jahr 1900 entdeckte (6). Diese revolutionare
Entdeckung pragt bis heute die gesamte Medizin in vielerlei Hinsicht: Immunologie,
Hamatologie, Intensiv- und Transplantationsmedizin, aber auch Chirurgie und
Traumatologie. Mit der ABO-Blutgruppen Entdeckung konnten nicht nur die friheren
Misserfolge der bis dahin vorgenommen Bluttransfusionen erklart werden, sondern
auch der Beginn der modernen Transfusionsmedizin. Eine gewaltige Beschleunigung
dieser Entwicklung wurde gekront durch den ersten und den zweiten Weltkrieg bzw.

den entsprechenden Blutverbrauch in jener Zeit (7-9).

2.3  Blutgruppenantigene und Antikorper

Nach der Entdeckung der ABO-Blutgruppen wurden schrittweise zahlreiche
Blutgruppensysteme und Antigene entdeckt und charakterisiert. Inzwischen sind
mehr als 700 Erythrozytenantigene bekannt geworden. Die bedeutsamsten Antigene
bleiben jedoch die ABO-Blutgruppen (10-12). Die Antigene bestehen aus
Glykoproteinen und/oder Glykolipiden oder Proteinen, die je nach Struktur
vollstandig (extramembrands), wie die ABO-Blutgruppen, oder nur zum Teil an der
Zellmembran exprimiert sind (exrta- und intramembrands), wie RH-antigene
(Abbildung 1)



Abbildung 1: Schematische Darstellung der Erythrozytenantigene und —
Antikorper (12)

Rh
ABO Diego
MNS  Kell Kidd Duffy et

Routinemé&lig werden die Antigene durch spezifische Antikorper, die
naturlicherweise wie die Isoagglutinine gegen die Blutgruppen A, B und AB, oder
erst durch Antigenkontakt bzw. Immunreaktion (Immunantikdrper) nach allogener
Bluttransfusion oder bei einer Schwangerschaft durch fetomaternale
Mikrotransfusionen entstehen nachgewiesen. Individuen mit der Blutgruppe A bilden
innerhalb der ersten zwei Jahre nach der Geburt starke Antikorper gegen die
Eigenschaft B, diejenigen mit der Eigenschaft B bilden Anti-A, diejenigen mit AB
bilden keine Antikérper gegen diese Eigenschaften und die restlichen besitzen
solche Eigenschaften und bilden Anti-A und Anti-B. Die Isoagglutinine gehoren
vorwiegend zur IgM-Klasse, die eine Komplementaktivierung bewirken, und zum Teil

zur 1gG und selten auch zur IgA-Klasse (10-14).

Die Immunantikérper gehodren in der Regel zu IgG-Klasse (IgG; und 1gGs) und
kénnen nur selten eine Komplementaktivierung in vitro bewirken (12, 14). Allerdings
findet in vivo immer bei einer HTR eine Komplementaktivierung statt, auch wenn der
ursachliche Antikorper in vitro kein Komplement aktiviert, z.B. Anti-D (15). Dennoch
ist die generell akzeptierte Einteilung komplementaktivierender und nicht-

10



komplementaktivierender Antikdrper von grof3er Kklinischer Bedeutung, da erstere
Antikorper eher starke intravasale HTR verursachen und letztere Antikorper
theoretisch eher und vorwiegend die extravasale Immunhamolyse. Eine scharfe
Trennung ist jedoch héaufig nicht mdglich, da Hamolyse Rate und Charakter von
verschiedenen Faktoren abhangig ist. Die Unterteilung der Immunhamolyse in extra-
und intravasale ist von grol3er klinischer Bedeutung (14).

2.4  Extravasale Inmunhamolyse

Bei der extravasalen Immunhamolyse werden die Erythrozyten je nach
Antikdrperkonzentration, Klasse, Subklasse und Komplementaktivierung der
Vorstufen der Komplementkaskade (C;-C3) von Makrophagen in der Milz bzw. in der
Leber phagozytiert. 1gG-beladene Zellen werden in der Milz und stark beladene
Zellen mit und ohne Komplementaktivierung eher in der Leber abgebaut (Abbildung
2-3).

Abbildung 2: Fc- und /oder C3b- vermittelte Immunphagozystose (Extravasale
Immunhamolyse). Wahrend 1gG- beladene Erythrozyten vorwiegend in der Milz
phagozytiert werden, werden stark beladene Zellen mit IgG und/oder C3b in der
Leber phagozytiert.

" v
Cc-vermittelte
’hagozytose
0 - 20
- Fc- und C,b-vermittelte Phagozytose .
. L Milz

Der Abbau der beladenen Zellen hangt auch von der individuellen Kapazitat der

Makrophagen betroffener Patienten ab (12, 14). Daher konnen identische Antikorper,

11



z.B. Anti-D variable Hamolysebilder verursachen. Wahrend sonst gesunde Individuen
eine starke und lebensbedrohliche Hamolyse durch eine inkompatible Bluttransfusion
entwickeln kdnnen, zeigen schwer kranke Patienten keine oder nur milde HTRs.
Diesbeziglich liegen jedoch bisher keine Daten von publizierten Studien vor.
Insgesamt bleibt die extravasale Immunhamolyse durch die o.g. Faktoren hé&ufig
limitiert, auch wenn die Hamolyse initial stark beginnt. Nach der akuten Phase mit
umfangreicher Phagozytose nimmt die Kapazitat der Makrophagen ab. Dieser
Aspekt ist von grofRer Klinischer Bedeutung bei Risikobluttransfusionen, z.B.
Transfusionen serologisch inkompatibler Konserven (14). Auch hier beruhen diese
Aussagen eher auf empirischer Beobachtung und nicht auf kontrollierten Studien.

Abbildung 3: schematische Darstellung der Pathomechanismen extra- und

intravasaler Immunhéamolyse

Immunhamolyse

FC-/C3b/C5b-9 Fc- und/oder C3b- Fc-vermittelt
vermittelt IgG1, 1gG3, IgG1, 1gG3,
IgM>1gG3,IgG1 IgM, (IgA) (IgA)
Intravasal + Phagozytose Phagozytose
(Eégg\r/i/lsi?zl (Extravasal) (Extravasal)
Zirkulétion’) leber + Milz Milz +/- Leber

2.5 Intravasale Immunhamolyse

Charakteristisch fur die Intravasale Immunhamolyse sind Zeichen des direkten
Erythrozytenzerfalles in der Zirkulation und das Auftreten von Hamoglobindmie,
Hamoglobinurie (Abbildung 4) und je nach Hamolysestarke Schock, Nierenversagen
und  Gerinnungsstérung. Diese

Hamolyse ist abhangig von der

Komplementaktivierung und setzt sich fort solange die Ursache der
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Komplementaktivierung nicht gestoppt wird. Ein typisches Beispiel stellt die
Fehltransfusion bei ABO-Inkompatibilitat, aber auch bei starken Immunantikdrpern
dar. Hier aktivieren die urséchlichen Antikdrper (IgM>IgGs>IgG;) die
Komplementkaskade vollstandig (C;-Cg). Die Hamolyse wird verursacht durch die
terminale Komplementkomponente C5b-9 (Membrane-Attack Complex). Diese
Komplexe durchbohren die Zellmembran und die Erythrozyten verlieren sofort und
vollstandig ihre Integritat (14, 16). Sie kbnnen dann als Zelltrimmer nachgewiesen
werden (Abbildung 4). Dies erkléart die Fehlschlage der Transfusionsversuche bis zur
Entdeckung der ABO Blutgruppen im Jahr 1900 bzw. den tédlichen Verlauf der
Fehltransfusionen bis heute und macht die Vorgabe geltend, dass die Kompatibilitat

der Bluttransfusionen bericksichtigt werden muss (17-19).

Abbildung 4: modifizierte Schematische Darstellung der
Komplementaktivierung bzw. der intravasalen Immunhamolyse (14). Im Rahmen
einer intravasalen Immunhamolyse werden die Erythrozyten z.T. durch die Beladung
mit C3b- Molekiilen phagozytiert. Uberlebende Erythrozyten tragen C3d Komponente
und kénnen im direkten Antiglobulintest (DAT) serologisch nachgewiesen werden.

alternativer Weg Klassischer Weg der
(Lektin-Weg) Komplementaktivierung

¥

| Antikorper (IgM > 1gG5 > 1gG,) \

. 1
LC1 ]

‘I C3 — C3a Anaphylatoxin |

}

N,

] Zelllyse I | Immunphagozytose "—K C3b ]—@—v Cagffs'
l Csb-9 |‘ ‘ C6,7,8,9 ‘1 ‘ C5b }47 { C5 — Cb5a Anaphylatoxin |.1 Ur\ifl'\(flger

2.6  Alloantikérper gegen Erythrozyten Antigene

Auller den ,naturlichen® Antikorpern, die ohne erkennbare Ursache fur die
Immunisierung gebildet werden, wie die Blutgruppen Isoagglutinine, kbnnen weitere

zahlreiche nicht klinisch relevante und Klinisch relevante Antikorper  nach
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Antigenkontakt bei Schwangerschaften oder durch allogene Bluttransfusionen
entstehen. Nach der primaren Immunisierung, die klinisch nicht relevant ist, werden
Immunantikorper gebildet (10-14). Diese gehéren in der Regel zur IgG-Klasse und
kénnen schwere HTR-Reaktionen verursachen (Abbildung 5). Daher wird vor jeder
neuen Erythrozytentransfusion einen Antikorpersuchtest durchgefuhrt, um solche
Antikorper zu detektieren und ggf. kompatible Erythrozyten (antigen-negative) zu
transfundieren (18). Im Gegensatz zu den natlrlichen Antikbrpern, werden
Immunantikérper ohne neue Exposition zum ursachlichen Antigen nicht in
ausreichender Menge weiter gebildet und kbnnen nach langerer Zeit mit den
routinemalig verwendeten Methoden nicht mehr nachgewiesen werden (14, 20).
Auch solche Antikérper missen vor jeder Erythrozytentransfusion bertcksichtigt
werden, da sie innerhalb von wenigen Tagen (in der Regel 1-3 Tage) in grol3er
Menge nachgebildet werden (sekundére Immunreaktion) und HTR verursachen
konnen (Verzogerte HTR). Diese sind h&ufig mild und verlaufen ohne Komplikationen
(14, 15, 21, 22). In seltenen Fallen kénnen sekundéare Immunreaktionen (innerhalb
von 1-9 Tagen nach Transfusion) jedoch auch schwere HTR verursachen (12, 14,
23).
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Abbildung 5: Immunisierung und HTR. Nach der primaren Immunisierung kénnen
die Antikorper (AK) fur kurze oder lange Zeit nachweisbar bleiben und werden durch

Antigenkontakt geboostert.

Immunantikorper

primare _ sekundare
Immunisierung: Immunisierung
nievor 7-10 T , ' |
meistens > 3-4 Wo.
T AK AK
negativ positiv

Keine Hamolyse ! |
(" Bosterung (3-5T): )

keine, milde, selten

starke (extravasale)
Hamolyse

(verzogerte hamolytische
Transfusion)

Sofortreaktion

Wahrend die primére Immunisierung keine signifikante Hamolyse verursacht, kann
eine sekundare Immunisierung je nach Antikdrperkonzentration keine oder milde und
nur selten starke bei einem negativen Antikdrpersuchtest (AK-neg) bzw. sofort starke

Hamolyse, bei positivem Antikorpersuchtest (AK-pos) verursachen.

2.7 Die meist klinisch relevanten Antigene und Alloantikérper

Obwohl mehr als 700 erythrozytare Antigene bekannt sind, bleiben bezlglich der
HTR die Rhesus-, Kell-, Duffy- und Kidd-Antigene bzw. Antikérper am meisten
relevant (Tabelle 1). Dies ist erklarbar durch die Immunogenitat dieser Antigene und
deren Verteilung in der Bevdlkerung. Z.B. das D-Antigen ist stark immunogen und ca.
85 % der weillen Bevolkerung ist Rh(D)-positiv, deshalb werden relativ haufig
Immunantikdrper gegen dieses Antigen gebildet. Es muss jedoch betont werden,
dass nicht alle Menschen durch den Antigenkontakt immunisiert werden. Andere

Antigene sind schwach immunogen oder sie kommen sehr haufig oder sehr selten
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vor > 98% bzw. < 2% (10-14). Wahrend die Versorgung der Patienten mit
Antikorpern gegen héaufige Antigene durch den Mangel an antigen-negativen
Erythrozytenkonzentraten schwierig ist, ist die Versorgung bei Antikérpern gegen

seltene Antigene unproblematisch.

Tabelle 1: klinische Bedeutung (Signifikanz) der meist bekannten
Alloantik6rper (10-14)

Klinisch nicht

Klinisch MI?I ?ncirsl(r:nhal signifikant, wenn ger:(:";ilf‘r:\?cht
signifikant g nicht bei 37°C et
siginifikant Eankin signifikant
AundB At® A, Bg
Rhesus Colton H Chido/Rogers
Kell Cromer Le® Cost
Kidd Dombrock Lutheran JMH
Duffy Gerbich M, N Knops
S,s,U Indian P1 Lewis (Le")
P, PP,P* Jr sd® Xg®
Diego Yt
H bei Bombay LW
Vel Scianna
Lan

2.8 Haufigkeit der Alloimmunisierung

Die Pravalenz von Alloantikérpern in der Bevolkerung liegt bei ca. 1 % und bei
hospitalisierten Patienten bei mehr als 8 % (11, 12, 24, 25). Die haufigsten

Alloantikérper sind gegen wenige Antigene gerichtet (Tabelle 2)

Von diesen verursachen Anti-D, Anti-c, Anti-C, Anti-Kidd, Anti-K und Anti-Duffy die
haufigsten und am meisten klinisch relevanten HTR (10-12). Es muss jedoch betont
werden, dass diese Antikorper nicht immer und nicht bei allen Patienten zur HTR
fuhren. Haufig ist die Hamolyse mild oder sogar nicht nachweisbar (serologische
Transfusionsreaktionen). Letztere Form wird haufig beobachtet bei einer Boosterung

des ursachlichen Alloantikérpers nach Transfusionen (Abbildung 5). Auf der anderen
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Seite konnen Alloantikorper bei einer akuten HTR schwere Hamolyse mit Beteiligung
der autologen Erythrozyten (sog. Bystander-reaction) verursachen. Dieses
Phanomen ist moglicherweise durch die Komplementaktivierung zu erklaren (15). Ein
weiteres  Epiphdnomen der  Alloimmunisierung ist die Bildung von
Begleitautoantikdrpern gegen Erythrozytenantigene. Solche Autoantikdrper sind
aul3er bei Patienten mit Sichelzellanamie serologisch und weniger Kklinisch
bedeutsam. Deren Vorkommen kann zur Verzdogerung bei der Versorgung,
Fehldiagnose und Fehltransfusion fuhren (15, 23, 26, 27, 28).

Tabelle 2: Die haufigsten Antikdrper in der Praxis. (Winters 2001,Schonwille
2006, Tormey 2008)

. Haufigkeit unter den
Spezifitat IgG-Antikdrpern (%)

Anti-E 20 - 35
Anti-K (Kell) 15 - 25

Anti-Fy? (Duffy)
Anti-C
Anti-c
Anti-Jk? (Kidd)
Anti-S
Anti-e

wWs o,
e |
0 W O

- N 1

Rhesus- und Kell- Antikorper: 60 — 80% aller Antikorper

2.9 Beziehung zwischen Erythrozyten und Komplementaktivierung in

Vivo

Die Bedeutung der Beziehung zwischen den Erythrozyten und dem
Komplementsystem ist klinisch, serologisch und immunologisch hoch spannend und
wegfihrend fir das Verstandnis der Immunhamolyse. Die Erythrozyten sind nicht nur
ein ,Opfer bei der Komplementaktivierung, sondern sie beteiligen sich aktiv dabei.
An deren Zellmembran sind wichtige Komplementregulatoren exprimiert, die sowohl

bei der Aktivierung, als auch bei der Inaktivierung der Komplementkaskade eine
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Rolle spielen. Zu diesen gehdrt CD35 (CR1- bzw. C3b-Rezeptor), welcher bei der
Bildung der C3 Konvertase, aber auch bei der Inaktivierung von C3b aktiv beteiligt
ist. Durch die Inaktivierung von C3b entsteht ein C3dg Fragment, welches das
Uberleben betroffener Erythrozyten bewirkt (29-31). Wahrend C3b-tragende
Erythrozyten phagozytiert (Abbildung 4) oder durch weitere Komplementaktivierung
in der Zirkulation hamolysiert werden, bleiben C3dg-tragende Zellen funktionsfahig in
der Zirkulation. Die Tatsache, dass Erythrozyten C3b-Rezeptoren tragen, verleiht
diesen Zellen die Fahigkeit C3b-Molekile von der flissigen Phase (Plasma) zu
absorbieren und zu inaktivieren, z.B. bei der Aktivierung des Alternativweges der
Komplementkaskade. Dies erklart die relativ h&ufige C3d-Positivitat im direkten
coombs Test (Antiglobulintest) bei Patienten und weniger haufig auch bei gesunden
Menschen ohne den Nachweis von spezifischen Antikdrpern gegen Erythrozyten

bzw. ohne Aktivierung des klassischen Weges der Komplementkaskade (14, 28).

Zwei weitere Molekile CD55 und CD59 operieren auf der Ebene der terminalen
Komplementkaskade (C8/C9) und erschweren die Formation von C5b-9 Komplex
(Membrane-Attack Complex) welcher die Zellmembran durchbohrt (perforiert) und

die Zellintegritat zerstort (Zelllyse bzw. intravasale Hamolyse).

Daher hamolysieren Erythrozyten von Patienten mit paroxysmaler nachtlicher
Hamoglobinurie relativ leicht bei Komplementaktivierung, da auf diesen Zellen kein

oder weniger CD55 und CD59 als auf normalen Zellen exprimiert sind (14, 29-31)

2.10 Komplementaktivierung

Das Komplementsystem ist ein integraler und besténdiger Bestandteil des gesamten
Immunsystems. Die Komplementkaskade ist  vergleichbar mit  der
Gerinnungskaskade. Es besteht aus 9 Molekilen und bisher mehr als 40
Kontrollproteinen, Enzymen und anderen Molekilen. Die Aktivierung kann tber
mindestens drei Wege laufen. Der klassische, der Lektin-Protin/Antikdrper und der
Alternativweg (Abbildung 4).

Wahrend der erste Weg spezifisch durch Antikérper, zum Beispiel Isoagglutinine
oder andere Antikdrper gegen Erythrozyten angestof3en wird, werden die zwei
anderen Wege eher unspezifisch durch verschiedene Antigene bzw. Zelloberflachen,

z.B. Bakterien, Viren, und Medikamente bzw. Lektin stimuliert. Bei der Aktivierung
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des klassischen Weges durch erythrozytare Antikorper sind die Erythrozyten direkt
betroffen (14, 29-31). Bei der Aktivierung der anderen Wege werden sie indirekt tiber

C3b-Rezeptor involviert, d.h. sie sind priméar ,unschuldig“ bei der Aktivierung (15).

2.11 Herstellung und Anwendung von EKs

EKs werden vorwiegend aus frischem Vollblut (450-500 ml) oder maschinell mittels
Zellseparatoren (Erythrozytapherese) von gesunden Blutspenden hergestellt und bis
zur Anwendung steril bei 4 +/- 2 °c gelagert (18). Die zugelassenen EKs sind
leukozytendeplediert und enthalten nur geringfiigig Thrombozyten, Plasma (<25ml)
und Stabilisatoren (Citrat, Phosphat, Dextrose und Adenin).

Die Indikation flr EK-Transfusionen ist immer gegeben bei Patienten mit Blutverlust
und anamischer Hypoxie sowie bei Patienten mit klinisch relevanter Anamie ohne
Aussicht auf eine spezifische Therapie, wie z.B. Eisen- und Vitamin B-12 Substitution
bei Eisen oder Vitamin B12 Mangel. Bei bestimmten, immunkompromittierten
Patienten missen die EKs mit 30 Gy bestrahlt werden, um eine Graft-Versus-Host-
Reaktion (GVHR) zu verhindern (19).

2.12 Serologische Methoden zum Nachweis erythrozytarer Antigene und

Antikorper

Erythrozytéare Antigene sind Zellmembranstrukturen, die aus Proteinen oder
Glycoproteinen bestehen. Friher wurden die Antigene ausschliel3lich serologisch
nachgewiesen und proteinchemisch charakterisiert. Inzwischen kénnen die Antigene
auch molekulargenetisch genauer differenziert und beschrieben werden. In der
Praxis und routinemafig bleiben jedoch die meisten serologischen Untersuchungen
(32) im Vordergrund, da die klinische Relevanz der Antigen-AntikOrperreaktion eher
oder allein durch den Nachweis der Antikorper bestimmt wird. Eine

molekulargenetische Bestimmung der Antikérperspezifitat ist bisher nicht moéglich.

Nach ihrem serologischen Reaktionsmuster mit Zellen werden erythrozytare
Antikorper in komplette und inkomplette AntikOrper unterteilt. Erstere gehdren
meistens zur IgM-Klasse und bewirken direkt und ohne Hilfsmittel eine

Zellagglutination von Zellen, die das korrespondierende Antigen exprimieren, zum
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Beispiel Isoagglutinine und ABO-Antigene. Hingegen gehdren inkomplette Antikorper
meistens zur IgG-Klasse, die keine direkte Zellagglutination zeigen. Die Reaktion
dieser Antikorper wird erst durch Hilfsmittel wie Albumin, LISS (low-ionic strength
solution) Enzym, oder sekundare Antihuman-Antikérper (Coombs Serum/
Antihumanglobulinserum) hervorgerufen. Der Nachweis solcher Antikorper dauert
wesentlich langer als bei kompletten Antikorpern.

Agglutinationstest

Hier werden die Erythrozyten, die das korrespondierende Antigen tragen in
Anwesenheit kompletter Antikdrper agglutiniert. Der Test kann auf Objekttragern
oder Platten, in Ro6hrchen, Kapillaren, Mikrotiterplatten, Elisa-Strips oder
,microtyping“- Kartensystemen durchgefuhrt werden, wobei eine Automatisierung der

meisten Testverfahren maoglich ist.

Supplementtests

In Anwesenheit hochmolekularer Lésungen, z.B. 20-30 %igem Rinderalbumin (RA)
oder Losungen mit einer erniedrigten lonenspannung, sog. LISS-LAsung (llow ionic
strength solution) kénnen inkomplette Antikorper zur Agglutination antigenpositiver
Erythrozyten fuhren. Im Unterschied zu den Standardagglutinationstests werden hier

zu jedem Testansatz 1-2 Tropfen Suplementlésung oder LISS zugegeben.

Enzymtest

Hierbei werden die Reaktionen der meisten Antigene mit ihren korrespondierenden
Antikérpern (Autoantikdrper und zahlreiche Alloantikorper [Rh, Le?, Jk?, Jk®, P4] durch
proteolytische Behandlung (Fermentierung) von Erythrozyten verstarkt; selten
werden Antigen-Antikdrper-Reaktionen nur nach proteolytischer Vorbehandlung der
Erythrozyten nachweisbar (z.B. mit bestimmten Autoantikérpern und Anti-E-
Antikoérpern). Es kommt auch vor, dass die Antigene durch die proteolytische
Behandlung der Erythrozyten teilweise oder ganz zerstort werden, sodass die
Reaktionen mit spezifischen Antikdrpern abgeschwacht oder ganz aufgehoben sind.

Antiglobulintest (Coombs-Test)

Dies ist ein Zweiphasentest. In der ersten Phase findet eine Sensibilisierung der

Erythrozyten mit inkompletten Antikérpern statt und anschlieBend werden sie
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gewaschen. In der zweiten Phase werden die Zellen sichtbar agglutiniert. Dies
geschient durch Zugabe eines gegen menschliche Immunglobuline und
Komplementfaktor C3 gerichteten Antiserums (Antihumanglobulinserum, AHG). Als
AHG kann z.B. ein polyspezifisches Antiserum gegen IgG, IgM, IgA und C3d oder

monospezifische Antikorper gegen die einzelnen Komponenten verwendet werden.
Kartentest

Der Kartentest ist geeignet fur Antigenbestimmungen, Antikdrperdifferenzierungen
sowie den indirekten und direkten Antiglubolintest. Anhand von Dichtegradienten und
Mikropartikeln in Mikrotitersédulen findet eine Trennung verschiedener Partikelgrof3en
statt. Die Mikropartikel befinden sich in NaCl-Losung (sog. Leerkarten) oder in LISS-
Losung mit spezifischen Antikérpern. Durch Zentrifugation sedimentieren
zunsensibilisierten Erythrozyten zum Boden der Saule, wahrend ,sensibilisierte” (mit
Antikorpern beladene) Erythrozyten sichtbare Agglutinationen oberhalb oder

innerhalb der Partikelschicht bilden.

Bestimmung der ABO Blutgruppen

ABO Blutgruppen sind genetisch determinierte Erythrozytenantigene. Isoagglutinine
sind Blutgruppenspezifische Antikorper, die im Serum der meisten Menschen
entsprechend der Landsteiner-Regel vorkommen. Fir die Bestimmung der
Blutgruppen werden staatlich gepriifte polyklonale oder monoklonale Anti-A, Anti-B
und selten Anti-AB (Gemisch von Anti-A und Anti-B) verwendet, die zur Vermeidung
von Verwechslungen blau (Anti-A) oder gelb (Anti-B) gefarbt oder farblos (Anti-AB)

sind.

Rhesus und andere Merkmale

Erythrozytenmerkmale (z.B. Rhesus, Kell, Duffy, MNSs u.s.w.) werden je nach
verwendetem Antiserum im Agglutinationstest, im Suplementtest oder im indirekten
Antiglubolintest nachgewiesen. Die Techniken unterscheiden sich nicht von den
bereits angegebenen. Wegen der unterschiedlichen Reaktionsweisen der Antiseren
sind die von den Herstellern angegebenen Reaktionsbedingungen genau

einzuhalten.
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Molekulargenetische Blutgruppenbestimmung

Die Genotypisierung erythrozytarer Antigene ist in der Regel zur Ergdnzung von nicht
eindeutigen serologischen Ergebnissen angezeigt und/oder dann, wenn keine

serologischen Untersuchungen mdglich sind.

Automatisierte Blutgruppenbestimmung

Durch die Verbesserung der Routinetauglichkeit dieser Geréte in den letzten Jahren
haben immer mehr Laboratorien mit entsprechendem Umfang an
immunhamatologischen Untersuchungen eine automatisierte Bearbeitung ihrer
Proben eingefihrt. Hierbei ist die Grundfunktionalitdt hinsichtlich der
Basisuntersuchungen aller Automaten im Wesentlichen gleich.

AntikOrpersuchtest

Sind irregulare komplette und/oder inkomplette erythrozytére Antikbrper in einem
Serum vorhanden, so lasst sich dies in der Regel daran erkennen, dass mindestens
eine von 2-3 Testzellen (Panelerythrozyten) im Agglutinationstest, Supplementtest
und /oder indirekten Antiglubolintest reagiert. Die Panelzellen missen die Mehrzahl
der immunologisch und klinisch relevanten Antigene (Rhesus, Kell, Duffy, Kidd,
MNSs, Lewis, P und Lutheran) tragen.

AntikOrperdifferenzierung

Man kann durch die Testung eines Serums gegen eine grof3ere Anzahl von
Panelzellen, die alle wesentlichen Erythrozytenantigene in bekannter Verteilung
erhalten, die Spezifitat der/des Antikorper(s) im Serum im Wege des Vergleiches des
Reaktionsmusters mit dem Vorkommen bestimmter Merkmale ermitteln.
Entsprechend den jeweils verschiedenen Reaktionsweisen von Antikérpern sind die
Ansatze im Agglutinationstest, Supplementtest und im indirekten Antiglubolintest

anzusetzen.

Vorbereitung einer Bluttransfusion

Die Beachtung der Regeln fur jede Bluttransfusion ist gesetzlich vorgeschrieben (17-
19). Diese umfassen die klinische Indikation und alle erforderlichen serologischen

Untersuchungen (Tabelle 3). Serologische Aufféalligkeiten sind haufig mit Zeitaufwand
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verbunden und kdénnen zur Verzdgerung bei der Versorgung mit EKs fiihren (Tabelle
4).

Tabelle 3: Vorschriften vor und fir Bluttransfusionen

¢ Kilinische Indikation

e Anforderungsschein mit Patientendaten (Name, Geburtsdatum,
Vortransfusionen, bekannte Blutgruppe, bekannte Antikdrper, Diagnose und
Zeitpunkt der Transfusion)

e Blutgruppenbestimmung

e Antikorpersuchtest und ggf. Differenzierung

e Kompatible EKs aussuchen

e Serologische Vertraglichkeitsprobe (Kreuzprobe)

¢ Konserve mit Patientendaten freigeben

e Konservenausgabe

e Transfusion

e Patiententiberwachung

e Transfusionseffekt dokumentieren

Tabelle 4. Nachweis irregularer Antikdrper (Alloantikérper) bei der

Notfallversorgung mit EKs und mogliche Konsequenzen:

e Feststellung der Antikorperspezifitat ist haufig zeitaufwendig

e Suche und Bereitstellung kompatibler Erythrozyten ist mit Zeitaufwand
verbunden

e Verzogerung bei der Bereitstellung oder keine Bereitstellung von EKs

e Keine oder Unterversorgung betroffene Patienten ( keine Transfusion trotz
vitaler Indikation)

e Hohe Mortalitat

2.13 Notfall- und Massivtransfusionen
Bei lebensbedrohlicher Anamie koénnen Bluttransfusionen notfallmaiig ohne

serologische Voruntersuchungen (einschlief3lich Blutgruppenbestimmung,

Antikdrpersuche und Serologische-Vertraglichkeitsprobe) durchgefihrt werden (18,
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19, 33). Eine ABO-Blutgruppen-Inkompatibilitat bzw. eine akute HTR wird durch die
Gabe von EKs der gleichen Blutgruppe und bei unbekannter Blutgruppe durch die
Gabe von EKs der Blutgruppe 0 als ,Universalkonserve“ verhindert. Bei
Massivblutungen und Massivtransfusionen (mehr als 10 EKs innerhalb von 24
Stunden, Verlust des 1 bis 1,5 fachen des gesamten Blutvolumens oder die
Transfusion von mehr als 150 ml/min) kénnen sogar bei Bedarf, wie z.B. im Krieg,
Vollblutkonserven der Blutgruppe 0 transfundiert werden. Diese sollten von Spendern
mit niedrigem Isoagglutinintiter (Anti-A und Anti-B) stammen, um eine akute HTR zu
vermeiden (34-38).

2.14 Risiken der Notfallbluttransfusion

Alle der bekannten transfusionsassoziierten Risiken, wie Blutverwechslung,
Ubertragung bestimmter Infektionen, Alloimmunisierung, Hypervolamie, Hypothermie
und insbesondere verzogerte HTR sind bei einer Notfallversorgung erhéht (33, 39,
40).

2.15 Vorgehen beim Nachweis irregularer Antikdrper

Anamnestisch bekannte und/oder neu nachgewiesene irregulare Antikdrper stellen
im Rahmen einer Massivblutung bzw. Massivtransfusion ein Kernproblem bei der
Versorgung betroffener Patienten dar. Es wird allgemein empfohlen, alle klinisch
relevanten Alloantikdrper zu bertcksichtigen. Dies ist jedoch nicht nur logistisch
problematisch sondern auch Kklinisch. Je nach Antikorperspezifitat kann die
Verfligbarkeit antigen-negativer Konserven limitiert oder bei Einzelfallen sogar
unmaglich bleiben, z.B. bei multiplen Antikdrpern oder Antikérpern gegen ubiquitére
Antigene (mehr als 98% der Bevolkerung sind positiv). Theoretisch existieren einige
Protokolle dazu, wie die Spezifitat und klinische Relevanz der Antikérper fertigerstellt
werden kdonnen (41, 42). Es gibt jedoch keine eindeutige Empfehlung, ob non-ABO
inkompatible Transfusion bei lebensbedrohlicher Blutung vorgenommen werden soll,
wenn keine kompatiblen Konserven verfiigbar sind (18, 19, 43-47). Diese Frage stellt

den Kern der Aufgaben in dieser Arbeit dar.

Die Vorbereitung und Durchfihrung von Bluttransfusionen sind durch das

Transfusionsgesetz, das Arzneimittelgesetz, die Richtlinien zur Gewinnung von Blut
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und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hamotherapie), sowie
die Querschnittsleitlinien zur Therapie mit Blutkomponenten und Plasmaderivaten,
beide erstellt vom wissenschaftlichen Beirat der Bundesarztekammer und vom Paul-

Ehrlich-Institut, in der gultigen Fassung geregelt (17-19).

Medizinische Einrichtungen, die Blutprodukte anwenden, sind gesetzlich verpflichtet,
durch ein Qualitditsmanagement-System (QM-System) eindeutige Ablaufe und
Strukturen festzulegen. Hierzu zahlen die Verantwortlichkeiten, Qualifikationen und
Aufgaben arztlicher und nichtérztlicher Mitarbeiter, sowie die Beschaffung, Lagerung,

Abgabe und Anwendung von Blutprodukten (17-18).
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3. Fragestellung

Die serologischen Untersuchungen einschliel3lich Bestimmung der Blutgruppen, der
Antikdrpersuchtest und die serologische Vertraglichkeitsprobe bilden grundsatzlich
die notwendige Voraussetzung einer Transfusion von EKs. Diese
Voruntersuchungen konnen jedoch nicht bei einer notfallmaiig erforderlichen
Transfusion vorgenommen werden. Somit kdnnen verzdgerte HTR nicht immer
ausgeschlossen werden, da im Notfall nur die ABO Blutgruppe bzw. deren
Isoagglutinine, und wenn nicht bekannt, keine weiteren Alloantikérper berticksichtigt
werden konnen. Die Inzidenz und die klinische Relevanz einer solchen Reaktion sind
nicht genau bekannt. In der Charité Universitatsklinik Berlin werden am Campus
Virchow Klinikum 700-1000 EKs pro Jahr notfallmafig transfundiert.

Das Ziel dieser Arbeit ist das Vorkommen von HTR sowie von unvermeidbaren
inkompatiblen Transfusionen und das Outcome betroffener Patienten zu

untersuchen.
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4. Patienten und Methoden

Grundlage dieser Arbeit bildeten handschriftlich dokumentierte und alle elektronisch
gespeicherte Bluttransfusionen am Campus Virchow Klinikum zwischen den Jahren
2001 bis 2015.

Alle in dieser Zeit notfallmaRig transfundierten Patienten wurden identifiziert und
deren Daten nach der Transfusion und wéahrend der stationdren Behandlung
retrospektiv analysiert (Stunden-Wochen). Von allen ausgewerteten Patienten lag
eine luckenlose Dokumentation der immunhamatologischen Befunde vor. Diese
umfasste die erhobenen Befunde vor der Transfusion und bei serologischen
Auffalligkeiten nach der Transfusion. Bei einer serologischen Inkompatibilitat
(positive Kreuzprobe) wurden auch alle verfigbaren klinischen Parameter und alle
untersuchten Hamolyseparameter (Laktatdehydrogenase, Kalium, Haptoglopbin, ggf.

Hamoglobin und Bilirubin) analysiert.

4.1 Dateneingabe

Alle eingehenden Anrufe in das Labor der Transfusionsmedizin im Virchow Klinikum
zur Bestellung ungekreuzter EKs bei Notfall- oder Massivtransfusionen werden in
einem Notfallbouch von den zustandigen MTLAs (Medizinisch-Technische
Laboratoriumsassistenten) dokumentiert. Die Dokumentation erfolgt mit Namen,
Geschlecht und Geburtsdatum des Patienten sowie mit Datum und Uhrzeit der
Anforderung und die anfordernde Station bzw. Operationssaal. Die Ergebnisse der
Antikdrper-Suche, Antikdrperdifferenzierung sowie der Kreuzprobe werden ebenfalls

in dem Buch eingetragen.

Alle Patienten die im Zeitraum zwischen 2001-2015 in diesem Buch dokumentiert
sind, wurden mit der SPSS-Software der Firma IBM erfasst. Die patientenbezogenen

Daten wurden mittels der Software Excel von Microsoft Office ausgewertet.

4.2 Lokale Versorgung mit Erythrozyten im Notfall

Grundsatzlich werden die Blutprodukte EKs, Thrombozytenkonzentrate und

lyophilisiertes oder gefrorenes Plasma in der Blutbank gelagert. Es existieren in der

27



Charité zusatzlich Notfalldepots (4-8 EKs ohne Patientenzuordnung), im OP und der
chirurgischen Rettungsstelle, in denen Bluttransfusionen notfallm&fig vorkommen,
um im Notfall bei Bedarf sofort mit der Transfusion zu beginnen. Fir die
Weiterversorgung liegen fur sofortige Ausgabe bzw. fir die Versorgung von
Patienten am Campus Virchow Klinikum immer mehr als 20 EKs der Blutgruppe 0
Rh(D)-negativ (primér fur Kinder und gebéarfahige Frauen), sowie mehr als 150-300
EKs der Blutgruppe 0 Rh(D)-positiv vor. Die Konserven werden per Notfalltelefon
angerfordert und ohne Verzdgerung sofort ausgegeben. Sobald eine Blutprobe von
den betroffenen Patienten ankommt, werden Kreuzproben mit dem Blut der
ausgegebenen Konzentrate (abgetrennte Schlauchstiicke von den jeweiligen
Konserven) durchgefihrt. Gleichzeitig werden parallel dazu, wie vorgeschrieben ist,
komplette serologische Untersuchungen einschliel3lich Blutgruppenbestimmung,
Antikorpersuchtest und ggf. Antikorperdifferenzieren vervollstandigt und die
Ergebnisse dokumentiert. Alle klinisch relevanten serologischen Auffalligkeiten
werden sofort telefonisch mitgeteilt und dokumentiert. In der Regel werden bis dahin
nicht transfundierte inkompatible EKs nicht transfundiert und die Transfusion mit
kompatiblen EKs fortgefuhrt. Es kommt jedoch gelegentlich vor, dass die
ausgegebenen inkompatiblen Erythrozyten bereits transfundiert waren. Auch hier
sollen die Betroffenen Patienten nach Feststellung einer Inkompatibilitat bei weiterem
Bedarf nur kompatible EKs bekommen. Bei lebensbedrohlicher Blutung sollten, wenn
keine kompatiblen EKs verfugbar sind, die nachgewiesenen Alloantikorper nicht
berucksichtigt werden. In diesem Fall werden die transfundierenden Arzte genau
Uber Inkompatibilitat informiert und die Transfusion fortgefiihrt, um eine sonst

todliche Ausblutung zu vermeiden.
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5. Ergebnisse

Am Campus Virchow Klinikum werden seit 1994 jahrlich zwischen 700 und 1200 EKs
notfallmalig ausgegeben und entsprechend der Vorgaben nachgekreuzt. Davon
werden 30-40% auch transfundiert. Bisher wurde bei keinem der Patienten mit
massivem Blutverlust eine akute HTR dokumentiert. In der Zeit von 2001 bis 2015
wurden 63.373 ungematchte EKs in 6.109 Fallen notfallméfig angefordert. Die
serologischen Untersuchungen waren bei 19 Patienten auffallig. Bei allen Patienten

wurden die inkompatiblen Konserven auch transfundiert.

Tabelle 5: Notfalltransfusionen zwischen 2001 und 2015

6.213 Patienten gesamt 100 %
63.373 EK fiir 6.109 Patienten 98 %

58.097 FFP fiir 4.350 70 %
2.805 TK fiir 1.120 Patienten 18 %

(Doppelnennungen moglich)

413 Patienten mit positiver Antikorpersuche 7%

58 Patienten mit primarer Immunisierung
25 Patienten mit sekundarer Immunisierung
19 Patienten mit Fehltransfusion

1 Patient mit klinischer relevanter 0,016 %
Hamolyse
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Tabelle 6: Nicht vermeidbare Bluttransfusionen mit inkompatiblen EKs am
Campus Virchow Klinikum von 2001 bis 2015

Jahr Patient | AK Inkompatible Hamolyse
EKs
2002 | 1F.P. D 2 Keine
2 N.H. K, WRa 2 Keine
2005 |3T.E. Kn 2 Keine
2006 |4 F.D. M 10 Keine
5 F.R. Le? 1 Keine
6T.S. D 2 Keine
2007 |7 K.G. JKa Nicht bekannt Keine
8 AS. D 3 Verzdgert und mild
2009 9L.R. D 6D Keine
10 S.I. C,D 5CD,3D Keine
11 R.U. | Fy 1D Keine
12G.M. |D 1D Keine
13 S.K. | JK? 1 Keine
2010 [14HH. |e 8e Keine
15J.V. |JK2 5 Jka + Keine
2011 16 R.H. | JK& 20 Keine
17 Z.R. | Lu? 2 Keine
2012 |18 Z.A. |Kn 2 Keine
2015 19B.R. |D 1 Keine

Abkurzungen: AK: Antikérper, EKs: Erythrozystenkonzentrate.

Im Jahr 2001 fanden keine inkompatiblen Transfusionen statt. Im Jahr 2002 bekam
ein Patient 2 Rh (D)-inkompatible EKs ohne Folgen im Sinne einer hamolytischen
Transfusionsreaktion. In den Jahren 2003 und 2004 gab es keine inkompatiblen
Transfusionen bei massiver Blutung und Notfallversorgung. In dem folgenden Jahr
2006 wurden 3 Patienten inkompatibel transfundiert. Patient Nr. 3 bekam 10
ungetestete EKs. Theoretisch sind 22% EKs M-positiv (10). Hinweise auf HTRs

lieRen sich nicht feststellen. In der Regel sind Anti-M jedoch nicht klinisch relevant.
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Ein weiterer Patient bekam ein inkompatibles Le?-positives EK ohne Komplikationen.
Der dritte Patient bekam 2 Rh (D).inkompatible EKs ohne den Hinweis auf eine HTR.

Im Jahr 2007 bekam ein Patient moglicherweise eine JK2-inkompatible Transfusion.
In diesem Fall konnte die Zahl der transfundierten EKs nicht ermittelt werden. Ein
weiterer Patient (Nr.7) bekam 3 Rh(D)-inkompatible EKs. Im Verlauf lieRen sich bei
diesem Patienten milde Hamolysezeichen feststellen (Bilirubin-Anstieg, LDH-Anstieg
und niedrige Haptoglobinkonzentration), eine Akuitat durch die Hamolyse bestand
jedoch nicht. Dies ist der einzige Patient, bei dem diese verzdogerte HTR Kklinisch
diagnostiziert wurde. Das Jahr 2008 verlief vermutlich ohne Komplikationen im
Rahmen der Notfallversorgung. Im Jahr 2009 wurden insgesamt 5 Patienten mit
serologisch inkompatiblen EKs transfundiert. Bei 5 Patienten handelt es sich um
klinisch relevante Antikorper (Patienten Nr. 9, 10, 11 und 12). Patient Nr.13 bekam
eine inkompatible JK2- positive Konserve. Dieser Antikérper verursacht nur selten
klinisch relevante Hamolyse. Im Jahr 2010 bekamen mdglicherweise 2 Patienten
inkompatible EKs. Im Jahr 2011 bekam ein Patient mit Anti-Jk? 20 EKs, ein anderer
bekam 5-Jka positive EKs. Theoretisch sind von diesen Konserven 24% Jk& positiv
(10). Dennoch hat dieser Patient keine nachweisbare Hamolyse entwickelt. Im Jahr
2012 bekam ein Patient 2 Kn-inkompatible EKs. Dieser Antikdrper verursacht keine
HTR. Im Jahr 2015 wurde ein Patient mit einer Rh(D)-positiven Konserve versorgt.
Auch in diesem Fall verlief die Transfusion ohne Hinweis auf eine HTR.
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6. Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden retrospektiven Arbeit sind von grof3er klinischer
Bedeutung. Sie zeigen neue Aspekte auf dem Gebiet der Transfusionsmedizin und
bei der Versorgung mit Blutkonserven im Notfall. Historisch gewachsen sind
inkompatible  Bluttransfusionen  kontraindiziert, da sie  Hamolyse  mit
schwerwiegenden Komplikationen und sogar den Tod verursachen konnen (39, 40).
Trotz hochmoderner und sensibler Techniken lassen sich bis heute Todesfalle durch
HTR nicht vermeiden. Abgesehen von HTR durch Blutverwechselung am
Krankenbett kommen HTR durch Alloantikérper in seltenen Fallen weiterhin vor. Die
Inzidenz liegt bei 1:10.000 und die Letalitat bei 1:1.000.000 (48-53). Allerdings ist die
Inzidenz  solcher Reaktionen bei Patienten mit Massivblutung und
Massivtransfusionen unbekannt. Dennoch werden grundsatzlich Immunantikorper
immer berlcksichtigt. Diese MalRnahme kann zur Verzdgerung einer notwendigen
Bluttransfusion fiihren, da kompatible Konserven nicht immer in ausreichender
Menge und rechtzeitig verfugbar sind. Eine der h&ufigsten Todesursache weltweit
sind Unfalle und Korperverletzungen. Dabei ist der akute Blutverlust innerhalb der
ersten 24 Stunden die haufigste Ursache der Mortalitat. Es werden ca. 35-45% der
verunglickten Patienten durch Bluttransfusionen gerettet. Bei einem Teil der
Patienten gelingt keine Bluttransfusion rechtzeitig und Patienten kdonnen sterben
durch den Blutverlust bzw. anamische Hypoxie (54-69). Daher ist das Risiko durch
Blutverlust zu sterben bei Weitem grol3er als das Risiko einer Bluttransfusion mit
ungematchten Erythrozyten der Blutgruppe 0. Nach o0.g. Vorgaben muissen
verschiedene serologische Untersuchungen zum Ausschluss einer Inkompatibilitat
durch Alloantikbrper immer durchgefihrt werden. Abgesehen davon, dass klinisch
relevante Alloimmunisierung gegen Erythrozytenantigene relativ selten ist (< 1% bei
nicht stationar behandelten Patienten und < 8% bei hospitalisierten Patienten),
verursachen Alloantikérper nur sehr selten eine klinisch relevante Hamolyse (14, 15,
63, 64). In der Tat trat bei keinem der hier notfallméafiig mit ungematchtem Blut
transfundierten Patienten eine schwere HTR auf. Es wurden zwischen 2001 und
2015 insgesamt fur Patienten 63.373 EKs notfallmaR3ig angefordert. Die
serologischen Untersuchungen ergaben den Nachweis von Kklinisch relevanten
Alloantikérpern nur bei 19 der 6.109 transfundierten Patienten. Nur bei einem von

diesen Patienten lieBen sich lediglich Hinweise auf eine milde HTR feststellen.
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Dieser Patient hatte insgesamt 3 Rh(D)-inkompatible EKs bekommen. Die Frage, ob
die auffalligen Laborparameter (erhohtes Bilirubin und Nachweis von freiem
Hamoglobin ohne klinische Symptome einer Hamolyse) auf die Grunderkrankung mit
Komplikationen oder auf eine Immunhamolyse zurlickgefuhrt werden kénnen, lasst

sich nicht klaren.

Bei den restlichen 18 Patienten mit Nachweis von Alloantikérpern lie3en sich keine
Hinweise auf HTR feststellen. Somit sind ungematchte ABO- kompatible
Transfusionen im Notfall nicht, wie bisher vermutet, mit einem erh6hten Risiko einer
HTR verbunden.

Dies lasst sich durch verschiedene Gegebenheiten erklaren:

1.) Die Transfusionen werden primér bei blutenden Patienten durchgefihrt. Je
nach Menge des Blutverlustes bleiben keine oder nur ein Teil der
transfundierten Erythrozyten in der Zirkulation.

2.) Darliber hinaus kénnen die mit dem Blutverlust verlorenen inkompatiblen
Erythrozyten (auch bei einer kurzen Dauer in der Zirkulation) mit dem/den
Alloantikdrper(n) reagieren und den Kreislauf verlassen bevor sie phagozytiert
oder hamolysiert werden.

3.) AulRerdem werden die vorhandenen Antikérper in der Zirkulation nicht nur
verdinnt durch die inkompatible Transfusion sondern auch durch
Begleittransfusionen, vor allem Plasma, aber auch durch den Blutverlust per
se. Dieser Aspekt des Antikorperverlustes (Dilution und Deletion) durch
inkompatible Transfusionen, Blutverlust und Massivtransfusionen wird bisher

bei der Versorgung betroffener Patienten kaum beachtet.

Theoretisch  kébnnen bei solchen Patienten unbedenklich inkompatible
Bluttransfusionen, wenn keine kompatiblen EKs verfuigbar sind, durchgefiihrt werden.
Obwohl eine solche Empfehlung bisher allgemein nicht existiert (18, 19, 39-47),
werden in der Charité seit 1994 und vermutlich (schriftlich bisher nicht festgelegt) in
anderen Zentren in der Welt inkompatible Transfusionen bei einzelnen Patienten
gewollt (z.B. wenn keine kompatiblen EKs verfugbar sind) oder ungewollt (z.B. wenn
die Transfusion begonnen hat, bevor die Inkompatibilitat festgestellt wurde) im Notfall
praktiziert. Abgesehen von Minorinkompatibilitdten durch Isoagglutinine bei der

Verwendung von Vollblut der Blutgruppe 0 im Notfall, wie dies im Krieg vorkommt
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(65-70), sind Hinweise auf inkompatible Bluttransfusionen bei massiver Blutung rar

und nur anekdotisch erwahnt.

In einer friheren Arbeit bekamen 377 Patienten ungematchte EKs und kein Patient
entwickelte akute HTR. Bei 1% (n=6) der serologisch untersuchten Patienten (n=418)
lieBen sich klinisch relevante Alloantikdrper feststellen. Bei vier Patienten waren die
EKs zufallig kompatibel (Antigen-negativ) und bei zwei Patienten inkompatibel
(Antigen-positiv). Die inkompatiblen Transfusionen waren durch Anti-C bei einer
Schwangeren, die nur ein C-positives EK bekam, und durch Anti-Er® bei einem
Patienten mit Aortenaneurysma. Die Transfusion verlief ohne HTR, in beiden Fallen.
Eine milde verzogerte HTR ohne klinische Relevanz wurde nur bei einem Rh(D)-
negativen Patienten, der mit Rh(D)-positiven EKs versorgt wurde, beobachtet (71).

In einer zweiten Arbeit sind 135 Patienten, die ungematchte EKs bekamen,
beschrieben. Nur bei einem Patienten von 76 Uberlebenden Patienten lie3 sich eine
verzogerte HTR durch Anti-JK® feststellen (72).

In einer Ubersichtsarbeit tiber Traumapatienten ist ein Patient beschrieben, der auch
eine verzogerte HTR Reaktion entwickelte. Dieser Patient hatte jedoch nur vier EKs

bekommen und keine massive Transfusion bei massiver Blutung (73).

Eine 77 jahrige Patientin mit Hamoglobinkonzentration (Hb) von 6,7 g/dl und
Alloantikérpern der Spezifitaten Anti-hr?, -E, und -S, bekam 2 Rh (D)-positive EKSs.
Die Hb stieg auf 10 g/dl und fiel erneut auf 5,1 g/dl ab, da sie offensichtlich Anti-D
hatte. Es waren keine kompatiblen EKs verfligbar in den USA und sie bekam drei
inkompatible EKs (D-, E-, S-, hr’-positiv). Der Hb-Wert stieg zunachst auf 8,6 g/dl
und fiel erneut langsam auf 6,7 g/dl ab. Es kamen dann 2 EKs aus Siudafrika an und
die Transfusion dieser EKs fuhrte zum HB — Anstieg bis auf 9,6 g/dl. Obwohl die
Patientin keine Blutung hatte, zeigt dieser Fall, dass inkompatible Bluttransfusionen
in bestimmten Situationen indiziert sind. Es muss jedoch betont werden, dass Anti-
hr® keine schweren HTR, wie z.B. Anti-D verursacht (74). Ware die Inkompatibilitat
durch Anti-D gewesen, hétte die Patientin vermutlich eine starkere Hamolyse mit

Komplikationen gehabit.

Bei einer zweiten Patientin mit Sichelzellanamie und Alloantikdrpern der Spezifitaten
nt-Fy?, -S und —Le® filhrten sogar kompatible Transfusionen zur Verstarkung der

Hamolyse. Das Phanomen ist bei Patienten mit Sichelzellanamie bekannt und die
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Hamolyse lasst sich durch Transfusionen bei solchen betroffenen Patienten nicht

immer kompensieren (74, 75).

In einer fruheren retrospektiven Studie, lie3en sich klinisch relevante Alloantikdrper
bei 17 von 265 (6,4%) Notfalltransfusionen feststellen. Bei 7 Fallen fand eine
Antigen-inkompatible Transfusion statt. Nur bei einer von diesen Patienten liel3 sich

eine milde verzogerte HTR feststellen (76).

In einer weiteren Studie bekamen 132 Patienten notfallmaRig 1570 EKs. Von diesen
Patienten bekamen acht Patienten ungematchte EKs und starben bevor die
serologischen Untersuchungen durchgefihrt wurden. Insgesamt starben 45
Patienten (34%) und kein Todesfall war durch die Bluttransfusion bedingt. Bei zwei
von den restlichen Uberlebenden liel3en sich im Verlauf jeweils ein Klinisch relevanter
Antikorper feststellen: Anti-D als Folge einer primaren Immunisierung und Anti-JK als
Folge einer sekundaren Immunisierung. Bei einem dritten Patienten lie3en sich Anti-
Le(a) und Anti-Le(b) im Verlauf feststellen (77).

In einer anderen Studie bekamen sieben von insgesamt 1407 Patienten 10
inkompatible EKs. Zwei von diesen Patienten starben unabhangig von der
Transfusion innerhalb der ersten 24 Stunden. Bei keinem der so transfundierten
Patienten wurde eine akute HTR beobachtet, und bei einem der Patienten liel3 sich

eine verzogerte serologische und keine HTR feststellen(78).

In zahlreichen anderen Arbeiten mit dem Thema der Transfusion von ungematchten

EKs wurden weder akute noch verzdgerte HTR beschrieben (79-92).

Zusammengefasst kommen offensichtlich schwerwiegende HTR bei massiver
Blutung und Massivtransfusion nicht vor, solange die Blutgruppen ABO berlcksichtigt
werden. Diese klinisch relevante Tatsache wurde in den bisherigen Protokollen fir
die Versorgung mit EKs kaum oder Uberhaupt nicht richtig dargestellt. In solchen
Protokollen werden im Hinblick auf Transfusionen der Zeitfaktor, die
Gerinnungsstorung und das Verhaltnis der verwendeten Blutkomponente (EKs: fresh
plasma: Trombozythenkonzentrate) mehrfach analysiert und betont ohne Anweisung
auf das Vorgehen beim Nachweis von klinisch relevanten Alloantikbrpern bzw. auf
die Transfusion mit inkompatiblen EKs (93-120). Diskrete Hinweise auf die Indikation
fur inkompatible EKs durch Alloantikérper finden sich nur in Einzelarbeiten (64, 65,
74).
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Ein zweiter Aspekt der relativen Seltenheit der HTR bei ungematchten Transfusionen
im Notfall sind die Alloantikorper per se. Diese sind nicht nur selten, sondern liegen
meistens in niedriger Konzentration vor und koénnen deshalb nicht zur
Zellphagozytose und/oder Komplementaktivierung fihren. Das Phanomen wird sogar
bei Patienten ohne Blutverlust beobachtet (14). Dariber hinaus ist die
Phagozytosekapazitdt der betroffenen Patienten haufig limitiert. Durch
Vorerkrankungen und Behandlung, z.B. konsumierende Vorerkrankungen,
Chemotherapie, Hamodialyse, usw. Ferner scheint starker Blutverlust allein und/oder
zusammen mit der massiven Bluttransfusion das Immunsystem, insbesondere
Zellphagozytose und Komplementaktivierung stark zu beeintrdchtigen oder gar zu
paralysieren (14, 26).

Das Ziel dieser Diskussionspunkte ist nicht inkompatible Bluttransfusionen zu
verharmlosen oder einfach zu bejahen, sondern ein Umdenken bei der
Notfallversorgung mit EKs zu bewirken. Denn jede Verzégerung bei der Ausgabe der
notwendigen Konserven und/oder der Transfusionsdurchfiihrung ist bei einer
massiven Blutung mit einem erhdhten Mortalitatsrisiko verbunden (93-120).

Die Ergebnisse dieser Arbeit werden schlie3lich von anderen Studien weitgehend
bestétigt. Bereits im Korea-Krieg konnten Verletzte mit ungematchten
Vollblutflaschen der Blutgruppe 0 von Spendern mit niedrigen Isoagglutinintitern
erfolgreich und ohne akute HTR zu provozieren transfundiert werden. (66). Durch die
Umstellung der Vollblutflaschen auf Beutel-EKs Anfang der 60er Jahre konnten EKs
der Blutgruppe 0 als ,Universalkonzentrate® ohne schwerwiegende HTR, wie es
relativ haufig vorkam bei der Verwendung von Vollbluteinheiten, bei allen Patienten
und unabhéngig von der ABO Blutgruppe transfundiert werden. In der Tat konnten im
Vietnamkrieg sogar Massivtransfusion mit EKs der Blutgruppe O bei Verletzten mit
den verschiedenen Blutgruppen ohne HTR durchgefihrt werden (67). Diese Praxis
hat sich bis heute fortgeftihrt (79-97). Dennoch haben sich die Vorbehalte und die
Angst vor HTR in der Praxis kaum ver&ndert. Dies ist durch die Vorgeschichte der
Bluttransfusion mit Vollblut und die Verwendung von O Blutkonserven als
,Uuniversalkonserven® zu erklaren. Diese Benennung stammt von Ottenberg in 1911,
da die Isoagglutinine mit Erythrozyten der Blutgruppe nicht reagieren (9). Darauf
beruhend wurden Vollbluteinheiten mit der Blutgruppe O als ,Universal“ Konserven

transfundiert. Solche Transfusionen fuhrten jedoch oft zu akuten HTR und der Name
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als Universalblut wurde erst durch die Einengung der Erythrozyten durch
Zentrifugation oder Sedimentation bzw. der Herstellung von EKs restauriert. Diese
enthalten in der Regel weniger als 25 ml Spenderplasma und koénnen
berechtigterweise und ohne Bedenken als Universalkonserven verwendet werden.
Bei der Verwendung dieser Konserven und oder ABO-identischer Konserven kénnen
blutende Patienten ohne das Risiko einer akuten HTR zu entwickeln transfundiert
werden. Die meisten bisher beobachteten verzdgerten serologischen
Transfusionsreaktion mit Nachweis von Alloantikérpern und eine Positivitat im
direkten Coombs-test sind klinisch nicht relevant. Auch die gelegentlich
beobachteten verzdogerten HTR sind in der Regel mild und erfordern keine
BehandlungsmalRnahmen (72-78). Viel wichtiger ist es rechtzeitig adaquate
Versorgung im Notfall zu gewdahrleisten, ohne Rucksicht auf das Vorliegen mdglicher
Alloantikdrper bei den betroffenen blutenden Patienten. Schlie3lich nimmt das Risiko
des akuten Blutverlustes nicht nur durch Trauma und Verletzungen zu, sondern auch
durch die standige Erweiterung und Intensivierung therapeutischer MalRnahmen, wie
Antikoagulation, Kardiovaskulare und allgemeine Chirurgie, aber auch

Transplantationen zu.
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