MVZ Laboratoriumsmedizin Koblenz-Mittelrhein

Fortbildung am 19.01.2010
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Kalteagglutination als Storfaktor

Erschwerte Blutabnahme

Hamolytische Proben

Auffalligkeiten im Blutbild

Storungen bei der BG-Serologie
Storungen bei der Gerinnungsdiagnostik

Patient: mildes bis schweres Krankheitsgefiihl
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Kalteagglutination - Kilteagglutininkrankheit

o Kalteagglutination (Erythrozyten)
physiko-chemischer Vorgang bei Abkihlung; reversibel

o Ausloser der Kalteagglutination: Kalteagglutinine
Kalte-Autoantikdrper (verschiedene Immunglobulin-lsotypen)

o Kalteagglutininkrankheit als Folge
primére / sekundare Erkrankungsformen, variable Verlaufe mit
Ubergangen von mild bis schwer, Hamolysen
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Kalteagglutination

Kiltewirksame Antikorper

|

Optimale Reaktion mit
Erythrozyten in
Kilte (bei 0-4°C)

1

Kaltewirksame Auto-AK
(Kilteagglutinine)

|

Gegen Merkmale gerichtet,
die auch auf eigenen
Zellen vorkommen

1

Kaltewirksame
Alloantikorper

|

Gegen Merkmale gerichtet,
die auf eigenen Zellen
nicht vorkommen
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Kalteagglutination

Kilteagglutinine
l A\ l
Idiopathisch Post-infektios Lymphoprolif.
| }
» Mykoplasmen > NHL
» EBV, CMV > Waldenstr.
» Treponema pall. » CLL
> HIV u.a. > sonstige
v l l
Mono-/polyKkl. Polyklonal Monoklonal
| | |
Hohes Alter 2-3 Wochen nach Infektion Grunderkrank.
milde Intens. variable Intensitat variable Intens.
chron. Verlauf kurzer Verlauf paralleler Verl.

Typisch: Haimolysen und Anamien
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Hamolytische Anamien
(Funf grosse Gruppen)

Anamien durch Enzymdefekte
Thalassamien

Sichelzellenkrankheiten

Sonstige hereditare hamolytische Anamien

Erworbene hamolytische Anamien
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Erworbene hamolytische Animien

Arzneimittel induzierte autoimmunhamolytische Anamien

Sonstige autoimmunhamolytische Andmien

Hamolytisch-uramisches Syndrom
Sonstige nicht-autoimmunhamolytische Anamien
Paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie

Hamoglobinurie durch Hamolyse infolge sonst. auss.

Ursachen
Sonstige erworbene hamolytische Anamien

Erworbene hamolytische Anamie, nicht naher bezeichnet
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Sonstige autoimmunhamolytische Anamien

¢ Primare autoimmunhimolytische Krankheiten
¢ Sekundare autoimmunhiamolytische Anamien

¢ Chronische Kalteagglutininkrankheit

Beachte: diagnostische Abgrenzung von Immunhamolysen:

a) Immunhamolyse durch Autoimmunhamolyse

b) Immunhiamolyse durch Alloimmunhimolyse
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Autoimmunhamolytische Anamien (ATHA)
- Bertcksichtigung der Temperaturbereiche -

ATHA durch Kilte-Autoantikorper

¢ Akute sek. Kilteaggl. Krankheit (Infektionen z.B. EBV)

¢ Akute sek. Kalteaggl. Krankheit (Donath-Landsteiner-Typ)
¢ Chron. sek. Kilteaggl. Krankheit (Lymphome)

¢ Chron. idiopath. Kilteagglutininkrankheit (unbekannt)

ATHA durch Warme-Autoantikorper
¢ Idiopathische autoimmune hamolytische Anamie (ATHA)

¢ Sekundare autoimmune hamolytische Anamie bei anderen
Grunderkrankungen (SLE, Lymphome u.a.)
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Akut reversible ATHA vom Kaltetyp

@

Definition
Akute sekundare, stets reversible AIHA nach Infektionen (s.u.)

Kalteagglutinine:
Polyklonale IgM Kalte-Auto-AK (Anti-1/i), Komplement aktivierend,
Polyklonale 1gG bithermische Auto-AK (Anti-P), Komplement aktiv.

Epidemiologie
Selten, vorwiegend Erwachsene (14 bis 40 Jahre, Frauen)
Ausnahme: Donath-Landsteiner-AK bei Kindern und bei Lues

Atiologie
Im Anschluss an eine atypische Pneumonie, Mononukleose, andere Inf.,
Mechanismus der Auto-AK Bildung weitgehend unbekannt

Pathogenese
Intravasale Hamolyse durch IgM oder IgG Autoantikorper (Anti-1/i od. P)
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Chronische ATHA vom Kaltetyp

@

Definition
Chronische idiopath. oder chronisch sek./symptomatische AIHA

Kalteagglutinine:
Monoklonale anti-erythozytare Kalte-Auto-AK, Komplement aktivierend

Epidemiologie
Selten, vorwiegend Erwachsene

Atiologie
Monoklonale IgM Auto-AK bei (1) idiopathisch benigner monoklonaler
Gammopathie oder (2) symptomatisch bei lymphoprolif. Erkrankungen

Pathogenese
Intravasale Hamolyse durch hochtitrige IgM Kalte-Autoantikorper,
zum geringen Teil auch extravasale Hamolyse
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Akut reversible ATHA, Donath-Landsteiner

Definition
Akutes Syndrom, reversibel, intravasale Hamolyse nach Virusinfektion

Kalteagglutinine
Polyklonale IgG (selten IgM) Kalte-Auto-AK, Komplement aktivierend

Epidemiologie
Kinder <10 Jahre, Erwachsene (Lues); Klinik s. spater

Atiologie
Polyklonale Auto-AK nach/bei viralen Infektionen, Mechanismus der
Auto-AK Bildung nicht hinreichend bekannt

Pathogenese

Intravasale Hadmolyse durch meist niedrigtitrige (meist) 1gG Kalte-Auto-
AK (Anti-P), biphasisch, bei Temp. > 10 Grad Celsius Komplementakt.
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Klinik - ATHA vom Kaltetyp

Abblassung der Akren, Akrozyanose und
sekundires Raynaud-Phanomen (weiss/blau/rot)

Schmerzen, Kilte-Urtikaria (Nekrosen, Ulcus cruris)

Fieber, Blutdruckabfall, Schock

Chronische Animie (meist milde Hamolyse)

Haut-/Sklerenikterus, Milz-/Lebervergrosserung

Hamoglobinurie, Nierenversagen

Kritisch: hohe AK-Titer, Warmeamplitude. ..
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Klinik - ATHA vom Kaltetyp (DL)

Synonym: Paroxysmale Kaltehamoglobinurie

Hamoglobinurie, Ikterus, Hb-Abfall
Milz- und Lebervergrosserung

Akut passager, spontane Riickbildung (nach Virusinf.)

Chronisch bei Erwachsenen (Luesinfektion)

Diagnosesicherung: Donath-Landsteiner-Test
(biphasische Kiltehamolysine)
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ATHA vom Kaltetyp — Auffalligkeiten im Labor

¢ Differentialblutbild:
Agglutinationen (!), MCH/MCHC (!), Polychrom., Retikulose, Erythrobl.

¢ Hamolyseparameter:
LDH, Haptoglobin, ind. Bilirubin, Urobilinogen, freies Hb, Eisen
¢ Gammopathie:

monoklonale Immunglobuline (Paraproteine)

¢ Coombstest (direkt, indirekt):
EK und DCT bei ATHA positiv

¢ Probleme bei serologischen Tests:

Panagglutination durch Auto-Antikorper

Kalteagglutinine nicht mit Kryoglobulinen verwechseln !
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Antikorper im ,,Labor-Jargon*

Antikorperbezeichnungen

s tmmangiobuin ot tmmanglobui

wNatiirliche“ Antikorper
Kalteantikorper
Agglutinierende Antikorper

111

@plette Antikﬁrm

/
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Kilte-Autoantikérper: Uberblick

Induktion der Auto-AK

¢ Indiv. Immunsystem, Immunogenitéit
¢ Verianderung an den Ery-Antigenen

¢ Membrankomponenten (nicht BG-Ag)
¢ Weit verbreitete Antigene (z.B. I und i)

Kalte-Autoantikorper

¢ IgM Molekiile, selten IgG
e Spezifitat (meist) Anti I, Anti-i
¢ Temp. abhiangiges Bindungsoptimum

Donath-Landsteiner
Kalte-Autoantikorper

¢ IgG Molekiile
¢ Spezifitat Anti-P
¢ biphasische Antikorper

Biolog. Wirksamkeit

¢ abhingig vom Antikorper-Isotyp
¢ abhangig von Temperaturamplitude
¢ abhingig von Komplementaktivierung
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Immunpathologie der Kilteagglutinine

Comparison of the classical and alternative
complement pathways

CLASSICAL PATHWAY «__ | ALTERNATIVE PATHWAY
~ (adaptive) © Gnnate)

Komplementsystem

¢ Neun Hauptkomponenten

o Zwei Aktivierungswege

¢ AK abhangige Aktivierung

o Hamolysen: Typ Il (Gell)

The lytic pathway

C5b6788,, (MAC)

Roitt I, Brostoff J and Male D: Immunology, 3rd ed.
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Die pathologischen Immunreaktionen (nach Gell)

Typ 1 Allergie vom Soforttyp, IgE vermittelte Hyper-
sensitivitat, z.B. Asthma, Urtikaria, Anaphylaxie

Zytotoxischer Typ (ADCC, Killer-Zellen),

Komplement vermittelte Zytolyse nach

Ag-AK-Komplexbildung auf Zellmembranen

Typ III | Arthus-Typ, Immunkomplex-Krankheit,
Vaskulitis

Typ IV | Zellulare Allergie vom Spattyp (DTH, komplexe
Immunreaktionen), z.B. Kontaktallergie
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Die Immunreaktion vom Typ 11

Typ Il

Zelloberflachenantigen
Fc-Rezeptor

K-Zelle A"—Lg Zielzelle

zytotoxische Aktion

Antikérper |:<
=

komplement-
vermittelte Lyse

¢ Lyse durch Zytotoxizitit:
Bindung von NK-Zellen und
Phagozyten an Zellmembran
gebundene Antikorper (Fc-Rezeptoren)

¢ Komplement vermittelte Lyse:
Komplementbindung (Ciqrs) an AK,
Aktivierung tiber den klassischen Weg

Roitt IM, Brostoff J und Male DK: Kurzes Lehrbuch

der Immunologie, 2nd ed.



Hamolysen (Immunreaktion vom Typ II)

¢ Intravasale
Hamolyse

» Antikorperbindung und
Komplementbindung

» Komplementaktivierung bis zur
Bildung des lytischen Kompl. (MAC)

» Zytolyse

¢ Extravasale
Hamolyse

» Opsonisierung durch Beladung mit
AK und sublyt. Komplementfaktoren

» Bindung an Fc- und C3b-Rezeptoren
des RES

» Phagozytose der Erythrozyten im RES
(Milz, Leber)
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Grundlagen der Immunhamolyse
- Zusammenfassung -

Immunpathologische Vorgange

- Beladung von Erythr. mit AK (Isotyp/Ag-Menge) u. Komplement
- intravasale Hamolyse: vollstandige Aktiv. von Komplement
- extravasale Hamolyse: unvollstandige Aktiv. von Komplement

Pathophysiologische Besonderheiten

- IgG Antikorper: sublytische Komplementaktivierung (meist)

- IgM Antikorper: vollstandige Komplementaktivierung (meist)
(Temperaturoptimum)

Biologische Effekte der intravasalen Hamolyse
- Aktivierung des Gerinnungs- und Kininsystems

- Freisetzung von Mediatoren, z.B. C3a, C5a

- Cave: pseudoallerg. Reaktionen, Kreislaufversagen, Schock
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Antikorpernachweis im Labor

¢ Hamagglutinationstest (verschiedene Varianten)
- Nachweis von IgG und IgM Antikorpern
- Durchfiihrung bei Raumtemperatur (20 Grad Celsius)
- Verstarkermedien: LISS, Albumin, Enzym-/Coombsmilieu

¢ Pos. Eigenkontrolle, pos. direkter Coombstest
- Nachweis einer Erythr.-Beladung mit AK, Komplement

¢ Indirekter Coombstest
- Nachweis zirkulierender Antikorper (IgG)
- Durchfiihrung in der Warme

¢ Eluat
- Absprengung, Differenzierung von Antikorpern (ICT)

Auffilligkeiten in der Routine immer abklaren !
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R. R. A. Coombs und der Coombstest

Coombstest: Antiglobulin-Stufentest zur Sensitivitas-
steigerung von Immunassays (u.a. IFT,
RIA, ELISA, Blot)

Publikation: Coombs, R.R.A. Detection of weak and incomplete
Rh agglutinins: a new test (Lancet 1945, I1: 15-16)

R.R.A Coombs: Coombs gilt als ,,Entdecker* des Anti-

Globulintests. Coombs schreibt spater,
dass bereits vor ihm andere Autoren
»sein Testprinzip“ publiziert haben

R.R.A. Coombs in Vox Sang 1998, 74:67-73
. ,One should never refer to a discovery or a test
as being new*

Autoren:

U. Friedemann, 1905 und 1909
(Z Immunitatsforsch 1909, 2:591-641)

C. Moreschi, 1908
(Zbl Bakt 1908, 46:49-51)




Antihumanglobulintechnik (AHG)

Direkter Coombstest (DCT)

® Testprinzip > Erythrozyten waschen
> mit AHG inkubieren
> auf Agglutination priifen
@ DCT positiv > Erythrozyten in-vivo ,,beladen“
> z.B. Immunglobuline, Komplement
Indirekter Coombstest (ICT)
& Testprinzip > Serum mit ,,Test-Erys“ inkubieren
> mit AHG inkubieren
> auf Agglutination priifen
# ICT positiv > Serum enthilt Antikorper

> z.B.irreguliare AK, Auto-AK
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Direkter Coombstest

Der DCT ist kein Routinetest, aber ein ,,Muss“ bei
jedem positiven Eigenansatz, Anamnese beachten !

1. Negative Transfusionsanamnese

Idiopathisch (oft ohne klin. Relevanz)
Infektionen (Kilte-Autoantikorper)

®
®
# Autoimmunhimolytische Animien
¢ Lymphome (andere Malignome)

®

Medikamenten induzierte Autoantikorper

2. Nach Transfusionen

@ Serologisch inkompatible Transfusion
# Verzogerte Transfusionsreaktionen

3. Fetalblut und Neugeborene

® Morbus haemolyticus neonatorum
(Alloantikorper von der Mutter)
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Der positive DCT - Folgeuntersuchungen

- EiIn pos. DCT soll immer durch Folgeuntersuchungen
plausibilisiert werden,
z.B. klinisch-chemische Hamolyseparameter

- Bestimmung der Immunglobulin-Klasse
1gG, IgM, IgA und Komplementfaktoren

- Bestimmung der 1gG-Subklassen (1gG1, 1gG3)
(nGtzlich, aber nicht zwingend)

- Bestimmung der Antikorperspezifitat

- Bestimmung des Antikorpertiters
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,<Normale“ Kalteagglutinine

¢ Sera der meisten Menschen agglutinieren die
autologen Erythrozyten bei 0 bis 2 Grad Celsius

¢ Kilteagglutinine (IgM Isotyp) liegen in geringer
Konzentration vor (Titer bis 1:32)

Spezifitat (fast immer). Anti-I

Spezifitat (gelegentl.):  Anti-1 + Anti-I
Anti-P, Anti-A,l
Anti-A, Anti-B
Anti-M, Anti-N
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Antikorpertiter - Temperaturamplitude

Klinische Bedeutung eines Kalte-Autoantikorpers:
Fahigkeit zur Erythrozyten-Agglutination bei KOrpertemperatur

Titration bei 4° C

Beispiel 1

1:4096

Beispiel 2

1:256

Wolf D. Kuhlmann



Vorkommen von Anti-I / Anti-i

¢ Anti-I - meist IgM Typ Kappa
- Mycoplasma pneumoniae (>50%)
- MHN selten und milder Verlauf
- Alloanti-I bel Erwachs. mit Phanotyp I

¢ Anti-i - selten im Vergleich zu Anti-I
- meist IgM, gelegentlich IgG plus IgM
- bel EBV Infektion
- bei Patienten mit Immundefizienz
- Alloanti-1 bisher nicht nachgewiesen
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Kalteagglutinine: Laborwerte, Bewertung

DCT positiv (C3d) == Hinweis auf Hamolyse

Kalteaggl. Typ.

Differenzierung
Anti-I vs. biphas.

==p O-Ery, Nabel-Ery, Pat-Ery

Anti-I: Kalte-Autoantikorper
Anti-P: biphasisches Hamolysin

Temp. Amplitude =p Inkubation bei versch. Temp.

Kalteaggl. Titer

==p Titer >1:32 (1:64) pathologisch
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Kalteagglutinine: Moglichkeiten der Verstarkung

Aktivitiatsteigerung von Kalteagglutininen:
- Enzymbehandlung von Test-Erythrozyten

- Lagerung von Erythrozyten (Ery-Konzentrate)

- Verwendung von LISS

Erhohung der Auffinderate:
- Vorsicht bei Einsatz von Enzymen fiir AKS/Kreuzprobe
- Vorsicht bei AKS in Kalte/Raumtemperatur

Kaltewirksame Antikorper ohne Reaktion bei 28-30 Grad
Celsius sind irrelevant

Transfusion: klinische Bedeutung von ,enzyme only*
Antikorpern ist extrem gering

Wolf D. Kuhlmann




Kialteagglutinine: klinische Probleme

Cave: klinisch wirksame Kalte-AK beil Transfusion

==) Kalte-Antikorper mit hoher Warmeamplitude

=) EKSs mit Umsicht transfundieren (auch bei
vorgewarmten EK)

=) allgemein: transfundierte Erythrozyten werden sehr
effektiv zerstort (bis zu 50% in der ersten Stunde !)
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Zusammenfassung (1)

Positiver EK und pos. direkter Coombstest
- Bewertung ist abhangig von weiteren Untersuchungen
und von der klinischen Situation (Anamnese)

Kalteagglutininkrankheit

- Kalte-Autoantikorper

- Autoimmunhamolytische Anamien (ATHA)

- Akute und chronische ATHA vom Kaltetyp
(Definitionen, Symptome)

Antikorper, Kalte-Autoantikorper
- Kalte-Autoantikorper (Isotypen), Spezifitaten
- Immunpathologie und Wirkungen

- Serologische Untersuchungstechniken

- Klinische Bedeutung von Kalteagglutininen
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Zusammenfassung (2)

Transiente (akute) Syndrome
- Polyklonale Auto-Antikorper
- Assoziiert mit Infektionen z.B. Mykopl., EBV

Chronische Syndrome

- Monoklonale Auto-Antikorper, IgM Paraproteine

- Assoziiert mit Grunderkrankungen, z.B. chron.
lymph. Leukamie, Lymphom, M. Waldenstrom,
(selten) gelegentlich ohne Grunderkrankung

- Kalte-Autoantikorper konnen der Grunderkrankung
vorausgehen
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Zusammenfassung (3)

¢ Gemischte ATHA
- sekundare ATHA bei SLE oder Lymphom
- Hamolyse stark ausgepragt

¢ Temperaturamplitude
- Kalte-Autoantikorper in der Regel nicht iiber 25 Grad
Celsius reaktiv (dann klinisch nicht bedeutend)
- Antikorper mit hoher Temperaturamplitude und
Reaktivitat bei 28-30 Grad Celsius sind klinisch relevant
- der direkte Coombstest ist diagnostisch unterstiitzend
- ausschlaggebend ist der klinische/klinisch-chem. Befund
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