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Die DNA wird von dem Motorprotein
entwunden und ein Strang wird durch
die Pore auf die positive Seite der
Membran transloziert.
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EDITORIAL

,The Times They Are A-changin® -

Transfusionsmedizin im Wandel der Zeit

Liebe Leserinnen und Leser,

unter diesem Motto steht der diesjdhrige 58. Jahreskon-
gress der Deutschen Gesellschaft flir Transfusionsmedizin
und Immunhdmatologie (DGTI) vom 17.—19. September
2025 in Mannheim. Auf dem Programm stehen Themen
aus dem breiten Spektrum der Hamotherapie, Immun-
hdmatologie, Versorgungsforschung, Zelltherapie und
Transplantations-Immunologie. Die Beitrdge spiegeln die
wichtigen Erkenntnisse der letzten Jahre wider und bieten
vielfdltige Gelegenheit zum kollegialen wissenschaftli-
chen Austausch.

Gemeinsam mit den schwedischen Kollegen werden wir im
Rahmen des Neighbour Day die Entwicklungen in der mo-
lekularen Immunhdmatologie beleuchten. Neue Wege der
Zell- und Immuntherapien werden unter anderem durch
die Behandlung mit CAR-T-Zellen beschritten. Aufgrund
der globalen Notlagen ist die Versorgung mit Blutkom-
ponenten im Krisen- und Verteidigungsfall in den Fokus
geriickt. Die damit verbundene Herausforderung wird
ebenso einen Schwerpunkt des Kongresses darstellen, wie
auch die Anpassungen, die sich aus der Verabschiedung
der Substances of Human Origin (SoHO)—Verordnung der
EU ergeben.

Auch die vor Thnen liegende Ausgabe der hdmotherapie
spannt mit ihrer thematischen Vielfalt den Bogen im
Fachgebiet Transfusionsmedizin.

Das Thema CAR-T-Zellen greifen Torsten Tonn, Salim
OulghaziundJoachim Schwable mit einem Beitrag {iber die
Leukapherese als immunologischen Ausgangsprodukt der
CAR-T-Zelltherapie auf. Aktuelle Entwicklungen in Diag-
nostik und Behandlung der Immunthrombozytopenie be-
leuchtet Oliver Meyer aus Springe. Marcel Grauer steuert
einen spannenden Beitrag zur Quantifizierung von ATP in
Erythrozytenkonzentraten bei. Der Anwendung innovati-
ver molekularbiologischer Methoden in der Transfusions-
medizin widmet sich David Messerer aus Ulm. Moderne
Sequenziertechnologien erfordern neben einer speziellen
Laborausstattung eine robuste und ausreichend grof3 di-
mensionierte Infrastruktur zur Datenanalyse. Abgerundet
wird diese Ausgabe durch Beitrdge zur Qualitdtssicherung
von Erythrozytenkonzentraten, iiber moderne Methoden
zur Malaria-Testung und zu Uberlegungen, wie Nach-
haltigkeit unter den Bedingungen eines pharmazeutisch
hochregulierten Spendebetriebs moglich sein wird.

Wir wiinschen Thnen viel Freude beim Lesen dieser Ausgabe und freuen uns darauf,
Sie auf dem DGTI-Kongress im September in Mannheim begriiSen zu diirfen.

Univ.-Prof. Dr. med.
Harald Kliiter

Kongress-Prdsident

Prof. Dr. med.
Michael Miiller-Steinhardt

Co-Préasident
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STAMMZELLEN &
ZELLTHERAPIE

Dr. med. Salim Oulghazi, Dr. med. Joachim Schwable, Univ.-Prof. Dr. med. Torsten Tonn

Die Leukapherese als immuno-

logisches Ausgangsprodukt der

CAR-T-Zelltherapie im Kontext
zunehmender Indikationen und
steigender Nachfrage

ZUSAMMENFASSUNG Die CAR-T-Zelltherapie wird zunehmend in unterschiedlichen Indikationsgebieten eingesetzt. Das
Leukapheresematerial hat dabei nicht nur eine technische, sondern auch eine immunologische Relevanz fiir Wirksamkeit,
Toxizitat und Persistenz. Studien zeigen, dass Alter, Vortherapien und der Zeitpunkt der Zellgewinnung die Funktionalitat der
T-Zellen beeinflussen. Einzelzelltechnologien ermdglichen eine detaillierte Charakterisierung des Ausgangsmaterials. Klinisch
etablierte Marker wie niedrige CD3*-Zellzahlen oder eine Kiirzliche Bendamustin-Exposition sind mit ungtinstigeren Verldufen
assoziiert. Die Apherese sollte daher auch unter diagnostischen Gesichtspunkten betrachtet werden. Akademische Zentren mit
eigener CAR-T-Herstellung konnen hierbei strukturierte Beitrdge leisten.

SUMMARY CAR-T cell therapy is being applied across an increasing range of indications. Leukapheresis material is relevant
not only technically but also immunologically, influencing efficacy, toxicity, and persistence. Studies indicate that patient age,
prior treatments, and collection timing affect T-cell function. Single-cell technologies allow detailed characterization of the
starting material. Established clinical markers, such as low CD3* T-cell counts or recent bendamustine exposure, are asso-
ciated with less favorable outcomes. Leukapheresis should therefore also be assessed diagnostically. Academic centers with
in-house CAR-T manufacturing can contribute to structured implementation.

Einleitung

schaft von B-Zell-Neoplasien grundlegend ver-
dndert?. Seit der ersten Zulassung im Jahr 2018 fiir
Patientinnen und Patienten mit akuter lymphoblastischer
Leukdmie (B-ALL) wurde das therapeutische Portfolio
kontinuierlich erweitert. Inzwischen stehen zugelasse-

CAR—T—Zelltherapien haben die Behandlungsland-
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ne CAR-T-Zellprodukte auch fiir diffuse grof3zellige B-
Zell-Lymphome (DLBCL), Mantelzelllymphome (MCL),
follikulare Lymphome (FL) sowie das Multiple Myelom
(MM) zur Verfiigung?-$. Der Erfolg dieser individuali-
sierten Therapieansdtze hat zu einer deutlichen Auswei-
tung der Kapazitdten an Entnahmezentren gefiihrt. In
der Kklinischen Praxis stellt sich zunehmend nicht mehr
die Frage, ob Patienten mit B-Zell-Neoplasien fiir eine
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Abbildung 1: Anzahl durchgeftihrter Apheresen fir DLI- und CAR-T-Zelltherapien im DRK-Blutspendedienst Baden-W(irttemberg — Hessen
(2022—-2024). Zwischen 2022 und 2024 stieg die Zahl der CAR-T-Apheresen im DRK-Blutspendedienst Baden-Wiirttemberg — Hessen um rund

252 % — von 66 auf 232 Eingriffe. 2024 (ibertraf sie erstmals die Zahl der DLI-Apheresen. Diese Entwicklung verdeutlicht den raschen Bedeutungs-
gewinn zelluldrer Immuntherapien und die wachsende Rolle der Transfusionsmedizin in der onkologischen Versorgung. Mit freundlicher Genehmigung
von Prof. Dr. med. Hubert Schrezenmeier, Institut fiir Klinische Transfusionsmedizin und Immungenetik Uim (IKT Ulm gGmbH).

CAR-T-Zelltherapie infrage kommen, sondern wie und
unter welchen Voraussetzungen eine erfolgreiche Umset-
zung moglich ist. Darliber hinaus zeigen erste Studien eine
vielversprechende Wirksamkeit von CAR-T-Zelltherapien
bei Autoimmunerkrankungen, was die Relevanz dieser
Therapeutika weiter erh6ht?-9. Auch im Bereich solider
Tumorerkrankungen wird intensiv und mit grof3em Auf-
wand an der klinischen Entwicklung von CAR-T-Zellpro-
dukten geforscht!-3. Obwohl die Herausforderungen in
diesem Feld erheblich sind, erscheint ihre Uberwindung
langfristig durchaus erreichbar. Ziel dieses Beitrags ist
es, aktuelle Entwicklungen einzuordnen, praxisrelevante
Herausforderungen zu beleuchten und Perspektiven fiir
die zukiinftige Rolle der Transfusionsmedizin in der Zell-
therapie aufzuzeigen.

Indikationserweiterung von CAR-T-
Zelltherapien: Von hamatologischen
Neoplasien iiber Autoimmunerkrankun-
gen bis zu soliden Tumoren

Chimadre Antigenrezeptoren (CAR) sind synthetisch kons-
truierte Membranproteine, die aus einem Antikorper-ab-
geleiteten Erkennungsbereich (scFv) an der Zelloberfldche
und intrazelluldr aus Signaldomdnen des T-Zell-Rezep-
tors (CD3¢) sowie einer oder mehrerer co-stimulatori-
scher Strukturen (z. B. CD28 oder 4-1BB) bestehen4.

Die zugrundeliegenden Gensequenzen werden mithilfe
viraler Vektoren in patienteneigene T-Zellen eingebracht,
wo sie stabil ins Genom integriert und anschliefend ex
vivo expandiert werden. Nach einer lymphodepletieren-
den Vortherapie erhalten Patienten die modifizierten
Zellen in einer einmaligen Infusion. Nach Antigenkontakt
proliferieren die CAR-T-Zellen in vivo weiter, sezernieren
aktivierende Zytokine, entfalten zytotoxische Effekte und
konnen bei glinstiger Immunumgebung eine langlebige
Gedachtnisantwort etablieren (Abbildung 2). Ein zentra-
ler limitierender Faktor besteht in der Zielstruktur selbst:
CAR-T-Zellen erkennen ausschlieflich membranstan-
dige Antigene, idealerweise tumorspezifisch exprimiert.
Da solche Antigene selten sind, kommt es hdufig zu einer
sogenannten on-target/off-tumor-Reaktivitdt — also zur
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Elimination auch gesunder, Antigen-tragender Zellen.
Am Beispiel CD19 zeigt sich jedoch, dass dies klinisch to-
lerabel sein kann: Die persistente B-Zell-Aplasie ist the-
rapeutisch beherrschbar und in vielen Fallen ein akzep-
tabler Preis fiir eine effektive Remission. Das Repertoire
adressierbarer Zielstrukturen ist bislang dennoch einge-
schrankt. Hinzu kommt die Problematik adaptiver Resis-
tenzmechanismen: Sowohl genetische als auch epigeneti-
sche Verdnderungen kdnnen zur Antigenmodulation oder
gar zum vollstandigen Verlust der Zielstruktur fithren —
ein Phdanomen, das auch andere molekular zielgerichtete
Therapien in der Onkologie limitiert6. Neben tumorbiolo-
gischen Faktoren spielt zudem die Qualitdt des patienten-
spezifischen Ausgangsmaterials eine entscheidende Rolle
flir den therapeutischen Erfolg - mit der Folge, dass fiir
einen variablen Anteil der Patient*innen bereits herstel-
lungsseitig suboptimale CAR-T-Zellprodukte entstehen.

Seit der ersten Zulassung im Jahr 2018 hat sich die Zahl
der verfligbaren CAR-T-Zellprodukte in Deutschland auf
sechs erhdht — Diese Ausweitung geht einher mit einer

stetig wachsenden Evidenzbasis, die sowohl die Effekti-
vitdt als auch das Potenzial zur fritheren Anwendung im
Krankheitsverlauf belegt (Tabelle 1).

Pionierstudien wie ZUMA-1 (Axicabtagene ciloleucel,
Yescarta®) und JULIET (Tisagenlecleucel, Kymriah®) be-
legten bei Patient:innen mit refraktdrem oder rezidi-
viertem diffus grofRzelligem B-Zell-Lymphom (DLBCL)
eindrucksvolle Ansprechraten?3. In ZUMA-1 wurde eine
Gesamtansprechrate (ORR) von 82 % und eine komplette
Remission (CR) von 54 % erreicht, wahrend JULIET eine
ORR von 52 % und eine CR-Rate von 40 % dokumentierte.
Beide Studien fithrten zur Zulassung der Produkte in der
Drittlinie durch die EMA. Nachfolgestudien wie ZUMA-7
(Yescarta®) und TRANSFORM (Breyanzi®) konnten darti-
ber hinaus zeigen, dass CAR-T-Zelltherapien auch in der
Zweitlinie einer Standardbehandlung mit Salvage-Che-
motherapie gefolgt von autologer Stammzelltransplan-
tation (ASCT) klinisch tiberlegen sind#'. In der TRANS-
FORM-Studie betrug das mediane ereignisfreie Uberleben
(EFS) unter Breyanzi® 10,1 Monate gegeniiber 2,3 Mona-
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Abbildung 2: Herstellung und Therapie mit CAR-T-Zellen®
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STUDIE ZUMA-1 JULIET TRANSFORM ZUMA-2

Name Yescarta® Kymriah® Breyanzi® Tecartus®

Hersteller Kite Novartis BMS Kite

Indikation Adulte Patienten mit r/r Adulte Patienten mit r/r Adulte Patienten Adulte Patienten

DLBCL- und PMBCL DLBCL < 75 Jahren mit primar mit r/r MCL und

r/r LBCL BTKi

Patientenanzahl 101 93 92 68

Wirksamkeitsstudie = Neelapu et al., 2017 Schuster et al., 2018 Kamdar et al., 2022 Wang et al., 2020

Best ORR (CR) 82 % (54 %) 52 % (40 %) 87 % (74 %) 93 % (67 %)

12-mon. PFS 42 % 66 % 63 % 61%

12-mon. 0OS 59 % 49 % 83 % 83 %

Tabelle 1: Klinische Zulassungsstudien zu CAR-T-Zellen bei B-Zell-Neoplasien
PFS = progressionsfreies Uberleben, 0S = Gesamtiiberleben, ORR = Ansprechrate, CR = komplette Remission,

DLBCL, PMBCL, NHL, MCL = Subtypen.

ten im Kontrollarm (Hazard Ratio 0,35; p < 0,0001). Auch
die Rate kompletter Remissionen fiel signifikant hoher
aus (66 % vs. 39 %). Erganzend untersuchte die PILOT-
Studie die Anwendung von Breyanzi® bei Patienten mit r/r
DLBCL, die aufgrund von Alter oder Komorbiditdten nicht
flir eine Hochdosis-Chemotherapie geeignet waren. In
dieser schwer behandelbaren Population lag die ORR bei
80 %, mit einer CR-Rate von 54 %. Fiir das multiple Mye-
lom wurde mit der KarMMa-Studie erstmals eine CAR-
T-Zelltherapie auf BCMA-Basis untersucht: Idecabtagen
vicleucel (Abecma®) zeigte eine ORR von 73 % bei Pa-
tienten mit stark vorbehandeltem Myelom (median finf
Vortherapien), davon 33 % komplette Remissionen, die
allerdings alle transient waren mit einem mittleren pro-
gressionsfreien Uberleben von weniger als einem Jahr5. In
der CARTITUDE-Studie wurde ciltacabtagene autoleucel
(Carvykti®) gepriift — ein Produkt mit dualer BCMA-Bin-
dung. Diese Studie erreichte bei im Grunde dhnlichen Ein-
und Ausschlusskriterien sogar eine ORR von 98 %, mit
82 % vollstandigen Remissionen ®. Unter Carvykti® werden
zum Teil sehr langjahrige Remissionen beobachtet, die
angesichts des oft h6heren Lebensalters der Patienten mit
Multiplem Myelom durchaus als kurativ bezeichnet wer-
den diirfen®. Im Gegensatz dazu zeigt sich bei der chro-
nisch lymphatischen Leukdmie (CLL) unter CD19-gerich-
teten CAR-T-Zellen trotz innovativer Ansdtze wie in der
TRANSCEND-CLL-004-Studie bislang nur eine moderate

Ansprechrate, was auf krankheitsspezifische T-Zell-Dys-
funktion und ein immunsuppressives Mikromilieu zu-
rickgefiihrt wird". Derzeit ist keine CAR-T-Zellthera-
pie fiir andere hamatologische Neoplasien wie NK- oder
T-Zell-Lymphome sowie myeloische Erkrankungen zu-
gelassen. Bei myeloischen Neoplasien wie der akuten my-
eloischen Leukdmie (AML) oder dem myelodysplastischen
Syndrom (MDS) fehlt bislang ein geeignetes Zielantigen,
das eine ausreichende therapeutische Wirksamkeit bei
gleichzeitig niedriger Off-Target-Toxizitdt gewdhrleistet.
Fiir NK- und T-Zell-Lymphome sowie die T-ALL wurden
zwar potenziell selektive Zielantigene wie CD5 oder CD7
identifiziert, klinische Studien zur Sicherheit und Wirk-
samkeit entsprechender CAR-T-Zellprodukte befinden
sich jedoch noch in der Durchfithrung?°.

Jingste klinische Studien zeigen, dass CD19-direktio-
nierte CAR-T-Zellen auch bei therapierefraktdren Auto-
immunerkrankungen eine vielversprechende Wirkung
entfalten kdnnen. Besonders hervorzuheben ist die Arbeit
von Mackensen et al., die 2023 in einer Fallserie fiinf Pa-
tienten mit refraktdrem systemischem Lupus erythema-
todes (SLE) behandelten®. Alle zeigten eine vollstandige
und anhaltende Remission nach Infusion von CD19-CAR-
T-Zellen, ohne dass eine weitere Immunsuppression er-
forderlich war. Der Therapieeffekt beruhte mutmaflich
auf einer tiefgreifenden, mehrere Monate andauernden

hémotherapie



KarMMa CARTITUDE
Abecma® Carvykti®
BMS Janssen

Adulte Patienten mit Adulte Patienten mit

triple-class exponierten Lenalidomid-refraktdren

multiplen Myelom multiplen Myelom

128 176

Munshi et al., 2021 San-Miguel et al., 2023

73 % (33 %) 85% (73 %)
55 % 76 %
78 % 84 %

Depletion von B-Zellen einschlieflich der pathogenetisch
relevanten autoreaktiven B-Zellen mit nachfolgendem
immunologischen, auch humoralen, Reset. Erganzend
berichteten Muller et al. iiber den Einsatz von CD19-CAR-
T-Zellen bei Patienten mit refraktdrer idiopathischer in-
flammatorischer Myopathie®. Auch hier kam es zu einem
vollstandigen Riickgang der entziindlichen Aktivitdt und
zur Normalisierung der Creatinkinasewerte, begleitet von
einem Riickgang autoantikorperproduzierender B-Zellen.
In einer weiteren, vielbeachteten Arbeit demonstrierten
Fischbach et al. die Wirksamkeit von CD19-CAR-T-Zellen
bei Multipler Sklerose (MS), wobei sowohl klinische als
auch bildgebende Stabilisierung erzielt werden konnte?”.
Parallel dazu werden bispezifische T-Zell-Engager (Bi-
TEs) als immunmodulatorische Option untersucht. Diese
binden gleichzeitig CD3 auf T-Zellen und CD19 auf B-Zel-
len, wodurch eine gezielte Elimination autoreaktiver B-
Zellen ermoglicht wird. Klinische Pilotdaten zeigen eine
rasche Wirkung, allerdings mit kiirzerer Persistenz als
bei CAR-T-Zellen?'. Diese Studien unterstreichen, dass
CD19 nicht nur ein onkologisches Zielantigen fiir CAR-T-
Zellen ist, sondern auch als therapeutische Achse in der
zelluldren Immuntherapie von Autoimmunerkankungen
zunehmend relevant werden kdnnte. Dies erdffnet neue
Perspektiven fiir eine breitere Anwendung von Zellthera-
pien und stellt sowohl die klinische Immunologie als auch
die Transfusionsmedizin vor neue Aufgaben — insbeson-
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dere bei der patientenspezifischen Planung, Apherese und
Nachsorge.

Widhrend die CAR-T-Zelltherapie im Bereich B-Zell-Neo-
plasien inzwischen klinisch etabliert ist, bleibt ihr Nutzen
bei soliden Tumoren bislang begrenzt. Der therapeutische
Transfer gestaltet sich herausfordernd: Immunologische
Barrieren wie die eingeschrankte Infiltration von T-Zellen
in solide Tumorverbdnde, eine hohe Antigenheterogeni-
tdt sowie ein immunsuppressives Mikromilieu limitieren
bislang die Wirksamkeit. Dennoch ldsst sich ein stetiger
Erkenntnisfortschritt verzeichnen und erste klinische
Studien deuten auf ein potenzielles Wirkspektrum auch
jenseits hamatologischer Entitdten hin. Derzeit sind tiber
2.000 Kklinische Studien mit CAR-T-Zellen weltweit auf
clinicaltrials.gov registriert, davon etwa 170 fiir solide Tu-
moren. Besonders im Fokus stehen Zielantigene wie EG-
FRVIII beim Glioblastom, GD2 beim Neuroblastom sowie
Mesothelin bei verschiedenen epithelialen Karzinomen. In
einzelnen Studien konnten objektive Remissionen erzielt
werden: So zeigte eine Phase-I/II-Studie bei Kindern mit
rezidiviertem Neuroblastom unter Behandlung mit GD2-
spezifischen CAR-T-Zellen in neun von 27 Fallen eine
komplette Remission™. Ahnlich vielversprechend waren
die Ergebnisse einer Phase-I/II-Studie bei HER2-posi-
tiven Sarkomen. Hier konnte bei sieben von 13 Patienten
ein klinisches Ansprechen beobachtet werden. Beson-
ders eindrucksvoll ist der Bericht iiber einen Patienten mit
diffus metastasiertem Glioblastom, bei dem eine wieder-
holte intrathekale Gabe von IL13Ra2-spezifischen CAR-
T-Zellen zu einer kompletten Remission fiihrte®. Ein
gemeinsamer Nenner dieser frithen Erfolge ist die Wahl
alternativer Applikationswege. Die regionale, zumeist in-
tratumorale oder intraventrikuldre Verabreichung erlaubt
eine gezielte Anreicherung der Effektorzellen im Tumor-
areal und umgeht damit in Teilen die Homing-Problema-
tik systemisch applizierter T-Zellen. Parallel dazu werden
zunehmend CAR-Konstrukte der ndchsten Generation
entwickelt. Diese sogenannten ,,armored CARs“ sind ge-
netisch erweitert und ermoglichen etwa die lokale Sekre-
tion immunstimulatorischer Zytokine (z. B. IL-12 oder IL-
18) oder die Koexpression von Checkpoint-Inhibitoren.
Ziel ist die funktionelle Uberwindung der suppressiven
Tumorumgebung durch autarke Modulation direkt am
Wirkort. Dariiber hinaus férdern Hochdurchsatzverfahren
wie Einzelzell-RNA-Sequenzierung und Neoantigenpro-
filing die Identifikation tumorspezifischer Zielstrukturen.
Beispielsweise konnten so bei Nierenzellkarzinomen neo-
antigene Zielmolekiile identifizieren werden, welche nun
in praklinischen Modellen zur Entwicklung neuartiger
Konstrukte verwendet werden®. Diese , Neoantigen-ge-
richteten CARs versprechen eine tatsdchlich tumorspe-



zifische Selektivitdt bei inhdrent reduziertem Risiko fiir
Off-Tumor-Toxizitdt. Obwohl eine breite klinische An-
wendbarkeit noch aussteht, mehren sich die Hinweise,
dass erste Zulassungsstudien insbesondere bei Tumoren
mit stabiler Antigenexpression und klarer anatomischer
Begrenzung realistisch sind.

Qualitdatsanforderungen und
Standardisierung der Apherese in der
CAR-T-Zelltherapie

Die unstimulierte Leukapherese stellt einen essenziellen
Baustein der CAR-T-Zelltherapie dar und markiert den
Ubergang vom klinischen Management zur biotechno-
logischen Zellproduktion. Die Qualitdt dieses Prozess-
schritts beeinflusst mafgeblich sowohl die Herstellbar-
keit als auch potenziell die therapeutische Wirksamkeit.
Transfusionsmedizinische Einrichtungen {ibernehmen
hierbei nicht nur die technische Durchfithrung der Zell-
gewinnung, sondern fungieren zugleich als zentrale
Schnittstelle zwischen behandelnder Klinik, pharma-

Die Karte zeigt die Standorte der
Apherese-Zentren der finf
DRK-Blutspendedienste der
Bundesrepublik Deutschland
sowie die jeweiligen
Ansprechpartner.
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zeutischem Hersteller und regulatorischen Instanzen. Im
Kontext zunehmender Produktkomplexitdt, wachsender
Herstellervorgaben sowie steigender Therapienachfrage
und Studienaktivitdt gewinnt eine strukturierte Standar-
disierung der Aphereseprozesse zunehmend an Bedeu-
tung (Abbildung 3).

Die strukturellen Anforderungen an Einrichtungen zur
Zellgewinnung sind in der aktuellen Richtlinie Hamo-
therapie sowie in den internationalen Empfehlungen von
EBMT und JACIE Klar definiert?*23. Erforderlich sind ein
umfassendes Qualitditsmanagementsystem (QMS), vali-
dierte Standardarbeitsanweisungen (SOPs), dokumen-
tierte Auditierungsverfahren, qualifiziertes und regelma-
Rig geschultes Fachpersonal sowie etablierte Systeme zur
vollstindigen Riickverfolgbarkeit. Die arztliche Uberwa-
chung des gesamten Apheresevorgangs ist verpflichtend;
samtliche durchgefithrten Mafnahmen — einschlief3lich
Antikoagulation, Fliissigkeitsgabe oder Komplikations-
management — sind vollstdndig zu dokumentieren. Das
Management potenzieller Komplikationen, insbesondere
durch strukturierte Uberwachung wihrend der Zellge-

DRK-Blutspendedienst NSTOB
Apherese Oldenburg | Dr. Hagen Baume
Apherese Bremen | Daniela Birstner
Apherese Dessau | Dr. Jérg-Peter Schmidt

DRK-Blutspendedienst Nord-Ost

Apherese Berlin - Institut fiir Transfusionsmedizin,
Karl-Landsteiner-Haus | Britta Dimanski

Apherese Hamburg - ZIT | Dr. Thomas NieBen
Apherese Chemnitz | Dr. Andreas Karl

Apherese Cottbus | Irene Sopivnik

[ DRK-Blutspendedienst Baden-Wiirttemberg — Hessen
8 Apherese Ulm | Prof. Hubert Schrezenmeier
9 Apherese Tiibingen - ZKT | Prof. Tamam Bakchoul

10 Apherese Mannheim | Prof. Harald Kliiter

11 Apherese Heidelberg - IKTZ | Dr. Albrecht Leo

12 Apherese Frankfurt am Main | Dr. med. Joachim Schwéble

13 Apherese Kassel | Dr. Andreas Opitz

I DRK-Blutspendedienst West
14 Apherese Miinster

15 Apherese Ratingen-Breitscheid
16 Apherese Bad Kreuznach

17 Apherese Dortmund - ITLM

Zentraler Ansprechpartner fiir West:
PD Dr. Markus Ditschkowski (Ratingen-Breitscheid)

Il Blutspendedienst des Bayerischen Roten Kreuzes
18 Apherese Miinchen | Jiirgen Burkhart

Abbildung 3: Standorte der Apherese-Zentren der DRK-Blutspendedienste in Deutschland. Mit freundlicher Genehmigung von Priv.-Doz. Dr. med. Dr.
phil. Lambros Kordelas, Arztlicher Geschéftsfiihrer DRK-Blutspendedienst West gGmbH.
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winnung, ist ein zentraler Bestandteil der Prozessquali-
tat. Erganzend wird — insbesondere im Rahmen klinischer
Studien oder herstellerspezifischer Vorgaben — die Im-
plementierung qualitdtsgesicherter Nachsorgeprotokolle
empfohlen. Eine reibungslose Schnittstellenkommuni-
kation zwischen Klinik, Aphereseteam und Hersteller ist
essenziell, um zeitkritische Abldufe zu koordinieren und
Prozessunterbrechungen zu vermeiden.

Die Entscheidung zur CAR-T-Zell-Apherese erfolgt in-
terdisziplindr, idealerweise im Rahmen eines Tumorbo-
ards oder CAR-T-Boards, und beriicksichtigt neben ha-
matologischen und immunologischen Gesichtspunkten
auch infektiologische Risiken, Vorbehandlungen sowie lo-
gistische Rahmenbedingungen der Therapieplanung. Re-
lative Kontraindikationen umfassen unter anderem einen
ECOG-Performance-Status >2, eine aktive systemische
Immunsuppression, manifeste Autoimmunerkrankungen
oder akute Infektionen. Vor Durchfithrung der Zellgewin-
nung sind eine drztliche Aufklarung sowie die schriftliche
Einwilligung der Patientin bzw. des Patienten zwingend
erforderlich.

Vor der Apherese sind spezifische medizinische Voraus-
setzungen zu priifen, wobei diese als Empfehlung be-
trachtet werden und in Einzelfdllen nicht zu umgehen
sind. Dazu zdhlen neben den bereits erwdhnten relativen
Kontraindikationen, ein stabiler Allgemeinzustand, ge-
eignete periphere Venenverhdltnisse oder ein rechtzeitig
geplanter zentralvendser Zugang sowie ein peripheres
Blutbild mit ANC >1 x 109/1, ALC >0,2 x 10%/1 und Throm-
bozyten >30 x 109/1. Ein aktiver Kortikosteroidgebrauch
gilt ebenso wie eine akute Infektion als vermeidbar und
relative Kontraindikation. Zudem ist ein aktuelles Infek-
tionsscreening gemaR Hamotherapie-Richtlinie durch-
zufiithren und zu dokumentieren, einschliefllich HIV, HBV,
HCV, HEV, HTLV I/II, Treponema pallidum sowie — pro-
duktspezifisch — auch CMV, EBV und WNV. Hierbei ist zu
beachten, dass trotz der signifikant erhdhten Inzidenz
an einem B-Zell-Lymphom zu erkranken, Menschen mit
HIV derzeit von der CAR-T-Zell-Therapie ausgeschlossen
sind.

Die Zellgewinnung erfolgt mittels Leukapherese im steady
state unter Verwendung konventioneller, validierter Zell-
separatoren wie etwa dem Spectra Optia (Terumo BCT, La-
kewood, CO) oder dem Amicus (Fresenius, Bad Homburg,
Deutschland). Die verarbeiteten Blutmengen betragen
produktspezifisch etwa 7 bis 15 Liter, wobei individuelle
Anpassungen unter Beriicksichtigung der T-Zell-Kon-
zentration erforderlich sind. Die Zielzellzahlen und weite-
re prozessrelevante Parameter unterscheiden sich je nach
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Hersteller und Produkt: Fiir Kymriah® und Carvykti® ist
eine Mindestanzahl von = 1 x 109 CD3*-T-Zellen erforder-
lich, im Falle von Kymriah® erganzt durch die Gabe von
100—200 ml autologem Plasma. Fiir Yescarta® und Te-
cartus® liegt der Zielwert bei 5-10 x 109 mononukledren
Zellen, wéhrend Breyanzi® definierte Durchlaufvolumi-
na von 7 bzw. 12 Litern vorsieht. Fiir diese drei Praparate
werden keine Ziel-T-Zell-Dosen angegeben — was sich
in der Praxis als wenig hilfreich erweist. Im Interesse der
Patienten erscheint es empfehlenswert, die Mindestdo-
sen fiir Kymriah® und Carvykti® grundséatzlich nicht zu
unterschreiten. Die Anforderungen der kommerziellen
und experimentellen Hersteller sind bedauerlicherwei-
se nicht nur in Bezug auf die T-Zell-Dosis, sondern auch
hinsichtlich der geforderten Qualitdtskontrollen unein-
heitlich: Vereinzelte Hersteller verlangen Viabilitdtsmes-
sungen oder durchflusszytometrische Bestimmungen des
T-Zell-Anteils. Wir empfehlen jedoch eine standardisier-
te durchflusszytometrische Bestimmung von CD3-, CD4-
und CD8-Expression. In Ermangelung einheitlicher Spe-
zifikationen richtet sich die Produktqualitdt daher primaér
nach dem tagesaktuellen jeweiligen Patientenmaterial.
Zu den minimal zu dokumentierenden — in Deutschland
gemdfl GDocP — Aphereseparametern gehdren neben ein-
eindeutiger Spenderidentitdt (i.d.R. iiber Vor- und Nach-
namen und Geburtsdatum) unter anderem Start- und
Endzeitpunkt, Vitalparameter im Verlauf, eventuelle
Unterbrechungen, Angaben zur Gerdtekonfiguration in-
klusive Separator-Modell, Kalibrierstatus, verwendeter
Reagenzien sowie das Produktvolumen. Die unmittelbare
produktbezogene Qualitdtskontrolle umfasst die Zellzah-
lung, Viabilitdtsbestimmung, Volumenmessung und eine
Sterilkultur.

Abweichungen vom Standardprotokoll sollten dokumen-
tiert werden, ebenso wie die arztliche Freigabeentschei-
dung. Riickstellproben sind gemag Richtlinie Himothera-
pie bei jeder Spende anzulegen, eindeutig zuzuordnen und
unter validierten Bedingungen aufzubewahren. Fiir jede
Zellspende sollte zudem eine chargenspezifische Riick-
verfolgbarkeit sichergestellt werden — einschlie3lich der
Transport- und Verpackungskette. Interne und externe
Qualitatskontrollen, etwa im Rahmen von Ringversuchen,
gelten als obligatorischer Bestandteil der Qualitatssiche-
rung. Im deutschen Regelwerk sieht die Richtlinie Hdmo-
therapie vor, dass im Rahmen der GMP-konformen Pro-
zessdokumentation eine sachkundige Person gemaf3 8 14
AMG die Einhaltung aller regulatorisch relevanten An-
forderungen bestdtigt. Die Vorgaben der Richtlinie Hdmo-
therapie bezieht sich auf den nationalen Geltungsbereich,;
international bestehen hiervon abweichende Regelungen.



Nach Abschluss der Apherese ist zeitnah eine Riickmel-
dung an den Hersteller zu iibermitteln, inklusive Ent-
nahmedatum, Separator-Typ, Infektionsscreening und
produktspezifischer Angaben. Hierzu nutzen die Herstel-
ler eigene Online-Portale, {iber die die Entnahmezentren
standardisierte Informationen einpflegen. Die Transport-
bedingungen richten sich nach produktspezifischen Vor-
gaben: Wahrend Kymriah® kryokonserviert innerhalb von
24 Stunden in einem Fliissigstickstofftank versendet wird,
erfolgen die Transporte von Yescarta®, Tecartus®, Brey-
anzi® und Carvykti® gekiihlt bei 2—8 °C am Entnahmetag.
In allen Fallen kommen validierte Verpackungssysteme
mit kontinuierlicher Temperaturiiberwachung zum Ein-
satz. Die liickenlose Dokumentation von Ubergabe- und

Empfangsprotokollen ist verpflichtend und Bestandteil
des Qualitdtsmanagements.

Wiédhrend die erhobenen Parameter primdr der Herstel-
lungssicherheit dienen, birgt die systematische Erfassung
zusatzlicher Zell- und Patientenmerkmale das Potenzial,
pradiktive Marker fiir den Therapieerfolg zu identifizie-
ren. Langfristig kdnnten solche Marker zur Risikostra-
tifizierung und Entscheidungsfindung beitragen — ins-
besondere bei Patienten mit intensiver Vortherapie und
erhohtem Risiko flir Herstellungsversagen, wie es etwa
beim Multiplen Myelom hdufig beobachtet wird 2.

STUDIE Hamatologische  Klinische Studie CAR-T-Zellprdaparat Untersuchte
Vorerkrankungen Patienten

Wilson et al., 2022 r/r B-ALL NCT03573700 SJCAR19 (anti-CD19- 16
TCR¢-41BB)

Wang et al., 2023 r/r DLBCL NCT03097770 TanCAR7 (anti-CD19/ 58
CD20-TCR¢-41BB)

Baietal., 2022 r/r B-ALL NCT 01626495 Kymriah (anti- 12
CD19;TCR¢:41BB)

Baietal., 2024 r/r B-ALL NCT 01626495 Kymriah (anti- 82
CD19;TCR¢:41BB)

Chen et al., 2021 r/r B-ALL NCT 01626495 Kymriah (anti- 71
CD19;TCR(:41BB)

Rade et al., 2024 r/r MM n/a Abecma, Carvykti (anti- 10
BCMA;TCRC:41BB)

Haradhvalaetal.,, 2022 r/r B-ALL n/a Kymriah (anti- 32

CD19;TCR¢:41BB),
Yescarta (anti-CD19-
CD28-CD3¢)

Tabelle 2: Einzelzellanalysen autologer CAR-T-Zelltherapien bei hdmatologischen Neoplasien: Ubersicht aktueller Studien

hémotherapie



Die prognostische Bedeutung der
Qualitat des Aphereseprodukts:
Einflussfaktoren und Immunprofile

Mit den Erfahrungen der vergangenen Jahre zeichnet sich
zunehmen die Erkenntnis ab, dass nicht allein die tumor-
biologische Ausgangslage oder das Design des CAR-Pro-
dukts tiber den Therapieerfolg entscheidet, sondern maf-
geblich auch die Qualitat des Aphereseprodukts. Diese
wird in hohem Mafe durch vorangegangene Therapien
und den Zeitpunkt der Zellgewinnung beeinflusst. Be-
sonders eindrticklich belegt ist der negative Einfluss einer
Vortherapie mit Bendamustin: In einer multizentrischen
Kohorte von Patienten mit rezidiviertem oder refraktarem

Untersuchte Proben Methode

DLBCL zeigte sich, dass eine Exposition gegeniiber Ben-
damustin innerhalb von neun Monaten vor der Apherese
mit signifikant schlechteren klinischen Ergebnissen der
CAR-T-Zell-Therapie einhergeht?. Die Ansprechrate
war deutlich reduziert (53 % vs. 72 %), ebenso das pro-
gressionsfreie Uberleben (3,1 vs. 6,2 Monate) sowie die
Expansion der CAR-T-Zellen. Dabei erwies sich nicht nur
die kumulierte Dosis, sondern vor allem der enge zeitliche
Abstand zur Zellgewinnung als prognostisch unginstig.

Auch die Gesamtzahl vorheriger Therapielinien stellt
einen unabhangigen Risikofaktor dar26. Mit zunehmen-
der Therapielast sinkt die Frequenz naiver und zentraler
Gedachtnis-T-Zellen, wahrend dysfunktionale Effektor-

Beobachtungen

Infusionsprodukt sowie Blut-
proben nach Infusion

Einzelzell-Genexpressionsanalyse mit
T-Zell-Rezeptor-Sequenzierung

Cytotoxische CAR-T-Zellen mit TIGIT+,
CD62Llo, CD27- Expression assoziieren
mit Therapieansprechen

Infusionsprodukt sowie Blut-
proben vor Leukapherese

Bulk- und Einzelzell-RNA-
Sequenzierung, gepaarter T-Zell-

Verlust der CCR7-Expression in
CD8*-naiven T-Zellen assoziiert mit

Rezeptoranalyse Therapieversagen
Infusionsprodukt Einzelzell-RNA-Sequenzierung mit Starke Typ-2-Funktionalitdt in CAR-T-
Oberfldachenprotein-Profilierung Zellprodukten asso-
(CITE-Seq) ziieren mit Therapieansprechen
Infusionsprodukt Einzelzell-RNA-Sequenzierung mit Starke Typ-2-Funktionalitdt in CAR-T-
Oberfldchenprotein-Profilierung Zellprodukten assoziieren mit
(CITE-Seq) langanhaltenden Remissionen
Leukapherese Einzelzelltranskriptomik und chroma- Chronische Interferon-Signatur

tinzuganglichkeitsanalyse (CITE- und

ATAC-Seq)

(IRF7-Hochregulation) assoziiert
mit einer reduzierten Persistenz und
Therapieversagen.

Infusionsprodukt sowie Blut-
proben nach Infusion
(CITE-Seq)

Einzelzell-RNA-Sequenzierung mit
Oberfldchenprotein-Profilierung

Ein immunsuppressives Mikromilieu auf
(Monozyten mit CD39-Expression)
assoziiert mit Therapieversagen

Infusionsprodukt sowie Blut-

proben nach Infusion (ScCRNA-Seq)

Einzelzell-RNA-Sequenzierung

Erhohter Anteil an CAR-T-Zellen
mit Treg-Phanotyp assoziieren mit
Therapieversagen von Yescarta®.
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zellen iberwiegen?”28, Zusatzlich ist auch das Alter der
Patienten mit altersassoziierten Veranderungen der T-
Zell-Biologie verkniipft, was die Qualitdt des Apherese-
produkts und damit potenziell die Wirksamkeit der CAR-
T-Zelltherapie beeinflussen kann?°. Des Weiteren ist die
Diagnose des Multiplen Myeloms mit einer reduzierten
Proliferationskapazitdt und Effektorfunktion von T-Zel-
len assoziiert3°. Im Falle der AML, auch wenn hier CAR-
T-Zellen nur innerhalb von Studien verfiigbar sind, zeigen
sichbereits zum Diagnosezeitpunkt das Vorliegen funktio-
nell geschwdchter T-Zellen und eine Haufung regulato-
rischer T-Zellen332 Dies hat negative Konsequenzen fiir
Persistenz und Effektivitdt
resultierender CAR-T-Pro-
dukte. Darliber hinaus wur-
de gezeigt, dass Patienten,
die vor Infusion eine Brid-
ging-Therapie = bendtigen,
signifikant schlechtere Re-
missionsraten und kiirzere
Uberlebenszeiten — aufwei-
sen3. Ursdchlich hierfir
sind sowohl die erhdhte
Krankheitsaktivitat als auch
die zusatzliche T-Zell-Be-
lastung durch zytotoxische
Substanzen.

Interessanterweise besitzen entsprechend einfache, kli-
nisch verfligbare Marker prognostische Aussagekraft. So
ist ein niedriger CD3*-T-Zellwert im peripheren Blut vor
Apherese signifikant mit schlechterem Ansprechen, re-
duziertem progressionsfreiem Uberleben und limitierter
Expansion der CAR-T-Zellen assoziiert34. Solche Parame-
ter kdnnten kiinftig die Auswahl des optimalen Apherese-
zeitpunkts und die Einschdtzung des Herstellungsrisikos
erleichtern.

Neben klinischen und zelluldren Pradiktoren liefern zu-
nehmend auch hochdimensionale Einzelzelltechnologien
wie scRNA-seq, CITE-seq und ATAC-Seq wertvolle Ein-
sichten in die molekularen Eigenschaften von CAR-T-
Zellen, aber auch von T-Zellen im Allgemeinen oder von
T-Zellen als Ausgangsmaterial fiir CAR-T-Zellprodukte.
Diese Analysen wurden in verschiedenen Studien sowohl
am unbehandelten Apheresematerial, an fertigen CAR-
T-Produkten als auch an postinfusionellen Zellpopu-
lationen, die im Patientenblut wiedergefunden werden
konnten, durchgefiihrt. Eine wiederkehrende Beobach-
tung uber mehrere Studien hinweg ist, dass bestimmte
immunologische Signaturen — insbesondere eine hohe
Expression von Inhibitions- und Erschdpfungsmarkern

»

Interessanterweise besitzen
entsprechend einfache,
klinisch verfiigbare Marker
prognostische Aussagekraft.

wie LAG-3, PD-1, TIGIT und IFNy — mit einem unzurei-
chenden Ansprechen sowie einer erhdhten Riickfallwahr-
scheinlichkeit assoziiert sind.

Chen et al. analysierten das Apheresematerial von 71 Pa-
tienten mit r/r B-ALL, fiir die Daten zum Therapieanspre-
chen verfiligbar waren, mittels CITE- und ATAC-seq3. Die
Studie identifizierte bei Non-Respondern eine Vorpra-
gung durch chronische IFNy-Signaturen, dominiert durch
IRF7. TCF7 Transkriptionsprogramme hingegen waren
assoziiert mit einer verbesserten Effektor- und Persis-
tenzfunktion der spdteren CAR-T-Zellen.

Wilson et al. untersuchten im
Rahmen der SJCAR19-Studie
CAR-T-Zellen aus dem In-
fusionsprodukt sowie aus
postinfusionellen =~ Proben
von 16 Patienten und ver-
folgten deren klonale Dy-
namik mittels scRNA- und
TCR-Sequenzierung3¢. Eine
hochproliferative Subpopu-
lation mit TIGIT*, CD62Llow,
CD27--Phénotyp erwies sich
als funktionell zytotoxisch
— und zeigte bei Respondern
eine reduzierte Expression
von TOX im Verlauf, was auf eine verzdgerte Erschdpfung
hindeutet. Funktionelle Validierungsexperimente besta-
tigten diesen Zusammenhang. Somit erlaubt die Kombi-
nation aus Transkriptom und TCR-Klonverfolgung eine
prazise Vorhersage, welche Teilpopulationen langfristig
zur Effektorzellfraktion beitragen.

Wang et al. analysierten T-Zellen aus dem Ausgangsma-
terial von 58 DLBCL-Patienten vor CAR-T-Herstellung
sowie nach Transduktion mit TanCAR73". Die Studie zeig-
te, dass ein frither Verlust der CCR7-Expression auf CD8*
naiven T-Zellen mit Non-Response assoziiert war. Re-
sponder wiesen vermehrt CCR7* LEF1* CD8* T-Zellen mit
einem TSCM-dhnlichen Phdnotyp auf, die die Expansion
nach Infusion dominierten.

Zwei umfassende Einzelzellanalysen von Bai et al. liefer-
ten erganzende Erkenntnisse zum Einfluss differenzier-
ter Geddchtnissubtypen3®39. Beide Studien untersuchten
CAR-T-Zellen bei r/r B-ALL im Infusionsprodukt mittels
CITE-seq. Responder zeigten eine deutliche Anreicherung
frithdifferenzierter CD8* CCR7* LEF1*-Gedéachtniszellen
mit Kklonaler Expansion postinfusionell. Non-Respon-
der hingegen wiesen hdufiger funktionell eingeschrankte
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CD4* Typ-2-T-Zellen auf — charakterisiert durch redu-
zierte [FNy- und TNFa-Produktion sowie gesteigerte IL-
4~-Sekretion. In vivo-Modelle stiitzen die Hypothese, dass
eine TH2-Dominanz der Effektorzellantwort mit vermin-
derter antileukdmischer Aktivitdt einhergeht.

Haradhvala et al. fithrten eine vergleichende Einzelzell-
transkriptomanalyse von CAR-T-Zellen aus Infusions-
produkten sowie postinfusionellen Proben bei Patienten
mitrezidiviertem oder refraktdrem diffusem grofRzelligem
B-Zell-Lymphom (r/r LBCL) durch#®. Untersucht wurden
zwei zugelassene anti-CD19 CAR-T-Zellprodukte — Kym-
riah® und Yescarta® — die sich hinsichtlich ihrer kostimu-
latorischen Domaéne (4-1BB vs. CD28) sowie ihrer Her-
stellungs- und Lagerungsmodalitdten (kryokonserviert
vs. frisch) unterscheiden. Die Studie offenbarte deutliche
Unterschiede in der Immunzellkomposition und klonalen
Dynamik beider Produkte: Unter Kymriah® zeigten Re-
sponder eine konsistente Expansion zentraler CD8*-Ge-
dachtniszellen mit proliferativem Profil. Unter Yescarta®
dominierten dagegen zytotoxische CD4*-T-Zellen. Be-
merkenswert war zudem die ausschlie8liche Prasenz von
FOXP3* CAR-regulatorischen T-Zellen (CAR-Tregs) im
Yescarta-Produkt. Diese Zellen waren mit einem Thera-
pieversagen assoziiert und fanden sich in hdherer Fre-
quenz bei Non-Respondern. In prdklinischen Modellen
konnte gezeigt werden, dass bereits geringe Anteile an
CAR-Tregs ausreichen, um die Expansion konventioneller
CAR-T-Zellen zu hemmen und Spatrezidive zu beglinsti-
gen. Die Autoren vermuten, dass der Frischzellcharakter
von Yescarta® — im Gegensatz zur Kryokonservierung bei
Kymriah® — zur Anreicherung Treg-sensitiver Subsets
beitrdgt. Die Studie unterstreicht nicht nur die Bedeutung
der extrinsischen Immunumgebung fir den Therapie-
erfolg, sondern auch den potenziellen Einfluss produkt-
spezifischer Herstellungsprozesse auf das funktionelle
Zellprofil. Obwohl Kymriah® in prédklinischen Modellen
Vorteile in der Persistenz zeigte, hat sich Yescarta® in der
klinischen Praxis bei erwachsenen Patienten als bevor-
zugtes Produkt etabliert, wahrend Kymriah® heute iiber-
wiegend pddiatrischen Indikationen vorbehalten bleibt.

Auch in der Therapie des Multiplen Myeloms riicken im-
munologische Pradiktoren des Aphereseprodukts in den
Fokus. Rade et al. analysierten CAR-T-Zellen aus Blut und
Knochenmark vor und nach Infusion im Rahmen einer
BCMA-CAR-T-Studie#. Sie konnten zeigen, dass bereits
das Ausgangsmaterial bei Non-Respondern durch eine
suppressive Immunumgebung gepragt war — mit erhéh-
ter Frequenz CD39* Monozyten und erschépften CD8*-
und NK-Zellen.
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Obwohl diese molekularen Signaturen wertvolle Hin-
weise liefern, ist ihre direkte Ubertragung auf andere
CAR-Konstrukte oder klinische Kontexte aufgrund me-
thodischer Heterogenitdt nur eingeschrankt mdglich.
Unterschiede im untersuchten Probenmaterial, den Zeit-
punkten der Entnahme sowie der CAR-Architektur er-
schweren eine Generalisierung. Zudem beruhen viele der
beschriebenen Signaturen auf explorativen Auswertungen
mit begrenzter Fallzahl und bediirfen einer prospektiven
Validierung. Trotz dieser Limitationen verdeutlichen Ein-
zelzellanalysen grundsdtzlich das Potenzial multimoda-
ler Einzelzellcharakterisierung. Zusammengenommen
unterstreichen diese Daten die hohe prognostische Rele-
vanz der Qualitdt des Aphereseprodukts — nicht nur als
technisches Ausgangsmaterial, sondern als biologischer
Prddiktor flir die spatere Wirksamkeit der personalisierten
Immuntherapie. Eine frithzeitige, Biomarker-basierte Ri-
sikostratifizierung unter Berticksichtigung von Vorthera-
pie, Immunstatus und Zellfunktionalitdt kénnte klinische
Entscheidungsprozesse nachhaltig verbessern.

Frithe und spate Komplikationen nach
CAR-T-Zelltherapie

Neben der Wirksamkeit riicken zunehmend auch akute
und langfristige Nebenwirkungen von CAR-T-Zellthera-
pien in den Fokus. Zu den haufigsten akuten Komplikatio-
nen zdhlt das Zytokinfreisetzungssyndrom, das durch eine
massive Expansion der CAR-T-Zellen und eine tiberschie-
Rende Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren wie
IFNy und IL-6, die zundchst von aktivierten CAR-T-Zel-
len, in weiterer Folge aber vor allem durch Monozyten
und Makrophagen sezerniert werden. Klinisch duf3ert sich
das Syndrom typischerweise durch Fieber, Hypotonie und
Koagulopathie. Die Gabe des IL-6-Rezeptorblockers To-
cilizumab stellt hierbei die Therapie der ersten Wahl dar.
In refraktdren Fallen kommen Glukokortikoide wie Dexa-
methason zum Einsatz, wobei hohe kumulative Dosen von
{iber 1000 mg Dexamethason-Aquivalent potenziell die
Funktionalitdt der CAR-T-Zellen beeintrachtigen kdnnen.
Aufgrund der nunmehr mehr als zehn-jahrigen Erfahrung
mit CAR-T-Zell-Therapien hat sich das initial oft tédlich
verlaufende CRS zu einer meist beherrschbaren Kompli-
kation gewandelt, wenn auch fiir die Mehrzahl der Betrof-
fenen eine voriibergehende intensivmedizinische Betreu-
ung erforderlich wird??-2442,

Eine weitere relevante Nebenwirkung ist das Immune Ef-
fector Cell-Associated Neurotoxicity Syndrome (ICANS),
das ebenfalls durch inflammatorische Mediatoren ver-
mittelt wird und ein Spektrum neurologischer Symptome
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von milder Enzephalopathie bis hin zu Krampfanfdllen
und Hirnddem umfassen kann. Auch hier gilt die Gabe
von Glukokortikoiden als therapeutischer Standard. Die
Komplexitdt dieser Komplikationen und ihre potenzielle
Lebensbedrohlichkeit begriinden die Notwendigkeit einer
Durchfithrung von CAR-T-Zelltherapien an spezialisier-
ten Einheiten.

Ein einfacher, in der klinischen Praxis gut einsetzba-
rer Biomarker zur Abschdtzung des individuellen Risikos
flir schwere Verldufe von Cytokine-Release-Syndrome
(CRS) und ICANS ist der sogenannte Endothelial Acti-
vation and Stress Index (EASIX)42~44 Dieser ergibt sich
aus der Kombination von Laktatdehydrogenase, Krea-
tinin und Thrombozytenzahl. Ein erhéhter EASIX-Wert
vor Infusion korreliert signifikant mit einem erhoéhten
Risiko fiir schwere Nebenwirkungen. Trotz der zugrun-
deliegenden molekularen Komplexitdt ermdglicht die-
ser Parameter eine Kklinisch praktikable risikoadaptierte
Stratifikation, wahrend spezifische molekulare Marker
derzeit noch nicht hinreichend definiert sind. Langfris-
tig sind insbesondere prolongierte Zytopenien, Immun-
suppression und das Auftreten von Sekundarneoplasien
von Bedeutung. Der sogenannte CAR-HEMATOTOX Score,
der sechs hdmatologische und inflammatorische Para-
meter umfasst, erlaubt eine Abschatzung des individu-
ellen Risikos fiir prolongierte Zytopenien und assoziierte
Infektionskomplikationen454%, Im Verlauf kann es darti-
ber hinaus infolge der CD19-gerichteten B-Zelldepletion
zu einer B-Zell-Aplasie kommen, die klinisch meist in-
apparent bleibt, jedoch mit einem erhdhten Risiko fiir
sekunddare Hypogammaglobulindmie, bakterielle, virale
und invasive Pilzinfektionen assoziiert ist. Letztere treten
bevorzugt innerhalb der ersten drei Monate nach The-
rapie auf. Ein weiteres potenzielles Langzeitrisiko stellt
die Entwicklung sekunddrer myeloischer Neoplasien dar.
In bis zu zehn Prozent der Falle wurden innerhalb von
funf Jahren nach CAR-T-Zellinfusion ein MDS oder eine
AML diagnostiziert47. Obwohl eine kausale Beziehung zur
CAR-T-Zelltherapie bislang nicht eindeutig belegt ist, da
betroffene Patienten hdufig einer intensiven Vorbehand-
lung mit mutagenem Potenzial ausgesetzt waren, fithrten
diese Beobachtungen zu einer Anpassung regulatorischer
Hinweise. Sekunddre T-Zell-Lymphome nach CAR-T-
Zelltherapie sind duferst selten, aber klinisch relevant.
In groRen Kohortenstudien aus Stanford (n=724) und
dem franzosischen DESCAR T-Register (n=3 066) wurde
jeweils nur ein Fall dokumentiert, wobei nur im letzte-
ren eine CAR-Integration nachgewiesen wurde®49. Eine
Analyse der FDA-Datenbank schdtzt den Anteil T-Zell-
Lymphome an allen sekunddren Malignomen auf etwa
3 %5°. Hochauflosende molekulare Einzelfallanalysen aus
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den Jahren 2024 und 2025 dokumentierten die Entwick-
lung aggressiver, CAR-positiver T-Zell-Lymphome bei
Patienten nach anti-CD19- bzw. anti-BCMA CAR-T-Zell-
therapie. Beide Fille zeigten eine klonale Expansion von
T-Zellen mit somatischen CHIP-assoziierten Mutationen
(z.B. TET2, DNMT3A) und retroviraler CAR-Integration,
was auf eine Transformation prdexistenter, klonal expan-
dierter T-Zell-Vorldufer hindeutet5-52,

Diagnostische Aufwertung der Apherese:
Perspektiven fiir eine strategisch
geplante Zelltherapie

Die Qualitdt des Apheresematerials ist langst nicht mehr
als rein technischer Parameter zu verstehen, sondern
stellt einen zentralen biologischen Pradiktor fiir das An-
sprechen, die Toxizitdt und die Persistenz von CAR-T-
Zellen dar. Zunehmende Evidenz aus klinischen Studien
zeigt, dass spezifische immunologische Signaturen in
enger Korrelation zu therapeutischen Outcomes stehen.
Damit riickt die Leukapherese iiber ihre logistische Funk-
tion hinaus zunehmend in den Fokus als diagnostisches
Fenster fiir Erfolgsaussichten und potenzielle Komplika-
tionen der Zelltherapie. Technologisch ist dieser Paradig-
menwechsel bereits eingeldutet: Einzelzellverfahren wie
scRNA-seq, CITE-seq oder hochdimensionale Markerpa-
nels gelten heute als validiert, 6konomisch zuganglicher
und klinisch erprobt. Sie ermdoglichen eine hochauflésen-
de immunologische und onkologische Charakterisierung,
die kiinftig nicht nur retrospektiv, sondern zunehmend
prospektiv zur patientenindividuellen Therapiestrategie
beitragen kann.

Vor diesem Hintergrund wird eine zentrale Forderung
deutlich: Apheresate als Ausgangsmaterial hochkom-
plexer und kostenintensiver Zellprodukte sollten sys-
tematisch als diagnostisch verwertbare Riickstellpro-
ben etabliert werden — nicht nur zur produktbezogenen
Qualitdtssicherung, sondern als Grundlage fiir immuno-
logische Tiefenanalysen mit klinisch-translationalem
Potenzial. Dies bedarf keiner grundlegenden Neustruktu-
rierung, wohl aber einer gezielten Anpassung bestehender
Prozesse an moderne diagnostische Standards. Im nachs-
ten Schritt ist die Integration bioinformatischer Analyse-
pfade in klinische Entscheidungsstrukturen unabdingbar
— etwa durch die standardisierte Auswertung multimoda-
ler Einzelzelldaten innerhalb multizentrischer Kohorten.
Erst die Verbindung klassischer onkologischer Diagnostik
mit funktionellen Immunprofilen erlaubt eine wirklich
individualisierte Therapieplanung — einschlieflich der
begriindeten Auswahl postinfusioneller Konsolidierungs-
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therapien (z.B. Ibrutinib, Lenalidomid, Checkpoint-In-
hibitoren), sofern ihr Nutzen immunologisch begriindbar
und therapeutisch validierbar ist.

Parallel dazu er6ffnen sich neue, bislang wenig erforsch-
te Fragestellungen in der systemischen Immunologie: In
welchem Ausmalf3 unterscheiden sich die Apheresate von
Patienten mit Multiplen Myelom, Mantelzelllymphom,
follikuldarem Lymphom, DLBCL oder ALL nicht nur hin-
sichtlich ihrer zelluldren Subset-Zusammensetzung,
sondern auch in ihrer multimodalen Einzelzellarchi-
tektur, wie sie etwa durch CITE-seq oder kombinierte
Transkriptom- und Oberflachenanalysen erfasst werden
konnen? Sind diese Unterschiede primar durch die im-
munbiologischen Charakteristika der Grunderkrankung
gepragt, durch tumorvermittelte Immuninterferenzen
oder durch immunmodulierende Effekte vorangegange-
ner Therapielinien bedingt? Wenn Letzteres zutrifft, stellt
sich die strategische Frage, ob bei bestimmten Hochrisi-
kokonstellationen bereits zum Zeitpunkt der Erstdiagno-
se eine prdemptive Leukapherese erwogen werden sollte
— mit dem Ziel, ein qualitativ hochwertiges, funktionell
»junges* Zellprodukt fiir eine potenzielle spatere CAR-T-
Zelltherapie sicherzustellen.

Diese Fragestellungen sind keineswegs akademischer Na-
tur, sondern beriihren zentrale Produktions- und Wirk-
prinzipien zelluldrer Immuntherapien. Noch ist unklar,
ob eine frithzeitige Apherese mit nachfolgender Kryokon-
servierung funktionell intakter Immunzellen langfristig
iberlegen ist gegeniiber einem , frischen“ Produkt nach
mehrfacher zytotoxischer Vortherapie. Praklinische und
erste klinische Daten legen nahe, dass wiederholte Che-
motherapien die Differenzierung, Erschopfung und funk-
tionelle Fitness von T-Zellen substanziell beeintrachtigen
konnen — mit potenziell relevanten Folgen fiir Expansion,
Persistenz und Wirksamkeit von CAR-T-Zellen?2*2527,28,
Diese Hypothese hat unmittelbare Konsequenzen fiir zu-
kiinftige Herstellungsstrategien: Die Qualitdt des Aus-
gangsmaterials konnte zu einem limitierenden Faktor fiir
Therapieerfolg und Sicherheit werden. Hier sind transfu-
sionsmedizinische Fachvertreter in der Verantwortung,
prospektive Studienstrukturen zu initiieren und die im-
munologische Eignung von Apheresematerialien syste-
matisch zu erfassen und zu bewerten.

Diese Entwicklung erfordert ein neues Selbstverstandnis
klinischer Verantwortungstrager: Transfusionsmediziner
sollten die diagnostischen und immunologischen Poten-
ziale des Ausgangsmaterials aktiv nutzen — in enger Ab-
stimmung mit Immunologie-Laboren, Herstellern und
bioinformatischen Plattformen. Eine solche Integration



ist nicht nur wissenschaftlich geboten, sondern klinisch
entscheidend: Nur durch die Kombination klassischer
hdmatologischer Diagnostik mit funktioneller Immun-
analyse lassen sich zelluldare Therapien kiinftig individua-
lisieren — und strategisch an Krankheitsentitdt, Therapie-
verlauf und Immunstatus anpassen.

Ausblick

Die prognostische Bewertung des Apheresematerials wird
kiinftig eine zentrale Rolle in der strategischen Planung
von Zelltherapien einnehmen. Einzelzelltechnologien und
immunologische Tiefenanalysen erlauben bereits heute
eine zunehmend prézise Einschdtzung der funktionellen
Eignung des Ausgangsmaterials — mit unmittelbaren Im-
plikationen fiir den optimalen Apheresezeitpunkt, die Pa-
tientenauswahl sowie potenzielle Kombinationstherapien
im postinfusionellen Verlauf. Parallel dazu vollzieht sich
ein struktureller Wandel im Innovationszyklus der CAR-
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T-Zelltherapie: Technologielieferanten agieren langst
nicht mehr nur als Plattformanbieter, sondern entwickeln
sich zu vollintegrierten Herstellern neuartiger Zellpro-
dukte. In diesem dynamischen Umfeld gewinnt die akade-
mische CAR-T-Zellversorgung zunehmend an Bedeutung
— nicht nur als Ort wissenschaftlicher Generierung, son-
dern auch als klinische Versorgungsstruktur fiir Patienten
mit seltenen Indikationen oder besonderer Risikokonstel-
lation, die von industriellen Standardprodukten bislang
nicht erfasst werden. Einrichtungen mit GMP-Erlaubnis
und eigener CAR-T-Herstellung — wie etwa die Univer-
sitdtsklinika Kéln, Essen, Tlibingen, Rom, Erlangen oder
Barcelona — demonstrieren, wie zelluldre Immunthera-
pien patientennah, schnell und indikationsiibergreifend
umgesetzt werden konnen. Fir die Transfusionsmedi-
zin ergibt sich daraus eine doppelte Verantwortung: zum
einen als Bindeglied zwischen Klinik, Labor und Herstel-
ler; zum anderen als aktiver Treiber diagnostischer und
therapeutischer Innovation im Zeitalter personalisierter
Zelltherapien. ®

Direkt zum Beitrag:
www.drk-haemotherapie.de/
beitraege/45-cart
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DIAGNOSTIK IN DER
TRANSFUSIONSMEDIZIN

Dr. med. Thomas Stauch, Dr. med. Karolin Trautmann-Grill, PD Dr. med. Oliver Meyer, Prof. Dr. med. Axel Matzdorff

Immunthrombozytopenie (ITP) —
Neue Therapieoptionen

ZUSAMMENFASSUNG Die Immunthrombozytopenie (ITP) ist mit 2—4 Neuerkrankungen auf 100.000 Einwohner und Jahr
eine seltene Erkrankung. Da es keinen ITP-beweisenden Labortest gibt, beruht die Diagnose der Erkrankung vornehmlich
auf dem Ausschluss anderer Ursachen flir die Thrombozytopenie. Die Entscheidung fiir eine Therapie sollte nicht allein auf
der verminderten Thrombozytenzahl beruhen, sondern auch das individuelle Blutungsrisiko der Patientinnen und Patienten
beriicksichtigen. Die Standard-Erstlinientherapie ist immer noch die Gabe von Kortikosteroiden. In diesem Beitrag behandeln
wir die Pathophysiologie und Diagnose der ITP und geben Hinweise zur Behandlung der ITP, die sich an der aktuellen Onko-
pedia-Leitlinie orientieren.

SUMMARY Immune thrombocytopenia (ITP) is a rare disease with 2—4 new cases per 100,000 inhabitants per year. As there
is no laboratory test to prove ITP, the diagnosis of the disease is primarily based on the exclusion of other causes of throm-
bocytopenia. The decision for treatment should not be based solely on the reduced platelet count, but should also take into
account the patient's individual risk of bleeding. The standard first-line therapy is still the administration of corticosteroids.
In this article, we discuss the pathophysiology and diagnosis of ITP and provide information on the treatment of ITP based on

the current Onkopedia guideline.

Einleitung

ie Immunthrombozytopenie (ITP) stellt Arzte und
DArztinnen noch immer vor vielfaltige diagnosti-

sche und vor allem therapeutische Herausforde-
rungen. Als Ausschlussdiagnose vergeht haufig viel Zeit
bis zur Diagnosestellung und Rezidive nach zundchst gut
wirksamer, steroidhaltiger Erstlinientherapie sind haufig.
In den Rezidivsituationen werden aktuell noch zu oft Ste-
roidtherapien eingesetzt. Neue Medikamente mit vielfdl-
tigen, v.a. immunologischen Wirkmechanismen kénnen
hier eine Liicke schlieen und die Versorgung der Betrof-
fenen verbessern.

Seit kurzem liegt die neue Onkopedia-Leitlinie zur Diag-
nose und Therapie der ITP vor™.
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Pathophysiologie und Diagnose der ITP

ITP-Betroffene haben haufig einen langen Weg hinter
sich: Petechien, Schleimhautblutungen oder rezidivieren-
de Epistaxis sind meist der erste Grund fiir einen Arztkon-
takt. Die Diagnose einer Immunthrombozytopenie beruht
auf zwei Sdulen: Eine mehrfach nachgewiesene Throm-
bozytopenie <100 Gpt/l sowie dem Ausschluss anderer
moglicher Ursachen einer Thrombozytopenie. Pro 100.000
Einwohner und Jahr treten ca. 2-4 neue Erkrankungsfal-
le auf, die Préavalenz liegt zwischen 16-20/100.000 Ein-
wohnern. Ein Altersgipfel ist (neben dem Kindesalter) das
sechste bis siebte Lebensjahrzehnt. Wahrend im jliingeren
Alter eher Frauen betroffen sind, erkranken im hoéheren
Alter hdufiger Manner.



Leider gibt es keinen Labortest und keine Untersuchung,
die eine ITP beweisen kénnen. Demzufolge ist die ITP eine
Ausschlussdiagnose. Klassischerweise zeigt sich eine iso-
lierte Thrombozytopenie bei sonst unauffilligem Blutbild.
Andere Erkrankungen, die hdufig mit einer Verminderung
der Thrombozytenzahl assoziiert sind, miissen ausge-
schlossen werden; hierzu zahlen z. B. Infektionen, Myelo-
dysplasien und andere hdmatologische Grunderkrankun-
gen.

Bei der ITP unterscheidet man primare von sekunddren
Formen. 80 % aller Immunthrombozytopenien treten pri-
madr auf, das heif3t es lasst sich keine zugrundliegende Ur-
sache identifizieren; bei den iibrigen 20 % ist sie mit einer
anderen Grunderkrankung assoziiert. Besonders haufig
treten sekunddre Immunthrombozytopenien im Rahmen
von Autoimmunerkrankungen und Lymphomen auf.

Diagnostik Anmerkungen

Ein wichtiger Mechanismus flir die Entstehung der ITP
ist die Bildung von Autoantikérpern gegen thrombozy-
tdre Oberflachen-Glykoproteine. Diese so , markierten®
Thrombozyten werden anschlieend in Leber und Milz
phagozytiert oder im Rahmen einer Komplementaktivie-
rung lysiert. Neuere Forschungsergebnisse haben auch die
wichtige Rolle einer generellen Immundysregulation auf-
gezeigt. Insbesondere die Verschiebungen der Thi- und
-2-Balance sowie eine verminderte Anzahl von regula-
torischen T-Zellen konnte mit einer ITP assoziiert wer-
den. Auch konnte ein relativer Mangel an Thrombopoetin
im Rahmen der Immunthrombozytopenie nachgewiesen
werden, was wiederum eine verminderte Produktion von
Thrombozyten zu Folge hat.

Als ersten Schritt in der Diagnostik sollte eine Abnahme
der Thrombozyten im Citratblut zum Ausschluss einer
Pseudothrombozytopenie erfolgen. Anschlieffend ist ein

Anamnese

Aktuelle und frithere Blutungen, Vorerkrankungen insbes. Infektionen (COVID-19),

Medikamente (Gerinnungshemmer!), Impfungen, Alkohol, Schwangerschaft,

frithere Thrombosen, Familienanamnese, Berufsanamnese

Korperliche Untersuchung

Blutungszeichen insbes. auch der Schleimhdute, Lymphknoten-, Leber-, MilzgréRe

(eine vergroRerte Milz schliefit eine ITP nicht aus, ist aber auch nicht typisch und sollte

eher den Verdacht auf eine andere Grunderkrankung richten),

Exantheme (Petechien sind nicht tastbar, eine palpable Purpura ist nicht typisch fiir die

ITP), bei Thrombosezeichen an Antiphospholipid-Syndrom denken etc.

Blutbild

EDTA und Citrat zum Ausschluss einer Pseudothrombozytopenie; bei Aggrgaten im

Citratblut Verwendung von Spezialmonovetten (ThromboExact™)

Sehr hilfreich sind auch dltere Blutbilder, ob die Thrombozytopenie schon vorbestand und

ggf. wie lange

Blutausstrich (immer!)
erfahrene Arzt*in

Begutachtung durch einer in der Diagnostik von hamatologischen Erkrankungen

Gerinnungsparameter

Thromboplastinzeit (Quick-Wert), INR, aPTT, Fibrinogen

Knochenmarkdiagnostik

Immer bei atypischen Befunden (siehe dazu Kapitel 5.2 und Tabelle 6)

Weiteres

(Hamolyseparameter) denken

Bei gleichzeitiger Andmie an Blutungsandmie (Eisenparameter) und Evans-Syndrom

Blutzucker / Urinzucker insbesondere bei therapiepflichtiger Thrombozytopenie vor

Glukokortikoidgabe zum Ausschluss eines subklinischen Diabetes mellitus

Urinuntersuchung auf Blut, Stuhltest auf Blut

Tabelle 1: Basisdiagnostik, zitiert nach Matzdorff A. et al.3
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Diagnostik

Begriindung, Konsequenz

Blutgruppentestung

Fiir Notfall-Pass, vor operativen Eingriffen mit hohem Blutungsrisiko

Knochenmarkpunktion

siehe Tabelle 9

Blutzucker / Urinzucker

Ausschluss eines subklinischen Diabetes vor erneuter / fortgesetzter
Steroid-Therapie

Serum-Elektrophorese und/oder Serum-
Immunglobuline

Ausschluss von Immundefekt-Syndromen (z. B. common variable
immunodeficiency), eines Myeloms

Autoimmundiagnostik (CCP-Antikdrper, ANA,
ANCA, Anti-DS-DNA, Antiphospholipid-
Antikorper, Lupus Antikoagulans)

Ausschluss einer sekundéaren ITP im Rahmen anderer
Immunerkrankungen

Thrombozytenglykoprotein-spezifische
Autoantikorper

Bei Patienten mit persistierender Thrombozytopenie, wenn Zweifel an
der Diagnose ITP bestehen (nur hilfreich, wenn positiv). Gebundene
Antikorper haben die héhere Sensitivitdt.

Von-Willebrand-Faktor-Analyse

Bei Von-Willebrand-Syndrom Typ 2b kénnen madRige bis schwere
Thrombozytopenien auftreten.

Schilddriisendiagnostik

Bis zu 10 % der ITP-Patienten haben Hinweise auf eine
Autoimmunerkrankung der Schilddriise und bediirfen gegebenenfalls
einer Therapie.

Helicobacter-pylori-Testung

siehe Kapitel «Helicobacter pylori»

Hepatitis B, C, HIV-Serologie

Falls positiv, Erkrankungs- bzw. Reaktivierungsrisiko im Falle einer
immunsuppressiven Therapie oder vor Splenektomie

Sonographie, Rontgen, CT erwdgen

Ausschluss solider Tumor, Lymphom und anderer hamatologischer

Erkrankung. Bei vergréf3erter Milz an Morbus Gaucher denken.

Tabelle 2: Weiterflinrende Diagnostik, zitiert nach Wei Y. et al. 4

manuelles Differentialblutbild zur Diagnose von heredi-
taren Thrombozytopathien sowie akuten Leukdmien obli-
gat. Eine Beckenkammpunktion ist fiir Patienten unter 60
Jahren mit isolierter Thrombozytopenie nicht regelhaft
notwendig.

Insbesondere bei atypischen Befunden (zusatzliche Ver-
dnderungen der Leukozyten oder Erythrozyten) oder
Nichtansprechen auf eine Therapie mit Steroiden oder
Immunglobulinen sollten Erkrankungen des hdmatopoe-
tischen Systems wie z. B. eine Myelofibrose, ein myelodys-
plastisches Syndrom oder auch eine maligne Erkrankung
als Ursache der Thrombozytopenie durch eine Knochen-
markdiagnostik ausgeschlossen werden.

Doch auch andere Erkrankungen wie Autoimmunerkran-
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kungen des rheumatologischen Formenkreis oder ein
Antiphospholipidsyndrom kénnen eine Thrombozytpo-
penie bedingen. Somit ist ein laborchemisches Screening
auf Autoimmunerkrankungen ratsam. Dartiber hinaus ist
der Nachweis von Lupus- oder APL-AK aufgrund einer er-
hohten Thromboseneigung auch von prognostischer Re-
levanz2.

Nach viralen Infekten z.B. der oberen Atemwege oder
gastrointestinal kann eine ITP ausgelost werden. Aber
auch fiir andere Virusentitdten wie HIV, EBV, CMV oder
Sars-CoV-2 sind ITP-Verldaufe beschrieben. Ebenso wird
iber ITP-Erkrankungen nach vorherigen Impfungen dis-
kutiert. Insbesondere Lebendvakzine z.B. gegen Masern,
Mumps und Roételn scheinen hier in seltenen Fallen mit
der Ausbildung einer ITP assoziiert zu sein.



Nach der Einnahme einer Vielzahl von Medikamenten ist
ebenso eine Immunthrombozytopenie beschrieben, so
z.B. fiir die Gruppe der B-Lactam-Antibiotika. Auch NSAR
oder Antiepileptika sind mit einer Historie von ITP-Kasu-
istiken verbunden.

Die Durchfithrung von Helicobacter-pylori-Diagnostik als
moglichen Ausloser und therapeutischen Ansatz der ITP
wird bei allen ITP-Patienten empfohlen.

Autoantikdrper gegen Glykoproteinrezeptor-Antigene
konnen die Diagnose einer ITP bei atypischem Verlauf
unterstiitzen.

Therapie der Inmunthrombozytopenie

Der Beginn einer ITP-Therapie sollte nicht von einem
Thrombozytenschwellenwert abhdngig gemacht werden.
Vielmehr sind eine Vielzahl von Faktoren fiir die Thera-
pieentscheidung von Bedeutung:

o Blutungsanamnese: Liegen eher klein- oder grof3-
flachige Himatome vor? Kommt es zu mukosalen
Blutungen oder Epistaxis? Sind diese selbstlimitierend
oder prolongiert, ist sogar ein drztliches Eingreifen
erforderlich?

o Kommt es zu groferen inneren Einblutungen oder
ZNS-Blutungen?

Akutes oder chronisches Geschehen?

Bisherige Therapie, deren (Miss-)Erfolge und mogli-
che Nebenwirkungen?

Patientenpraferenzen

Einschrankungen in Beruf oder Alltagsleben / Hobbies

 Zugang zu fachdrztlicher Versorgung

Therapiephasen (akut, persistierend, chronisch) mit
verschiedenen Therapiezielen

Allgemein gilt eine Thrombozytenzahl von < 20-30 Gpt/1
als Situation, in der eine Therapieeinleitung grofiziigiger
gehandhabt werden sollte. Bei derart niedrigen Thrombo-
zytenwerten kommt es hdufiger zu Blutungsereignissen.
Auch machen akute Organblutungen, z.B. intrakraniell,
einen sofortigen Therapiestart notwendig.

Erstlinientherapie
a. Kortikosteroide

Die Einleitung einer Therapie mit Steroiden ist weiterhin
die Erstlinientherapie der Wahl. Bisherige Therapieemp-

Diagnose ITP

|

Keine oder nur leichte Blutungen
(WHO Grad 0-1I)

Thrombozyten
>20-30x109/1

Thrombozyten
<20-30x109/1

Steroide
(Prednisolon,
Methylprednisolon,
Dexamethason)

W&W!

}

Schwere oder lebensbedrohliche Blutungen
(WHO Grad III-1V)

1. Steroide und i. v. Immunglobuline

2. Im Einzelfall erwdgen: Thrombozytenkonzentrate,
TRA 23, Rituximab 3, Notfallsplenektomie

>20-30 x 10%/1 und Blutung Grad II
— stationdre Aufnahme empfohlen

Abbildung 1: Erstlinientherapie gem. Onkopedia-Leitlinie Imnmunthrombozytopenie*
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Diagnose ITP

1% Line Therapie mit Glukokortikoiden (max. 6—8 Wochen)

|

¢ Gar keine Ansprache auf Glukokortikoide nach
2—4 Wochen,

oder schlechte Vertraglichkeit, starke Neben-
wirkungen,

e oder voriibergehende Ansprache, beim Ausschleichen
fallen Thrombozyten aber wieder ab,

e oder THrombozyten steigen an, Glukokortikoide
konne ausgeschlichen werden, dann aber Thrombo-
zyten-Rezidiv nach < 6 Monaten

|

)

Thrombozyten sind angestiegen, Glukokortikoide
konnen ausgeschlichen werden, dann aber Thrombo-
zytopenie-Rezidiv nach mehr als 6 Monaten

Bei Rezidiv nach mehr als 6 Monaten erneute Gluko-
kortikoidgabe nur, wenn diese initial ohne relevante
Nebenwirkungen gut vertragen wurde.

27 Line Therapie

Abbildung 2: Weg zur Zweitlinientherapie, zitiert nach Matzdorff A. et al.3

fehlungen beruhten hdufig auf dem McMillan-Schema
mit Prednisolon 1mg/kg KG und einer monatelangen Aus-
schleichphase oder auf einer Dexamethasonstofitherapie
von 4omg an vier Tagen. Die initialen Ansprechraten sind
flir beide Schemata mit etwa 80 % gleich hoch wobei die
lang anhaltenden Ansprechraten iiber zwdlf Monate bei
nur 30% und langanhaltende komplette Remission bei
nur etwa 20 % angegeben werden*.

Allseits bekannt sind die typischen Nebenwirkungen wie
Gewichtszunahme, cushingoider Habitus, Diabetes melli-
tus, Osteoporose. Dariiber hinaus besteht ein kumulatives
Dosis-Risiko fiir Infektionen, Herzinfarkte, Herzerkran-
kungen oder Gefaf3erkrankungen, sodass inzwischen eine
Therapiedauer von > 6-8 Wochen nicht zu empfehlen ist>.
Weiterhin besteht in den nationalen wie auch internatio-
nalen Leitlinien ein klarer Konsens zur Vermeidung von
Kortison-Erhaltungstherapien sowie zum unmittelbaren
Einsatz von Zweitlinienmedikamenten bei einem Abfall
der Thrombozyten im Ausschleichprozess der Steroide.

b. Intravendse Immunglobuline (IVIG)
IVIG sind eine schon lange bekannte, meist schnelle, aber
oft nicht nachhaltig wirksame Therapieoption fiir ITP-Pa-

tienten. Empfohlen ist der Einsatz im Rahmen von akuten
Blutungsereignissen oder wenn die Thrombozytenzahlen
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innerhalb eines kurzen Zeitfensters angehoben werden
miissen, z.B. vor einer Geburt oder Operation. Empfohlen
ist eine Dosis von 0.8-1 g/kg KG an ein (bis zwei) aufein-
ander folgenden Tagen. Dies bewirkt in >90 % aller Pa-
tienten einen raschen Anstieg der Thrombozyten.

Zweitlinientherapie
a. Thrombopoetinrezeptor-Agonisten (TPO-RA)

Mit der Entwicklung und Markteinfithrung der TPO-RA
verschob sich der Fokus der Therapie von der Modulierung
der Immunreaktion hin zu einer gesteigerten Thrombo-
poese. Verglichen mit anderen Erkrankungen, die durch
einen Thrombozytenmangel gekennzeichnet sind, fanden
sich in der ITP nur leichte erh6hte Thrombopoetinspiegel.
Eine Stimulation der Thrombopoese durch synthetische
Rezeptoragonisten resultierte daher in erhéhten Throm-
bozytenzahlen. Seit {iber zehn Jahren sind Romiplostim
bzw. Eltrombopag in der EU zugelassen. Eine Vielzahl von
Studien belegt den Nutzen von TPO-RA als Zweitlinien-
therapie nach dem Versagen von Steroiden und IVIG. Nach
der Einfithrung von Avatrombopag Anfang 2021 steht eine
weiterer oraler TPO-RA zur Verfiigung, welcher auch mit
der Nahrung zusammen eingenommen werden kann und
sich somit auch fiir eine Versorgung von Patienten mit
Nahrungssonde oder Compliance-Problemen anbietet.



Allen TPO-RA gemein ist ein erhohtes Thromboserisiko
sowohl arteriell als auch vends, insbesondere wenn wei-
tere klassische Risikofaktoren wie Rauchen, orale Anti-
kontrazeptiva, Bluthochdruck etc. oder Serummarker wie
z.B. ein positives Lupus-Antikoagulanz vorliegen. In einer
Metaanalyse wurde das thrombembolische Risiko unter
einer TPO-RA-Therapie mit einer Hazard Ratio von 1,82
angegeben®. Im Vergleich dazu werden allerdings auch fiir
Glukokortikoide eine erhohte Thromboserate mit einer
Hazard Ratio von 2-3 sowie fiir die Splenektomie von 1,5-
2,5 angegeben.

Weitere Nebenwirkungen von TPO-RA sind hdufig un-
spezifische gastrointestinale Symptome wie Ubelkeit
oder Diarrhoen, Leberwerterh6hung, Bluthochdruck und
Kopfschmerzen. Die initial befiirchtete Ausbildung einer
Knochenmarkfibrose wurde in histopathologischen Un-
tersuchungen nur gelegentlich und in leichter Auspra-
gung nachgewiesen und ist reversibel.

Aktuell kénnen Romiplostim und Elthrombopag bereits
unmittelbar nach dem Versagen der Erstlinientherapie
eingesetzt werden.

2nd | 3rd gder
later Line™*

2 Line

1tLine  Glukokortikoide

3 Monate

| | |

Diagnose

Eltrombopag kann unmittelbar nach Versagen von 1% Lin

Romiplostim kann unmittelbar nach Versagen von 1* Line Glukokortikoiden, IVIG begonnen werden

6 Monate

b. Fostamatinib

Fostamatinib ist ein seit 2020 nach dem Versagen einer
Erstlinientherapie, allerdings erst in der chronischen
Phase (> zwolf Monate nach Erstdiagnose) zugelassener
Inhibitor der splenischen Tyrosin Kinase (SYK). Das Mo-
lekiil SYK spielt eine zentrale Rolle in der Signaltransduk-
tion in den B-Zellen, Makrophagen und Monozyten. Eine
Aktivierung des Rezeptors flihrt zu einer Phagozytose
Antikorper-beladener Thrombozyten. Die Ansprechraten
(Thrombozyten > 50 Gpt/l) betrugen in der Zweitlinien-
therapie bis zu 80 %, wahrend in spateren Therapielinien
das Ansprechen nur noch 40 % betrug. Seit 2020 besteht
eine EMA-Zulassung fiir Fostamatinib.

Fostamatinib wies in den Zulassungsstudien eine auffallig
geringe Rate an thromboembolischen Ereignissen auf und
scheint daher insbesondere fiir thrombophile Risikopa-
tienten geeignet zu sein. Neben gastrointestinalen Symp-
tomen wie Durchfall und Ubelkeit ist die Ausbildung oder
Verstarkung einer arteriellen Hypertonie eine hdufige Ne-
benwirkung. Insbesondere in den ersten Therapiewochen
sollte auf das gastrointestinale Nebenwirkungsmanage-
ment geachtet werden.

Avatrombopag nach dem 12. Erkrankungsmonat

Fostamatinib nach dem 12. Erkrankungsmonat

e Glukokortikoiden, IVIG begonnen werden*

12 Monate

|

Neu diagnostizierte ITP Persistierende ITP Chronische ITP

* In der Schweiz hat Eltrombopag noch nicht die Zulassung unmittelbar nach Versagen der Erstlinientherapie, kann also weiterhin nur nach einer Erkrankungs-
dauer von mindestens 6 Monaten verordnet werden. ** Avatrombopag und Fostamatinib konnen auch als 27 Line-Therapie gegeben werden, wenn bisher nur
eine Therapielinie (z. B. nur Glukokortikoide) gegeben wurden. Allerdings darf die bisherige Erkrankungsdauer nicht kiirzer als ein Jahr sein (Zulassung nur fiir

chronische ITP).

Abbildung 3: Krankheitsphasen der ITP und Zulassungsstatus der verschiedenen Wirkstoffe nach Matzdorff et al. 3
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c. Splenektomie

Eine Entfernung der Milz fithrt bei 2/3 aller ITP-Patien-
ten zu einer Remission. Allerdings besteht vor allem eine
postoperative Morbiditat von ca. 10 %, welche vor allem
durch Pneumonien oder Wundinfektionen hervorgerufen
wird. Eine geflirchtete Nachwirkung der Splenektomie ist
das Krankheitsbild der overwhelming post-splenectomy in-
fection (OPSI-Snydrom), eine Sepsis durch haufig Strep-
tococcus pneumoniae mit hohen Mortalitdtsraten. Daher
sind prdoperative Impfungen gegen Pneumokokken, Hae-
mophilus influenzae Typ B und Meningokokken obligat.
Auch eine regelmaflige Grippeschutzimpfung ist, unab-
hdngig vom Patientenalter, bei splenektomierten Patien-
ten anzustreben. Auch wenn die Splenektomie die Chance
auf Therapiefreiheit bietet, wird sie aktuell in Deutschland
zur Therapie der ITP kaum noch durchgefiihrt

d. Rituximab

Rituximab ist ein seit vielen Jahren in der Behandlung von
hamatologischen oder rheumatologischen Erkrankungen
eingesetzter CD20-Antikorper, welcher durch B-Zell-
Depletion eine Abnahme der zirkulierenden Auto-Anti-
korper bewirkt. Verschiedene Therapieregime mit unter-
schiedlichen Dosierungen konnten keine Uberlegenheit
einer bestimmten Dosierungsstrategie feststellen. Uber
die Halfte der Patienten erreicht, insbesondere bei bisher
kiirzerer Krankheitsdauer, eine Remission. Die langer-
fristigen Remissionsraten betragen jedoch nur 20-30 %.
Die Vertraglichkeit ist im Allgemeinen gut, lediglich Infu-
sionsreaktionen wie Ubelkeit, Fieber oder Kopfschmerzen
treten gelegentlich auf. Beachtung verdient die erhohte
Infektionsrate. Formal ist Rituximab nicht zur Therapie
der ITP zugelassen, wird jedoch von diversen Leitlinien
als Therapieoption empfohlen.

e. Weitere historische Therapieansatze

Flir eine Vielzahl weiterer Medikamente ist in der Vergan-
genheit eine Wirkung bei ITP-Patienten gezeigt worden,
hdufig als Kombinationstherapie mit Steroiden und im
Off-Label-Einsatz. Uberwiegend handelt es sich um Im-
munsuppressiva wie Ciclosporin A, Mycophenolat-Mo-
fetil oder Tacrolimus. Auch Azathioprin oder Cyclophos-
phamid konnten mit Erfolg in der ITP-Therapie eingesetzt
werden. Aufgrund des hdufig erst nach einigen Wochen bis
Monaten einsetzenden Therapieeffektes und des weiten
Nebenwirkungspektrums (u.a. Neutropenien, vermehrte
Infektionsraten, Leber- oder Niereninsuffizienz) ist ein
Einsatz dieser Substanzen jedoch sorgféltig abzuwdgen.
Heutzutage werden, auch aufgrund der besseren Studien-
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lage, diese Substanzen nur noch nach Therapieversagen
etablierter Therapien wie TPO-RA und Syk-Inhibitoren
empfohlen.

Neue Therapieansdtze — Laufende Studien

a. Bruton-Kinase-Inhibitoren

Die Bruton-Tyrosinkinase (BTK) hat eine zentrale Rol-
le in der Reifung von B-Zellen sowie der Aktivierung von
Makrophagen inklusive der Steuerung der Phagozytose.
BTK-Inhibition ist Gegenstand vieler Therapiestudien bei
hdmatologischen und Autoimmun-Erkrankungen. Auch
fiir die ITP liegen mehrere positive Studienergebnisse fiir
den BTK-Inhibitoren Rilzabrutinib vor®. Eine Phase-III-
Studie (LUNA 3) mit Rilzabrutinib bei ITP erreichte ihren
primdren Endpunkt. Die Zulassung der Substanz fiir die
ITP wird daher 2025 erwartet.

b. Inhibition des neonatalen Fc-Rezeptors

Durch Bindung an den sogenannten neonatalen Fc-Re-
zeptor (FcRn) werden IgG-Antikorper vor intrazelluldrem
Abbau geschiitzt und die Halbwertszeit dieser Antikérper
verldangert. Eine Blockade des FcRn fiithrt daher zu einer
vermehrten Degradation von (Auto-)Antikérpern.

Efgartigimod als FcRn-Blocker konnte in der ADVANCE-
IV-Studie gegen Placebo bei stark vortherapierten Patien-
ten eine signifikante Verbesserung der Thrombozytenzahl
vorweisen. Ca. 20 % der Patienten wiesen eine anhaltende
PLT > 50 Gpt/l auf, die Nebenwirkungen scheinen moderat
zu sein?. Efgartigimod hat eine Zulassung zur Behandlung
der Myasthenia gravis, eine Zulassung zur Therapie der
ITP ist bisher noch nicht erfolgt.

c. BAFF-Rezeptor-Antikorper

Das Zytokin BAFF (B-Zell-aktivierender Faktor) spielt
fiir die Aktivierung, Differenzierung und Uberleben von
B- und Plasmazellen eine Schliisselrolle. Belimumab als
BAFF-Rezeptor-Antikdrper wurde in Kombination mit
Rituximab bei ITP-Patienten in einer Phase-II-Studie
mit anhaltenden Ansprechraten von bis zu 80 % und 67 %
kompletten Remissionen erfolgreich eingesetzt!®. Zum
Vergleich dienen die historischen anhaltenden Ansprech-
raten von ca. 30 % unter einer Rituximab-Therapie®.

Aktuell wird die Wirksamkeit des BAFF-Inhibitors Ianalu-
mab bei ITP in mehreren Phase-III-Studien auch in Kom-
bination mit etablierten Therapiestrategien wie Steroiden
und TPO-RA iiberpriift.



Therapie der multipel refraktaren
Patienten — Kombinationen

Sprechen Patienten auf mehrere Therapielinien nicht oder
nur unzureichend an, muss die Diagnose einer primdren
ITP in jedem Falle reevaluiert werden. Mdgliche andere
Ursachen wie ein MDS, Autoimmunerkrankungen oder ein
Lymphom zeigen sich mitunter erst verzogert.

Ist weiterhin eine spezifische ITP-Therapie notwendig,
wird zumeist eine Kombination aus TPO-RA und im-
munsuppressiven Substanzen wie Steroiden, Ciclosporin,
Azathioprin oder auch Fostamatinib empfohlen. Studien
mit Kombination mehrerer Wirkstoffe weisen Ansprech-
raten von bis zu 40 % bei teils multipel vorbehandelten
Patienten auf.

Absetzstrategien

Nach dem Erreichen eines stabilen Thrombozytenniveaus
>50 Gpt/l kann einen Versuch unternommen werden, die
vorher ausgewdhlte Medikation abzusetzen bzw. aus-
zuschleichen. Fiir die TPO-RAs besteht die Empfehlung
einer langsamen Dosisreduktion. Ein unmittelbares Ab-
setzen kann zu einem starken Abfall der Thrombozyten
flihren — ,,Rebound“. Ein aktuell empfohlenes Protokoll
reduziert, nach einer Phase von mind. sechs Monaten mit
ausreichendem Therapieansprechen, alle zwei Wochen
die Dosis bis schlief3lich die Medikation ganz abgesetzt
werden kann. Bis zu 30 % der Patienten konnen durch das
genannte Prozedere ohne Therapie eine stabile Remission
erhalten®2.

Spezielle Situationen
ITP und Schwangerschaft

Milde Thrombozytopenien von 100-150 x 109/L sind in der
Schwangerschaft nicht selten. Meist handelt es sich um
Gestationsthrombozytopenien, die keiner weiteren Be-
handlung bedirfen®. Die ITP ist in der Schwangerschaft
— zum Gliick - selten mit 1:1.000 bis 1:10.000. In 70-90 %
der Falle ist die ITP vorbekannt, bei 10-30 % wird sie erst in
der Schwangerschaft neu entdeckt. Die Halfte der schwan-
geren ITP-Patientinnen bedarf einer Therapie, z.B. bei
Blutungen oder wenn die Werte unter 20-30 x 109/L fallen.
Zum Ende der Schwangerschaft sollten die Werte hoher
liegen. Fiir die vaginale Entbindung werden Werte {iber
50 x 109/L gefordert, fiir eine Sectio oder eine Leitungsan-
asthesie bei der Entbindung 70-80 x 10%/L. Therapie:

o Steroide [Predniso(lo)n]: meist reichen 10-20 mg/d,
Dexamethason ist in der Schwangerschaft kontraindi-
ziert.

o Wenn Steroide nicht vertragen werden, kann man
alternativ oder erganzend i.v. Immunglobuline an-
wenden. Immunglobuline kdnnen wiederholt und
besonders zum Ende der Schwangerschaft zur weiteren
Anhebung der Thrombozytenzahl vor Entbindung (und
evtl. PDA) gegeben werden.

Bei Schwangeren wird Rituximab aufgrund des Off-
Label-Status nur sehr zuriickhaltend empfohlen. Fiir
TPO-Rezeptor-Agonisten gibt es kleine Fallserien oder
Einzelfallberichte!4. Wenn der Entbindungstermin
naht, keine Therapie bisher ausreichend angesprochen
hat und das Behandlungsteam mit dem ,,Riicken zur
Wand steht“ wdre die Gabe eines TPO-Rezeptor-Ago-
nisten allerdings kein Behandlungsfehler.

Eine aktuelle Studie findet bei ¥4 der Neugeborenen
von ITP-Patientinnen eine zumindest voriibergehende
Thrombozytopenie®. Bei Blutungszeichen wird ein Scha-
delsonographie und eine Thrombozytenzahlbestimmung
aus der Skalpvene empfohlen. Fiir weitere Informationen
zu Schwangerschaft und ITP sei auf die aktuelle Onko-
pedia-Leitlinie Immunthrombozytopenie! und entspre-
chende Ubersichtsarbeiten verwiesen6-18,

Ausblick

Die Therapie der ITP hat sich in den letzten Jahren deut-
lich gewandelt. Die behandelnden Arztinnen und Arzte
miissen mit den neuen Wirkstoffen und ihren Zulassun-
gen vertraut sein. Zahlreiche weitere Substanzen sind
aktuell ,jin der Pipeline*“ und fiir unsere Patienten, auch
flir diejenigen mit refraktdrer oder hdufig rezidivieren-
der ITP, gibt es jetzt zahlreiche helle Lichter am Ende des
Tunnels. ®
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TECHNOLOGIE &
DIGITALISIERUNG

Dr. Marcel Grauer, Dr. Mario Majchrzak

Quantifizierung von ATP in
Erythrozytenkonzentraten

ZUSAMMENFASSUNG Die Qualitatssicherung von Erythrozytenkonzentraten (EK) (iber ihre Haltbarkeit von bis zu 42 Tagen
ist essenziell fur die klinische Versorgung. Ein zentraler Funktionsparameter ist der intrazelluldre Adenosintriphosphat-(ATP)-
Gehalt als Marker flir metabolische Aktivitdt und strukturelle Integritit. Das Paul-Ehrlich-Institut (PEl) fordert ATP als ver-
pflichtenden Vitalitdtsparameter bei Zulassungsuntersuchungen. Der Wegfall des etablierten ATP-Hexokinase-Kits von DiaSys
erfordert einen geeigneten Ersatz — besonders im Hinblick auf DEHP-freie Beutelsysteme. In Kooperation mit Promega wurde
ein luminometrischer ATP-Assay erfolgreich implementiert. Dieser Artikel beleuchtet die regulatorischen Anforderungen, die
klinische Relevanz und praktische Aspekte bei der Einfiihrung des neuen Verfahrens zur ATP-Bestimmung.

SUMMARY The quality assurance of erythrocyte concentrates (EC) over their shelf life of up to 42 days is essential for clinical
care. A key functional parameter is the intracellular adenosine triphosphate (ATP) content as a marker for metabolic activity
and structural integrity. The Paul Ehrlich Institute (PEI) requires ATP as a mandatory vitality parameter in approval tests. The
discontinuation of the established ATP hexokinase kit from Diasys requires a suitable replacement — especially with regard to
DEHP-free bag systems. In cooperation with Promega, a luminometric ATP assay was successfully validated and implemented.
This article highlights the regulatory requirements, clinical relevance, and practical aspects of introducing the new ATP de-

termination method.

Hintergrund zur Umstellung auf DEHP-
freie Systeme

ie EU-Verordnung (REACH) sieht vor, dass Medi-
Dzinprodukte mit dem Weichmacher DEHP (Di(2-
ethylhexyl)-phthalat) ab dem 30.06.2030 nicht
mehr hergestellt oder in Verkehr gebracht werden diirfen.
Dies betrifft insbesondere Blutbeutel- und Apheresesys-
teme, die bei der Herstellung und Lagerung von Blut-

komponenten wie Erythrozytenkonzentraten (EK) oder
Stammzellpraparaten verwendet werden.

Auswirkungen auf die Herstellung und
Zulassung von EK

Die Umstellung auf DEHP-freie Systeme hat direkte Aus-
wirkungen auf die Herstellungsprozesse und damit auch

auf die Zulassungsanforderungen fiir Erythrozytenkon-
zentrate (EK) als Arzneimittel:

o Validierungspflicht: Jede Anderung am verwendeten
System (z. B. neuer Beuteltyp) erfordert eine Validie-
rung durch die herstellende Einrichtung. Dies betrifft
sowohl die Kompatibilitdt mit dem Herstellungspro-
zess als auch die Auswirkungen auf die Produktquali-
tat.

Zulassungsrelevanz: Da EK in Deutschland als Arznei-
mittel gelten, unterliegen sie der Zulassungspflicht
durch das Paul-Ehrlich-Institut (PEI). Anderungen am
Herstellungsprozess — wie der Wechsel auf DEHP-freie
Systeme — machen Anderungsanzeigen oder Neuzu-
lassungen erforderlich.

Flr die antragstellenden Blutspendedienste oder her-
stellenden transfusionsmedizinischen Einrichtungen er-
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Weichmacherwechsel bei Benotigte Daten aus Validierung und/ Risikobewertung
oder Qualitatskontrolle (QK) durch Antragsteller
Entnahme- und Prozessierungssets Komplette QK- und Haltbarkeitsdaten inkl. erforderlich

(Apheresesets,Vollblut-Entnahmesets)
mit Anderung des Lagerbeutels, WM-
Wechsel bei Babybeuteln

Funktionsdaten (mit ATP-, K+-, Himolyserate)

zusatzlich Sechs-Monats-Daten

Tabelle 1: Spezifische Anforderungen bei Erythrozytenkonzentraten (auch bestrahlt, kryokonserviert)

geben sich im Zuge des Wechsels des Weichmachers in
Blutbeutelsystemen - wie auch bei der Herstellung von
Erythrozytenkonzentraten — spezifische regulatorische
und qualitatsbezogene Anforderungen, die im Rahmen
der Zulassung und Validierung zwingend zu erfiillen sind
und bediirfen einer zustimmungspflichtigen Anderungs-
anzeige (Tabelle 1)2.

Das Paul-Ehrlich-Institut (PEI), als zustdandige Bundes-
oberbehdrde bewertet und tiberpriift die Qualitat, Wirk-
samkeit und Unbedenklichkeit der Blutprdparate3. Im
Rahmen von Zulassungsverfahren von Erythrozytenkon-
zentraten sind daher Daten zur Qualitat und Haltbarkeit
vorzulegen. Die umfassenden Stabilitdtsdaten sind unter
anderem erforderlich, die Vitalitdt der Erythrozyten {iber
den gesamten vorgesehenen Lagerzeitraum zu belegen.
Neben den Standard-Qualitatskontrollparametern bei EK
sind ein zentraler Bestandteil dieser Haltbarkeitsstudien
die Quantifizierung von Kalium und des intrazelluldren
Adenosintriphosphats (ATP)4 ATP ist ein essenzieller
Marker, da es als Indikator fiir die metabolische Aktivitat
und Integritdt der Zellmembran dient. Ein signifikanter
Abfall des ATP-Gehalts wdhrend der Lagerung kann auf
eine eingeschrankte Funktionalitat der Erythrozyten hin-
weisen, was die Transfusionseffektivitdt beeintrachtigen
koénnte. Im Rahmen der Einreichung von Zulassungs-
oder Anderungsantrigen sind ATP-Daten in standardi-
sierten Tabellenformaten zu dokumentieren. Diese um-
fassen typischerweise Messzeitpunkte zu Beginn, in der
Mitte und am Ende der Lagerzeit (z. B. Tag 1, 21, 35, 42).
Zusatzlich sind die vollstandige Methodenbeschreibung,
Validierungsberichte sowie ggf. Vergleichsdaten mit der
bisherigen Methode beizufiigen.

ATP als Vitalitatsparameter — Klinische
Relevanz

Adenosintriphosphat (ATP) ist fiir Erythrozyten von zen-
traler Bedeutung, da es als primdre Energiequelle nahezu
alle energieabhdngigen zelluldren Prozesse ermdglicht.
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Die Energiegewinnung in Erythrozyten erfolgt haupt-
sdchlich iber die anaerobe Glykolyse, in der Glukose bis
Laktat abgebaut wird und insgesamt zwei Molekiile ATP
pro Glukose-Einheit liefert. Uber die Rolle als Energielie-
ferant hinaus Gibernimmt ATP in Erythrozyten eine Viel-
zahl essenzieller Funktionen, die deren strukturelle Inte-
gritdt und physiologische Leistungsfahigkeit maRgeblich
beeinflussen. Diese Aspekte gewinnen insbesondere im
transfusionsmedizinischen Kontext an Bedeutung, da der
ATP-Gehalt zu einem wichtigen Qualitdtsindikator fiir

Messzeitpunkt  Parameter Einheit
/ul
Leukozyten
Messung X 10%/Einheit
direkt nach
der Herstellung /ul
Thrombozyten
x 109/Einheit
Volumen ml
Hamatokrit 1/1
g/l
Messung direkt Gesamt Hb T
nach Herstellung g/Einheit
und im Abstand mg/ml
von max. zehn freies Hb
Tagen bis zum g/Einheit
Ende der Hamolyserate %
Haltbarkeit
pmol/1
ATP
pmol/gHb
freies Kalium mmol/l

Tabelle 2: Validierungsparamater zu Qualitdt und Halt-
barkeit von Erythrozytenkonzentraten (fiir Zulassung,
Anderung im Herstellungsverfahren)



Aspekt

ATP-Funktion

Klinische Relevanz (bei EK)

Zellfunktion & Homdostase

ATP ist essenziell fiir die
Aufrechterhaltung des ioni-

schen Gradienten (Na*, K*, sowie
Mg?*, Ca?*), der Zellmorphologie
und der Membranstabilitdt durch
Bereitstellung metabolischer Energie
flir lonenpumpen

Ein erhohter ATP-Gehalt reduziert
lagerungsinduzierte Zellschdden und
minimiert das Risiko der Hdmolyse

Membranintegritat

Unterstiitzt die strukturelle Integritat
der Erythrozytenmembran und inhi-
biert die Bildung von Mikrovesikeln

Stabilitdt der Zellmembran be-
glinstigt die posttransfusionelle
Uberlebensdauer und reduziert inflam-
matorische Reaktionen

Verformbarkeit & Mikrozirkulation

ATP ermoglicht die zytoskelettabhan-
gige Deformierbarkeit, wodurch die
Passage durch enge Kapillaren erleich-
tert wird

Optimierte Gewebeoxygenierung nach
Transfusion durch erhohte zirkula-
torische Effektivitdt transfundierter
Erythrozyten

Seneszenzprozesse

ATP tragt zur Vermeidung vorzeitiger
eryptotischer Prozesse bei und verlan-
gert die Lebensspanne zirkulierender
Erythrozyten

Verldngerte Persistenz der trans-
fundierten Erythrozyten im
Empfangerkreislauf, was die
Effektivitat der Transfusion erhoht

Tabelle 3: ATP-Gehalt in Erythrozyten, Funktion und Klinische Relevanz

¢ (umol/gHb)
N

EK 1

Tag

-0~ EK2

ATP-Konzentrationsverlauf

- EK3

Abbildung 1: ATP-Konzentrationsverlauf von drei kryokonservierten Erythrozytenkonzentraten tber einen Zeitraum von acht Tagen

hémotherapie
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der luciferasebasierten Biolumineszenzreaktion®

gelagerte Erythrozytenkonzentrate gilt. Es besteht eine
deutliche Korrelation zwischen dem intrazelluldren ATP-
Gehalt und der posttransfusionellen Uberlebensfihigkeit
der Erythrozyten (Tabelle 3)57.

Insgesamt zeigt sich, dass ATP nicht nur als Energiespei-
cher, sondern auch als funktioneller Marker fiir die Quali-
tit und Uberlebensfihigkeit von Erythrozyten dient. Sein
Erhaltist eine entscheidende Voraussetzung fiir die Effek-
tivitdt von Blutkonserven in der klinischen Anwendung.
In Kombination mit anderen Parametern wie Hamolyse,
2,3-Bisphosphoglycerat (2,3-BPG) und extrazelluldrem
Kalium kann ATP helfen, die Lagerqualitdt von Erythro-
zytenkonzentraten umfassend zu beurteilen und gegebe-
nenfalls Lagerzeiten anzupassen. Der ATP-Gehalt sinkt
mit zunehmender Lagerungszeit, laut Literatur enthalten
frische Zellen eine ATP-Konzentration von 3 bis 5 pmol
ATP/gHb®. Konzentrationen unterhalb von 1,5 umol/gHb
gelten als kritisch, da sie mit einer deutlich reduzierten
Uberlebensfihigkeit der Erythrozyten assoziiert sind.
Diese Anfangswerte der ATP-Konzentration spiegeln
sich auch in aktuellen Studien wider, wie am Beispiel von
drei kryokonservierten Erythrozytenkonzentraten de-
monstriert wird (Abbildung 1). Die Daten wurden an drei
Zeitpunkten (Tag 2, 5 und 8) nach dem Auftauen der EK
erhoben. Die ATP-Konzentration wurde mit einem alter-
nativen bioluminometrischen Assay ermittelt.
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Anwendung eines bioluminometrischen
Assays zur Bestimmung des ATP-Gehalts

Hintergrund

Die Einstellung der Produktion des bislang von vielen
Blutspendediensten etablierten Hexokinase-basierten
ATP-Testkits ,,ATP Hexokinase FS“ durch den Hersteller
DiaSys stellt aktuell viele transfusionsmedizinische Ein-
richtungen vor die Herausforderung, eine gleichwertige
und regulatorisch akzeptierte Alternative zu etablieren.
Parallel werden unterschiedliche Konzepte der Blut-
spendedienste verfolgt. Der DRK-Blutspendedienst West
hat den Fokus auf einen biolumenszensbasierten Ansatz
zur Quantifizierung von ATP in Erythrozytenkonzentra-
ten gelegt. In Zusammenarbeit mit der Firma Promega
wurde auf Basis des bestehenden CellTiter-Glo® 2.0 Cell
Viability-Assays eine Methode zur Untersuchung von
Erythrozytenkonzentraten etabliert. Seit der erfolgrei-
chen Validierung findet die Methode Anwendung in der
Qualitatskontrolle. Das Verfahren zur ATP-Quantifizie-
rung sowie dessen praktische Umsetzung werden im Fol-
genden vorgestellt. Erganzend werden Vergleichsdaten
zum Hexokinase-ATP-Assay von DiaSys prdsentiert, um
das Potenzial der Methode als leistungsfdhige und pra-
xistaugliche Alternative fiir den Einsatz in weiteren Blut-
spendediensten aufzuzeigen.



Abbildung 3: EK-Proben nach dem ersten Verdiinnungsschritt 1:100 (oben) und nach dem zweiten Verdiinnungsschritt 1:100 (unten)

Messprinzip

Der eingesetzte Assay basiert auf einer luciferasebasier-
ten Biolumineszenzreaktion zur sensitiven und quan-
titativen Erfassung von intrazelluldrem ATP. Die eigens
von der Firma Promega thermostabile Ultra-Glo™-rLu-
ciferase reagiert mit dem nach der Zelllyse freigesetztem
ATP (Abbildung 2)°. Die Monooxygenierung von Luciferin
in Gegenwart von Mg?*, Sauerstoff und ATP resultiert in
Emission von Licht in einer Wellenldnge im Bereich von
560—570 nm, dessen Intensitdt direkt proportional zur
Menge an vorhandenem ATP ist.

Die vom Luminometer erfasste Lichtemission wird in re-
lativen Lichteinheiten (RLU) gemessen. Durch die Auftra-

7R

Abbildung 4: Darstellung des 96er Well-Mikroplattenlayouts fir eine
Messung von zwdlf EK-Proben
(griin=Standards; lila=Kontrollen; rot=EK-Proben; blau=Blank)

gung der RLU gegen bekannte ATP-Konzentrationen von
Standards ldsst sich der ATP-Gehalt in unbekannten Pro-
ben zuverldssig quantifizieren.

Probenvorbereitung

Aufgrund der hohen Empfindlichkeit von Luminometern
ist eine Verdiinnung essenziell, um im linearen Bereich
des Detektors aussagekraftige Ergebnisse zu erzielen. Op-
timale Resultate werden mit einem Verdiinnungsfaktor
von 10.000 erzielt (Abbildung 3). Dieser wird durch zwei
aufeinanderfolgende 1:100-Verdiinnungsschritte der zu
analysierenden Erythrozytenkonzentrat-Proben mit des-
tilliertem Wasser erreicht, wobei gleichzeitig eine voll-
standige Lyse der Erythrozyten erfolgt.

Durchfiihrung der Messung und Auswertung

Fiir die Bestimmung des ATP-Gehalts der EK-Proben
werden eigens verdiinnte Standards und Kontrollen aus
kommerziell erhdltlichen ATP-Standards von Lonza und
Merck verwendet. Insgesamt werden sechs Standards,
zwei Kontrollen, die Anzahl der EK-Proben in Triplikaten
und der Blank als Duplikat in die jeweiligen vorgesehenen
Kavitaten einer wei3en 96er Well-Mikrotiterplatte pipet-
tiert. Pro Kavitdt werden 100 ul bendtigt, im Anschluss er-
folgt die Zugabe von jeweils 100 ul CellTiter-Glo® 2.0-L6-
sung (Abbildung 4).

Aufgrund des stabilen, , Glow-type‘-Lumineszenzsig-
nals kdnnen nach einer Wartezeit von zehn Minuten bis zu
drei Stunden mit einem Mikroplatten-Luminometer die
RLU der jeweiligen Kavitdten ermittelt und mithilfe eines
Datenauswertungstools die ATP-Konzentrationen be-

héimotherapie



ATP-Standardreihe
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Abbildung 5: Standardkurve: Ermittelte RLU am Luminometer in Abhé&ngigkeit von der ATP-Konzentration

Vergleich ATP-Konzentration
Hexokinase FS vs. CellTiter-Glo® 2.0
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Abbildung 6: Gegeniiberstellung der ermittelten ATP-Konzentrationen mit dem ATP Hexokinase FS-Assay (DiaSys) und CellTiter-Glo® 2.0 Cell Viability-

Assay (Promega)
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rechnet werden. Die bekannten ATP-Konzentrationen der
ATP-Standards und die daraus resultierende lineare Re-
gression (Abbildung 5) dienen als Grundlage fiir die Quan-
tifizierung von ATP. In den bisherigen Untersuchungen
wurden stets Korrelationkoeffizienten von >0.99 erzielt.

Vergleichsmessungen zum ATP Hexokinase
FS-Assay von DiaSys

Im Zuge der Validierung wurden zur Uberpriifung der
Richtigkeit von einem leukozytendepletierten (1010) und
einem zusdtzlich bestrahltem EK (1045) jeweils von zehn
Proben der ATP-Gehalt bestimmt. Die Messung mit dem
Hexokinase FS vom Hersteller DiaSys erfolgte nach Fal-
lung mit Trichloressigsdure photometrisch am Klinisch-
chemischen Analyzer Indiko von Thermo Fisher Scientific.
Nach Probenverdiinnung und Herstellung der Standard-
reihe wurde der ATP-Gehalt nach Verwendung des CellTi-
ter-Glo® 2.0 Cell Viability-Assays am Luminometer-Mo-
dus des GloMax Explorer von Promega bestimmt und die
Daten verglichen (Abbildung 6).

»

Insgesamt bietet der
CellTiter-Glo® 2.0-Assay eine
leistungsstarke, zeiteffiziente

und hochsensitive Methode zur
ATP-Quantifizierung [...]

Die Ergebnisse zeigen, dass mit dem Hexokinase-Assay
durchgangig geringfiigig héhere ATP-Konzentrationen
ermittelt wurden, die als Referenzwerte (100 %) heran-
gezogen wurden. Der CellTiter-Glo® 2.0-Assay lieferte
im Vergleich dazu leicht niedrigere, jedoch auch konsis-
tente Werte. Die Wiederfindungsraten lagen bei 88,36 %
flir EK (1010) und 92,15 % fiir EK (1045), was auf eine gute
Wiederfindung der Methode hinweist. Die zehnfachen
Einzelmessungen pro Probe zeigten eine hohe Repro-
duzierbarkeit, was die Zuverlassigkeit beider Verfahren
unterstreicht. Die Ergebnisse belegen, dass der CellTi-
ter-Glo® 2.0-Assay trotz geringfiigig niedrigerer Abso-
lutwerte eine valide Alternative zur vormals etablierten
Hexokinase-Methode darstellen kann - insbesondere
im Hinblick auf Routineanwendungen oder methodische
Umstellungen.

Fazit und Ausblick

Der CellTiter-Glo® 2.0-Assay iiberzeugte bisher durch
eine Reihe praktischer Vorteile, die ihn besonders fiir den
Einsatz in der Qualitdtskontrolle attraktiv machen:

o Hohe Sensitivitat, Messungen bis in den Nanomolar-
bereich moglich

« Einfaches Ein-Schritt-Protokoll ohne komplexe Rea-
genzienhandhabung

e ,,Add-Mix-Measure“: Simultane Zelllyse und Signal-
entwicklung

o Messungen von bis zu 22 Proben (Triplikate) gleichzei-
tig mdglich (96 Well-Mikrotiterplatte)

Bis zu drei Stunden stabiles ,,Glow-type‘‘-Lumines-
zenzsignal

» Verdlinnte ATP-Standards sind eingefroren langzeit-
stabil (ca. finf Monate)

Keine Zelllyse durch Proteinfdllung mit TCA notwendig

Kostengiinstiges Reagenz mit einer Haltbarkeit von bis
zu drei Jahren

Insgesamt bietet der CellTiter-Glo® 2.0-Assay eine leis-
tungsstarke, zeiteffiziente und hochsensitive Methode
zur ATP-Quantifizierung, die sich insbesondere fiir stan-
dardisierte Anwendungen in der Qualitdtskontrolle her-
vorragend eignet.

Die Umstellung auf DEHP-freie Blutbeutelsysteme sowie
der Wegfall des bislang eingesetzten Hexokinase-Tests —
infolge der Produktionseinstellung durch den Hersteller —
stellen Blutspendedienste vor neuen Herausforderungen.
Der betreffende Funktionsparameter bleibt weiterhin ver-
pflichtend im Rahmen der Zulassungsuntersuchungen,
sodass valide Alternativen dringend erforderlich sind.

In diesem Zusammenhang hat sich der bioluminometri-
sche ATP-Test von Promega aus Sicht des Blutspende-
dienstes West als praktikable und zuverldssige Methode
erwiesen. Die vergleichbaren Ergebnisse zum bisherigen
Verfahren, die einfache Handhabung und die gute Repro-
duzierbarkeit sprechen fiir seinen Einsatz im Rahmen von
Validierungen und Routineuntersuchungen. Die Imple-
mentierung im Qualitdtskontrolllabor ist mit tiberschau-
barem Aufwand moglich.

hémotherapie



Ein kooperativer Austausch zwischen den Blutspendediens-
ten gewinnt angesichts dieser Entwicklungen zunehmend
an Bedeutung. Sollte der ATP-Test oder eine alternative
Methode bereits in anderen Einrichtungen Anwendung fin-
den, wdre die Durchfiihrung eines Ringversuchs zur Quali-
tatssicherung ein sinnvoller ndchster Schritt. Ein solcher
Vergleich konnte die Richtigkeit und Vergleichbarkeit der
Messergebnisse absichern und zur Standardisierung der
Methodik beitragen — ein wichtiger Aspekt fiir die zukiinf-
tige Anerkennung solcher Verfahren im Rahmen von Zulas-
sungsuntersuchungen.

Zur weiteren Optimierung des ATP-Tests sind zusatzli-
che Untersuchungen geplant, insbesondere weitergehen-
de Stabilitdtsuntersuchungen zu den EK-Proben und den
ATP-Standards. Diese Weiterentwicklungen sollen die An-
wendungssicherheit weiter erhdhen, die Handhabung ver-
einfachen und die Grundlage fiir eine breitere Nutzung im
transfusionsmedizinischen Umfeld schaffen. ®

Direkt zum Beitrag:

www.drk-haemotherapie.de/
beitraege/45-atp
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DIAGNOSTIK IN DER
TRANSFUSIONSMEDIZIN

Dr. rer. nat. Marita Fiihrer; Dr. biol. hum. Rebekka Waldmann; Annika Vogt, M.Sc.; Vincent Kramer, M.Sc.;
Timo Dinse, B.Sc.; Dr. med. Christof Weinstock; Prof. Dr. med. David Messerer, MME, MHBA

Third-Generation-Sequencing:

Chancen fur die

Transfusionsmedizin

ZUSAMMENFASSUNG Third-Generation-Sequencing (TGS) eroffnet neue Perspektiven fiir die molekulargenetische Diagnos-
tik in der Transfusionsmedizin. Im Vergleich zu klassischen serologischen und molekulargenetischen Technologien ermég-
licht TGS eine genauere Blutgruppen- und HLA-Typisierung sowie die Identifizierung komplexer Haplotypen und struktureller
Varianten. In der Pathogendetektion erlaubt TGS perspektivisch eine umfassende, weitgehend biasfreie Analyse mikrobieller
Genome und die verbesserte Rickverfolgung transfusionsassoziierter Infektionen mit spannenden Anwendungsféllen im Be-
reich der Resilienz gegeniiber Pandemien und Bioterrorismus. Dieser Beitrag skizziert TGS als zukunftsweisende Plattform-
technologie, erldutert Funktionsweise, Vorteile, Limitationen und zentrale Herausforderungen.

SUMMARY Third-generation-sequencing (TGS) opens new perspectives for molecular genetic diagnostics in transfusion
medicine. Compared to classical serological and molecular genetic technologies, TGS enables more accurate blood group and
HLA typing as well as the identification of complex haplotypes and structural variants. In pathogen detection, TGS offers the
potential for comprehensive, mostly bias-free analysis of microbial genomes and improved tracing of transfusion-associated
infections, with exciting applications in the context of resilience to pandemics and bioterrorism. This article outlines TGS as a
forward-looking platform technology, highlighting its mechanisms, advantages, limitations, and key challenges.

Abkiirzungen:

ATMPs Advanced Therapy Medicinal Products

bp Basenpaare

DNA  Desoxyribonukleinsaure

FGS  Sequenziertechnologien der ersten Generation,
First-Generation Sequencing, auch Sangersequenzierung

kb Kilobase

NGS  Next-Generation Sequencing

ONT  Oxford Nanopore Technologies

PCR  Polymerasekettenreaktion

RNA

SGS

SNP

2T
TGS

Ribonukleinséure

Sequenziertechnologien der zweiten Generation,
Second-Generation Sequencing, auch Next-Generation
Sequencing (NGS)

Einzelnukleotid-Polymorphismus

(Single-nucleotide polymorphism)

Telomer zu Telomer

Sequenziertechnologien der dritten Generation,
Third-Generation Sequencing
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1. Third-Generation-Sequencing —
neue Moglichkeiten durch Adaptive
Sampling und Long-Read-
Sequencing

1.1. Einleitung und Begrifflichkeiten

Bereits 1977 legten Sanger und Kollegen® mit der Ein-
fihrung der Didesoxy-Kettenabbruchmethode den
Grundstein fiir die Sequenzierung von DNA (Sequenzier-
technologien der ersten Generation, First-Generation-
Sequencing, nachfolgend FGS). Mit hoher Genauigkeit,
aber vergleichsweise geringer Geschwindigkeit und ho-
hem Arbeitsaufwand war diese Methode lange der Gold-
standard und ermdglichte etwa das Human Genome
Project?3. Die darauffolgenden Entwicklungen, darge-
stellt in Abbildung 1, fithrten im frithen 21. Jahrhundert
zu Sequenziertechnologien der zweiten Generation (Se-
cond-Generation-Sequencing, nachfolgend SGS, auch
Next-Generation-Sequencing, NGS), mit Plattformen von
Illumina, Thermo Fisher (Ion Torrent) und Weiteren4>5.
SGS fithrte durch drastisch reduzierte Kosten pro Base und
hohen Durchsatzraten zu einem Durchbruch in vielen An-
wendungsfeldern. Jedoch blieben manche Fragestellun-
gen, etwa die Identifikation struktureller Varianten oder
vollstdndiger Haplotypen, schwierig umzusetzen5°. Ge-
nau hier setzen Sequenziertechnologien der dritten Gene-
ration (Third-Generation-Sequencing, nachfolgend TGS)

an. Wahrend FGS und SGS mittlerweile etablierte Metho-
den darstellen, erdffnet TGS vollig neue Perspektiven —
sowohl in der Forschung als auch in der klinischen An-
wendung, beispielsweise in der Transfusionsmedizin -2

In dieser Ubersicht geben die Autoren einen Einblick in die
Mboglichkeiten von TGS fiir den Blutspendedienst. Im Fol-
genden werden die Funktionsweise von TGS und die ak-
tuell verfligharen Plattformen vorgestellt. Anschliefend
wird der Nutzen von TGS fiir die Blutgruppendiagnostik
und die Pathogendetektion erldutert, bevor abschlieffend
zukiinftige Potenziale und Herausforderungen diskutiert
werden.

1.2. Funktionsweise der TGS-Plattformen

Nachfolgend stellen wir kurz die Funktionsprinzipien
der wichtigsten TGS-Plattformen vor. Weiterfithrende
Informationen zur zeitlichen Entwicklung, zu aktuellen
Geréateplattformen mit quantitativen und ékonomischen
Kennzahlen konnen beispielsweise aus® entnommen
werden.

Die Plattformen der amerikanischen Firma PacBio nutzen
das Single-Molecule-Real-Time-Sequencing-Verfahren,
bei dem eine Silizium-Scheibe — die SMRT-Zelle — Mil-
lionen sogenannter Zero-Mode-Waveguides (ZMWs)
enthdlt?1°. Jede ZMW ist ein nanometergrofles Reaktions-
gefdl, in dem eine einzelne zirkularisierte DNA immo-

Entwicklung“eines Telomer-zu-
. ersten Gerates Telomer-
Entwicklung Beginn des Sequenzierung zur Sequenzierung
Sanger- "Human k emets_ " Sequenzierung Beginn des "Human  Release eines des
Sequenzierung Genome eu aGryon ischen eines kompletten Microbiome TGS-Gerites der menschlichen
Projects” enoms Genoms Projects" Firma ONT Genoms
g [ ] [ ]
: / H \
wuig
@
g
Sequzr;zslerung Sequenzierung Aﬁ:g:,?:.ilsch;s Release Erfolgreicher
menachlichien eines "Human Entwicklung des eines TGS- Abschluss des
mitochondrialen zelluldren Génoma ersten SGS- Gerates der "Human Microbiome
Genoms Genoms Projects” Gerites Firma PacBio Projects
[ ] [ ]

%o
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Abbildung 1: Meilensteine und Entwicklung der Sequenziertechnologien, modifiziert nach*.
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Funktionsprinzip der Nanoporesequenzierung

Die DNA wird von dem Motorprotein
entwunden und ein Strang wird durch
die Pore auf die positive Seite der
Membran transloziert.

Flusszelle
(Flow Cell) mit
vielen Poren

Abbildung 2: Funktionsprinzip der TGS-Plattform von ONT.

bilisiert wird. Wahrend der Sequenzierung injiziert man
fluoreszenzmarkierte Nukleotide; eine DNA-Polymerase
repliziert das Template und baut bei jedem Schritt ein Nu-
Kleotid ein. Die wahrend der Inkorporation freiwerdenden
Fluoreszenzsignale werden in Echtzeit detektiert und den
vier Basen zugeordnet.

Das in Grof3britannien ansdssige Unternehmen ONT ver-
folgt einen anderen Ansatz. DNA- oder RNA-Molekiile
werden durch einen kleinen Kanal, die sogenannte Nano-
pore, gezogen, gemessen und analysiert (Abbildung 2).
Die derzeit verwendeten Poren sind synthetische Protei-
ne bakteriellen Ursprungs®* und sind in eine elektrische
Membran eingebettet. Durch Anlegen einer elektrischen
Spannung entsteht ein konstanter Ionenstrom. Wenn ein
Nukleotid die Nanopore passiert, wird der Stromfluss auf
charakteristische Weise verdndert. Diese Stromschwan-
kungen werden aufgezeichnet und mithilfe von Maschi-
nenlernalgorithmen in die zugrundeliegenden Basenfol-
gen Uibersetzt.

Wenn wir nachfolgend Aspekte von TGS beschreiben, so
ist zu beachten, dass TGS sich allgemein meist durch die

Veranderungen
des lonenstroms

L 2

lonenstrom

Base

Jede Base verursacht eine
charakteristische Verénderung des
lonenstroms, wodurch die
Basenfolge identifiziert und somit
die DNA sequenziert werden kann.

Verwendung von langen Lesesequenzen (Reads) definiert.
Aus der oben dargestellten, unterschiedlichen Funktions-
weise der Plattformen von PacBio und ONT ergeben sich
jedoch je nach Anwendungsszenario ein unterschiedli-
ches Fahigkeitenprofil. Nachfolgend wird — basierend auf
den personlichen Erfahrungen der Autoren und ohne jede
Wertung oder Empfehlung, wie in den Transparenzhin-
weisen erldutert — fiir TGS der Fokus auf Sequenzierplatt-
formen der Firma Oxford Nanopore Technologies (ONT)
gelegt.

1.3. Abgrenzung der Funktionsweise von TGS
und SGS

TGS und SGS unterscheiden sich hinsichtlich mehrerer As-
pekte, welche in Tabelle 1 zusammengefasst sind 912716,
TGS zeichnet sich durch vier vorteilhafte Prinzipien aus,
die es von FGS- und NGS-Technologien unterscheidet.
Erstens kann die Sequenzierung einzelner Molekiile ohne
vorherige Amplifikation erfolgen. Nichtsdestotrotz ist
eine vorherige Amplifikation je nach Einsatzszenario wei-
terhin moglich, beispielsweise zur Erhéhung der Sensi-
tivitdt oder geringer Ausgangs-DNA-Konzentration. Die
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Aspekt

SGS

(ONT-basiertes) TGS

Technologie Short-Read-Sequencing by Synthesis Long-Read-Nanopore-Sequencing
Read-Lange 75—600 bp >10.000 bp, teils >1.000 kb moglich
Kiirzere Reads auch lesbar
Fehlerrate Sehr niedrig Niedrig,
aber Korrektur durch hohe Coverage moglich
Technik Sequencing by Synthesis, Echtzeitanalyse wdhrend des Laufs moglich
Daten nach Lauf verfiigbar
Amplifikation Amplifikation zwingend notig Vorherige Amplifikation moglich
- zusatzliche Gerdte, Arbeitsschritte, Bias (z. B. zur Erh6hung der Sensitivitdt), aber
durch mdégliches PCR-Versagen, z. B.beiun- nicht zwingend nétig (zur Vermeidung
bekannten Mutationen in Viren etc. von Bias, beispielsweise zur Identifikation
unbekannter Gene / Erreger per Adaptive
Sampling)
Laufzeit Stunden bis Tage Minuten bis Stunden bis Tage,
(Zeit bis Ergebnis) je nach Anwendungsfall
Analyse von Nur indirekt méglich, Direkt moglich
epigenetischen daher potenziell fehlerbehaftet
Verdnderungen

Kosten pro Lauf

Glnstig bei hohem Probendurchsatz

Hoher, aber sinkend
Vorteil: kein Batching nétig

Kosten pro Probe

Niedrig
(bei hoher Probenzahl durch Multiplexing)

Etwas hoher,
hoher Kostenvorteil bei dringenden
Einzelproben, falls kein Batching moglich

Bioinformatik- Weitgehend standardisiert, Erfordert spezialisierte Pipelines und
Infrastruktur breitere Softwareunterstiitzung bioinformatische Kompetenz im Labor
Pathogendetektion Gut fiir bekannte Keime, limitierte Exzellent fiir komplexe Proben
Metagenom-Assembly (z. B. polymikrobiell)
Genomassemblierung  Fragmentiert, viele Liicken Nahezu vollstandige Genome

(Telomer zu Telomer moglich)

Blutgruppendiagnostik

Geeignet fiir SNP- und short-read-basierte

Deckt komplexe Haplotypen und strukturelle

Genotypisierung Varianten ab
Pathogendetektionim  Gut bei gezielten Panels Weitgehend Bias-freie Detektion auch
Blut seltener Erreger, Vorteile bei Abgleich von
Erregern, z. B. bei Riickverfolgungsverfahren
Mobilitat Stationdre Laborsysteme Mobil und stationdr moglich

(z.B. in Krisenszenarien)

Tabelle 1: Ubersicht iiber verschiedene Aspekte von Second- und Third-Generation-Sequencing (SGS bzw. TGS).
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Moglichkeit zur amplifikationsfreien DNA-Analytik er-
laubt die direkte Analyse aus Ausgangsmaterial, beispiels-
weise aus Blut, Blutbestandteilen oder anderen Proben-
matrizen, ohne dass Amplifikationsartefakte (z. B. auch
ein moglicher Bias durch Fehler bei der Amplifikation)
auftreten. Zweitens entstehen deutlich ldngere Reads (Le-
sefragmente), welche die Grundlage fiir die Zusammen-
setzung der kompletten gesuchten genetischen Sequenz
bilden. TGS kann Sequenzen {iber 10 kb messen und ana-
lysieren, auch Leseldngen im Mega- bis Gigabasenbereich
sind moglich?. Drittens ermdglichen die Technologien ein
“Real-Time-Sequencing”, bei dem Daten wdhrend des
Laufes generiert und sofort ausgewertet werden kdnnen.
Viertens lassen sich epigenetische Modifikationen und
weitere chemische Verdnderungen der DNA direkt detek-
tieren, da weder PCR-Schritte noch chemische Konvertie-
rungen, wie etwa beim Bisulfit-Sequenzieren, notwendig
werden.

Fiir die praktische Anwendung in Forschung und Routine-
diagnostik sei auf einige strategische Aspekte hingewie-
sen, welche in Tabelle 1 dargestellt sind und nachfolgend
sowohl allgemein als auch bei den Anwendungsbeispielen
im Speziellen besprochen werden. Dabei ist zu beachten,
dass sich deren Relevanz je nach Anwendungsgebiet deut-
lich unterscheiden kann:

I) Bei SGS, der derzeit vorherrschenden Sequenzier-
technologie, besteht ein (Quasi-)Monopol*®1 einer US-
amerikanischen Firma mit Implikationen fiir Verhand-
lungsmoglichkeiten auf Kundenseite, Datenschutz und
Lieferkettensicherheit.

II) Uberdies ist zu bedenken, dass viele Analyseldsun-
gen (Hardware, Software) im Bereich TGS nur fiir For-
schungszwecke freigegeben sind, was fiir Labore u. a. er-
hebliche Anstrengungen im Hinblick auf Akkreditierung
und Zertifizierung, beispielsweise auch in der Umsetzung
der IVDR-Verordnung, erfordert.

III) Damit ist eng verbunden, dass geeignetes Personal,
Ringversuche und weitere Aspekte (z. B. standardisierte
Softwareldsungen zur Interpretierung der Daten, Quali-
tatskriterien) dieser neuen Technologie in der Routine-
diagnostik noch nicht breit verfiigbar sind verglichen mit
FGS/SGS.

IV) Die Kostenstruktur von TGS ist, auch aus den hier ge-
nannten Griinden, oft deutlich komplexer darzustellen als
bei SGS. Bei der Wahl der Anwendungsgebiete bietet TGS
jedoch einige Vorteile. Das ist darauf zuriickzufiihren,
dass die Gerdte in deutlich unterschiedlichen Kapazitdts-
stufen verfiigbar sind und bereits ab einem niedrigen vier-
stelligen Eurobetrag, je nach Kapazitdtsanforderungen,
erhdltlich sind. Zu beachten ist jedoch die dazugehorige
mitzubeschaffende bioinformatische Infrastruktur sowie

die erwdhnten regulatorischen Aspekte, welche diesen
Kostenvorteil oft relativ erscheinen lassen.

V) In diesem Zusammenhang ist auch zu bedenken, dass
viele der Vorteile durch TGS bisher in der Routinediagnos-
tik wenig oder keine Vergiitungsmoglichkeit bieten.

VI) TGS bietet spiirbare Geschwindigkeitsvorteile durch
mehrere Faktoren: Die Analyse ist parallel zum Sequen-
zierlauf méglich (Echtzeitmodus), in vielen Fallen entfallt
die PCR-basierte DNA-Amplifikation, und Einzelproben
lassen sich problemlos — sogar wdhrend laufender Se-
quenzierungen — nachladen, was insbesondere bei zeit-
kritischen Fallen hilfreich ist. Allerdings bringt dies auch
methodische Unsicherheiten mit sich: Fiir Anwendungen
wie Pathogendetektion oder die Diagnostik von minima-
len Resterkrankungen existieren derzeit oftmals keine
standardisierten Schwellenwerte (z. B. Anzahl der Reads),
ab denen eine Probe zuverldssig als negativ klassifiziert
werden kann.

Dies, in Verbindung mit der Moglichkeit des PCR-freien-
Sequenzierens, ermoglicht eine hohe potenzielle Mobili-
tat der molekulargenetischen Analytik und erdffnet neue
Anwendungsmoglichkeiten, beispielsweise in Krisensze-
narien.

1.4. Epigenetische Analysen,
T2T-Sequenzierung, strukturelle
Varianten und Adaptive Sampling

Basierend auf der Funktionsweise von TGS erdffnen sich
einige neue Analysemdoglichkeiten, von denen die wich-
tigsten nachfolgend aus Perspektive der Transfusions-
medizin erldutert werden. Epigenetische Modifikationen
steuern die Genexpression, beispielsweise auch im Be-
reich des Immunsystems, der Erythropoese und der Ha-
mostase. Im Gegensatz zu SGS, das epigenetische Markie-
rungen meist nur indirekt erfasst, erlaubt TGS die direkte
Detektion von DNA-Modifikationen wie 5-Methylcytosin
oder 6-Methyladenin, ohne dass eine chemische Vor-
behandlung (z.B. Bisulfitkonversion, potenziell fehler-
anfdlliger Zusatzschritt) notwendig ist4'. Grundlage ist
ebenfalls die Analyse der elektrischen Signale, die wah-
rend des Durchtritts von Nukleotidstrangen durch die
Nanopore entstehen (Abbildung 2). Modifizierte und un-
modifizierte Basen unterscheiden sich hinsichtlich des
Ionenstroms, sodass Algorithmen wie Guppy oder Dorado
diese Signaturen erkennen und prdzise zuordnen kon-
nen. Die Durchfithrung epigenetischer Analysen mit ONT
folgt einem Workflow, der dem herkémmlichen Long-
Read-Sequencing dhnelt, aber durch spezielle Basecal-
ling-Modelle erganzt wird?°. Nach der DNA-Extraktion
und Library-Vorbereitung wird das native DNA-Mole-
kiil ohne Amplifikation sequenziert, wodurch epigeneti-
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sche Informationen unverandert erhalten bleiben. Fiir die
Transfusionsmedizin und dariiber hinaus bieten epige-
netische Analysen neue Perspektiven, beispielsweise im
Hinblick auf die Charakterisierung von Alterungsprozes-
sen DNA-haltiger Blutzellen®. Dariiber hinaus konnte die
Untersuchung des Methyloms bei Stammzellprdparaten
helfen, das Potenzial und die Differenzierungsfahigkeit
von Zellprodukten fiir die allogene Transplantation zu
bewerten. Auch bei der Charakterisierung von Advanced
Therapy Medicinal Products (ATMPs) konnte die direkte
Erfassung von epigenetischen Verdnderungen dazu bei-
tragen, die genomische Stabilitdt und Sicherheit von Zell -
therapien zu gewdhrleisten.

Eine weitere Besonderheit von TGS ist auerdem die Mog-
lichkeit zur Sequenzierung des kompletten Genoms, von
Telomer zu Telomer (T2T)3. TGS ermdglichte dabei auch
die Analyse schwer zugdnglicher Genombereiche, bei-
spielsweise aller Zentromerbereiche, Segmentduplikatio-
nen und die kurzen Arme der finf akrozentrischen Chro-
mosomen3.

Damit eng verbunden sind die erweiterten Moglichkeiten
zur Erkennung von strukturellen Varianten mittels TGS.
Strukturelle Varianten umfassen Deletionen, Duplika-
tionen, Inversionen, Translokationen und Tandemwie-
derholungen mit einer Lange von >50 bp. Aufgrund ihrer
GroRe sind strukturelle Varianten nur schwer zugdnglich
mittels SGS mit typischen Leseldngen von 75—600 bp21=23.
Strukturelle Varianten stellen eine relevante Quelle ge-
netischer Variabilitdt im menschlichen Genom dar und
haben einen ausgepragten Einfluss auf Phdnotypen. Die
bisher angewandten Verfahren, darunter Microarray-ba-
sierte Methoden und PCR-basierte Techniken, konnten
viele strukturelle Varianten nicht erfassen, insbesondere
wenn sie in repetitiven Regionen liegen. Mit TGS-basier-
ter Sequenzierung von langen Reads konnen strukturelle
Varianten nun analysiert werden, wenn die Reads diese
vollstandig iiberspannen. So konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass rund zwei von drei strukturellen Varianten
per NGS-basierter Sequenzierung tibersehen werden, was
in TGS-basierter Long-Read-Sequenzierung nicht der
Fall ist?»22, Das Erstellen von langen Reads mittels TGS
bietet daher bei strukturellen Varianten sowie auch bei
der Aufldsung von Haplotypen entscheidende Vorteile,
was transfusionsmedizinisch beispielsweise bei der HLA-
Typisierung oder im Rhesus-Blutgruppensystem vorteil -
haft ist.

Ein weiterer interessanter technischer Aspekt von (ONT-

basiertem) TGS ist das sogenannte Adaptive Sampling,
welches eine Software-gesteuerte Zielanreicherung er-
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moglicht24. Dabei werden die ersten Basen eines DNA-Mo-
lekiils beim Eintritt in die Pore sequenziert und in Echtzeit
analysiert. Diese Echtzeitanalyse umfasst unter anderem
den direkten Abgleich mit einer Referenzdatenbank oder
zuvor definierten Zielsequenzen, um relevante von ir-
relevanten Fragmenten zu unterscheiden. Die Software
entscheidet, ob das Molekiil zum Sequenzieren behalten
oder durch Umkehrung der Stromrichtung aus der Pore
ausgeworfen wird. Auf diese Weise lassen sich Zielregio-
nen selektiv anreichern oder unerwiinschte Sequenzen
depletieren, ohne dass eine aufwandige Anreicherung no-
tig ist. Die Moglichkeit, wahrend des Laufes zu entschei-
den, welche Sequenzen weitergelesen werden, ermoglicht
auch, de-novo-Genome effizienter zu erzeugen, da Berei-
che mit bereits ausreichender Sequenziertiefe iibersprun-
gen werden konnen. Adaptive Sampling ist ein Beispiel fiir
die Echtzeit-Interaktivitat von TGS, welche FGS und SGS
nicht bieten.

2. Anwendungsfalle Blutgruppen-
diagnostik und Pathogendetektion

Aufgrund der beschriebenen technischen Vorteile und
strategischen Aspekte erweist sich TGS als zunehmend
attraktiv fiir transfusionsmedizinische Fragestellungen?s.
Die klinische Implementierung ist, wie oben erldutert,
jedoch komplex: Regulatorische Anforderungen, Vali-
dierungen und Erstattungsstrukturen stellen erhebliche
Hiirden dar. Erfahrungen zeigen, dass neue Sequenzier-
methoden meist zundchst in spezialisierten Anwen-
dungsfeldern eingesetzt werden, bevor sie breit in die
Routinediagnostik integriert werden. Zudem bestehen ge-
genwadrtig nur teilweise konkurrenzfdhige Alternativen zu
SGS fiir viele Routineaufgaben. Folglich erwarten wir eine
stufenweise Translation von TGS in die Routinediagnos-
tik. Nachfolgend skizzieren wir aus unserer Sicht wichti-
ge Aspekte der Translation von TGS, technische Vorteile
und Herausforderungen anhand der transfusionsmedi-
zinisch relevanten Beispiele Blutgruppendiagnostik und
Pathogendetektion. Die hier dargestellten Vorteile von
TGS treffen iiber die beiden nachfolgenden Beispiele hin-
aus selbstverstdndlich auch auf weitere humangenetische
Fragestellungen zu, beispielsweise bei der Aufklarung von
genetischen Varianten des Immunsystems und des blut-
bildenden Systems, welche teilweise durch Stammzell-
transplantation behandelt werden und somit direkt die
Transfusionsmedizin und daran angrenzende Fachgebiete
betrifft.



2.1. Blutgruppendiagnostik

Die zuverldssige Bestimmung der Blutgruppen von Spen-
dern und Empfangern ist eine der wichtigsten Sicherheits-
mafnahmen bei der Durchfiihrung von Bluttransfusionen.
Die Bestimmung von Blutgruppen basiert bislang schwer-
punktmafig auf der serologischen Testung. Diese im-
munphanotypische Untersuchung kann jedoch nicht im-
mer eindeutige, klinisch relevante Antworten liefern25-27.
Erganzend hierzu ist die molekulargenetische Blutgrup-
penbestimmung ein zentrales Element der modernen
Transfusionsmedizin?2>28, Sie erweitert die Grundlage
fiir die gezielte Auswahl von Spenderblut und reduziert
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das Risiko immunologischer Komplikationen. Neben dem
ABO- und dem RH-System sind inzwischen tiber 45 Blut-
gruppensysteme mit mehr als 350 Antigenen bekannt.
Molekulargenetische Typisierungsmethoden gewinnen
daher zunehmend an Bedeutung und sind insbesondere
dann wichtig, wenn serologische Tests unklare Ergebnisse
liefern oder aufgrund von Bluttransfusionen, Schwanger-
schaften oder Autoimmunkrankheiten nicht durchfiihrbar
sind7:28,

Nachdem die genetischen Polymorphismen fiir fast alle

Blutgruppenantigene bekannt sind, lassen sich viele dia-
gnostische Fragestellungen auf molekulargenetischer
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Abbildung 3: Darstellung der Herausforderungen bei der Analytik von Haplotypen,
beispielsweise im RH-Blutgruppensystem. Durch lange Reads (Lesefragmente
beim Sequenzieren) ist die konkrete Auflésung der Haplotypen maglich.

— 42 — hémotherapie



Ziel: Risikoreduktion
Alloimmunisierung

—

mit chronischem
Transfusionsbedarf
(z. B. Sichel-
zellerkrankung)

Herkommliche Bestimmung der Blutgruppe
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Reads kurzer Lange
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d .
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¢ Phasing méglich
 keine Amplifikation nétig
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Anwendung von TGS als Erganzung zu herkdmmlichen Methoden der Blutgruppenbestimmung mit dem
Ziel, die Klinische Versorgung von Patienten mit chronischem Transfusionshedarf zu verbessern.

Ebene losen?28. Fiir viele Blutgruppensysteme genigt
eine SNV-basierte Genotypisierung. Systeme mit para-
logen Genen (z. B. RH, MNS, FY) kénnen jedoch komple-
xe strukturelle Variationen aufweisen, die sich nur durch

gehorigen Haplotypen ist mit kurzen Reads schwierig oder
unmoglich (Abbildung 3). Dariiber hinaus kénnen struk-
turelle Varianten, wie Translokationen, Inversionen oder
Deletionen, nur eingeschrankt erfasst werden?.29.

lange Reads sicher erfassen und auswerten lassen. SGS

wird fiir die Blutgruppendiagnostik bereits eingesetzt,
bietet jedoch aufgrund der kurzen Leseldngen entspre-
chende Einschrankungen. Komplexe Fragestellungen wie
die Allelzuordnung entfernter Polymorphismen oder die
Unterscheidung hoch homologer Gene, beispielsweise im
RH-Blutgruppensystem. RHD und RHCE stellen Parade-
beispiele fiir komplexe Blutgruppengene dar. Sie liegen in
einer Tail-to-Tail-Konfiguration auf Chromosom 1 und

weisen eine hohe Sequenzhomologie auf.

tionsereignisse zwischen beiden Genen erzeugen Hyb-
ridallele und strukturelle Varianten, die fiir serologische
Besonderheiten verantwortlich sind. Die definitive Ana-
lytik von RHD und RHCE sowie die Auflésung der dazu-
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Der klinische Mehrwert soll anhand eines Beispiels aus der
Perspektive des chronisch transfusionsbediirften Patien-
ten, beispielsweise mit Sichelzellerkrankung, verdeutlicht
werden. Chronisch transfusionsbediirftige Patienten ha-
ben ein erhdhtes Risiko zur Alloimmunisierung. Wie oben
dargestellt, ist die Auflésung der RHD und RHCE-Gene
mit serologischen oder SGS-Methoden nicht vollstan-
dig moglich. TGS bietet durch lange Reads und Adaptive
Sampling-Technologien eine prazise Haplotyp-Bestim-
mung ohne langwierige Amplifikationsschritte. Dadurch
lassen sich Kklinisch relevante Varianten zuverlassig iden-
tifizieren, was langfristig das Risiko der Alloimmunisie-
rung reduzieren und die Transfusionssicherheit fiir chro-

Rekombina-



nisch transfusionsbediirftige Patienten verbessern kann
(Abbildung 4).

2.2. Pathogendetektion

TGS bietet Vorteile sowohl aus der Perspektive der Blut-
spender und der Versorgungssicherheit als auch der
Transfusionsempfanger. Die Bereitstellung von sicheren
Blutprodukten erfordert eine zuverldssige Erkennung
transfusionsrelevanter Erreger. Klassische Methoden wie
serologische Tests und PCR-basierte Nachweise stofen
dabei an Grenzen3°-3?, da sie in der Regel auf bekann-
te Zielsequenzen ausgelegt sind und nur eine begrenzte
Breite potenzieller Erreger erfassen. TGS ermdglicht hin-
gegen die Analyse des gesamten Spektrums der Sequenz-
informationen einer Probe ohne Vorwissen iiber mogli-
che Zielorganismen und erdffnet somit eine weitgehend
biasfreie mikrobielle Diagnostik3"33. Neben einer hohen
Geschwindigkeit bietet TGS die umfassende Charakteri-
sierung mikrobieller Genome und Metagenome. Ein ent-
scheidender Vorteil liegt in der Fahigkeit, vollstdndige
Genome mikrobieller Pathogene zu sequenzieren. Dieser
Aspekt ist fiir die Resilienz des Blutspendedienstes gegen-
iber Pandemien und Bioterrorismus von zentraler Bedeu-
tung. Wahrend konventionelle PCR-Systeme bei Varian-
ten in den Primerbindungsstellen potenziell fiir jede neue
Variante angepasst werden miissen, erfasst TGS neu auf-
tretende Pathogene ohne Anpassung des Workflows 91
24,33,34  Spezielle technische Aspekte, beispielsweise die
Kombination von TGS mit vorhergehender Amplifikation,
der Einsatz von Adaptive Sampling und / oder Detektions-
grenzen sind Gegenstand derzeitiger Forschungsvorha-
ben.

Auch aus Sicht der Transfusionsempfanger bietet TGS
wertvolle Anwendungsmoglichkeiten. Insbesondere bei
Patienten mit eingeschrankter Funktion des Immunsys-
tems, z. B. bei hdmatologischen Erkrankungen und/oder
Patienten mit Stammzelltransplantation, ist eine rasche
und prazise Identifizierung von Infektionserregern es-
senziell. Hieraus ergeben sich potenziell folgende Her-
ausforderungen: a) klassische Kulturmethoden sind oft zu
langsam oder gar erfolglos, b) durch vorherige antimikro-
bielle Therapie ist die Aussagekraft wachstumsbasierter
Methoden eingeschrankt und/oder c) es liegen atypische
Erreger vor3>3. Uber TGS-basierte amplifikationsfreie
Sequenzierung lassen sich diese klinisch komplexen Situ-
ationen l6sen. Ein weiterer Vorteil der TGS-basierten In-
fektionsdiagnostik ist die gleichzeitige Detektion von Re-
sistenz- und Virulenzgenen, was die gezielte Anpassung
antimikrobieller Therapien bei immunsupprimierten Pa-
tienten deutlich beschleunigen kann 3333537,

Dariiber hinaus erdffnet TGS neue Moglichkeiten zur
Riickverfolgung transfusionsassoziierter Infektionen.
Durch die Sequenzierung vollstdndiger mikrobieller Ge-
nome lassen sich Ubertragungswege rekonstruieren und
epidemiologische Zusammenhdnge zwischen Spender-
und Empfangerproben aufkldaren3®. Dariiber hinaus ware
die systematische Uberwachung von molekulargeneti-
schen Sequenzen blutiibertragener Viren ein entscheiden-
des Mittel zur Verbesserung der Transfusionssicherheit39.
Daher bietet sich perspektivisch der Einsatz von TGS nicht
nur zur Diagnostik, sondern auch zur epidemiologischen
Uberwachung, zur Verbesserung der Versorgungssicher-
heit und zur Riickverfolgung transfusionsassoziierter In-
fektionsketten an3®3.

3. Ausblick

Angelehnt an die TGS-Technologie von ONT sei als Kurz-
ausblick die Nanopore-gestiitzte Proteinsequenzierung
genannt, welche das Nanopore-Prinzip auf die Analytik
von Proteinen iibertragt. Es konnte hierbei gezeigt wer-
den, dass einzelne Aminosduren anhand spezifischer Si-
gnalprofile unterschieden und sogar posttranslationale
Modifikationen wie Phosphorylierungen oder Glykosy-
lierungen detektiert werden konnen4? 4%, Fiir die Transfu-
sionsmedizin erdffnet diese Technologie langfristig neue
Perspektiven, beispielsweise bei der detaillierten Analy-
se von Blutproteinstrukturen, der Qualitdtskontrolle von
Blutprodukten oder der Identifizierung von Proteom-Bio-
markern bei frithen Entziindungsreaktionen.

Wir antizipieren, dass TGS sich zunehmend als integraler
Bestandteil einer umfassenden molekularen Diagnostik
in der Transfusionsmedizin und dariiber hinaus etabliert.
TGS umfasst hierbei Anwendungsgebiete, die von der
Blutgruppen- und Pathogendiagnostik bis hin zur Quali-
tatsbewertung von Blutprodukten reichen. Dariiber hin-
aus bieten sich zusatzliche Anwendungen wie die umfas-
sende HLA-Typisierung, die Charakterisierung komplexer
Haplotypen im RH-System, die Erkennung seltener gene-
tischer Varianten bei chronisch transfusionsbediirftigen
Patienten oder die molekulargenetische Validierung von
ATMPs an. Auch die Uberwachung von Transfusionsket-
ten sowie die Detektion neuer oder resistenter Pathogene
kann mit TGS effizienter gestaltet werden. Der Weg dort-
hin setzt eine enge Verzahnung von Forschung, klinischer
Validierung und regulatorischer Harmonisierung voraus.
Entscheidend wird sein, die Kosten pro Analyse zu sen-
ken, die Automatisierung voranzutreiben und anwender-
freundliche Losungen zu entwickeln. H
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Transparenzhinweise

Abbildung 1 ist modifiziert nach 4. Abbildung 2 ist modifiziert nach4> sowie dem Template von Flo Glencross und Daid Ah-
mad. Abbildungen 1—4 sind erstellt in www.biorender.com. Bei der Erstellung dieses Artikels kam neben der orthografischen
Kontrolle der Microsoft Office Suite kiinstliche Intelligenz (ChatGPT-40, OpenAl) zum Einsatz. Ein beispielhafter Prompt:
Kiirze nachfolgenden Text auf xx Worter. Achte darauf, dass kein inhaltlicher Aspekt verloren geht. Alle genannten Aspekte
der Sequenziertechnologien spiegeln nach bestem Wissen den Stand der Technik vom 28.07.2025 wider. In diesem Text wird
aus Griinden des Leseflusses das generische Maskulinum verwendet, womit alle Menschen gemeint und angesprochen sind.
Dieser Beitrag dient ausschlielich der wissenschaftlichen Information und stellt keine Werbung fiir bestimmte Produkte
oder Hersteller dar. Die Auswahl und Darstellung von Technologien erfolgt rein beispielhaft und erhebt weder Anspruch auf
Vollstandigkeit noch auf abschlieende Richtigkeit. Alle Angaben wurden sorgfdltig recherchiert, kénnen jedoch Irrtiimern
unterliegen. Die Nennung von Markennamen (z. B. [llumina, Oxford Nanopore Technologies) erfolgt ohne kommerzielle In-
teressen und ausschliefllich zur technischen Differenzierung.
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Alle Autoren sind Mitarbeiter des DRK-Blutspendedienstes Baden-Wiirttemberg — Hessen und des Universitdtsklinikums
Ulm bzw. deren Tochtergesellschaften. Im Rahmen dessen erbringen sie in Patientenversorgung, Forschung und Lehre dia-
gnostische Leistungen, welche die hier vorgestellten Techniken ber{ihren.

Die Autoren (I)

Dr. rer. nat. Marita Fiihrer

Wissenschaftliche Mitarbeiterin

Abteilung fiir Molekulare Diagnostik, Molekulare Therapie
und Experimentelle Transplantation, Institut fiir Klinische
Transfusionsmedizin und Immungenetik (IKT) Ulm

Molekulare-Diagnostik@blutspende.de

Annika Vogt, M.Sc.

Wissenschaftliche Mitarbeiterin

Abteilung fiir Molekulare Diagnostik, Molekulare Therapie
und Experimentelle Transplantation, Institut fiir Klinische
Transfusionsmedizin und Immungenetik (IKT) Ulm

Molekulare-Diagnostik@blutspende.de

ausgabe 45(2025

Dr. biol. hum. Rebekka Waldmann

Wissenschaftliche Mitarbeiterin

Abteilung fiir Molekulare Diagnostik, Molekulare Therapie
und Experimentelle Transplantation, Institut fiir Klinische
Transfusionsmedizin und Immungenetik (IKT) Ulm

Molekulare-Diagnostik@blutspende.de

<

Vincent Kramer, M.Sc.

Biotechnologe

Abteilung fiir Molekulare Diagnostik, Molekulare Therapie
und Experimentelle Transplantation, Institut fiir Klinische
Transfusionsmedizin und Immungenetik (IKT) Ulm

Molekulare-Diagnostik@blutspende.de



Die Autoren (II)

Timo Dinse, B.Sc. Dr. med. Christof Weinstock
Biotechnologe Abteilungsleiter

Institut fir Transfusionsmedizin, Abteilung fiir Inmunhdmatologie und Blutgruppen-
Universitatsklinikum Ulm serologie, Institut fiir Klinische Transfusionsmedizin
Molekulare-Diagnostik@blutspende.de und Immungenetik (IKT) Ulm

c.weinstock@blutspende.de

Prof. Dr. med. David Messerer, MME, MHBA

Abteilungsleiter

Abteilung fiir Molekulare Diagnostik, Molekulare Therapie
und Experimentelle Transplantation, Institut fiir Klinische
Transfusionsmedizin und Immungenetik (IKT) Ulm

sekretariat.messerer@blutspende.de

Hilfreiche Downloads und weitere Informationen
h am o zu diesem Beitrag finden Sie in der hdmo-App, z.B.

APP g Literaturhinweise

Weitere Beitrdge zu diesem Thema

L Weitere Infos zu den Autoren Direkt zum Beitrag:

www.drk-haemotherapie.de/
beitraege/45-tgs

— 46 — hémotherapie



NEBENWIRKUNGEN &
INFEKTIONSRISIKEN

Prof. Dr. med. Michael Schmidt, Dr. med. Markus M. Miiller, Prof. Dr. med. Harald Kliiter,
Univ.-Prof. Dr. med. Hubert Schrezenmeier

Malaria-Antikorperscreening
im Blutspendedienst —

Ein neuer Ansatz zur Versorgung
von Patienten mit seltenen
Blutgruppen

ZUSAMMENFASSUNG Seit September 2024 wird im DRK-Blutspendedienst Baden-Wiirttemberg — Hessen und im DRK-Blut-
spendedienst Nord-Ost neben anamnestischen Methoden auch ein Screening auf Malariaplasmodien-spezifische Antikdrper
durchgefihrt. Das Verfahren steht in Ubereinstimmung mit der aktuellen Hdmotherapie-Richtlinie. Im ersten Jahr konnten ins-
gesamt 13.200 Spender auf eine zuriickliegende Malariainfektion untersucht werden. Die Positivrate (initial reaktive Proben)
lag bei 1,62 % und hat dazu beigetragen, dass zum einen die Versorgung der Krankenhduser mit Blutprodukten verbessert
werden konnte, zum anderen auch Erythozytenkonzentrate mit seltenen Blutgruppenmerkmalen charakterisiert und bereit-
gestellt werden konnten. Damit sind der DRK-Blutspendedienst Baden-Wiirttemberg — Hessen und der DRK-Blutspendedienst
Nord-0Ost gut vorbereitet auf sich d&ndernde klinische Anforderungen, die durch nicht europdischstdmmige Patienten bestehen.
Die Sicherheit der Blutprodukte hat dabei weiterhin hdchste Prioritat.

SUMMARY Since September 2024, the German Red Cross Blood Donation Service in Baden-Wiirttemberg and Hessen and
the German Red Cross Blood Donation Service in North-East Germany have been screening for malaria plasmodium-spe-
cific antibodies in addition to using anamnestic methods. The procedure complies with the current hemotherapy guidelines.
In the first year, a total of 13,200 donors were tested for past malaria infection. The positive rate (initially reactive samples)
was 1.62 %, which helped to improve the supply of blood products to hospitals and also enabled erythrocyte concentrates
with rare blood group characteristics to be characterized and made available. This means that the German Red Cross Blood
Donation Service Baden-Wirttemberg — Hessen and the German Red Cross Blood Donation Service North-East Germany are
well prepared for changing clinical requirements arising from patients of non-European origin. The safety of blood products
remains the top priority.
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Einfiihrung

mit HIV-1, Tuberkulose und Influenza-Infektionen

zu den haufigsten Infektionen weltweit mit {iber 200
Millionen Neuinfektionen pro Jahr vor allem in den tropi-
schen und subtropischen Regionen der Erde. Damit stellen
die Infektionen mit den Plasmodien subspecies die hdufigs-
te parasitdre Erkrankung weltweit dar!. In Deutschland
gilt Malaria seit Jahrzehnten als nicht-endemisch. Infek-
tionen treten fast ausschlief3lich als importierte Fdlle nach
Auslandsreisen in Endemiegebiete auf. Die Anzahl der
jahrlich gemeldeten Malariafdlle in Deutschland liegt seit
2015 relativ konstant bei etwa 400 bis 600 Fillen. Im Juli
2023 wurde die nichtnamentliche Meldepflicht von Mala-
ria-infizierten Personen an das RKI (§7 Abs. 3 Infektions-
schutzgesetz (IfSG)) in eine namentliche Meldepflicht an
das zustdandige Gesundheitsamt (§7 Abs. 1 IfSG) gedndert2
Die aktuellen Ergebnisse kénnen online beim RKI einge-
sehen werden. Nahezu alle Falle wurden durch Reisen in
Endemiegebiete verursacht — insbesondere nach Aufent-
halten in Landern Subsahara-Afrikas und Siidasiens. Die
dominierende Erregerart ist dabei Plasmodium falciparum,
gefolgt von P. vivax, P. ovale und P. malariae. Eine autoch-
thone Ubertragung — also die Ubertragung durch einhei-
mische Anopheles-Miicken in Deutschland — ist bislang
nicht dokumentiert. Zwar wurden in Deutschland mehrere
potenzielle Vektorspezies wie Anopheles messeae, An. ma-
culipennis und An. plumbeus nachgewiesen, die aufgrund
zunehmender Durchschnittstemperaturen aufgrund des
Klimawandels die milden Winter iiberstehen konnen,
dennoch gelten lokale Ubertragungen derzeit als duferst
unwahrscheinlich3. Mit Blick auf Blutspenden stellt sich
die Frage nach dem potenziellen Risiko einer Ubertragung
durch kontaminierte Blutprodukte4. In Deutschland wird
dieses Risiko durch strenge Richtlinien (Richtlinie Hdmo-
therapie®) minimiert. Blutspender, die in einem Mala-
ria-Endemiegebiet geboren oder aufgewachsen sind oder
sich kontinuierlich Gber mehr als sechs Monate in einem
Malaria-Endemiegebiet aufgehalten haben, kénnen nach
drei Jahren als Blutspender zugelassen werden, wenn
durch eine gezielte Anamnese, klinische Untersuchung
und durch eine validierte und qualitdtsgesicherte Labor-
diagnostik kein Anhalt fiir Kontagiositdt oder Exposition
gegenlber Malaria besteht®. In der Praxis zeigt sich, dass
das Risiko einer transfusionsassoziierten Malaria extrem
gering ist. In den letzten zehn Jahren wurde in Deutsch-
land kein bestdtigter Fall einer Malariaiibertragung durch
Bluttransfusion registriert. Corbacho-Loarte et al., be-
stdtigen diese Einschdtzung. In einer Untersuchung von
2015 bis 2020 wurde bei iiber 100 potenziell exponierten
Blutspendern trotz serologischer Auffalligkeiten keine

I nfektionen mit Plasmodien gehdren neben Infektionen

Malaria

(Plasmodium spp.)

Weltweit ca. 200 Millionen Neuerkrankte
und Uber 500.000 Tote pro Jahr!
—> héufigste Infektionskrankheit der Erde
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Malaria
Afrika, Asien und Siidamerika

Abbildung 2: Geografische Verbreitung von Malaria. Mod. nach: envivas.puls

Plasmodium~-DNA durch PCR nachgewiesen. Um auf mog-
liche Veranderungen im Infektionsgeschehen frithzeitig
reagieren zu koénnen, sind jedoch ein kontinuierliches
Monitoring von Vektoren, eine fortlaufende Analyse der
Meldedaten sowie gegebenenfalls angepasste diagnosti-
sche Verfahren bei Blutspendern zu empfehlen.

Aufgrund zunehmender Immigration nach Europa und
speziell nach Deutschland von Menschen nicht-kaukasi-
schen Ursprungs steht die Transfusionsmedizin vor neu-
en Aufgaben und Herausforderungen. Dabei sind geneti-
sche und immunhdmatologische Unterschiede zwischen
Menschen afrikanischer und kaukasischer Abstammung
bekannt”. Ein zentrales Beispiel ist das Duffy-Blutgrup-
pensystem (Fy). In der kaukasischen Bevolkerung sind
die Antigene Fya und Fyb weit verbreitet (Fy(a+b-) 17 %,
Fy(a-b+) 34 %, Fy (a+b+) 49 %. Bei Menschen mit west-
oder zentralafrikanischer Abstammung hingegen ist der
sogenannte Fy(a-b-)-Phdnotyp (Duffy-Null-Phdnotyp)
sehr hdufig — in einigen Regionen betrdgt die Haufigkeit
iber 90 %8. Dieser Phédnotyp bedeutet, dass weder Fya
noch Fyb auf den Erythrozyten exprimiert werden. Diese
genetische Konstellation bietet Schutz gegen bestimmte
Malariaparasiten (Plasmodium vivax), hat aber auch trans-

fusionsmedizinische Konsequenzen. Bildet ein Patient mit
Fy(a-b-)-Phdnotyp nach einer Transfusion einen Anti-
Fya- und einen Anti-Fyb-Antikorper, ist es nahezu un-
moglich, in der {iberwiegend kaukasischen Spenderpopu-
lation kompatible Erythrozytenpraparate zu finden.

Ein dhnliches Problem besteht beim U-Antigen, das Teil
des MNS-Systems ist. Wahrend das U-Antigen bei fast al-
len Menschen vorhanden ist, fehlt es bei ca. 1 bis 2 % der
Personen mit afrikanischer Abstammung?. Diese seltenen
U-negativen Individuen kénnen nach Transfusionen An-
ti-U-Antikdrper entwickeln. Auch hier ist die Versorgung
mit passenden Erythrozytenkonzentraten aus der kauka-
sischen Mehrheitsbevolkerung praktisch ausgeschlossen.
Daher wurde im letzten Jahr im DRK-Blutspendedienst
Baden-Wiirttemberg — Hessen zusammen mit dem DRK-
Blutspendedienst Nord-Ost ein Spenderscreening-Pro-
gramm eingefiihrt, um auf der einen Seite Spender, die
nach der Hamotherapie-Richtlinie zu einer Blutspende
zugelassen werden kdnnten, eine Blutspende zu ermdog-
lichen und auf der anderen Seite ein mogliches Infekti-
onsrisiko zu reduzieren. Der vorliegende Bericht zeigt die
Ergebnisse nach einem Jahr Spenderscreening auf Mala-
ria-spezifische Antikorper fiir ausgewdhlte Spender.
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Material und Methoden

Malaria-Screening im DRK-Blutspendedienst
Baden-Wiirttemberg — Hessen und Nord-Ost

Spender mit einem relevanten Aufenthalt (oder bei Geburt)
in einem Malaria-Endemiegebiet fiir mehr als sechs Mo-
nate, der mindestens drei Jahre zuriickliegt, ohne anam-
nestische oder klinische Anzeichen fiir eine Malariainfek-
tion werden mit dem Dia.Pro Malaria Ab-Test untersucht.
Bei einem wiederholt reaktiven Ergebnis im Dia.Pro Mala-
ria Ab-Test werden zur Bestatigung des reaktiven Befunds
Untersuchungen mit dem Bio-Rad Malaria EIA-Test und
dem Euroimmun Anti-Plasmaodium ELISA durchgefiihrt.
Spender mit einem validen negativen Ergebnis im Dia.Pro
Malaria Ab-Test werden als Spender qualifiziert und zur
Spende zugelassen. Spender mit einem weiteren reakti-
ven Ergebnis im Bio-Rad Malaria EIA oder im Euroimmun
Anti-Plasmodium ELISA werden iiber einen spezifischen
Nachweis von Malaria-Antikérpern informiert. Spender
mit negativen Ergebnisse in zwei weiteren Malaria-Anti-
korpertests werden iiber den unspezifischen Befund in-
formiert, jedoch trotzdem dauerhaft von zelluldren Blut-
spenden ausgeschlossen.

Malaria-Antikorper-Assays
Dia.Pro Malaria Ab

Zur serologischen Untersuchung auf Plasmodium-spezifi-
sche Antikérper wird der Dia.Pro Malaria Ab ELISA (Dia-
gnostic Bioprobes Srl, Mailand, Italien) eingesetzt. Dieser
Enzymimmunoassay dient dem qualitativen Nachweis
von IgG-Antikdrpern gegen verschiedene Plasmodium-
Arten (P. falciparum, P. vivax, P. ovale und P. malariae) in
humanem Serum oder Plasma.

Der Test basiert auf einer indirekten ELISA-Technik. Mik-
rotiterplatten sind mit einem Gemisch aus rekombinanten
und nativen Plasmodium-Antigenen beschichtet, die eine
breite Erkennung von Spezies-spezifischen sowie kreuz-
reaktiven Antikérpern ermdglichen.

Die Durchfithrung erfolgte gemdf3 den Herstellerangaben.
100 ul verdiinntes Patientenserum (1:100 in Probenver-
diinner) werden in die beschichteten Wells pipettiert, fiir
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, anschliefend
dreimal gewaschen, danach mit 100 ul Enzymkonjugat
(anti-human-IgG-Peroxidase) erneut 30 Minuten inku-
biert, erneut gewaschen und mit 100 ul Substratlésung
(TMB) fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln
entwickelt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 100 pl
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Stopplosung beendet, und die optische Dichte (OD) bei
450nm (Referenzwellenldnge 620 nm) photometrisch
gemessen. Die Auswertung erfolgt anhand der im Kit ent-
haltenen Positiv-, Negativ- und Cut-Off-Kontrollen. Er-
gebnisse werden entsprechend der OD-Werte wie folgt
interpretiert:

0D < 0,9 x Cut-Off: negativ
OD 2 0,9 x Cut-Off und < 1,1 x Cut-Off:  grenzwertig
0D 21,1 x Cut-Off: positiv

Die diagnostische Sensitivitdt betrdgt ca. 86 % und die
diagnostische Spezifitdt 98 %.

Serologischer Nachweis von Plasmodium-Antikor-
pern mittels Bio-Rad Malaria EIA

Zur serologischen Detektion Plasmodium-spezifischer
Antikdrper wird auch der kommerziell erhéltliche Mala-
ria-EIA-Test der Firma Bio-Rad Laboratories (Bio-Rad
Malaria EIA IgG, Marnes-la-Coquette, Frankreich) ver-
wendet. Der Test dient dem qualitativen Nachweis von
IgG-Antikdrpern gegen Antigene mehrerer Plasmodium-
Spezies (P. falciparum, P. vivax, P. malariae und P. ovale) in
humanem Serum oder Plasma.

Der Enzymimmunoassay basiert auf einer indirekten ELI-
SA-Technologie. Die Mikrotiterplatten sind mit einem
antigenen Gemisch aus Plasmodium-Extrakten beschich-
tet, das die serologische Erkennung einer fritheren oder
chronischen Exposition ermoglicht.

Die Durchfithrung erfolgt gemaf den Herstellerangaben.
Proben werden 1:100 in Verdinnungspuffer verdiinnt
und in die beschichteten Wells pipettiert. Nach einer In-
kubation bei Raumtemperatur werden ungebundene Be-
standteile durch Waschschritte entfernt. Anschlieend
erfolgte die Inkubation mit einem enzymmarkierten an-
ti-human-IgG-Konjugat, die Farbentwicklung mit TMB-
Substrat und die Absorptionsmessung bei 450 nm (Refe-
renz 620 nm).

Die Auswertung der OD-Werte erfolgt anhand der mit-
gelieferten Positiv-, Negativ- und Cut-off-Kontrollen.
Die Interpretation der Ergebnisse richtet sich nach dem
vom Hersteller definierten Grenzwertsystem (Verhdltnis
OD/OD\__Cutoff). Die diagnostische Sensitivitat wird mit
97,3 % und die diagnostische Spezifitdt mit 99,3 % ange-
geben?.



Serologischer Nachweis von Plasmodium-spezifi-
schen IgG-Antikorpern mittels EUROIMMUN Anti-
Plasmodium ELISA

Zur serologischen Bestimmung von Antikdrpern gegen
Plasmodium-Spezies wird der kommerziell erhaltliche EU-
ROIMMUN Anti-Plasmodium ELISA (IgG) (EUROIMMUN
Medizinische Labordiagnostika AG, Liibeck, Deutschland)
verwendet. Der Test ist ein CE-gekennzeichneter, quali-
tativer Enzymimmunoassay zum Nachweis von IgG-An-
tikérpern gegen verschiedene humanpathogene Plasmo-
dium-Arten, insbesondere P. falciparum und P. vivax. Die
Testdurchfithrung erfolgt gemaf den Herstellerangaben.
Serumproben werden in einem Verhdltnis von 1:101 mit
Probenverdiinnungspuffer gemischt und jeweils 100 pl in
die antigenbeschichteten Wells pipettiert. Nach einer In-
kubationszeit von 30 Minuten bei 37 °C, gefolgt von drei
Waschzyklen, wird ein Peroxidase-markiertes anti-hu-
man-IgG-Konjugat hinzugegeben. Die anschliefende
Inkubation erfolgt fiir weitere 30 Minuten bei 37 °C. Nach
erneutem Waschen wird die Farbreaktion durch Zuga-
be von TMB-Substratldésung fiir 15 Minuten bei Raum-
temperatur im Dunkeln entwickelt. Die Reaktion wird
durch eine Stopplésung beendet, und die optische Dich-
te (OD) bei 450 nm (Referenz 620—650 nm) gemessen.
Die Auswertung erfolgt automatisiert {iber einen ELISA-
Reader mit Hilfe der mitgelieferten Cut-Off und Kontrol-
len. Ergebnisse werden gemdR Hersteller wie folgt inter-
pretiert:

Ratio < 0,8 negativ
Ratio 0,8 — <1,1 grenzwertig
Ratio 21,1 positiv

Die diagnostische Sensitivitat betrdgt ca. 93 % und die
diagnostische Spezifitat 98,5 %.

Ergebnisse

Der DRK-Blutspendedienst hat in der Zeit vom 01.09.2024
bis zum 30.06.2025 13.200 Spender auf Malaria-Antikor-

per untersucht.

Die Abbildung 3 zeigt die Verteilung auf Erstspender,
Zweitspender und Mehrfachspender.
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Abbildung 3: Spender mit Untersuchungen auf Malaria-Antikdrper

Die Abbildung 4 zeigt die Verteilung der Spender auf den
DRK-Blutspendedienst BaWiiHe und den DRK-Blutspen-
dedienst Nord-Ost.
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Abbildung 4: Verteilung der Spender auf die DRK-Blutspendedienste
Baden-Wiirttemberg — Hessen und Nord-Qst

Von den 13.200 untersuchten Spenden zeigten 214 ein re-
aktives Ergebnis im Dia.Pro Malaria-Antikoérpertest. Die
doppelte Wiederholung im gleichen Testsystem konnte
das initial reaktive Ergebnis bestatigen. Alle Proben wur-
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den zur weiteren Bestdtigung zundchst mit dem Bio-Rad
Anti-Malaria-Test und danach mit dem Euroimmun An-
ti-Malaria-Test untersucht. Bei 81 Proben ergab sich in
mindestens einem weiteren Test ebenfalls ein reaktives
Ergebnis. Bei 133 Spenden war das Untersuchungsergeb-
nis sowohl im Bio-Rad-Test als auch im Euroimmun-Test
negativ. Diese Spenden hatten somit einen unspezifischen
Untersuchungsbefund.

Die Abbildung 5 zeigt die Verteilung der Spenden mit
einem bestdtigt reaktiven Befund auf Erstspender, Zweit-
spender und Mehrfachspender.

60

56
50
g 40
<=
q 30
c
<
20
10 6
0
Erst- Zweit- Mehrfach-
spender spender spender
Malaria-AK

Abbildung 5: Verteilung der Spenden mit einem bestétigt reaktiven
Befund auf Erstspender, Zweitspender und Mehrfachspender

Hier zeigt sich die Positivrate vor allem bei den Erstspen-
dern. In der Abbildung 6 wird die Positivrate in Prozent
angegeben.

Durch die Einfithrung der Untersuchungen auf Malaria-
Antikdrper hatten 214 Spenden von 13.200 Spenden ein
initial reaktives Ergebnis (1,62 %). Aus 12.986 Spenden
konnten Blutprodukte hergestellt werden. Gegenwartig
wird bei einem Teil der Spender eine erweiterte Phdano-
typisierung der erythrozytdren Antigene durchgefiihrt,
damit nicht nur die aktuelle Spende die Versorgung der
Krankenhduser mit Blutprodukten verbessert, sondern
mittelfristig Erythrozytenkonzentrate von Spendern mit
nicht-kaukasischen Merkmalen fiir alle Patienten zur
Verfligung stehen und somit Patienten mit seltenen Blut-
gruppenmerkmalen aus aufler-europdischen Herkunfts-
regionen gut versorgt werden konnen.
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Abbildung 6: Positivrate in Prozent

Diskussion

Die Beschdftigung mit Spendern aus Malaria-Endemie-
gebieten ist in vielerlei Hinsicht interessant und stellt die
Transfusionsmedizin vor Herausforderungen. Die mini-
male Dosis an Plasmodien, die eine Malariainfektion beim
Menschen verursachen kann, hangt von mehreren Fak-
toren ab (z.B. Immunstatus von Spender und vor allem
Empfanger, Plasmodium-Spezies, Infektionsweg). Trotz-
dem gibt es Richtwerte aus Experimenten und Beobach-
tungen. Bereits einer bis zehn Sporozoiten, die von einer
infizierten Anopheles-Miicke injiziert werden, konnen
eine Infektion ausldsen. In der Regel Ubertragt eine mit
Plasmodien infizierte Miicke zwischen zehn bis 100 Sporo-
zoiten bei einem Stich. Somit reicht ein Miickenstich aus,
um sich mit eine Malaria zu infizieren®. Bei Erythrozyten-
konzentraten geniigen sehr wenige Erythozyten (<10) mit
Parasiten, um beim Empfanger eine Malariainfektion zu
verursachen®. Dies stellt an diagnostische Methoden wie
die Realtime-PCR extrem hohe Anforderungen. Zum einen
muss eine Analyse aus Vollblut erfolgen. Dazu werden ca.
250 pl Vollblut entnommen und extrahiert. Eine Vollblut-
konserve (500 ml) enthalt in Abhangigkeit vom Hamato-
krit, Geschlecht und Alter 2,25-3,0 x 10" Erythrozyten
(2,25-3,0 Billionen Erythroyzten). Die Abbildung 7 zeigt
dazu eine Modellrechnung, aus der die Wahrscheinlich-
keit deutlich wird, mit der eine sehr geringgradige Infek-
tion mit Plasmodien mit einer PCR nachgewiesen werden
konnte.
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Abbildung 7: Modellrechnung fir einen Nachweis von Plasmodien mit einer PCR in Abhéngigkeit von Probenvolumen

Aus diesem Grund schreiben die aktuellen Hamotherapie-
Richtlinien vor, dass Spender, die sich mindestens sechs
Monate in einem Malaria-Endemiegebiet aufgehalten
haben, zunachst fiir drei Jahre von Blutspenden ausge-
schlossen werden und anschliefend anamnestisch keine
klinischen Hinweise auf eine Malariainfektion wie bei-
spielsweise rezidivierendes Fieber aufweisen diirfen. Eine
Testung auf malariaspezifische Antikdrper und/oder auf
Plasmodien-Genom mit einem PCR-Verfahren ist nach-
rangig aufgefiihrt.

Fiir den Nachweis einer durchgemachten Malariainfekti-
on scheint ein Screening auf Malaria-Antikorper geeignet
zu sein und hat sowohl im DRK-Blutspendedienst Baden-
Wiirttemberg — Hessen als auch im DRK-Blutspende-
dienst Nord-Ost mit dazu beigetragen, weitere Spender
auch mit seltenen Blutgruppenmerkmalen zu qualifizie-
ren, um somit fiir die Zukunft die Versorgung von Patien-
ten mit von der europdischen Bevolkerung abweichenden
Blutgruppenmerkmalen sicher zu stellen. Durch die Ein-
flihrung des Screenings konnten in Baden-Wiirttemberg
— Hessen, Schleswig-Holstein, Hamburg, Berlin, Bran-
denburg und Sachsen Spender mit seltenen Blutgruppen-
merkmalen in den Spenderpool aufgenommen werden.
Dies stellt einen bedeutenden Fortschritt in der indivi-
dualisierten Transfusionsmedizin dar, insbesondere fiir
Patientengruppen mit Migrationshintergrund. Zusdtz-
lich konnten wir erfreulicherweise in einem Zeitraum von
zehn Monaten iiber 4.600 Neuspender zur Blutspende zu-

lassen, die als Neubiirger in unser Land gekommen sind
und der Gemeinschaft durch ihre Blutspendebereitschaft
etwas zuriickgeben mochten fiir ihre Aufnahme hier.
Neben den oben genannten immunhdmatologischen Be-
nefits ist dieser sozialpolitische Vorteil bei der insgesamt
rickldufigen Spendenbereitschaft ein nicht zu vernach-
lassigender Vorteil.

Gegenwadrtig wird vom Arbeitskreis Blut eine Anpassung
des aktuellen Votums 48 geplant, um ggf. in naher Zu-
kunft auch das Screening auf Malaria-Antikdrper mit
aufzunehmen. Nach der Corona-SARS-CoV-2-Pandemie
hat die Reisetdtigkeit der Menschen wieder das Level von
vor der Pandemie erreicht. Damit steigt auch das Risiko,
dass Viren, Bakterien oder Parasiten sich weiter ausbrei-
ten konnen. Die Transfusionsmedizin der Zukunft muss
somit zwischen der Notwendigkeit einer Zulassung von
Spendern mit relevanten Blutgruppenmerkmalen und der
Sicherheit der hergestellten Blutprodukte dauerhaft ab-
wagen. Klar wird an dem hier dargestellten Beispiel, dass
dafiir die gesamte transfusionsmedizinische Kompetenz
und die Kooperation aller Abteilungen gefordert ist. Das
Screening spielt dabei eine Rolle, vermutlich jedoch nicht
die wichtigste. Andere mogliche neue Infektionen stehen
schon in Lauerstellung wie z. B. Chikungunyavirus-Infek-
tionen, Denguevirus-Infektionen oder Japanische Enze-
phalititsvirus-Infektionen. Grundsatzlich sind die dazu
notwendigen diagnostischen Tools (NAT-Methoden) vor-
handen, sodass die Blutprodukte in Deutschland weiter-
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hin auf dem hochsten Sicherheitslevel sind und Patienten
die Angst vor Infektionen durch eine Bluttransfusion ge-
nommen werden kann. l
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Der Nachhaltigkeitswettbewerb 2024

der DRK-Blutspendedienste Baden-Wirttemberg — Hessen & Nord-Ost

Deutsches
Rotes
Kreuz

DRK-Blutspendedienst
Nord-Ost
gemeinnltzige GmbH

DRK-Blutspendedienst
Baden-Wirttemberg — Hessen
gemeinntitzige GmbH

Deutsches
Rotes
Kreuz

Dipl.-Geogr. Martin Oesterer, Dipl.-Wirtschaftsing. Wolfgang Riistig, Dipl.-Volkswirt Oliver Gebauer

Gesucht: ,,Griine* Ideen
Der Nachhaltigkeitswettbewerb
beim DRK-Blutspendedienst

Die Motivation zur Durchfiihrung eines
Nachhaltigkeitswettbewerbs

ie Grinde fiir nachhaltige Strategien fiir Organi-
Dsationen und Unternehmen liegen auf der Hand.
Neben den positiven Auswirkungen von 6kolo-
gischen, 6konomischen und sozialen Mafinahmen und

Strategien auf Organisationen und Gesellschaft fordern
vielfaltige Interessensgruppen schon seit geraumer Zeit
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nachhaltige Anstrengungen von den Blutspendediens-
ten ein: Kunden ebenso wie Spendewillige, Helferinnen
und Helfer des Roten Kreuzes oder Bewerberinnen bzw.
Bewerber. Dartiber hinaus gehoéren die DRK-Blutspen-
dedienste zu den Organisationen, die zukinftig einen
Nachhaltigkeitsbericht verpflichtend anzufertigen haben!
(auch wenn die Umsetzung der europdischen Richtlinie
CSRD in Deutschland bislang — Stand Juli 2025 — noch
nicht erfolgte).



Fiir den DRK-Blutspendedienst Baden-Wiirttemberg —
Hessen ergeben sich daraus folgende Handlungsfelder:

1. Wahrnehmen der wirtschaftlichen Verantwortung:
Nachhaltiger Einsatz von Ressourcen und Budgets in
allen Bereichen der Wertschopfungskette des Blut-
spendedienstes.

2. Wahrnehmen einer gesellschaftlichen Verantwor-
tung: Formulierung und Umsetzung von Prozessen
und Handlungsweisen, die von den oben aufgefiihrten
Interessensgruppen als vorbildlich wahrgenommen
werden.

3. Vorbereitungen fiir eine Nachhaltigkeitsberichtser-
stattung treffen, die alle relevanten Anforderungen an
das erforderliche Berichtswesen abdeckt.

Vor diesem Hintergrund entschloss sich die DRK-Blut-
spendedienst Baden-Wiirttemberg — Hessen gGmbH
(inkl. ihrer Tochterorganisationen) im Sommer 2024,
einen internen Nachhaltigkeitswettbewerb auszurich-
ten. Im Rahmen dieser Aktion sollten — unter Beteiligung
eines moglichst groflen Teils der Belegschaft — Ideen
identifiziert werden, die geeignet sind, als Nahrboden fiir
nachhaltige Handlungsfelder zu dienen. Der Eingang um-
setzbarer Ideen war dabei ebenso bedeutsam wie das Par-
tizipationsangebot an die Belegschaft. AuBerdem sollte
ein prinzipielles Bewusstsein fiir nachhaltige Verhaltens-
weisen geschaffen werden.

Der vorliegende Artikel soll beispielhaft skizzieren, wie
eine Organisation in der Grofe des DRK-Blutspende-
dienstes mittels eines Wettbewerbs nachhaltige Poten-
ziale identifizieren kann.

Die Organisation des Wettbewerbs

Zur effizienten Steuerung des Wettbewerbs (Definition,
Umsetzung, Bewertung) wurde in enger Abstimmung
mit der Geschaftsfithrung des DRK-Blutspendedienstes
eine Nachhaltigkeits-Jury ins Leben gerufen. Dabei wurde
Wert daraufgelegt, dass sowohl regional als auch in Bezug
auf die Fachbereiche eine mdglichst hohe Diversitdt abge-
deckt wurde. So wurden einerseits Mitarbeitende aus den
Bereichen Werbung, Materialwirtschaft, Personal, kauf-
madnnische Leitung, Compliance und IT gebeten, in der
Jury mitzuwirken. Andererseits wurden Kolleginnen und
Kollegen aus beiden Verbundteilen (Baden-Wiirttemberg
— Hessen und Nord-Ost) beriicksichtigt.

Organisation

Gebaude-
technik

Abbildung 1: Die als nachhaltige Handlungsfelder identifizierten Themen
des Wettbewerbs

Papier

Die Jury legte folgende Eckpunkte fest:

o Zeitraum fir die Einreichungen: Der Wettbewerb fand
in den Monaten Juli und August 2024 statt — ein aus-
reichend groRer Zeitraum, um auch bei mehrwdéchigen
Sommerurlauben geniigend Zeit flir die Ausarbeitung
von Einreichungen zu ermdéglichen.

o Format der Einreichungen: Die Teilnehmenden wurde
darum gebeten, ihre Vorschldge (Titel, Kurzbeschrei-
bung des Themas, Verbesserungspotenziale) niedrig-
schwellig per E-Mail an ein eigens fiir den Wettbewerb
eingerichtetes Postfach zu senden.

Motivationselemente: Um zusdtzlich zur intrinsischen
Motivation zu einer Teilnahme zu ermuntern, wurden
Einkaufsgutscheine 6kologisch agierender Versand-
handler ausgelobt. Dariiber hinaus wurde angekiindigt,
dass der Blutspendedienst (um auch bereits durch die
Aktion selbst ein nachhaltiges Zeichen zu setzen) fiir
jede teilnehmende Person eine Baumpflanzung {iber
den Partner PLANT-MY-TREE® in Auftrag geben wird.

Uber diverse interne Kommunikationswege (Intranet,

E-Mail, Mitarbeiterzeitung, Aushdnge an den schwarzen

Brettern, Prasentationen in Abteilungssitzungen etc.)

héimotherapie
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Catering

wurde der Nachhaltigkeitswettbewerb angekiindigt. Ne-
ben den logistischen Eckpunkten wurde darauf hingewie-
sen, dass bewusst ein Schwerpunkt auf den 6kologischen
Aspekt von Nachhaltigkeit gelegt wurde. Dass jede Idee,
grof3 und klein, realitdtsnah oder utopisch, willkommen
ist. Und dass selbstverstandlich keine Umsetzungsgaran-
tie gegeben werden kann.

Die gewonnenen Erkenntnisse

Mit Stichtag 1. September 2024 wurden 184 abgegebene
Ideen gezdhlt. Der GroRteil davon stammte von einzel-
nen Mitarbeitenden, allerdings bildeten sich an einzelnen
Standorten auch Teams, die ihre erarbeiteten Ideen en
bloc einreichten.

Wie oben skizziert, wurde dazu ermuntert, kreativ und
ohne gedankliche Barrieren iiber Themen nachzudenken.
Aber selbstverstandlich wurden auch Ideen begriiit und
evaluiert, die augenscheinlich wenig innovativ wirkten.
Folglich konnten die Riicklaufer jeweils einer der vier Ka-
tegorien zugeordnet werden:
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Verbrauchs-
materialien

Werbe-
verstarker

Spender-
imbiss

1. Selbstverstdandlichkeiten im individuellen Handeln
(z.B. , Treppe statt Aufzug“)

2. Nachhaltige Potenziale, die bereits erkannt wurden
und sich in Umsetzung befinden (z. B. Reduzierung der
Printeinladungen im Bereich der Spenderwerbung oder
die Einfithrung eines digitalen Spenderfragebogens)

3. Themenfelder, die als strategisches Thema bereits
identifiziert wurden, zu denen jedoch bislang nicht
bedachte Aspekte eingebracht wurden (z. B. ,,E-Las-
tenbikes bei stadtischen Bluttransporten* als Beitrag
zu ,,E-Mobility*)

4. Innovative Denkanstodf3e (z. B. die Initiative ,,E-Mail
Expiration Date“)

Bei der Konsolidierung der Vorschldge wurden von der
Jury auBerdem zwei Dimensionen beachtet:

Zum einen erfolgte eine Zuordnung auf hierarchischer
Ebene: Welche Themen setzen strategische Unterneh-
mensentscheidungen voraus, welche Aspekte liegen im
Verantwortungsbereich der einzelnen Fachabteilungen
und wo kann das einzelne Individuum einen nachhaltigen
Beitrag leisten?
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Zum anderen erfolgte eine Strukturierung nach Prozessen, die
wiederum auf allen drei hierarchischen Ebenen Mafnahmen
zur Folge haben konnen. Insgesamt konnten 16 Cluster identi-
fiziert werden (siehe Abbildung 1), beispielhaft ein Auszug der
Themen mitsamt einzelner Schlagworte:

1. Weniger CO2-Equivalente> durch Einsparung bzw. Wie-
derverwertung von Papier
Reduzierung der Printeinladungen3, Nutzung von Recyc-
ling-Umschldgen, Digitalisierung von internen Prozessen,
Einfiihrung des digitalen Blutspendefragebogens.

2. Nachhaltigkeit in der Organisation verankern
Einfithrung von Nachhaltigkeitsbeauftragten an den
Standorten, konzernweiter Nachhaltigkeitsrat, ,,griine“
Teamevents, Partizipation am ,,Aktionstag Nachhaltig-
keit" (https://gemeinschaftswerk-nachhaltigkeit.de/
aktions-tage).

3. E-Mobility und nachhaltiges Reiseverhalten:
Schrittweise Umstellung des Fuhrparks auf Elektrofahr-
zeuge, innerstddtischer Transport von Blutprodukten per
Lastenfahrrad, Zug statt Flug, Incentivierung von Fahr-
gemeinschaften.

4. ,,Green IT“
nachhaltig agierende Suchmaschinen, Reduzierung von
CO2e durch bedachte E-Mailverteiler, , Off“ statt ,,Stand-
By, E-Mail Expiration Date (www.zerocarbon.email/de)
in der Einladungskommunikation.

Vielfalt ist Trumpf:
Nachhaltige Potenziale allerorten

Ein Beitrag zur Biodiversitdat durch Insektenhotels, Nutzung
von Windenergie an den Standorten, Vermeidung von Verpa-
ckungsmiill durch den Zukauf gréfierer Gebinde, Spenderim-
biss bestehend aus lokalen Lebensmitteln, zuriick zum Pflaster
bei der Blutspende (anstelle eines Verbandes), Heftgerdte ohne
Metallklammern, nachhaltige Werbegeschenke, Baumpflanz-
aktionen als zusatzliche Motivation in der Spenderakquise:
Die durch den Wettbewerb zusammengetragenen Ideen waren
inspirierend und in Summe durchaus geeignet, den 6kologi-
schen Fuflabdruck des DRK-Blutspendedienstes deutlich zu
reduzieren. Sei es durch personliche Verhaltensanderungen
der Mitarbeitenden, Prozessdnderungen bzw. MafSnahmen in
den Fachbereichen — oder durch strategische Kurskorrektu-
ren der Geschaftsfiihrung. Welche der Ansdtze (mit welchem
Einfluss) tatsachlich in die Praxis tiberfithrt werden, wird in
regelmafligen Abstdnden nachverfolgt und bewertet werden.

hémotherapie



Als Erkenntnis aus der Planung und Durchfiihrung eines
Nachhaltigkeitswettbewerbs sollten schliellich folgende
Aspekte festgehalten werden:

1. Jede und jeder kann einen nachhaltigen Beitrag leis-
ten. Folglich muss bei Aktionen wie diesen die gesamte
Belegschaft miteinbezogen werden — als Zeichen der
Wertschdtzung und als Chance fiir ,, Ideen-Diversitat“.

2. ,,Spinnen“ muss erlaubt sein. Kreative Ansatze diir-
fen durch inhaltliche Einschrdnkungen, Barrieren oder
Vorgaben nicht behindert werden. Dieses setzt voraus,
dass den Teilnehmern Anonymitdt zugesagt wird.

3. Viermal am Tag die Treppe statt den Aufzug spart in
einem Monat knapp 5 kg CO2e%. Der E-Mail-Footprint
eines normalen Biirotags entspricht einer Autostrecke
von 11 km5. 8 % mehr E-Mail-Empfanger (statt Brief)
bei den Einladungen zur Blutspende® spart 7 t CO2e.
Zahlen wie diese kénnen ,,griine“ Potenziale trans-
parent und greifbar machen. Allerdings sollten par-
allel dazu Vergleichswerte herangezogen werden, wie
bspw. die Treibhausgasemissionen pro Kopf oder ein
Verweis auf die Ziele des Pariser Klimaabkommens).

£. ITm Namen jedes Teilnehmers lie3 der Blutspende-
dienst einen Baum pflanzen. Die zahlreichen, positiven
Reaktionen auf die im Nachgang verschickten digitalen
Baumpflanz-Zertifikate waren ein deutliches Zeichen,
dass Incentivierung nicht immer mit ausgelobten
Preisen einhergehen muss.

5. Der Schwerpunkt des beschriebenen Nachhaltigkeits-
wettbewerbs lag auf der 6kologischen Komponente
des Themenkomplexes. Das bedeutet nicht, dass so-
ziale und 6konomische Komponenten (Chancengleich-
heit, Wahrung von Menschenrechten, Wertschdp-
fungskette, richtlinienkonformes Verhalten etc.) von
nicht ebenso groRer Bedeutung und selbstverstandlich
gleichberechtigte Teile einer umfassenden Nachhal-
tigkeitsberichtserstattung sein missen. W
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@ PLANT-MY-TREE
DEINE BAUM-URKUNDE

Vielen herzlichen Dank fur die Teilnahme am Nachhaltigkeitswettbewerb
des DRK-Blutspendedienstes 2024

Du bist nun stolzer Baum-Pate fiir:
1 Baum

Baum-Nummer:
1073-3632

Deine Pflanzung leistet einen wichtigen Beitrag zum
Klimaschutz durch CO, - Kompensierung.

Die Pflanzung erfolgt hier:
Waldshut-Tiengen
Koordinaten der Flache:

47°40'06.0"N 8°23'41.4"E

Miilheim,
im Oktober 2024

Abbildung 2: Fiir jede Teilnehmerin und jeden Teilnehmer wurde ein
Baum gepflanzt
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LESERFRAGEN

’

Sehr geehrte Damen und Herren,

fiir die immunhdmatologische Diagnostik verwenden wir sowohl EDTA-Plasma als
auch Serum. Nun wird in der Literatur ofter beschrieben, dass EDTA die Komple-
mentaktivierung hemmt. Dadurch konnten komplementabhdngige Antikérper (z. B.
im Antikérpersuchtest) nicht nachweisbar sein. Einige Labore testen deshalb im-
mer Serum und Plasma. In welchen Konstellationen miisste man hierauf achten?
Theoretisch gibt es ja bei hohem Komplementverbrauch ein komplementverarmtes
Serum. Wiirde hier der Nachweis auch gestort?

Vielen Dank und viele Griil3e

Antwort
Sehr geehrter Herr Kollege,

vielen Dank fiir diese praxisrelevante und wichtige Frage! Auch wir bevorzugen fiir die immunh&dma-
tologische Diagnostik EDTA-Plasma. In manchen Labors ist Serum noch zuldssig. Die Bedingungen
flir die Probenannahme IThres immunhdmatologischen Labors kénnen Sie im Leistungsspektrums des
Labors einsehen.

Warum setzen wir vor allem auf EDTA-Plasma?

Dafiir gibt es zwei gute Griinde:

1. Probengefdfle, in welchen die Patientenblutprobe durch EDTA ungerinnbar gemacht wurde, lassen
sich mittels der modernen Pipettierroboter bearbeiten. Bei Serum muss ein handischer Pipettier-
schritt erfolgen. Handische Prozesse sind zeitaufwendig, potenziell mit einem Kontaminationsri-
siko verbunden und ebenso mit einer Probenverwechslungsgefahr belastet. Es ist also aus Sicher-
heitsgriinden empfehlenswert, kein Serum in gréferen Laboren zu verarbeiten.

2. In Serumroéhrchen kénnen nach der Blutentnahme ex vivo Komplementaktivierungsvorgdnge
erfolgen, die bei den verwendeten hochsensitiven Untersuchungsmethoden wie der Standard-Gel-
kartenmethode zu falsch-positiven Reaktionen, wenn auch meist sehr schwach, fithren kénnen.
Diese beeintrachtigen im Einzelfall die schnelle Ausgabe eines Blutproduktes, weil die unspezi-
fischen Reaktionen, die vor allem bei langeren Transportzeiten und ungiinstigen Transpostbedin-
gungen der Probenrdhrchen vorkommen, eventuell weitere Untersuchungen und einen erhéhten
Zeitaufwand bedingen.
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Durch die Verwendung von Coombs-Karten, die
sowohl C3-Fragmente, als auch IgG auf den Pa-
tienten- bzw. den Testerythrozyten nachweisen
konnen, ist eine Komplementaktivitdit auflerhalb
des Patientenkdrpers nicht notwendig. Im Gegen-
teil: Bei ungiinstigen Transpostbedingungen stort
uns die nachtragliche (= nach der Blutentnahme
erfolgende) Komplementaktivierung im Rohrchen.
Wenn frither in der ,reinen Réhrchen-Ara“ eine
schwache Komplementaktivierung nach Blutent-
nahme nicht weiter storte, so ist bei den heute ver-
wendeten Gelkarten eine Komplementaktivierung
in einer Serumprobe ggf. eher schadlich.

Nicht verarbeiten kénnen wir im Allgemeinen Se-
rumroéhrchen mit Trenngelen. Diese akzeptieren die
meisten Labore nicht.

Ein mangelnder Nachweis komplementabhdngiger
Antikorper im Antikorpersuchtest ist aufgrund des
oben Gesagten und der Verwendung von Coombs-
Seren, die sowohl C3d, als auch IgG nachweisen
koénnen, nicht zu befiirchten. Sollten fiir Spezial-
untersuchungen im Einzelfall hohe Komplement-
Plasmaspiegel notwendig sein, muss Komplement
ohnehin im Uberschuss zugesetzt werden.

Ich hoffe, ich konnte Thnen mit dieser Antwort wei-
terhelfen.

Mit den besten kollegialen Griif3en,
Markus Miiller
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Hilfreiche Downloads und weitere Infor-
mationen zu diesem Beitrag finden Sie in
der hamo-App, z.B.

(Q Literaturhinweise
Weitere Beitrdge zu diesem Thema

8 Weitere Infos zu den Autoren

Dr. med. Markus M. Miiller

Facharzt fiir Transfusionsmedizin

Abteilungsleiter am Institut fiir Transfusionsmedizin und
Immunhdmatologie Frankfurt, DRK-Blutspendedienst
Baden-Wirttemberg — Hessen gemeinniitzige GmbH

m.mueller@blutspende.de

Fiir den anregenden Austausch zur Beantwortung unserer
Leserfrage bedanke ich mich herzlich bei Frau Dr. med.
Susanne Brauninger, Herrn Dr. med. Christof Weinstock,
Herrn Dr. med. Alexander Carbol und Privatdozent Dr.

med. Franz Wagner.

Direkt zum Beitrag:

www.drk-haemotherapie.de/
beitraege/45-edta




Impressum

Herausgeber: Redaktion (verantwortlich):

Die DRK-Blutspendedienste: Dr. med. Andreas Opitz, Kassel
DRK-Blutspendedienst Baden-Wiirttemberg — Hessen, Dr. med. Markus M. Miiller, Frankfurt am Main
Mannheim

Blutspendedienst des Bayerischen Roten Kreuzes, .

P v Adresse der Redaktion:
Miinchen
DRK-Blutspendedienst Baden-Wirttemberg — Hessen
gemeinniitzige GmbH

Friedrich-Ebert-Strale 107

Blutspendedienst der Landesverbdnde des
DRK Niedersachsen, Sachsen-Anhalt, Thiiringen,
Oldenburg und Bremen, Springe

68167 Mannheim
DRK-Blutspendedienst Nord-Ost, Dresden E-Mail: redaktion@drk-haemotherapie.de
DRK-Blutspendedienst West, Ratingen
(gemeinniitzige GmbHs) Redaktion:

Univ.-Prof. Dr. med. Tamam Bakchoul, Tiibingen

Realisation: Priv.-Doz. Dr. med. Dr. phil. Lambros Kordelas, Ratingen
deltacity.NET GmbH & Co. KG Priv.-Doz. Dr. Oliver Meyer, Springe
www.deltacity.net

SIGMA-DRUCK GmbH Claudia Miiller, Miinster

Dr. med. Markus M. Miiller, Frankfurt am Main

Martin Oesterer, Mannheim
Auflagen:

Dr. med. Andreas Opitz, Kassel
Gesamtauflage: 16.100 Ex.

Dr. med. Ernst-Markus Quenzel, Miinchen
ISSN-Angaben auf der Riickseite

Univ.-Prof. Dr. med. Hubert Schrezenmeier, Ulm

Univ.-Prof. Dr. med. Torsten Tonn, Frankfurt am Main

Zitierweise: Priv.-Doz. Dr. med. Franz Wagner, Springe

hdamotherapie, 45/2025, Seite ...

Hinweise:

Mit Autorennamen gekennzeichnete Fachartikel geben
die Meinung des Autors wieder und miissen nicht unbe-
dingt die Meinung der Redaktion und der Herausgeber wi- In eigener Sache ...

dersp1ege1n. Im Interesse einer besseren Lesbarkeit wird da-

von abgesehen, bei Fehlen einer geschlechts-
neutralen Formulierung sowohl die mannliche als
auch weitere Formen anzufiihren. Die gewahl-

Die Fachinformationen entbinden den behandelnden Arzt ten mannlichen Formulierungen gelten deshalb

Der Herausgeber der ,,hamotherapie* haftet nicht fiir die
Inhalte der Fachautoren.

selbstverstandlich und uneingeschrénkt auch fiir

nicht, sich weiterfithrend zu informieren. SR
die weiteren Geschlechter.
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Die Autorinnen und Autoren

Dr. med. Alexander Carbol
DRK-Blutspendedienst West

Timo Dinse, B.Sc.

Universitdtsklinikum Ulm

Dr. rer. nat. Marita Fiihrer

Institut fiir Klinische Transfusionsmedizin

und Immungenetik Ulm
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Dr. med. Alexander Carbol ist Facharzt flir Transfusionsmedizin und hat seine Wei-
terbildung an der Universitdtsmedizin Mainz absolviert. Nach zwolf Jahren Tatigkeit
in allen transfusionsmedizinischen Bereichen eines Maximalversorgers wechselte er
2020 als Leiter immunhdmatologisches Labor zum DRK-Blutspendedienst Rhein-
land-Pfalz und Saarland nach Bad Kreuznach. Seit 2023 ist er arztlicher Leiter des
Zentrums fiir Transfusionsmedizin des DRK-Blutspendedienst West in Bad Kreuz-
nach. Neben dem besonderen Interesse im Bereich HLA und Immungenetik nimmt er
flir Krankenhduser im Versorgungsgebiet die Funktion Qualitatsbeauftragter Haimo-
therapie und Leitung immunhdmatologisches Labor wahr. Zur Fortbildung und Wei-
terqualifikationen von MT in der Immunhdmatologie veranstaltet er eine Kursreihe
zusammen mit dem DVTA.

E-Mail: a.carbol@bsdwest.de

Timo Dinse, B.Sc. ist industrieller Biotechnologe in der Abteilung fiir Molekulare
Diagnostik, Molekulare Therapie und Experimentelle Transplantation am Institut fiir
Klinische Transfusionsmedizin und Immungenetik (IKT) Ulm. Herr Dinses Tdtigkeits-
schwerpunkt liegt in der Entwicklung und Optimierung hochautomatisierter Work-
flows zur pathogeniibergreifenden Detektion mittels Long-Read-basierter Meta-
genomik. Sein besonderes Interesse liegt in der Integration statistischer Modelle,
der Nutzung synthetischer Validierungsdaten und der perspektivischen Anwendung
kiinstlicher Intelligenz zur Mustererkennung und Entscheidungsunterstiitzung.
Uberdies studiert er berufsbegleitend Biomedizinische Informatik und Data Science
an der Technischen Hochschule Mannheim. Ziel seiner Arbeit ist die Entwicklung ska-
lierbarer, reproduzierbarer Analyseplattformen fiir die prdzise Infektionsdiagnostik
und translational-orientierte Forschung.

E-Mail: Molekulare-Diagnostik@blutspende.de

Dr. rer. nat Marita Fiihrer ist promovierte Molekularmedizinerin und Abstammungs-
gutachterin (DGAB) in der Abteilung fiir Molekulare Diagnostik, Molekulare Therapie
und Experimentelle Transplantation am Institut fiir Klinische Transfusionsmedizin
und Immungenetik (IKT) Ulm. Zu ihren zentralen Téatigkeiten gehdren die moleku-
largenetische Begleitung des Stammzelltransplantationsmonitorings, die Abstam-
mungsbegutachtung sowie die Etablierung und Translation von Technologien des
Third-Generation-Sequencing (z. B. Nanopore-Sequenzierung) in die Routinediag-
nostik. Im Rahmen der SARS-CoV-2-Pandemie war sie maf3geblich an der Etablie-
rung eines STR-basierten Ausfallsicherungsverfahrens fiir die qRT-PCR beteiligt und
fiihrte umfassende Virus-Whole-Genome-Analysen mittels Nanopore-Sequenzie-
rung durch, die regelmagig an das Robert Koch-Institut {ibermittelt wurden. Aktuell
befasst sie sich mit der Validierung von NGS- und TGS-basierten Diagnostikverfahren
insbesondere im Bereich des Whole-Exome- und Whole-Genome-Sequencing, der
Chiméarismusanalytik und der Anwendung genomischer Methoden in der Blutgrup-
pendiagnostik.

E-Mail: Molekulare-Diagnostik@blutspende.de



Dipl.-Volkswirt Oliver Gebauer
DRK-Blutspendedienst Baden-Wiirttemberg — Hessen

Dr. Marcel Grauer
DRK-Blutspendedienste West

Prof. Dr. med. Harald Kliiter

Universitat Heidelberg

4

Vincent Kramer, M.Sc.
Institut fiir Klinische Transfusionsmedizin

und Immungenetik Ulm

Dipl.-Volkswirt Oliver Gebauer ist seit 2023 Compliance-Beauftragter der DRK-Blut-
spendedienst Baden-Wiirttemberg — Hessen gGmbH und zudem fiir die Nachhaltig-
keitsberichterstattung verantwortlich.

E-Mail: o.gebauer@blutspende.de

Dr. Marcel Grauer ist seit 2024 als stellvertretender Abteilungsleiter der Qualitdts-
kontrolle beim DRK-Blutspendedienst West im Zentrallabor tatig. Nach seinem Che-
miestudium promovierte er in Wuppertal und sammelte praktische Erfahrungen in
der pharmazeutischen Produktion und Qualitdtskontrolle. Zudem ist er in der Funk-
tion als stellvertretender Stufenplanbeauftragter und als Beauftragter fiir Medizin-
produktesicherheit fiir den Blutspendedienst tatig.

E-Mail: m.grauer@bsdwest.de

Herr Prof. Dr. med. Harald Kliiter ist Professor fiir Transfusionsmedizin und Immu-
nologie an der Medizinischen Fakultdt Mannheim der Universitdt Heidelberg und Di-
rektor des Instituts fiir Transfusionsmedizin und Immunologie des DRK-Blutspende-
dienst Baden-Wiirttemberg — Hessen gGmbH. Nach dem Studium der Pharmazie und
der Medizin in Mainz und Liibeck folgten die Promotion an der Universitat Hamburg
und die Habilitation an der Medizinischen Universitat zu Liibeck. Herr Prof. Dr. Kli-
ter ist Mitglied des Wissenschaftlichen Beirats der Bundesdrztekammer und war von
2017 bis 2018 1. Vorsitzender der Deutschen Gesellschaft fiir Transfusionsmedizin und
Immunhdmatologie (DGTTI).

E-Mail: h.klueter@blutspende.de

Vincent Kramer, M.Sc. Biomedical Science, ist Biotechnologe in der Abteilung fiir
Molekulare Diagnostik, Molekulare Therapie und Experimentelle Transplantation am
Institut fiir Klinische Transfusionsmedizin und Immungenetik (IKT) Ulm. Herr Kra-
mers Tatigkeitsschwerpunkt liegt in der biologischen Etablierung eines Workflows
zur molekulargenetischen Erregerdiagnostik mittels Third-Generation-Sequencing.
Neben der experimentellen Umsetzung befasst er sich mit der Validierung und kon-
zeptionellen Entwicklung iiber verschiedene Probenmatrices hinweg. Dabei begleitet
er auch die anschliefende bioinformatische Analyse, insbesondere in Hinblick auf
Riickkopplung und Evaluierung der Ergebnisse. Sein besonderes Interesse gilt der Im-
plementierung und Standardisierung molekularbiologischer Routinen zur Detektion
bakterieller, viraler und mykotischer Erreger — mit dem Ziel, diagnostische Fragestel-
lungen zu adressieren, die mit konventionellen Methoden bislang nicht beantwortbar
sind. Er promoviert derzeit im Rahmen der International Graduate School in Mole-
cular Medicine Ulm (IGradU).

E-Mail: Molekulare-Diagnostik@blutspende.de
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Dr. Mario Majchrzak
DRK-Blutspendedienst West

Prof. Dr. med. Axel Matzdorff

GLG Werner Forfmann Klinikum Eberswalde

Prof. Dr. med. David Messerer,
MME, MHBA

Institut fiir Klinische Transfusionsmedizin

und Immungenetik Ulm

PD Dr. med. Oliver Meyer
DRK-Blutspendedienst NSTOB
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Dr. Mario Majchrzak ist seit 2019 als Stufenplanbeauftragter und Leiter der Quali-
tatskontrolle beim DRK-Blutspendedienst West tdtig. Nach seinem Biochemie-
studium in Bochum promovierte er an der Universitat Ziirich.

E-Mail: m.majchrzak@bsdwest.de

Prof. Dr. med. Axel Matzdorff ist Facharzt fiir Innere Medizin mit dem Schwerpunkt
Héamatologie und Onkologie (1998) und der Zusatzweiterbildung Hamostaseologie
(2005). Seit Januar 2025 leitet er die hdmatologisch-onkologische Ambulanz des Wer-
ner ForBmann Krankenhauses in Eberswalde. Nach dem Studium der Humanmedizin
in Gieen (1980—-1987) arbeitete er zundchst als Assistenzarzt an der Northwestern
University in Chicago (1993 American Board of Internal Medicine Certification), spater
wieder an der Justus-Liebig-Universitat in Gief3en. Von 2006 bis 2015 war er Chef-
arzt der Klinik flir Himatologie und Onkologie am Caritasklinikum in Saarbriicken,
von 2015 bis 2024 Chefarzt der Klinik fiir Innere Medizin II am Asklepios Klinikum
Uckermark in Schwedt. Seine Interessenschwerpunkte sind Thrombozytopenien und
Gerinnungsstoérungen bei Tumorpatienten.

E-Mail: axel. matzdorff@klinikum-barnim.de

Prof. Dr. med. David Alexander Christian Messerer, MME, MHBA ist Facharzt fiir
Transfusionsmedizin und leitet die Abteilung fiir Molekulare Diagnostik, Moleku-
lare Therapie und Experimentelle Transplantation am Institut fiir Klinische Trans-
fusionsmedizin und Immungenetik (IKT) Ulm. Er arbeitet iiberdies am Lehrstuhl fiir
Transfusionsmedizin (Arztlicher Leiter: Prof. Dr. H. Schrezenmeier). Prof. Messerers
Forschungsschwerpunkt liegt in der akuten Entziindungsreaktion bei Sepsis mit ei-
nem besonderen Interesse an neuartigen Methoden des Immunomonitorings sowie
der Translation von Third-Generation-Sequencing und hochdimensionaler Imaging
Cytometry.

E-Mail: sekretariat.messerer@blutspende.de

PD Dr. med. Oliver Meyer ist Facharzt fiir Transfusionsmedizin. Bis Juni 2021 war er
Oberarzt und stellv. Institutsdirektor sowie Lehrbeauftragter des Instituts fiir Trans-
fusionsmedizin der Charité — Universitatsmedizin Berlin. Seine Tatigkeitsschwer-
punkte waren neben der inhaltlichen Konzeption und der Organisation der Lehrver-
anstaltungen des Instituts die Thrombozyten- und Granulozytenimmunologie, die
Thrombozytenfunktion. Dariiber hinaus leitete er eine Ambulanz, in der vor allem
Patient:innen mit Immunthrombozytopenie und Autoimmunhdmolytischer And-
mie, aber auch mit Gerinnungstérungen behandelt wurden. Seit Juli 2021 ist er Me-
dizinischer Geschaftsfiihrer des Blutspendedienstes der Landesverbdnde des DRK in
Niedersachsen, Sachsen-Anhalt, Thiiringen, Oldenburg und Bremen gGmbH.

E-Mail: oliver.meyer@bsd-nstob.de



Dr. med. Markus M. Miiller
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Dipl.-Geogr. Martin Oesterer
DRK-Blutspendedienst Baden-Wiirttemberg — Hessen

Dr. med. Salim Oulghazi
DRK-Blutspendedienst Baden-Wiirttemberg — Hessen

Dr. med. Markus M. Miiller ist Facharzt fiir Transfusionsmedizin mit der Zusatz-
bezeichnung Hamostaseologie und als Oberarzt und Abteilungsleiter am Institut flir
Transfusionsmedizin und Immunhdmatologie in Frankfurt am Main beschaftigt. Nach
dem Studium der Humanmedizin und Promotion an der Universitdt Ulm im Fachbe-
reich Innere Medizin — Hdmostaseologie / Hdmatologie und internistische Onkologie
begann er seine klinische Ausbildung in der Inneren Medizin mit den Schwerpunk-
ten Hamostaseologie und Hamatologie an der Universitatsklinik Ulm unter Prof. Dr.
med. Hermann Heimpel. Er wechselte dann als Projektleiter fiir klinische Forschung
zu einem global tdtigen forschenden Arzneimittelunternehmen und leitete dort zwei
Forschungsbereiche. Von 2001 bis Ende 2019 war er am Institut in Frankfurt beschaf-
tigt. Von 2011 bis 2020 leitete er als Oberarzt die Abteilung Blutentnahme am Institut
Frankfurt. Das Fortbildungs- und Schulungsangebot , Transfusionsmedizin* fiir ex-
terne Kliniken wurde von ihm aufgebaut und geleitet. Als leitender Arzt war er auch
flir die immunhdmatologische Diagnostik und die Blutdepots an externen Kliniken
verantwortlich sowie als Qualitdtsbeauftragter Hdmotherapie und externer Trans-
fusionsverantwortlicher tdtig. Er war Studienleiter einer Langzeitstudie zur Sicher-
heit freiwilliger gesunder Stammzellspender, beschaftigt sich wissenschaftlich mit
Methoden zur Pathogeninaktivierung von Blutpraparaten und publiziert zusammen
mit Kollegen Buchbeitrige und wissenschaftliche Ubersichtsarbeiten auf den Ge-
bieten der Hamostaseologie und der Transfusionsmedizin. In den letzten Jahren sind
die klinische Transfusionsmedizin und das Patient Blood Management (PBM) For-
schungsschwerpunkte von Dr. Miiller. Von 2020 bis 2023 leitete Dr. Miiller als Arzt-
licher Direktor und Institutsdirektor das Institut fiir Transfusionsmedizin und Im-
munhdmatologie (ITM) in Kassel des DRK-Blutspendedienstes Baden-Wiirttemberg
— Hessen. Seit 2023 ist er als Oberarzt und Abteilungsleiter Blutspende am Institut
flir Transfusionsmedizin und Immunhdmatologie in Frankfurt am Main beschaftigt.
E-Mail: m.mueller@blutspende.de

Dipl.-Geogr. Martin Oesterer studierte von 1990 bis 1996 Wirtschafts- / Sozialgeo-
graphie und Politische Wissenschaften in Heidelberg, Erlangen und Loughborough
(UK). Nach beruflichen Stationen im Direktmarketing, der Informationstechnologie,
Telekommunikation und IT-Beratung ist er seit 2018 bei den DRK-Blutspendediens-
ten Baden-Wiirttemberg — Hessen und Nord-Ost fiir die Organisation der ca. 12.000
mobilen Blutspendetermine, fiir die analoge/digitale Spenderkommunikation und
fiir die Pressearbeit verantwortlich. Kernthemen seiner Arbeit sind die Steigerung der
Sichtbarkeit des Themas ,,Blutspende‘ in der Bevolkerung, die Mobilisierung zur ers-
ten Blutspende und die nachhaltige Bindung von Spenderinnen und Spendern.
E-Mail: m.oesterer@blutspende.de

Dr. med. Salim Oulghazi ist Assistenzarzt flir Transfusionsmedizin am DRK-Blut-
spendedienst Baden-Wiirttemberg — Hessen, Institut fiir Transfusionsmedizin und
Immunhdmatologie in Frankfurt. Wissenschaftlich befasst er sich mit zelluldren Im-
muntherapien, Einzelzellanalysen und molekularen Mechanismen therapierefrakta-
rer Leukdmien.

E-Mail: s.oulghazi@blutspende.de
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Dipl.-Wirtschaftsing. W. Riistig ist seit Dezember 2003 kaufmannischer Geschafts-
fithrer des DRK-Blutspendedienstes Nord-Ost gGmbH sowie kaufmdnnischer Ge-
schaftsfithrer in der Konzerngeschaftsfilhrung des DRK-Blutspendedienstes Ba-
den-Wiirttemberg — Hessen gGmbH. Zuvor durchlief Wolfgang Riistig, nach seinem
Studium als Wirtschaftsingenieur an der TU-Berlin, einige Industriestationen. Herr
Wolfgang Riistig ist im Jahre 1969 geboren, ist verheiratet und hat eine Tochter.
E-Mail: w.ruestig@blutspende.de

PD Dr. med. Dr. med. habil. Michael Schmidt ist Facharzt fiir Transfusionsmedizin
und Arbeitsmedizin und arbeitet seit 2003 im Blutspendedienst im Institut Frankfurt,
gegenwartig als Bereichsleiter und Abteilungsleiter fiir das Spenderscreening. Fiir
seine wissenschaftliche Tatigkeit im Bereich , Sicherheit der Blutprodukte wurde
er 2004 mit dem Fritz-Schiff-Preis ausgezeichnet. Sein wissenschaftlicher Schwer-
punkt stellt die Entwicklung und Optimierung von Methoden zum Nachweis von vira-
len und bakteriellen Pathogenen dar.

E-Mail: m.schmidt@blutspende.de

Univ.-Prof. Dr. med. Hubert Schrezenmeier, Facharzt flir Transfusionsmedizin und
Innere Medizin mit Schwerpunkt Hdmatologie und internistische Onkologie, ist Pro-
fessor fiir Transfusionsmedizin an der Universitit Ulm und Arztlicher Direktor des In-
stituts fiir Transfusionsmedizin der Universitit Ulm und Arztlicher Leiter des Instituts
filir Klinische Transfusionsmedizin und Immungenetik Ulm gGmbH — eine gemeinsa-
me Einrichtung des DRK-Blutspendedienstes Baden-Wiirttemberg — Hessen gGmbH
und des Universitdtsklinikums Ulm ASR. Seine aktuellen Forschungsschwerpunkte
umfassen die Entwicklung von ,,advanced therapy medicinal products (ATMP), vor
allem mesenchymale Stromazellen fiir die regenerative Therapie, die Entwicklung
molekularer Diagnostik im Kontext der Transfusions- / Transplantationsmedizin so-
wie Untersuchungen zur Pathophysiologie und Therapie der hdmatopoietischen In-
suffizienz und hamolytischer Erkrankungen. Ein Aspekt hiervon ist die Untersuchung
molekularer Aspekte der Komplementregulation und die klinische Weiterentwicklung
einer zielgerichteten Modulation des Komplementsystems sowie aktuell eine randomi-
sierte klinische Studie von Rekonvaleszentenplasma bei COVID-19 (CAPSID-Studie).
E-Mail: h.schrezenmeier@blutspende.de

Dr. med. Joachim Schwible ist Facharzt fiir Innere Medizin und leitet die Abteilung
Zellseparation am DRK-Blutspendedienst Baden-Wiirttemberg — Hessen, Institut fiir
Transfusionsmedizin und Immunhdmatologie in Frankfurt. Sein wissenschaftlicher
und klinischer Schwerpunkt liegt auf der Gentherapie bei Hamophilien.

E-Mail: j.schwaeble@blutspende.de
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Univ.-Prof. Dr. med. Torsten Tonn
DRK-Blutspendedienst Baden-Wiirttemberg — Hessen

Dr. med. Karolin Trautmann-Grill

Universitatsklinikum Carl Gustav Carus Dresden

Annika Vogt, M.Sc.

Institut fiir Klinische Transfusionsmedizin

und Immungenetik Ulm

Dr. med. Thomas Stauch ist Facharzt fiir Innere Medizin mit Hamatologie und Onko-
logie. Er arbeitet als Oberarzt am Universitatsklinikum Jena, KIM II (Hdmatologie und
Onkologie). Daneben war er bis 9/2023 Chefarzt der Onkologie in der Adelsbergklinik
Bad Berka. Seit 10/2023 betreibt er eine Praxis fiir Himatologie und Onkologie in Jena.
E-Mail: Thomas.Stauch@med.uni-jena.de

Univ.-Prof. Dr. med. Torsten Tonn ist med. Geschaftsfiihrer des DRK-Blutspende-
dienstes Baden-Wiirttemberg — Hessen gGmbH und verschiedener Tochtergesell-
schaften. Seit 2024 ist er zudem Lehrstuhlinhaber fiir Transfusionsmedizin und Mo-
lekulare Hamatologie an der Goethe-Universitdt Frankfurt. Zuvor war er ab 2009
Lehrstuhlinhaber fiir Transfusionsmedizin an der Technischen Universitat in Dresden
und leitete das dortige DRK-Institut fiir Transfusionsmedizin.

E-Mail: t.tonn@blutspende.de

Dr. med. Karolin Trautmann-Grill ist Fachdrztin fiir Innere Medizin mit Schwer-
punkt Hamatologie und Onkologie mit Zusatzbezeichnung Hamostaseologie. Sie ar-
beitet als Oberdrztin in der Medizinischen Klinik I des Universitdtsklinikums Dresden
und leitet dort die hamatoonkologische Ambulanz. Thre Tatigkeitsschwerpunkte sind
die klassische Hamatologie, das Multiple Myelom und die Behandlung hdmorrhagi-
scher Diathesen.

E-Mail: Karolin.Trautmann@ukdd.de

Annika Vogt, M.Sc., ist Bioinformatikerin in der Abteilung fiir Molekulare Diagnostik,
Molekulare Therapie und Experimentelle Transplantation am Institut flir Klinische
Transfusionsmedizin und Immungenetik (IKT) Ulm. Frau Vogts Tatigkeitsschwer-
punkt liegt auf der Entwicklung und Optimierung bioinformatischer Losungen fiir die
Datenanalyse von Second- und Third-Generation-Sequencing sowie auf der Automa-
tisierung entsprechender Auswertungsprozesse. Dabei beschéftigt sie sich auch mit
regulatorischen Anforderungen wie der Umsetzung der IVDR-Verordnung, insbeson-
dere im Bereich zukiinftiger Anwendungen wie Whole-Exome- und Whole-Genome-
Sequencing. Frau Vogts besonderes Interesse gilt dem Losen komplexer genetischer
Fragestellungen, der Entwicklung bioinformatischer Ansdtze und deren Anwendung
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Priv.-Doz. Dr. med. Franz F. Wagner ist als Hauptabteillungsleiter am Institut Sprin-
ge des DRK-Blutspendedienstes NSTOB verantwortlich fiir die Labordiagnostik am
Institut Springe, einschliefllich der Labordiagnostik aller Blutspenden im Bereich des
DRK-Blutspendedienstes NSTOB, zugleich ist er Stufenplanbeauftragter und stellver-
tretende sachkundige Person fiir das Institut Springe. Herr Dr. Wagner ist seit mehr
als 15 Jahren im Fach der Transfusionsmedizin tdtig, er ist derzeit Leiter der Sektion
Immunhdmatologie und -genetik der DGTI und wissenschaftlicher Leiter von im-
munhdmatologischen Ringversuchen bei INSTAND. Wahrend seiner Zeit in Ulm hat er
sich intensiv mit der molekularen Grundlage der Rhesus-Blutgruppe beschaftigt und
unter anderem die Ursache des ,,weak D“-Phdnotyps und die Struktur des Rhesus-
Lokus aufgekldrt. Seit 2003 beschaftigt er sich wissenschaftlich schwerpunktmafig
mit der Entwicklung von Genotypisierungsmethoden im Bereich der Blutgruppen-
diagnostik.

E-Mail: franz.wagner@bsd-nstob.de

Dr. biol. hum. Rebekka Waldmann ist promovierte Biologin in der Abteilung fiir Mo-
lekulare Diagnostik, Molekulare Therapie und Experimentelle Transplantation am
Institut fiir Klinische Transfusionsmedizin und Immungenetik (IKT) Ulm. Dr. Wald-
manns Schwerpunkt liegt in der Translation von Sequenziertechnologien der dritten
Generation in die Routinediagnostik. Hierbei arbeitet sie aktuell an der Sequenzierung
von Blutgruppengenen und der Detektion von Pathogenen.

E-Mail: Molekulare-Diagnostik@blutspende.de

Dr. med. Christof Weinstock ist Facharzt fiir Transfusionsmedizin. Seit 2011 leitet er
die Abteilung Blutgruppenserologie und Immunhdmatologie am Institut fiir Klinische
Transfusionsmedizin und Immungenetik in Ulm.

E-Mail: c.weinstock@blutspende.de
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