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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.
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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-
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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

hémotherapie



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 mdglich
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

Glinstig 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*® 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 wahrend 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 ist'4'. 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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moglicht?4. 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.
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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 kdnnen struk-
turelle Varianten, wie Translokationen, Inversionen oder
Deletionen, nur eingeschrdnkt erfasst werden?.2.

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 vollstdan-
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 aufkldren3®. 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 zusdtzliche 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

hamotherapie
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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
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Vollstandigkeit noch auf abschlieende Richtigkeit. Alle Angaben wurden sorgfaltig 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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