Genetische Typisierung von

Erythrozytenantigenen bei Blutspendern

1. Typisierung von Blut-
spendern auf ein erwei-
tertes Antigenspektrum

Etwa ein bis zwei Prozent der Ery-
throzytenkonzentrate in Westeuropa
und Nordamerika werden fur Pati-
enten angefordert, die irregulare anti-
erythrozytare Antikorper besitzen (7).
Im Normalfall erfolgt die Versorgung
mit Blut, welches die jeweiligen kor-
respondierenden Antigene nicht auf-
weist. Der Aufwand der Blutbanken,
kompatible Erythrozytenkonzentrate
zu finden, korreliert sowohl mit der
Anzahl typisierter Spender in den Da-
tenbanken als auch mit der Phano-
typenhaufigkeit des gesuchten Typs.
Eine hohe Anzahl (vor-) typisierter
Blutspender garantiert kurze Reakti-
onszeiten vom Zeitpunkt der Anfor-
derung bis zur Auslieferung an die
Krankenh&user. Sind im Gegensatz
dazu nur wenige Typisierungsergeb-
nisse in den Spenderdatenbanken
vorhanden, ist das mit einem hohen
akuten Typisierungsaufwand sowie
schlecht vorhersehbaren Suchergeb-

nissen verbunden (2).

Um derartige Situationen zu ver-
meiden und im Anlassfall rasch kom-
patible Blutprodukte zur Verflgung
stellen zu kdénnen, betreiben die
meisten  transfusionsmedizinischen
Zentren gezielte Typisierungspro-

gramme, mit denen sie einen Teil der

Mehrfachspender Uber ABO, RhD,
Kell und Rh-Phanotyp hinausgehend
bezlglich vieler weiterer relevanter

erythrozytarer Antigene typisieren.

1.1 Grenzen serologischer Typi-

sierungsansétze

Gerade die Typisierung erythrozy-
tarer Antigene war sehr lange eine
rein serologische Domane. Prinzipiell
sind alle Antigene, da sie serologisch
definiert sind, der Phanotypisierung
zuganglich. Es sind auch fur die wich-
tigesten Spezifitaten Typisierungsre-
agenzien sehr guter Qualitat vorhan-
den, die nicht kreuzreagieren. Fur
viele Spezifitdten gibt es monoklonale
Reagenzien, die immer in ausrei-
chenden Mengen und mit adaquater
Qualitat zur Verflgung stehen. Fur ei-
nige andere Spezifitaten stehen poly-
klonale Antisera zur Verfugung. Trotz-
dem ist das Spektrum kauflicher CE-
zertifizierter Reagenzien mit etwa 30
Sperzifitdten doch limitiert und vor
allem gréBere Zentren haben regel-
maBig einige Patienten mit Antikor-
perspezifitaten zu versorgen, die mit
den kommerziellen Reagenzien nicht
abgedeckt werden kénnen (z. B.: An-
ti-Yt?). In diesen Fallen mussen CE-
zertifizierte Reagenzien durch Patien-
tenmaterial oder Referenzmaterial,
dass durch nationale oder internatio-
nale Programme (z. B. SCARF) aus-

getauscht wird, ersetzt werden.

Dr. med. Christof Jungbauer

Osterreichisches Rotes Kreuz

Blutspendezentrale fiir Wien, Niederdsterreich und Burgenland
Stellvertretender Medizinischer Leiter

Laborleiter

Zusammenfassung

Wéhrend des letzten Jahrzehnts haben molekularbiologische
Methoden auch bei der routineméBigen Spendertypisierung
von erythrozytéren Antigenen in den Blutbanken Einzug
gehalten. Das Ziel dieser Typisierung eines Teils der Mehr-
fachspender beziiglich eines groBeren Antigenspektrums

ist die addquate und rasche Versorgung von Patienten mit
irreguldren antierythrozytéren Antikrpern mit geeigneten Blut-
produkten. Der Suche nach Spendern mit seltenen Bluttypen
kommt hierbei eine besondere Bedeutung zu.

Die genetische Spendertypisierung ist damit neben der pati-
entenseitigen Typisierung als Unterstiitzung bei der Abklédrung
komplexer Félle und der nicht-invasiven prénatalen RHD-
Bestimmung bei Feten RhD-negativer Schwangerer eines der
drei Hauptanwendungsgebiete erythrozytarer molekularbiolo-
gischer Diagnostik.

Summary

During the last decade molecular methods have been adopted
for routine red cell antigen typing of a subset of repeat blood
donors in blood establishments. The aim of typing blood
donors for an extended spectrum of red cell antigens is to
facilitate an adequate and efficient supply of patients carrying
red cell antibodies with suitable blood units. A special task is
screening for donors with rare blood types.

Donor genotyping is along with patient genotyping as support
of the red cell reference laboratory for resolving complex
cases and non-invasive prenatal RHD-typing in RhD-negative
pregnancies one of three fields of red cell molecular typing.




ISBT Blutgruppensysteme

Antigene

Systemname ISBT Symbol Anzahl der Gennamen

Chromos. CD Code
Lokalisation

- ABO ABO 4 ABO 9934.2
n MNS MNS 46 GYPA, GYPB, GYPE 4931.21 CD235
n P1PK P1PK 2 A4GALT 22q13.2
n Rh RH 52 RHD, RHCE 1p36.11 CD240
n Lutheran LU 20 LU 19¢13.32 CD239
n Kell KEL 32 KEL 7934 CD238
Lewis LE 6 FUT3 19p13.3
n Duffy FY 5 DARC 10923.2 CD234
n Kidd JK 3 SLC14A1 18q12.3
m Diego DI 22 SLC4AT 17921.31 CD233
n Yt YT 2 ACHE 70221
n Xg XG 2 XG, MIc2 Xp22.33 CD99
n Scianna SC 7 ERMAP 1p34.2
n Dombrock DO 7 ART4 12p12.3 CD297
n Colton co 4 AQP1 7p14.3
n Landsteiner-Wiener LW 3 ICAMA4 19p13.2 CD242
Chido/Rodgers CH/RG 9 C4A, C4B 6p21.3
| 18] H H 1 FUTI 19q13.33 cD173
n Kx XK 1 XK Xp21.1
m Gerbich GE 1 GYPC 2q14.3 CD236
n Cromer CROM 16 CD55 1932.2 CD55
| 22| Knops KN 9 CRI 1932.2 CD35
m Indian IN 4 CcD44 11p13 CD44
| 24| Ok 0K 3 BSG 19p13.3 CD147
ﬁ Raph RAPH 1 CD151 11p15.5 CD151
m John Milton Hagen JMH 6 SEMA7A 150241 CD108
| | 1 GCNT2 6p24.2
m Globoside GLOB 1 B3GALT3 3026.1
m Gill GIL 1 AQP3 9p13.3
m Rh-associated gp RHAG 3 RHAG 6p21-qter ch241
n Forssman FORS 1 GBGT1 9934.2
E Junior JR 1 ABCG2 4922 CD338
m Langereis LAN 1 ABCB6 2036

Tabelle 1
modifiziert nach http://www.isbtweb.org/working-parties/red-cell-immunogenetics-and-terminology/

Oft wird in-house Patientenmaterial nur sporadisch verfugbare kommerzi-

zu Screeningzwecken und kost- elle Sera zur Bestatigung eingesetzt.

bares® Referenzmaterial oder auch Zusatzlich sind einige dieser Spezifi-

téten nur schwach reaktiv (z. B.: Anti-
Do?, -Do®; Anti-Js?, JsP) oder treten

nur selten als singulare Spezifitat auf.




Die serologischen Typisierungsme-
thoden stellen auch bei der Typisie-
rung erweiterter Profile mit Testkos-
ten von etwa ein bis zwei Euro pro
Antigen noch immer den Standard
dar, an denen alternative Methoden

gemessen werden.

1.2 DNA-basierte Methoden als

Alternative zur Serologie

Im Gegensatz zur Serologie gibt es
bei den DNA-Methoden keine Ein-
schrankungen bei der Verfugbarkeit
der Reagenzien. Das erdffnet die
Méglichkeit zur Typisierung eines

sehr groBen Antigenspektrums (3).

Um fur eine genetische Typisierung
zuganglich zu sein, muss der Blut-
gruppenpolymorphismus auf mole-
kularer Ebene bekannt sein. Derzeit
erkennt die ISBT mehr als 300 ery-
throzytare Antigene an. 287 davon
konnten 33 Blutgruppensystemen
zugeordnet werden (Tabelle 1). Je-
des dieser Systeme besteht aus
einem oder mehreren Antigenen, die
durch ein oder mehrere eng gekop-
pelte Gene codiert werden. Die mei-
sten der Blutgruppenantigene in den
33 Systemen sind auf Allel-Ebene
bekannt und daher fir die Genoty-

pisierung zuganglich (4, 5).

Im Folgenden sollen als Beispiele

flr den oft niedrigeren, teilweise aber

sehr hohen Komplexitatsgrad, nur ei-
nige molekulare Grundlagen erythro-
zytarer Antigene angerissen werden.
Genauere Beschreibungen sind einer
Vielzahl von Publikationen und Re-
views zu entnehmen (6, 7). Die Mehr-
heit der Blutgruppenpolymorphis-
men beruht auf Einzelnukleotid-
polymorphismen (SNPs). Meistens
codiert das Gen dabei den Amino-
saurepolymorphismus, der direkt
das Antigen darstellt. Ein Beispiel da-
fur ist das Kell-Antigen am Kell-Prote-
in (8). Im Fall von Zucker-Antigenen
codiert ein SNP eine Aminosaure in
einem Glykosyltransferasegen, die
die Substratspezifitdt des Enzyms
bestimmt (z. B.: ABO). Das Ubertra-
gene Monosaccharid stellt das ei-
gentliche immunodominate Motiv
des Antigens dar. Andere Ursachen
fur allelischen Polymorphismus sind
Insertionen oder Deletionen eines
oder mehrerer Nukleotide (oder auch
ganzer Gene). So fuhrt zum Beispiel
im ABO-Gen die Deletion eines ein-
zigen Nukleotids zu einer Verschie-
bung des Leserahmens (frame-shift
mutation) mit einem vorzeitigen Tran-
skriptionsstop und einem verkUrzten
katalytisch inaktiven Transferase-
Protein (4). Eine wesentlich komplex-
ere Situation findet man im RH-Sys-
tem, wo zwei homologe eng gekop-
pelte Gene, RHD und RHCE, fur das
RhD- und RhCE-Protein codieren. Ei-

ne Vielzahl von genetischen Variati-

onen fuhren zu varianten RhD Phano-
typen (weak D, partial D, Del-Typen
und nicht exprimierte D-Gene) (9).
Den Uber zweihundert Allelen liegen
einzelne oder Kombinationen von
SNPs, Hybrid-Gene, Deletionen und
Insertionen, Splice-Site-Mutationen
und vorzeitige Stopcodons  zu-
grunde (Rhesusbase, http:/www.

uni-ulm.de/~fwagner/RH/RB/).

Der Aufwand fur die Blutgruppen-
genotypisierung ist nattrlich auch
von der Komplexitat des Blutgruppen-
systems und der Anzahl der zu erfas-
senden Allele abhéngig. Es ist vom
Anwender zu entscheiden, wie weit
auch sehr seltene Allele (z. B.: in der
jeweiligen Population ungewdhnliche
Allele) erfasst werden sollen — aus der
Sicht des Referenzlabors wére das

vorteilhaft — oder, ob es akzeptabel




ist, nur auf die haufigen oder speziell
gesuchte Allele zu fokussieren. Letz-
teres konnte ein pragmatischer An-
satz im Hochdurchsatz-Screening
bei Blutspendern sein. Es steht ein
breites Spektrum an technischen
Methoden zur Verfligung, die sich
unterschiedlich gut fir die ange-
fUhrten Anforderungen eignen. Es
sind Plattformen vorhanden, mit
denen simultan eine Hochdurchsatz-
Typisierung auf tausende Allele pro
Probe durchgefihrt werden kann
(array-Methoden), diese sind zurzeit
noch recht kostenintensiv. Es ist na-
heliegend, dass auch diese Optionen
in Zukunft zu erschwinglicheren Prei-

sen zur Verflgung stehen werden.

1.3 DNA-basierte Programme zur

Spendertypisierung

1.3.1 Auswahl des Antigenspek-

trums

ABO, RhD, Kell und der Rh-Ph&no-
typ werden im deutschen Sprach-
raum bei jedem Spender routineméa-
Big serologisch bestimmt, daher
mussten diese Antigene in ge-
netischen  Spender-Typisierungspro-
grammen nicht primar eingeschlos-

sen werden.

Die  ABO-Phanotypisierung st

durch die Kombination der Antigen-

bestimmung mit der Serumgegen-

probe auBerst gut gegen Fehler ab-
gesichert. Eine ABO-Genotypisie-
rung kann beim antransfundierten
Patienten mit Mischfeldagglutination
oder bei Diskrepanzen sehr nitzlich
sein, beim Blutspender fehlt aber ein

entsprechender Mehrwert.

Bei RhD liegt die Situation anders:
es gibt viele D-Varianten mit quantita-
tiv oder qualitativ veranderter D-Ex-
pression (weak D-Typen; partial D-
Typen) (4-6, 9). Die Genotypisierung
serolo-

ist bei abgeschwéachten

gischen Reaktionen oder diskre-
panten Befunden das Mittel der Wahl,
um die Variante (insbesondere weak
D-Typen) eindeutig zu klassifizieren.
Im Referenzlabor nimmt die Moleku-
larbiologie damit einen groBen Stel-
lenwert ein. Spenderseitig scheint
der Nutzen auf den ersten Blick
begrenzt zu sein, allerdings fuhren
bereits einige Zentren aus qualitats-
sichernden Uberlegungen routine-
maBig RHD-Genotypisierungen bei
serologisch (scheinbar) RhD-nega-
tiven Spendern durch, um Spender
mit auBerst schwacher D-Expression

(Del-Typen) zu identifizieren, von de-

ren Blutprodukten ein gewisses Im-
munisierungspotential ausgeht. Die-
se Anwendungen werden weiter un-

ten naher betrachtet.

Welche Antigene ein Typisierungs-
programm einschlieBen soll, wird
folgende Uberlegungen umfassen:

e Welche Pravalenz besitzt der kor-
respondierende Antikdrper und
wie schwierig ist es, entspre-
chende Spender zu finden?

e st der Antikorper klinisch signifi-
kant (10)?

e Gibt es einen zusétzlichen Mehr-

wert, ein Antigen einzuschlieBen?

Die Antikdrperfrequenz ist abhangig
von der Immunogenitat und der Pra-
valenz des Antigens in einer be-
stimmten Population. Der GroB3teil der
Antigene ist in den meisten Popula-
tionen relativ &hnlich verteilt, bei eini-
gen Antigenen variiert die Pravalenz
aber in unterschiedlichen ethnischen
Gruppen erheblich, und dies kann in
Einzelfallen zu Versorgungsproble-
men von Antikdrpertrédgern flhren
(z. B.: Anti-U, Anti-Js® bei afrika-

nischen Patienten) (11).




Die haufigsten bzw. relevantesten
Spezifitdten sind identisch mit den in
kommerziellen Antikorperdifferenzie-
rungspanel  angeflhrten,  bezie-
hungsweise konnen auch einigen
Richtlinien entnommen werden, wie
zum Beispiel der Britischen Richtlinie
D, C, ¢ E e K, k Fy? Fy°, Jk? JK®,

S, s, M, N, Le?) (12).

Wenn es die verwendete tech-
nische Plattform zuladsst, kann das
Spektrum auf seltenere Spezifitaten
erweitert werden, bzw. kénnen darU-
ber hinaus Antigene, flr die serolo-
gische Reagenzien nicht erhdltlich
sind oder die sehr schwach reagieren
(z. B.: Anti-Do?, -Do®, -Hy, JoP) erwei-
tert werden (13).

1.3.1.1 Seltene Bluttypen: multiple
Antikoérperspezifitdten und Anti-
kdérper gegen hochfrequente Anti-

gene

Die Versorgung von Patienten mit
mehreren Antikdrperspezifitaten (z. B.:

Anti -e, -s, -Fy?) oder Antikorpern

gegen hochfrequente Antigene (z. B.:
Anti-Lu®) ist in Abhangigkeit von der
Phanotypenhaufigkeit flr die Zentren
oft gleichermaBBen herausfordernd.
Abhéngig von der Seltenheit des
kompatiblen  Bluttyps kann es
schwierig sein, die Patienten recht-
zeitig mit einer ausreichenden Anzahl
Eryhrozytenkonzentrate (EKs) zu ver-

sorgen.

1.3.1.2 Hochfrequente Antigene
(HFAs)

Als HFAs sind jene Antigene defi-
niert, die in einer Population eine Pra-
valenz von mehr als 90 Prozent besit-
zen. Praktisch relevant werden HFAs
allerdings erst, wenn mehrere hun-
dert oder tausend Spender typisiert
werden mussen, um einen Sonder-

spender zu finden.

Seltsam et al. haben beschrieben,
dass zwei Drittel aller Anti-HFA-Spe-
zifitaten im europdischen Patienten-
kollektiv. Antikdrper gegen eine von
vier Spezifitaten (Yt%, Lu®, Vel und
KpP) gerichtet sind und dass bei rund
einem Drittel dieser Patientengruppe
die Versorgung mit EKs nicht im indi-
zierten AusmaR erfolgen konnte (14).
Aus Evidenz-basierten Uberlegungen
waére also angebracht, die haufigsten
HFA-Antigene in ein genetisches

Screening zu inkludieren (fur Vel ist

dies zurzeit noch nicht méglich).

Das Osterreichische Rote Kreuz in
Wien bezog sich zum Beispiel fur die
Auswahl der HFA-Antigene fur das
Spendergenotypisierungsprogramm
auf die Inzidenzliste des SRK Blut-
spendedienstes Bern, die damals
344 Falle mit HFA-Antikorpern ein-
schloss (H. Hustinx, personliche
Kommunikation). Die erste Version
des PCR-Assays inkludierte 12 HFAs,
was 66 % der Berner HFA-Antikor-

per-Inzidenz entsprach (15).

1.3.1.3 Niedrigfrequente Antigene
(LFAs)

Antikdrper gegen LFAs stellen kein
Problem flr die Patientenversorgung
dar. Mangels Testzellen oder Antisera
ist die Diagnostik allerdings vielfach
sehr eingeschrankt. Durch ein gene-
tisches Screening kénnen antigen-
positive Panelzellen gefunden wer-
den, was in erster Linie fUr das Refe-
renzlabor besonders im Zusam-
menhang mit dem Morbus haemo-
lyticus fetalis neonatorum interessant

ist.

1.3.2 Qualitatskontrolle RhD-

negativer Blutspender

Etliche RhD-Varianten mit sehr ge-
ringen Antigendichten (DEL-Typen)
kénnen im Hamagglutinationstest zu
falsch negativen Ergebnissen fuhren

(16). Flegel und Koautoren zeigten,




dass bei 0,21 Prozent der scheinbar
RhD-negativen Bevolkerung  in
Deutschland ein RHD-Gen nach-
weisbar war (gewdhnlich  tragen
RhD-negative Individuen in der euro-
paischen Bevolkerung homozygot ei-
ne Deletion des gesamten RHD-Ge-
ns). Etwa die Halfte davon wiesen
DEL-Allele auf, die geringe D-Expres-
sion konnte mittels Adsorptions- und
Elutionstechniken dargestellt werden
(17). Die schwache D-Expression bei
Weak D- und Partial D-Typen kann
genetisch durch ein C oder E in trans
(Ceppellini 1952) noch weiter abge-
schwacht werden (18), daher finden
sich bei scheinbar RhD-negativen
CDE-positiven

RHD-Gene als bei CDE-negativen

Individuen haufiger

Menschen. In Stdostasien ist RhD-
negativ per se ein seltener Bluttyp.
Zusétzlich finden sich unter den
scheinbar D-negativen Individuen bis
zu 17 Prozent DEL-Typen (19).

Durch die RHD Genotypisierung
kénnen mit relativ geringem Aufwand
Blutspender identifiziert werden, die
ein DEL-Allel tragen oder bei denen
eine minimale Expression von RhD-
Proteinen nicht auszuschlieBen ist
und von deren Blutprodukten daher
ein gewisses (im Vergleich zu D-posi-
tivem Blut) reduziertes (20, 21) Im-
munisierungspotential fir D-negative

Empfanger ausgehen kdnnte.

1.3.3 Best Match-Programme

Bei chronisch transfusionsbeduirf-
tigen hamatoonkologischen Patienten,
wie Patienten mit Myelodysplas-
tischem Syndrom oder Patienten mit
Hamoglobinopathien, wie Sichelzel-
landmie oder B-Thalassamie gibt es
in einigen Zentren seit 1angerem Be-
muhungen, die Patienten mit EKs zu
transfundieren, die ein mdglichst
ahnliches Antigenprofil wie der Emp-
fanger aufweisen und von denen die
statistisch geringste Immunisierungs-
wahrscheinlichkeit ausgeht (22). Fir
solche Best- oder Optimal-Match
Programme wird vom (antransfun-
dierten) Empfanger ein genetisches
Antigenprofil erstellt und elektro-
nisch, nach einem nach Immunoge-
nitat der einzelnen Antigene gewich-
tenden Algorithmus, mit den in der
Blutbank vorhandenen EKs abgegli-

chen. Das Osterreichische Rote

Kreuz fuhrt in Kooperation mit dem

St. Anna Kinderspital ein Optimal-
Match Programm fUr die Patienten

mit Hdmoglobinopathien durch.

1.3.4 Andere Faktoren die fir
Typisierungsprogramme zu

berticksichtigen sind

1.3.4.1 Auswahl der Spender

Ein Spendertypisierungsprogramm
verursacht hohe Kosten. Daher sollte
das primare Kriterium fUr die Typisie-
rung die hohe Spendefrequenz sein
und eventuell auch die Blutgruppe O
und RhD-negativ Uberreprésentiert
sein. Weiters ist es fur die Versorgung
von Patienten mit multiplen Antikor-
perspezifitaten vorteilhafter, eine Aus-
wahl von Mehrfachspendern auf ein
groBes Spektrum an Antigenen, statt
eine Vielzahl von Spendern auf je-
weils nur wenige Antigene zu typisie-

ren.

1.8.4.2 Zuverlassigkeit gene-

tischer Methoden

Die Zuverlassigkeit von Genoty-
pisierungsergebnissen ist verhéltnis-
maBig hoch (23). Sie ist fur die mei-
sten Antigene mit den serologischen
Methoden vergleichbar, in manchen
Aspekten weisen DNA-basierte Me-
thoden sogar Vorteile, in anderen
Nachteile auf. Die Genotypisierung ist

die Voraussage eines bestimmten




Phanotyps auf Basis des Nach-
weises einer Nukleinsduresequenz,
meistens (wie bei der SSP-PCR Me-
thode) aber nur eines Einzelbasen-
austausches (SNP). Dabei werden
genetische Veranderungen auBer-
halb der Primerbindungsregionen
grundsatzlich nicht erkannt und eine
normale Genexpression vorausge-
setzt. Die Wahl des Verfahrens muss
entsprechend den spezifischen An-
forderungen getroffen werden: sollen
sdmtliche seltene Allele durch die
Diagnostik erfasst werden (Referenz-
labor), mussen bei nicht konklusiven
Fallen Methoden wie die DNA-Se-
quenzierung angewandt werden. Ist
das primare Ziel ein Screening nach
Antigen-negativen Blutspendern,
kann eine Einschrankung auf die

h&ufigsten Allele ein gangbarer Kom-

promiss sein.

1.3.4.3 Regulatorische Anforde-
rungen fir die in-vitro Diagnostik

(IVD)

In der erweiterten Antigentypisie-
rung in Blutbanken und im Referenz-
labor gibt es oft ein Nebeneinander
unterschiedlichster Reagenzien- und
Testklassen, dies gilt fir den serolo-
gischen und molekularbiologischen
Bereich. Teilweise sind CE-markierte
Reagenzien und Assays vorhanden,
dort wo diese fehlen, oder als zusétz-

liche Evidenz, mUssen Patientenma-

terialien und in-house Tests einge-
setzt werden. Die Europaratsdirekti-
ve 98/79/EC hat die Moglichkeit
vorgesehen, hier validierte in-house
Verfahren in der Klasse D ohne CE-

Zertifizierung einzusetzen.

Weiters kénnen andere Verfahren
eingesetzt werden, wenn deren Er-
gebnisse auschlieBlich im  Sinne
eines Vorscreenings gehandhabt
werden und die Blutprodukte gege-
benenfalls vor Auslieferung mit flr
IVD zugelassenen Reagenzien be-
zUglich des relevanten Antigens be-

statigt werden.

1.3.4.4 Datenbank und Algorith-
men

Der IT- und Datenbankstruktur
kommt ein entscheidender Anteil flr

das optimale Funktionieren von Typi-

sierungsaktivitdten und Patientenver-

sorgung zu. Im gunstigsten Fall un-
terstitzt die IT die Auswahl geeig-
neter Mehrfachspender, steuert die
Praanalytik, erhalt die Typisierungs-
ergebnisse Uber eine automatisierte
Schnittstelle, fUhrt zu allen Antigenen
Prafungen auf Differenzen zu histo-
rischen Testergebnissen durch und
unterstitzt die Suche nach kompa-
tiblen EKs, Sonderspendern oder
nach EKs mit dem errechnet gering-
sten Immunisierungspotential  flr
(Best

einen konkreten Patienten

Match) optimal.

Zum Sicherstellen der Daten- und
Produktqualitét sollte bei allen Typi-
sierungsdaten gemeinsam mit dem
Ergebnis auch die Methode gespei-
chert werden (z. B.: IVD-Methode 1,
IVD-Methode 2, Screeningmethode,
historisches Ergebnis aus Altdaten
oder auswartige Typisierungen unbe-

kannter Methodik), damit durch ent-




Auswahl von Publikationen iiber Hochdurchsatz-Genotypisierung mit HFAs

Anzahl erythrozytarer Hochfrequente Methode Studienumfang Konkordanzrate Referenz
Genotypen/Allele Antigene (n)$ (%)
18 Lub, k, Kpb, Dib microarray 372" 98-100 (38)
35 Lub, k, FY, LWa, Dib, Coa, microarray 188 100 (33)
Hy, Joa, SC1
# U, k, Kpb, Joa microarray 94 # (37)
16 Kk, Kpb microarray 618 97-100 (39)
33,87,9,31% k, Kpb, Jsb, FY, Dib, Coa microarray 1000P 99,8 (34)
16 Lub, k, Kpb, Jsb, Dib, Coa microarray 92 100 (35)
4 Lub, Kpb, Yta, Coa SSP-PCR 3422 (27)
17 Lub, Kk, Jsb, Fy0, Hy, Joa real-time PCR 427 >99 (42)
17 Lub, k, Coa real-time PCR 200 100 (43)
Tabelle 2
? Anzahl der Evaluierung mit serologisch typisierten Proben
nur fiir einen Teil der Antigene
§  ABO, RHD, RHCE, weitere Antigene
# nicht angegeben fir die (ibrigen erythrozytaren Antigene
Modifiziert nach (15, 24, 44)
sprechende Regeln das Ausweisen Eignung fUr  Automatisierbarkeit, Reaktion ist ein zusétzlicher Detekti-

von Antigenen auf dem Produkteti-
kett oder die Nachtestung von Anti-
gentypisierungen bei unzureichender
Vorbestimmung angestoBen werden

kann.

2. DNA-basierte Testme-
thoden und Eignung als
Hochdurchsatzverfahren

Es wird ein breites Spektrum von
Methoden und Geréten in der Blut-
gruppengenotypisierung eingesetzt
(Tabelle 2): von der konventionellen
SSP-PCR mit nachfolgender Gelelek-
trophorese bis zu Mikroarray-Assays,
mit denen (theoretisch) bis zu tau-
sende Allele pro Person simultan
bestimmt werden kénnen. Die Eigen-
schaften dieser Methoden und Ge-

rate unterscheiden sich in Bezug auf

Hochdurchsatzverfahren sowie die
Anzahl der erfassbaren Allele und na-
tUrlich gibt es ganz erhebliche Kosten-
unterschiede. Einige Verfahren sind
fur die IVD zugelassen (24-26).
2.1 Konventionelle PCR
Einen erheblichen Anteil stellen
noch immer konventionelle PCR Me-
thoden, gewodhnlich mit allel-/se-
(ASP/
SSP). SSP-PCRs ermdglichen eine

quenzspezifischen  Primern
Genotypisierung mit geringen Investi-
tionskosten und sehr guinstigen Test-
kosten (27-29). Bei SSP-PCR-Ansét-
zen kénnen in einem Reaktions-Mix
mehrere Reaktionen integriert wer-
den (Multiplex-PCR) wodurch sich
die Kosten noch weiter reduzieren

lassen. Nach der eigentlichen PCR-

onsschritt notwendig, der Ublicher-
weise mittels Agarose-Gelelektro-
phorese oder Kapillarelektrophorese
durchgefuhrt wird. Die Eignung zur
Automatisierung oder fur Hoch-
durchsatz ist begrenzt (Gelelektro-
phorese), der Einsatz der Kapillar-
elektrophorese zur Detektion fuhrt
hier zu wesentlichen Verbesse-
rungen. Es gibt mehrere Anbieter von
kommerziellen Testkits (z. B.: Inno-
Train, Kronberg, Deutschland; BAG,

Lich, Deutschland).

2.2 TagMan basierte und Real-
time PCR

Anders als bei der konventionellen
PCR findet hier die PCR-Reaktion

und der Detektionsschritt in einem

Arbeitsgang statt. Die Auswertung




beruht auf einer Anderung eines Flu-
oreszenzsignals, das der Amplifikati-
on der PCR-Produkte proportional
ist. Die Detektion kann entweder in
den einzelnen Zyklen, als Endpunkta-
nalyse oder durch die spezifischen
Schmelzkurven erfolgen. Die Verfah-
ren sind im niedrigen bis mittleren
Durchsatzbereich anzusetzen (30,
31).

2.3 Pyrosequenzierung

Im Gegensatz zu den PCR-Verfah-
ren werden bei der DNA-Sequenzie-
rung nicht nur einzelne Positionen im
Gen auf das Vorliegen eines be-
stimmten  Einzelbasenpolymorphis-
mus untersucht, sondern die ge-
samte DNA-Sequenz eines DNA-
Fragments, Exons oder Gens erfasst.
Bei der Pyrosequenzierung wird im
Gegensatz zur Sanger-Technik die
Freisetzung von Pyrophosphat de-

tektiert (32).

2.4 Mikroarray-Methoden

Mit DNA-Mikroarrays kdnnen tau-
sende Reaktionen in einen Einzeltest
integriert werden. Die zu untersu-
chende DNA hybridisiert mit allelspe-
zifischen Sonden des Arrays, die an
der festen Phase, auf Chips oder Mi-
kropartikel (Beats) gebunden sind.
Die eingesetzten technischen Platt-
formen kénnen flr eine Hochdurch-

satztypisierung geeignet sein.

Im Blutbankbereich gibt es zurzeit
neben offenen, frei entwickelbaren
Systemen auch einige kommerzielle
Anbieter, die Gesamtlosungen mit
einem bestimmten Antigenspektrum

anbieten.

Im Folgenden werden beispielhaft
ein paar Methoden und Systeme an-

gefluhrt.

Eines dieser Systeme ist der HEA
BeatChip (BioArray Solutions, War-

ren, NJ, USA; http://www.immucor.

com/bioarray) mit dem 35 erythrozy-
téare Antigene typisiert werden kon-
nen (33).

Der BloodChip (Progenika, Vizcaya,
Spain) ist ein kommerzielles System
zur Typisierung von 33 erythrozy-
taren und 12 HPA-Antigenen, bei
dem insgesammt 128 Polymorphis-
men untersucht werden (73 davon
sind RHD-spezifisch, weiters sind ei-
nige ABO-Allele eingeschlossen).
Der Assay basiert auf einem Glastra-
ger als feste Phase. Er besitzt eine
Zulassung als IVD (34).

Die Luminex Technologie (Luminex,
Austin, TX, USA) ist eine auf Beats
basierende Methode, eine offene
Plattform, die mit Sets von 100 ver-
schiedenen farbcodierten Partikeln
arbeitet. Karpasitu et al. haben mit
dieser Methode einen Assay zur Typi-
sierung von 16 Erythrozytenanti-

genen entwickelt (35).

Auch andere Microarrays zur Typi-
sierung von thrombozytaren Anti-
genen oder thrombozytaren und ery-
throzytaren Antigenen wurden be-
schrieben (36, 37).

Ein weiteres System ist Geno-

meLab SNP stream (Beckman, Brea,




CA, USA). Es arbeitet im 384-well
Format. Kanadische und franzo-
sische Arbeitsgruppen haben Assays
fir 18 beziehungsweise 16 erythro-
zytare Antigene beschrieben (38,

39).

2.5 Massenspekrometrie (MS)

Bei diesen Verfahren werden zu-
nachst die DNA-Zielsequenzen in
Multiplex-PCRs amplifiziert. Die PCR-
Produkte werden danach massen-
spekrometrisch analysiert (MALDI-
TOF: matrix-assisted laser desorpti-
on/ionization -time-of-flight), wobei
die minimalen Molekulgewichtveran-
derungen eines DNA-Fragments
durch Nukleotidpolymorphismen er-
fasst werden (40). Das Auflésungs-
vermogen dieser Methode ist sehr
gut, was eine Integration vieler Anti-
genbestimmungen pro Analyse er-

laubt.

Wéhrend die Testkosten bei der MS
relativ niedrig sind, ist die Anscharf-
fung des Systems mit sehr hohen

Kosten verbunden.

3. Laufende Spender-
Genotypisierungspro-
gramme

Es gibt zahlreiche Publikationen

Uber neue Methoden flr die Spender-

genotypisierung. Sie werden ge-

wohnlich zu einem Zeitpunkt ge-
schrieben, zu dem erst wenige hun-
dert Individuen getestet worden sind.
Wesentlich spérlichere Berichte lie-
gen Uber die Aktivitdten zur Typisie-
rung groBer Spenderkollektive vor,
deshalb ist die folgende Aufzé&hlung

nur beispielhaft:

St. Louis et al. haben berichtet,
dass Héma-Québec 21.000 Blut-
spender auf 22 erythrozytare und
thrombozytare Antigene untersucht
hat (41).

Blutspendedienste  des  Roten
Kreuzes in Deutschland, der Schweiz
und Osterreich haben in drei Zentren
(Springe, Bern und Wien) zusammen
bereits mehr als 50.000 Spender mit
in-house Methoden typisiert. Dabei
wurden in Springe mehr als 30.000
Personen mit Multiplex PCR und Ka-

pillarelekrophorese bezuglich 16 An-
tigenen typisiert (M/N; S/s; Lua/Lub;
Kp?/Kp®; Fy3/Fy®; JK3/JKD; YH3/vtP;
Co?/CoP) (27) (und FF Wagner: per-
sonliche Kommunikation). In Bern
wurden mehr als 1.500 Spender auf
30 Antigene (M/N; S/s; Lu?/Lu®; K/K,
Kp?/Kp®, Js?/JsP; Jk3/JKP; Di/Di°;
Y2/Yt?; Sc1/Sc2; Do?/DoP, Hy; Co?/
Co® LWA/LWP) typisiert (C Nieder-
hauser: persdnliche Kommunikati-
on). In Wien wurden bislang mehr als
20.000 Personen auf 35 erythrozy-
tare Antigene (M/N; S/s; Lu?/Lu®
LU8/ LU14; K/k, Kp?/KpP/Kp®, Js?/
Jsb, KEL11/KEL17; Fy*/Fy°, Fy®"
(FYBWK), Fy0 (FYBES); Jk?/JK®; Di¢/
DI°, Wr/Wr®; Yt2/Yt®; Do?/Do®, Co?/
Co® In?/In®) mit Multiplex-PCR und
Gelelektrophorese typisiert (29). Die
Zentren planen jahrlich zwischen

5.000 und 10.000 weitere Spender

Zu typisieren.




3.1 Effektivitat und Kosten-

effizienz

Die Effektivitat von Spendertypisie-
rungsprogrammen kann durch den
Prozentsatz der Blutprodukte fir An-
tikorpertrager beschrieben werden,
die aufgrund einer Datenbankabfrage
versorgt werden konnen. Eine hohe
Anzahl von Typisierungsdaten in der
Datenbank wird auch eine hoéhere
Trefferquote geeigneter Blutprodukte
zur Folge haben, als ein geringer
Typisierungsgrad. Wenn bereits ein
hoher Typisierungsanteil erreicht ist,
steigt die Effektivitat aber nicht mehr
in gleichem MaBe wie vorher sondern
nahert sich asymptotisch dem Maxi-
mum. Es gilt also, die optimale Anzahl
von Spendern zur Typisierung zu eru-
ieren, bei denen sich die Trefferquote
bei Datenbankabfragen und die Typi-
sierungskosten in einem vernunftigen
Verhéltnis bewegen. So haben Perre-
ault et al. die Situation der Héma
Quebéc analysiert und ermittelt, dass
21.000 typisierte Spender eine Tref-
ferquote von 95 Prozent aller Anfor-
derungen fUr Antikdrpertrager erge-

ben sollten (2).

Bezlglich Kosteneffizienz sind die
groBen Kostendifferenzen der be-
schriebenen Methoden und Systeme
anzusprechen. Zum einen gibt es in-

house Methoden (,low-tech* SSP-

PCR), die mitunter geringere Ge-

samtkosten verursachen als die se-
rologische Bestimmung. Andererseits
werden automatisierte ,high-tech*-
Systeme angeboten, die (theoretisch)
die simultane Testung auf tausende
Allele zulassen wirden, deren Kosten
zurzeit aber noch ein Vielfaches der
Standard-Serologie betragen. Als
Beispiel fur besonders kostengln-
stige Methoden wurden von Wagner
et al. die Testkosten ihrer in-house
Typisierung auf 16 Antigene mit 0,125
Euro pro Antigen (inklusive DNA-Ex-
traktion) angegeben (27). Bei der in
Wien angewandten in-house-Metho-
de liegen die Kosten bei 0,14 Euro
pro Antigen (29). Beide Verfahren lie-
gen damit kostenmaBig unter den se-

rologischen Methoden.

4. Zusammenfassung

Eine ausreichende Anzahl bezlg-
lich eines groBeren Spektrums ery-
throzytarer Antigene ausgewerteter
Spender ermdglicht eine rasche und
suffiziente Versorgung von Patienten
mit irregularen Blutgruppenantikor-
pern. Dartber hinaus kénnte in Zu-
kunft auch prophylaktischen ,Best
Match* Programmen, insbesondere
fUr chronisch transfusionsbedurftige
hamatoonkologische Patienten, eine
bedeutendere Rolle zukommen. Reid
fasst dartber hinaus noch weitere
Anwendungen zusammen, wie ein

prophylaktisches Jka- und Jkb-Mat-

ching, um bei immunisierten Pati-
enten, deren AntikOrpertiter unter die
Nachweisgrenze gefallen ist, hamoly-
tische Transfusionsreaktionen zu ver-
meiden oder multipel transfundierte
Patienten mit Auto- und Panaggluti-
ninen um hier hdmolytische Transfu-
sionsreaktionen durch nicht detek-
tierbare Alloantikdrper zu verhindern
(13).

Das Antigenspektrum von Typisie-
rungsprogrammen sollte sich am tat-
sdchlichen Bedarf der transfusions-
medizinischen Zentren, also der Pr&-
valenz der Erythrozytenantikdrper
und ihrer klinischen Signifikanz orien-

tieren.

Weiters sollte auch ein Screening
nach Sonderspendern mit seltenen
HFA-negativen Bluttypen erfolgen. In
diesem Zusammenhang ist auch die
Versorgung von Patienten mit sel-
tenen Bluttypen in ethnischen Min-
derheiten zu bedenken, die nicht nur
in Bezug auf die verflugbaren Blutpro-
dukte sondern auch diagnostisch
noch problematischer sind. Eine in-
tensive Zusammenarbeit der transfu-
sionsmedizinischen Zentren im Rare
Blood-Bereich ist notwendig. Platt-
formen, wie das nun unter die
Schirmherrschaft der DGTI gestellte
Berner-Register  (http://raredonor.
bsd-be.ch/index.php?id=3; H. Hus-

tinx), ermdglichen, im Bedarfsfall die




rasche Uberregionale Suche nach

geeigneten Spendern.

Die Erfordernisse an das Antigen-
spektrum und die Anzahl der einge-
schlossenen Allele im Referenzlabor-
bereich weichen von den Anforde-
rungen im Spenderbereich teilweise
ab. Im Spenderbereich ist das prima-
re Ziel die Datenbanken bei vertret-
baren Kosten mit groBen Mengen an
Typisierungsdaten zu fullen um im
Bedarfsfall spezielle Blutprodukte,
die bezlglich der angeforderten Anti-
gene negativ sind, zu liefern. Diese
Anforderungen sind haufig mit preis-
gUnstigeren Methoden zu erreichen,
als wenn eine weitgehende Vollstan-
digkeit in Bezug auf Nachweis von

Varianten/Allelen gewinscht wird.

Gleiches gilt fur die Kosteneffizienz,
auch sie wird priméar durch die ge-
wéhlte Methode bestimmt. Einige in-
house Methoden sind kosteneffizi-
enter als die serologischen Standard-
methoden, kommerzielle Systeme
sind teilweise noch erheblich teurer,
manche sind aber fur die in-vitro Dia-
gnostik zugelassen. Screening-Pro-
gramme, deren Testergebnisse aus-
schlieBlich einer Vorauswahl der
Spender oder Blutprodukte dienen,
ermdglichen unter Umstanden die
Datenbanken kostengunstig zu ful-
len, machen aber vor der Ausgabe

der Erythrozytenkonzentrate eine

Bestatigung des angeforderten Pha-
notyps mit fur IVD zugelassenen Re-
agenzien notig. SchlieBlich ist die
Wahl der Methode auch eine Ent-
scheidung in Bezug auf den Automa-
tisierungsgrad der Teilprozesse. Ma-
nuelle Schritte kdnnen insbesondere
zu Verwechslungsfehlern fuhren, ge-
gen die man sich dann im Gesamt-

prozess absichern muss.

In Bezug auf RHD kénnen durch die
Genotypisierung  als  qualitatssi-
chernde MaBnahme Spender identifi-
ziert werden, deren auBerst schwach
exprimierte DEL-Typen der serolo-
gischen Routinebestimmung  ent-
gangen sind, von deren Blut aber ein
gewisses  Immunisierungspotential
ausgeht. Die gleichen Uberlegungen
gelten fur andere Antigenvarianten,
deren schwache Expression unter
Umstanden bei der Phanotypisierung
zu falsch-negativen Ergebnissen fuh-

ren kann (z. B.: FyX).

Da es in den meisten Zentren Uber-
schneidungen von Spendergenoty-
pisierung und Patientengenotypisie-
rung fur das Referenzlabor gibt, wer-
den grundsétzlich auch immer
Uberlegungen beziiglich der Anfor-
derungen in beide Richtungen in Be-

tracht gezogen werden.

Es ist davon auszugehen, dass die

genetische Antigenbestimmung in

den Blutbanken in Zukunft an Bedeu-
tung gewinnt. Antigenprofile der
Spender und der chronisch transfusi-
onsbedurftigen Patienten, gemein-
sam mit gut parametrierten Blut-
bank-IT-Systemen sind Vorausset-
zungen, die einen elektronischen
Abgleich beider Profile nahelegen.
Die Transfusionsmedizin kénnte sich
also auch im Blutbankbereich kinftig
noch mehr in Richtung personalisier-

te Medizin entwickeln.

Die Literaturhinweise finden Sie

im Internet zum Download unter:
www.drk-haemotherapie.de






