Immunhamatologische Diagnostik bei einer Patientin mit bekannten multiplen
Alloantikérpern

Anhang — Methoden

Serologische Antigen- und Antikorperbestimmungen wurden stets als Agglutinationstest durchgeflihrt. StandardmaBig
wurden hierflir Reagenzien und Geratschaften der Fa. Ortho Diagnostics (Biovue-Technik; VisionMax) verwendet. Fr
die Antikorpersuchteste und -differenzierung wurden hierbei unbehandelte Testzellen im Antihumanglobulinansatz (AHG)
und mit Ficin vorbehandelte Testzellen im Neutralansatz (NaCl, 37 °C) verwendet. Zusatzliche manuelle Ansatze erfolgten
mit Reagenzien und Produkten aus dem ID-System der Fa. BioRad. Hiermit wurden Antikdrpersuchteste und -identifizie-
rungen in Gelkartentechnik im AHG-Milieu durchgeflhrt, dieses sowohl mit unbehandelten, als auch jeweils mit papai-
nisierten und mit DTT vorbehandelten Testzellen. Fur letztgenanntes wurde — wie fUr die Diagnostik von Patienten unter
Anti-CD38-Therapie empfohlen — eine 0,2 M DTT-L6sung verwendet'". Darlber hinaus wurde die Antikdrperdiagnostik
um ein 24 Testzellen umfassendes Spezialpanel erweitert, mit welchem Aussagen zu Antigenen aus weiteren Blutgrup-
pensystemen (z. B. Dombrock, YT, Knops, Colton, Scianna) moglich sind. Fur die Abklarung von Antikdrpern gegen sehr
hochfrequente Antigene nutzten wir einerseits Neutralisationsansatze mit verschiedenen rekombinanten Blutgruppenan-
tigenen der Fa. ImuSyn wie zuvor beschrieben' und andererseits Probekreuzungen mit kryokonservierten Testerythro-
zyten, die zum Teil fur ein Blutgruppensystem einen Nullphanotyp aufwiesen (z. B. Rh-Null, K-Null, Kx-neg., Gerbich-neg.).
Fur die Titerung des Antikdrpers wurde eine Verdinnungsreihe mit NaCl angelegt, die Titerbestimmung selbst erfolgte in
Gelkartentechnik im AHG-Milieu (ID-System der Fa. BioRad). Zur Beurteilung gebundener Antikdrper wurde eine S&ure-
elution mit dem kommerziell erhaltlichen Testkit DiaCidel (ebenfalls Fa. BioRad) durchgefuhrt.

Fur den Adsorptions-Elutions-Ansatz wurde das vom AABB-Manual empfohlene Verfahren verwendet: Gleiche Volumina
von Patientenplasma und Erythrozytensediment wurden in ein Glasréhrchen pipettiert und miteinander vermischt'. Hier-
fUr wurden Erythrozyten der Blutgruppe 0 ausgewahlt, die fur Rh, K, Jk, Fy und Ss den gleichen Phanotyp wie die Pati-
entin aufwiesen. Nach Inkubation bei 37 °C flir 30 Minuten unter regelmaBigem Aufschitteln erfolgte anschlieBend die
Zentrifugation fUr funf Minuten mit 1.000 rpm. Von den so beladenen Erythrozyten wurde eine S&ureelution mit dem kom-
merziellen Testkit DiaCidel (Fa. BioRad) durchgeftihrt. Das so gewonnene Eluat (= Adsorptions-Eluat) konnte anschlie-
Bend mit den oben beschriebenen Neutralisations- und Agglutinationsansétzen weiter beurteilt werden.

Die molekulargenetische Untersuchung erfolgte als Screeningansatz im Agena-Mass-Array mittels MALDI-ToF. Fir die
Sequenzierung von LW (= ICAM4) wurde ein Tag-Cycle-Verfahren unter Verwendung von vier fluoreszenzmarkierten
Amplifikationsterminatoren verwendet, wobei der Homologievergleich mit der Gensequenzdatenbank GenBank® erfolgte.
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