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Diagnostik bel Patienten mit
Antikorpern gegen
hochfrequente Antigene

Axel Seltsam
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B Reaktionsmuster
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B Antikdrper (AK) gegen hochfrequente
Antigene (AG)

» Schwierig zu identifizieren
» Hohes Risiko, zusatzliche Allo-AK zu Ubersehen

» Verzogerung in der Diagnostik flhrt zu Verzdégerungen in

der Blutversorgung immunisierter Patienten



Deutsches Rotes Kreuz +

BLUTSPENDEDIENST
H NSTOR

B Differentialdiagnose

»Unspezifische Reaktionen
»Zellstabilisator
»Gelmatrix

=Medikamente
> Auto-AK

»Gemisch von mehreren Allo-AK-Spezifitaten



B Differentialdiagnose

»Klinische Relevanz
=Orientierung an AK-Spezifitat

=Konsequenz flr Versorgung

»>“Versteckte” weitere Allo-AK-Spezifitaten
"in 20% der Falle

»Konsequenz flr Versorgung
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B Diagnostik

»AK-Suche
» AK-Differenzierung (ICT)
» AK-Differenzierung (2. ICT)

»AK-Differenzierung (Enzymtest)
» Titerbestimmung

> Inhibitionstest mit Plasma
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Routinelabor

Speziallabor

» Einsatz seltener Blutproben

»Genotypisierung

Referenzlabor
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B Einsatz seltener Blutproben

»Antigen-negative Erythrozyten
=Panel unterschiedlicher Phanotypen
=Cave ABO-BG, am besten O
*Menge/Qualitat

»Antiseren mit AK gegen hochfr. AG
»Panel unterschiedlicher Spezifitaten
=Cave ABO-BG, am besten AB
*Menge/Qualitat
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B Einsatz seltener Blutproben
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B Beispiel

el ib-Liaranel. 49I1oV.89.x Iw-viaranel r.
(Japan: 4516.85.xx)

Antigen-Tabelle Antigen-Table

401 /V.89.X

{Japan: 4517.85.xx)
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wn.-B: Vo 1 /U.BD.X - verw. bis: 1

lot no.: 06270.85.x Exp. date: 2001.01.08

no. lot: 05360.85.x - Exp. le:  (Japan:08.01.01) l
05460.85.x
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‘Antigenaustestung

Patientenname: v
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B Beispiel
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B HTLA-Antikorper

Spezifitaten:

anti-Rg? (Rogers)

anti-Cha (Chido) } Chido/Rogers-Blutgruppensystem

anti-Kn2 (Knops) \

anti-McC? (McCoy)
anti- Kn2/ McC2
anti-Yk? (York)
anti-Cs? (Cost)
anti-JMH (John Milton Hagen)

' Knops-Blutgruppensystem
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B HTLA-Antikorper

»HTLA = High titre, low avidity
»Fraglich positive bis schwach positive Reaktionen im ICT

»Verlangerter Antikorpertiter, z.B.:
1:1 1.2 14 1:8 1:16 1:32 1:.64 1:128
2+ 2+ 2+ 15+ 1,5+ 1,0+ 0,5+ neg
»Absorptions-Elutionsversuch negativ

»|.d.R. Enzymsensitivitat

»keine klinische Relevanz
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B anti-Ch2 und anti-Rg?

ICT Hemmtest NaCl-Ko
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B Differentialdiagnose panreaktiver AK

Alle Ansatze mit Testzellen pos.

/\

Eigenansatz pos. Eigenansatz neg.
Reaktionen homogen  Reaktionen unterschiedlich ~ Reaktionen homogen Reaktionen unterschiedlich
poS. stark pos. poS. stark pos. l
1. V.a. Warmeautoantikdrper 1. V.a Warmeautoantikorper 1. V.a. Alloantikorper gegen 1. V.a. Alloantikdrper gegen
2. V.a. unspezifische Reaktionen (evtl. mit Speziftat, z.B. hochfrequentes Antigen hochfrequentes Antigen
(z.B. Zusatzstoffe in Kartensystem  Anti-e) 2. V.a. unspezifische Reaktionen 2. V.a. Mehrfachalloantikorper
oder in Resuspensionslosungen) 2. V.a. Alloantikorper gegen (z.B. Konservierungsstoffe in
3. V.a. Alloantikérper gegen hochfrequentes Antigen mit  Testerys)
hochfrequentes Antigen mit zusatzlich pos. DCT (z.B.
zusatzlich pos. DCT (z.B. Trafu)
Trafu) 3. V.a. Mehrfachalloantikdrper
mit zuséatzlich pos. DCT
(z.B. Trafu)

Weiterfuhrende Techniken: monospezifischer DCT, Eluat, Enzymansatz, Anamnese,
Absorption-Elution, Seltene Testzellen und Seren
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B Haufigkeit (Zeitraum von 3 a)

Spezifitat N %
Ch(a)/Rg(a) 51 39
Kn(a)/McC(a)/Yk(a) 13 10
Vel 14 11
Yt(a) 13 10
Lu(b) 13 10
Kp(b), k 5 4
JMH 3 2
Ge2 2 2
Scl 1 1
LW(a) 1 1
Cr 1 1
Andere 16 11
gesamt 133 100
Rot = Klin. irrel.

Heuft et al. Infusionsther Transfusionsmed. 1999
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B Haufigkeit transfusionsmed. rel AK
gegen hochfr. AG (Zeitraum von 30 Mo)

Antibody Number of cases
specificity observed

anti-Kp® 11

anti-Vel

[EEN
o

66 %

anti-Lu®
anti-Yt®
anti-Co®
anti-H
anti-AnWij
anti-Kx
anti-MAM
anti-Fy®
anti-Ku
anti-Lan
anti-Lu8
anti-LW?
anti-Rh17
anti-Tj* (PP1Pk)

| e e B T T R A S T \ G R \ G I G0 R 06 B o o BN @ o}

a1
[op}

Total

Seltsam et al. Transfusion 2003
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B Nationales Austauschnetz

fe
-
Sekfion

Maonakionale
AntRerper,
Fantechnk

http://www.uni-ulm.de/%7Ewflegel/RARE/
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B Internationales Austauschnetz

SCARF

Home The SCARF Exchange is an international group of individuals interested in human blood groups. This group inchides scient
SCARF Exchang
General-Public

emphasis in transfusion medicine. They have agreed to exchange, among the membership, samples that have rare blood gr

substances useful for the investigation of complex serological problems. In addition, these samples have been used to eluci
function of proteins carrving blood group factors.

] . . . New shorter link for vour convenience! hitp://also.as/scarfex
Members

Contacts

About -

http://jove.prohosting.com/~scarfex/
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B AK-Nachweissystem auf der Basis
rekombinanter BG-Proteine

» schnelle und einfache und direkte Identifikation von AK

gegen hochfr. AG

> In Routinelaboratorien durchflihrbar
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B Ziel/Herausforderungen

>»Vorteil:

»Direkter einschrittiger Nachweis in einem ,,one well-one
reaction-System

=Verzicht auf potentiell infektiose Testerythrozyten mit
kurzer Haltbarkeit

»Herausforderungen:

»EXxpression unterschiedlicher Typen von Membran-
proteinen

»Eukaryote vs. prokaryote Expression
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B Blutgruppenproteine

LU
D239 CR1
ICAM4 Le His77 . CD35
CD44 DAF
D242 Lut=ArgT? OK JMH CD55
Ine=Prots CD1aT CD108 gy NH,
Inb=A rgdé _ . KELI
o L CD234 .LL
LW*=Glnd 0 . Ok 3+=Glud? NH, . D238
LWh=ArgTl - Kk 238
) Lud, Lug ‘pliz-=Lyst2 FrGlnd Met 193 Thr 1
ll'-rﬁ Ll , Fy'=Asp42
Lut7 AChE  po
COOH oo 2
LW IN LU K XG JMH FY CROM KN YT DO KEL
4ﬁ?:-luml—b . GPA Transport "
o . N CD235A . RhCE CD240CE
CD236( SLC4A1 H, GFB N ‘ _
GPD  p2y CD235B RhD CD240D AQP-1 SLC14A 1 Kx
CD236D H C=Serio3  E=Prol26 Cone Alads e
RhAG  =Proiod  e=Alz226 gy =
CD241 t )
é E ~H NH, NH, COOH %
COOH
GE D1 VNS REH CO JK ik
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B Prinzip eines ,one well-one antigen®
Reaktionssystems

anti-c + anti-LuP

/DCEeKkFD
OCO@00000
H0000000

Leb Kp2 Js? Lud Kp° JsP Lub

O00000 @0

Vel Lan Yt*# Ch® Rg® JMH Cr*2 Kn2

00000000
N _/

O = negative reaction

: pOSItIVG reaction
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B Expressionstrategie

/ HHHH—E-
~3500 |
STOP

_I

| >2000
ATG

Expressionsvektoren fur C-terminal
trunkiertes Protein mit V5/His-tag

/ \

Stabile Transfektion in Zellinie Transformation von E. coli

\ /

Proteinisolation und -aufreinigung

l \ Ruckfaltun
g
/

AntikGrpernachweis
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B Scianna (ERMAP)-Protein o
60-68 kD Glykoprotein
30 ERMAP = erythroid transmembrane

gV adhesion/receptor protein

DI VSN
CCCCCREEOEAEOEen  BECCCCECCeCqeredc

177

238
ITBSO.Q
395

475 Scl/2: Gly57Arg Rd: Pro60Ala
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B Inhibitionstest

Rekombinantes Protein: Sc 1,-2,3,-4,5,6,7
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B Nachweis zusatzlicher Allo-AK

Soluble Serum with an antibody to the high-prevalence antigen Sc5
recombinant
Scianna protein + Anti-Jk® + Anti-S
without
with

S-s+ =
S-s+ N
S+s- @
S+s- *
S-st+ @
S-s+ o

Jk(a-b+) «

1 2
A '.r‘
8

+ £
T ©
S —
"< X
ﬁ ﬁ

Jk(at+b+) »
Jk(a+tb+) ©
Jk(atb+) ©
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B Nachweis zuséatzlicher Allo-AK mit
einem Proteincocktail
High yield cocktail Anti-Sc1 Anti-JMH
Scianna + JMH
recombinant proteins control + Anti-Fy* control + Anti-Fy*

without

with

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
o0 £ o o0 £ o0 o £ a0 o L o
0 + ] i -+ ] ] -+ 0 0 + 1
$ &8 &£ &£ &8 &£ &8 & 8 & & O
> > > > > > > > > > > >
L. L W (N I W L L L. L L. L
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M Potenzial der rekombinanten BG-
Proteine

» Ersatz/Erganzung der auf seltene Blutproben beruhenden

Diagnostik von AK gegen hochfr. AG

» Spezialdiagnostik in Routinelaboratorien
=|leicht in Diagnostik integrierbar

» angzeitstabilitdt der rekombinanten Proteine

» Verbesserung der Versorgung von Patienten mit schwierig

abzuklarenden AK
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B Zukinftige Diagnostik

V.a. AK gegen hochfr. AK

v

v

Neutralisierender Protein-
cocktail zur Inhibition von klin.
rel. AK gegen hochfr. AG

Neutralisierender Protein-

cocktail zur Inhibition von klin.

irrel. AK gegen hochfr. AG

R
N

LuP
Yt2
KpP/k
Ge2
Lw?2

R
N

Ch?/Rg?
JMH
Scl
Kn&/McC?
Cra

~_

B NSTOR
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B Zukinftige Diagnostik

V.a. AK gegen hochfr. AK

v

v

B NSTOR

Neutralisierender Protein-
cocktail zur Inhibition von Klin.
rel. AK gegen hochfr. AG

Neutralisierender Protein-

cocktail zur Inhibition von Klin.

irrel. AK gegen hochfr. AG

v \ 4

\

y

Inhibition Keine Inhibition

,, l

Neutralisierung mit Spezialdiagnostik
einzelnen Proteinen in Referenzlabor

l

Inhibition

A 4

Neutralisierung mit
einzelnen Proteinen




V.a. AK gegen hochfr. AK

A 4

Neutralisierender Protein-

irrel. AK gegen hochfr. AG

cocktail zur Inhibition von Kklin.

\ 4

\ 4
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B Proteincocktail fir klin. irrel. AK

Keine Inhibition

Inhibition

B NSTOR

\4

Zusatzliche AK

v

Antikorperidentifizierung
mit neutralisierendem

Proteincocktail

A

y

Keine zusatzlichen AK

\4

\

y

Spezialdiagnostik Kreuzprobe mit
in Referenzlabor neutralisierendem
Proteincocktail
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