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Bestimmung varianter Rh-Blutgruppenmerkmale
durch kontinuierliche photometrische
Durchflußanalyse
K. Graefe, W. Gräßmann, E. Pahl, B. Siebert
DRK-Blutspendedienst Lütjensee (Chefarzt Dr. G. Stienen)

Zusammenfassung:
Durch den Anschluß zusätzlicher Schreibergeräte sowie eines PC-Systems wird das Technicon Autogrouper
16 C-Analysensystem zur Blutgruppenbestimmung so erweitert, daß zusätzlich zum binomischen Analysen-
konzept des Standardgeräts die intermediäre Reaktivität von abgeschwächt agglutinierenden Rh-Blutgrup-
penvarianten registriert wird. Durch Analyse der graphischen Photometerkontrolle oder durch entsprechende
Gestaltung des PC- Programms ist es möglich, das Blutgruppenmerkmal D und andere R h - Blutgruppen Vari-
anten zu erfassen. Beobachtungen bei der Analyse von abgeschwächt reaktiven Varianten der 3 Rh-Loci
werden berichtet

Schlüsselwörter:
Photometrische Blutgruppenbestimmung - Rh-Blutgruppenvarianten Du, Cu, Cwu, cu, Eu

Summary:.
Integration of more channel recorders and a PC-system transfers the continuous flow System Autogrouper
16 C to an Instrument registering the intermediate reactivity of variant Rh-blood groups in addition to
binomic basis blood group analysis. The analysis of graphic photometer protocols äs PC-analysis enables
the determination of blood group D u and other variants of the 3 Rh-löci with diminished reactivity. Results
of variant analysis of the 3 Rh-loci are reported.

Keywords:
Photometric blood groups analysis — Rh-blood group variants D u, Cu, Cwu, cu, E"

Einleitung
Die Richtlinien zur Blutgruppenbestimmung und Blut-
transfusion (1) fordern die Bestimmung des Rh-Merk-
mals Du. Das hochgestellte u symbolisiert eine abge-
schwächte Variante des jeweiligen Blutgruppenmerk-
mals; abgeschwächt reaktive Rh-Blutgruppenvarianten
unterscheiden sich von den voll ausgeprägten Rh-Merk-
malen durch eine geringere Antigendeterminantenzahl
auf der Erythrozytenoberfläche (2, 3). Es existieren keine
spezifischen Antikörper gegen abgeschwächt reaktive
Rh-Varianten: die manuell-visuelle Du-Bestimmung ba-
siert auf der unterschiedlichen Reaktivität des Rh-Faktors
Du mit agglutinierenden/konglutinierenden Anti-D-
Reagenzien. Graduell differierende Du-Antigene können
auch dem Erfahrenen bei der Abgrenzung Iow grade
Du/d, insbesondere aber bei der Differenzierung high
grade DU /D erhebliche Schwierigkeiten bereiten (4,5). -
Die kontinuierliche Durchflußanalyse ermöglicht durch
die photometrische Agglutinationsmessung den objekti-
vierbaren Nachweis abgeschwächt reagierender Blut-
gruppenvarianten (6-8). Wir berichten über eine techni-
sche Erweiterung des Technicon-Geräts Autogrouper
16 C, die die kontinuierliche Erfassung des D-Allels Du

und weiterer Rh-Varianten der Loci C und E ermöglicht
sowie über Beobachtungen bei der Analyse von abge-
schwächten Varianten Rh-Faktoren der 3 Rh-Loci.
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Material und Methodik
25000 EDTA-Blutproben von nicht ausgewählten Blut-
spendern wurden im technisch erweiterten 16kanäligen
Durchflußsystem Autogrouper 16 C (Fa. Technicon) un-
ter kontinuierlicher graphischer Registrierung der Trans-
mission des D-Kanals bei 830 n m analysiert. Analog
wurde bei 13500 Analysen der Rh-Blutgruppenmerk-
male C, Cw, cf E der Extihktionsverlaüf bei 830 nm konti-
nuierlich registriert.

A. Geräte
Das 16kanälige Durchflußanalysensystem Autogrouper
16 C weist in der Herstellerversion 2 Photometerblöcke
mit je 8 Photometerzellen auf; die Photometer leiten die
Meßsignale an das Technicon-Datenauswertegerät. Die
Geräteerweiterung erfolgte in Zusammenarbeit mit der Fa.
SES (spezielle elektronische Systeme) GmbH in D 6501
N ieder-0 Im in 2 Stufen:
1. Anschluß eines 8- Kanalverstärkers an die 8 Photome-
ter eines. Photometerblocks des Autogrouper 16 C. An
den 8-Kanalverstärker angeschlossen sind z.Zt. 2 3-Ka-
nalschreiber zur kontinuierlichen graphischen Extink-
tionsprotokollierung der Rh-Blutgruppenanalysen sowie
zur Analytik weiterer Blutgruppensysteme.
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2 Ausbaustufe

t Ausbaustufe

Standardausführung Autogrouper 16

B-Kanal-Verstärker

3-Kanal-Schreiber

Abbl:
Schematische Dar-
stellung der techni-
schen Erweiterung des
Autogrouper 16 C

-l

3- - Schreiber

1-Kanal-Schreiber
für Kanal 1-16

Daten-Prozessor

16 -Kanal - Schreiber
Grenzwert gesteuert

Die Extinktionsprofile werden visuell ausgewertet: abge-
schwächt reagierende Rhu-Varianten sind an der charak-
teristisch von den positiven bzw. negativen Reaktionen
abweichenden, intermediären Extinktion zu erkennen
(Abb. 2,3).
2. Durch Anschluß eines PC's mit Drucker können die
kontinuierlich registrierten Extinktionswerte selektiv am
peak-Maximum ausgedruckt werden, bzw. die Extink-
tionswerte können als positive/negative — intermediäre
Reaktionen gekennzeichnet werden. Da das Ziel der Ge-
räteerweiterung ergänzend zur Basisanalytik die Erfas-
sung varianter Blutgruppenmerkmale ist, ist es ferner
möglich, das PC-Programm so zu gestalten, daß interme-
diäre Extinktions-peaks als „Rhu" gekennzeichnet wer-
den.
Die technische Erweiterung des Autogrouper-Analysen-
systems ist in Abb.1 schematisch dargestellt. 8-Kanalver-
stärker, Schreiber sowie PC-2 sind im Nebenschluß an
die Photometer angeschlossen: die Photometersignale
werden parallel an den Technicon-Datenprozessor wei-
tergeleitet: der Analysenablauf des Standardgeräts wird
durch die Geräteerweiterung nicht verändert.

B. Reagenzien
1." Testseren zur Blutgruppenbestimmung: „inkomplette"
Seren Anti-C, Cw, c, D, E, verschiedener Hersteller (Fa.
BAG, Biotest, Gamma, Merz u. Dade).
Im Vorversuch wird durch Titration die Grenzkonzentra-
tion des Reagenzes ermittelt, die bei der Durchflußanalyse
noch zu einer vollständigen Agglutination und damit Eli-
minierung der Erythrozyten führt, die das entsprechende
Blutgruppenmerkmal aufweisen.
Anti-D-Gebrauchsverdünnung (1:50): 1 ml Anti-D in-
komplett (Fa. Gamma) wird verdünnt mit 45 ml bovinem
Albumin 2% (aus Albumin 30% der Fa. Johnson mit 1,3%
N a CI-Lösung vorverdünnt). Das verdünnte Reagenz wird
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Abb. 2: Photometerprotokoll des D-Kanals bei 830 nm. Abgebil-
det sind die Transmissionsbefunde bei 4 verschiedengradigen
D" neben 5 Rh-(D)-negativen, sowie einer Vielzahl Rh-(D)-
positiven Blutproben

cu

Abb. 3: Photometerprötokoll des C-Kanals bei 830 nm. Abgebil-
det sind die Transmissionsprotokolle bei 2 verschiedengradigen
Cu neben 8 Rh-(C)-negativen, sowie einer Vielzahl Rh-(C)-
positiven Blutproben
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mit 4 ml Polyvinylpyrrolidon PVP K 90 (Technicon) 5%,
sowie mit 0,12 g NaN3 versetzt.
Analog werden die Testseren Anti-C, Cw, c, E und andere
nach Bestimmung der Gebrauchsverdünnung adäquat
verdünnt eingesetzt (Gebrauchsverdünnung 1:50 bis
1:200).
2. Bromelin (Fa. Serva): 0,5g Bromelin werden in
100 ml 1,3% NaCI-Lösung gelöst.
Im kontinuierlichen Durchflußsystem Autogrouper 16 C
wird die mit Bromelin versetzte Erythrozytensuspension
1:1 mit der Testserum-Gebrauchsverdünnung gemischt
und 10 min bei 37°C inkubiert.
3. Komplette Testreagenzien der Spezifität Anti-D/An-
ti-C (Fa. Behring, Bietest, Gamma, Merz u. Dade, Molter,
Ortho) wurden nach Arbeitsanweisung der Hersteller im
Röhrchentest eingesetzt.

Ergebnis
Die Erweiterung des Technicon-Geräts Autogrouper 16 C
ermöglicht die Analyse varianter Blutgruppenmerkmale
mit abgeschwächter Agglutinabilität unter Erhaltung der
Basisanalytik des Standardgeräts, d.h. der binomischen
photometrischen Differenzierung positiver/negativer Ag-
glutinationsreaktionen: Voraussetzung für den Nachweis
varianter Blutgruppenmerkmale ist eine adäquate Anti-
körperkonzentration, die im Vorversuch zu ermitteln ist.
Bei Rh-Blutgruppenvarianten mit abgeschwächter Reak-
tivität werden unter diesen Reaktionsbedingungen die
Erythrozyten gemäß Massen Wirkungsgesetz nicht quan-
titativ agglutiniert, so daß Zellen die Photometer passieren
und von den positiven/negativen Reaktionen abwei-
chende intermediäre Transmissionswerte resultieren. Die
abgeschwächte Reaktivität varianter Rh-Blutgruppen ist
aus dem graphischen Schreiberprotokoll visuell ablesbar.
Je nach Konzentration bzw. Reaktivität der Blutgruppen-
Determinanten auf der Erythrozytenoberfläche sind bei
high grade bzw. Iow grade Du unterschiedliche Transmis-
sionswerte zu beobachten (7, 8); das Gleiche gilt für
andere Varianten des Rh-Blutgruppensystems (Abb.2,
3). Durch Integration eines PC-Geräts ist die visuelle
Auswertung der graphischen Photometerprotokolle
durch einen entsprechenden Extinktions-Datenausdruck
zu ergänzen oder zu ersetzen. Das PC-Programm kann so
gestaltet werden, daß abgeschwächte Agglutinations-
reaktionen als Du, Cu, Cwu, cu, Eu protokolliert werden.
Die Analyse von 25000 EDTA-Blutproben nicht ausge-
wählter Blutspender ergab bei 136 Probanden (0,544%)
das Rh-Merkmal Du. Die photometrischen Befunde wur-
den im Röhrchentest mit agglutinierenden/konglutinie-
renden Anti-D-Seren überprüft und überwiegend als Du

bestätigt; wie bereits früher beschrieben (8), sind im high
grade Du/D-Bereich ca. 5% Differenzen zwischen der
photometrischen und der klassischen Du-Bestimmung zu
beobachten; in 4 Fällen waren wiederum manuelle bzw.
photometrische D-Befunde aus der Zeit vor der Geräte-
erweiterung zu Du zu korrigieren.
Ergänzend zur kontinuierlichen graphischen D/Du-Ana-
lyse analysierten wir bei 13500 nicht ausgewählten Blut-
spendern die Rh-Merkmale C, Cw, c, E im erweiterten
Autogrouper 16 C unter kontinuierlicher graphischer
Transmissions-Registrierung bei 830 nm. Bei der Analyse
aller Rh-Faktoren wählten wir analog zur Analyse des
Rh-Faktors D die Grenzkonzentration der Antikörper, bei
der Erythrozyten mit voll ausgeprägtem Blutgruppenanti-

gen bzw. normaler Antigendichte/Erythrozvtenober-
fläche durch die Agglutination noch quantitativ eliminiert
werden.
Analog zum D-Allel Du sind auch bei der Analyse der Rh-
Loci C und E unter diesen Reaktionsbedingungen mit
unterschiedlicher Frequenz abgeschwächte Agglutina-
tionsreaktionen zu beobachten. Bei der kontinuierlich
graphisch protokollierenden photometrischen Durch-
flußanalyse registrierten wir bei 13500 Blutspendern 44
(0,33%) Cü - 5 (0,037%) CWÜ - 4 (0,03%) cu - 1
(0,007%) Eu.
Die abgeschwächten Reaktionsbefunde wurden in einer
zweiten Analysenserie mit denselben Reaktanden bestä-
tigt.
Der Versuch, die photometrischen Cu-Befunde analog
der Du-Analytik durch Reaktion mit agglutinierenden/
konglutinierenden Anti-C-Reagenzien zu bestätigen;ge-
lang nur in wenigen Fällen: nur bei 17 (38%) von 44
photometrischen Cu-Befunden ergaben die Reaktionen
mit agglutinierenden Anti-C-Reagenzien negative Be-
funde.
In der vorliegenden Studie war bei Probanden mit abge-
schwächt reaktiven Rhu-Varianten in der Regel nur 1 Rh-
Locus betroffen. Gehäuft findet sich Cu jedoch kombiniert
mit Cw: bei 13500 nicht ausgewählten Probanden regi-
strierten wir 443 (3,28%) Cw; 13 Cü (29%) waren mit Cw

kombiniert.
Die abgeschwächte Reaktivität von Iow grade Cu mit
Anti-C kann Ursache von Fehlbestimmungen sein: in 6
Fällen waren photometrisch registrierte Cu-Befunde bei
früheren manuell-visuellen Analysen bzw. bei der photo-
metrischen Durchflußanalyse vor der Geräteerweiterung
nicht als C-Variante erkannt worden: die cc-Vorbefunde
mußten zu Cuc korrigiert werden. Analog war in einem
Fall ein CC-Befund aufgrund der photometrischen Daten
zu Ccu zu korrigieren. Die photometrischen Cu/cu-Be-
funde wurden durch den indirekten Antiglobulintest be-
stätigt.
Bei den niederfrequenter! Rh-Varianten Eu beobachteten
wir bisher keine Differenz zu Vorbefunden.
Im Rahmen der vorliegenden Studie ergaben unsere Ana-
lysen je einen Probanden der Rh-Blutgruppe ccDuee bzw.
Cucddee; letztere war als Rh-negativ ccddee manuell-
visuell vorbestimmt worden.

Diskussion
Bei der Blutgruppenbestimmung im kontinuierlichen
Durchflußverfahren werden agglutinierte Erythrozyten im
Gegensatz zu nicht reaktiven Zellen durch Sedimentation
vor der photometrischen Analyse eliminiert: die photöme-
trische Bestimmung der Transmission von zellfreiem Ag-
glutinatüberstand bzw. zellhaltigem Flüssigkeitsstrom ist
das Meßprinzip dieses Analysensystems. Bei adäquater
Reaktionsführung ist die kontinuierliche photometrische
Durchflußanalyse zur Bestimmung abgeschwächt reagie-
render Rh-varianter Blutgruppenmerkmale, z. B. zur von
den Richtlinien zur Blutgruppenbestimmung und Blut-
transfusion geforderten Du-Bestimmung geeignet. Da
das Durchflußanalysensystem Autogrouper 16 C der
Firma Technicon nur über einen 1 kanaligen Photometer-
schreiber verfügt, der zur Steuerung und wechselweisen
Überwachung der 16 Reaktionskanäle erforderlich ist, ist
eine routinemäßige Extinktions-Protokollierung eines
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Reaktionskanals mit dem Standardgerät nicht möglich.
Durch die beschriebene Geräteerweiterung wird das Ana-
lysensystem Autogrouper 16 C zu einem Instrument das
durch die kontinuierliche Extinktionsregistrierung inter-
mediäre Agglutinationsgrade objektivierbar erfaßt und so
simultan zur binomischen Basisanalytik die Bestimmung
abgeschwächt reagierender Blutgruppenmerkmale er-
möglicht.
Die kontinuierliche Extinktionsregistrierung gewähr-
leistet eine optimale Überwachung der angeschlossenen
Reaktionskanäle und damit ein Optimum an Sicherheit
der Durchflußanalyse. - Bei der Standardversion des
Autogrouper 16 C können abgeschwächt reaktive Blut-
gruppenvarianten fehlinterpretiert werden: die Hersteller-
version des Autogrouper 16 C definiert die Grenze zwi-
schen positiven/negativen Agglutinationsbefunden in
einem mittleren Transmissionsbereich zwischen positiven
und negativen Kontrollextinktionen. Diese mittlere
Grenzextinktion ermöglicht eine zuverlässige binomische
Differenzierung positiver/negativer Agglutinationsbe-
funde; — bei Rh-Varianten mit abgeschwächter Aggluti-
nabilität und entsprechend intermediären Transmissions-
werten bis in den Bereich des Grenzwertes, oder auch
den Grenzwert überschreitend, sind Fehlinterpretationen
möglich. Die kontinuierliche Extinktionsregistrierung si-
chert die Erfassung und exakte Einordnung abge-
schwächt reagierender Rh-Blutgruppenvarianten.
Die D/Du-Bestimmung erfolgt in einem Analysengang,
eine ergänzende Analyse mit konglutinierenden/aggluti-
nierenden Anti-D-Reagenzien ist nach den vorliegenden
Erfahrungen nicht erforderlich.
Mit geringer Frequenz sind bei der kontinuierlichen Ex-
tinktionsregistrierung abgeschwächt reaktive Varianten
der Rh-Loci C/E zu beobachten. Die Rh-Varianten
CU/EU sind als gemäß den Mendel'schen Gesetzen ve-
rerbte Allele der Rh-Loci C/E bekannt (9,10). Differenzen
bei der Überprüfung der photometrischen Cu-Befunde
mit agglutinierenden/konglutinierenden Anti-C-Rea-
genzien sind wahrscheinlich reagenzienbedirigt; diese
Differenzen bedürfen einer weiteren Klärung. — Bei der
photometrischen Durchflußanalyse sind auch bei der Be-

stimmung der Rh-Faktoren c/Cw abgeschwächt reaktive
Varianten zu beobachten; die niederfrequenten Varianten
cu/Cwu bedürfen einer ergänzenden genetischen Analyse.
Low grade-Varianten der Rh-Loci C/E können bei der
manuell-visuellen wie bei der Analyse durch das Auto-
grouper 16 C-Standardmodell Ursache von Fehlbestim-
mungen der entsprechenden Rh-Faktoren sein. Die Er-
fassung und exakte Interpretation von abgeschwächt
reaktiven Varianten auch der Rh-Loci C/E durch den
modifizierten Autogrouper 16 C ist von prinzipiellem ana-
lytischem und allgemeinem Blutgruppen-serologischem
Interesse. Die technische Erweiterung des Autogrouper
16 C ist ein Beitrag zur weiteren Rationalisierung und zu
mehr Sicherheit bei der Blutgruppenanalyse.
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