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1 Kurze Darstellung 

1.1 Aufgabenstellung 
Ziel des beantragten Gesamtvorhabens war die Realisierung einer vollintegrierten 

mikrofluidischen Kartusche (LabDisk) zur schnellen und automatisierten Genotypisierung der 

klinisch wichtigsten Blutgruppenantigene (RhD, Kell) in der nichtinvasiven Pränataldiagnostik 

(NIPD). Dazu soll auf der LabDisk zellfreie DNA (cfDNA) aus einer Vollblut-Probe der Mutter 

mittels digital droplet PCR (ddPCR) analysiert werden.  

Bei Schwangeren, die negativ sind für das jeweilige Blutgruppenantigen, wird durch die NIPD 

frühzeitig der Antigenstatus des Feten bestimmt und entscheidet über die Gabe einer 

Immunprophylaxe, um eine entsprechende Erkrankung des Kindes zu verhindern. Entgegen der 

bisherigen Praxis, in der alle RhD-negativen Schwangeren unabhängig vom Antigenstatus des 

Feten eine Immunprophylaxe erhalten, kann durch die NIPD bei Schwangeren mit Antigen-

negativen Feten auf die Immunprophylaxe verzichtet werden. 

In Teilvorhaben am Institut für Transfusionsmedizin und Immunologie (ITI) soll geprüft werden, 

ob das im Verbundprojekt entwickelte Testsystem die Vorgaben einer einfachen, schnellen und 

zuverlässigen NIPD der Blutgruppenantigene im klinischen Routinelabor erfüllt. Damit soll das 

Problem der bislang verfügbaren Methoden im Bezug auf Zeitbedarf und Komplexität gelöst 

werden. Im Rahmen des Teilprojekts werden die Anforderungen an das automatisierte 

Typisierungssystem aus Sicht der Anwender (Kunden) zunächst in Form eines Lastenhefts 

definiert. Das ITI wird bei der Assay-Entwicklung und -Optimierung durch die Bereitstellung von 

Know-how und Referenzmaterialien sowie an der Integration in bestehende Laborsysteme aktiv 

beteiligt sein. Schwerpunkt des Teilvorhabens ist die klinische Validierung der LabDisk für die 

NIPD von Blutgruppenantigenen.  

Im Routinelabor am ITI sind mehrere Standardverfahren (qPCR, Chip-basierte dPCR, PCR-

SSP) für die Genotypisierung von Blutgruppenmerkmalen in der Patienten- und 

Spenderdiagnostik etabliert. Diese Verfahren dienen im Rahmen der Systemvalidierung als 

Referenzmethoden. Die Systemvalidierung am ITI ist eine wichtige Voraussetzung für die 

Markteinführung der NIPDISK. Dementsprechend werden die Ergebnisse der Validierung in 

verschiedener Form veröffentlicht werden. Vorgesehen sind regelmäßige Besuche 

entsprechender Fachkongresse und die Publikation wissenschaftlicher Daten in 

Fachzeitschriften.  

1.2 Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben 

durchgeführt wurde 
Bei etwa 800.000 Geburten pro Jahr in Deutschland ist von 120.000 (15 %) RhD-negativen 

Schwangeren auszugehen, von denen etwa 65 % (78.000) einen RhD-positiven Feten und 

35 % (42.000) einen RhD-negativen Feten erwarten. Durch die momentan durchgeführte 
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flächendeckende RhD-Immunglobulintherapie werden in Deutschland jährlich mindestens 

40.000 Standarddosen Immunprophylaxe unnötig gegeben. Bei schon RhD-immunisierten 

Frauen stellt eine Schwangerschaft mit einem RhD-negativen Kind ein hohes gesundheitliches 

Risiko für das Kind dar. Etwa 90 % der Schwangeren (ca. 720.000) sind Kell-negativ und bei 

etwa 2 % davon (ca. 16.000) kann eine Immunisierung durch den Kell-positiven Feten auftreten. 

Von einer feto-maternalen Inkompatibilität können auch HPA-1a negative Schwangere (etwa 

2,5 %: 20.000 pro Jahr in Deutschland) betroffen sein. Eine pränatale Untersuchung der fetalen 

Blutgruppenmerkmale schon in der Frühschwangerschaft bei Antigen-negativen Schwangeren 

reduziert somit deutlich das Auftreten von feto-maternalen Inkompatibilitäten, da eine frühzeitige 

Immunglobulingabe möglich wird. Somit ist eine frühe pränatale Feststellung des kindlichen 

Antigenstatus unabdingbar, um die Schwangerschaft engmaschig überwachen zu können. 

Das ITI übernimmt neben der transfusions- und transplantationsmedizinischen 

Patientenversorgung wichtige Aufgaben im Bereich Forschung und Lehre. Das Institut verfügt 

über ein immunhämatologisches Referenzlabor und führt seit vielen Jahren die routinemäßige 

Antikörperdiagnostik und Blutgruppengenotypisierung von Patienten und Spendern. Hierbei 

kommen Labormethoden zum Einsatz, die sowohl auf kommerziellen als auch auf selbst 

entwickelten Reagenziensystemen beruhen. Neben verschiedenen PCR-basierten 

Genotypisierungsverfahren zählt vor allem die quantitative Real-Time-PCR und die digitale PCR 

zu den etablierten Standardmethoden. Diese Verfahren stellen auch die Referenzmethoden 

nach internationalen Standards dar, die bei der Validierung und Einführung neuer 

Laborverfahren als Vergleichsmethoden angewendet werden. 

 

1.3 Planung und Ablauf des Vorhabens 
Das Gesamtvorhaben war als 3-Jahres Projekt geplant und die Arbeiten in 6 Arbeitspakte 

aufgeteilt. Aufgrund von Lieferengpässen von Rohmaterialien und Schwierigkeiten in der 

Fertigung der Kartuschen durch die Projektpartner, wurde das Projekt insgesamt um 8 Monate 

kostenneutral verlängert. 

Das Teilvorhaben war im gesamten Projektverlauf an den Arbeitspaketen AP 1 

(Spezifikationssheet), AP 2 (direkter ddPCR-Assay), AP 5 (Software-Entwicklung und 

Systemintegration) und AP 6 (Systemvalidierung) beteiligt. 
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1.4 Zusammenarbeit mit anderen Stellen 
In Zusammenarbeit mit den Projektpartnern inno-train (IT), Biotechrabbit (BTR) und Hahn-

Schickard (HS) wurde zunächst das Lastenheft erstellt (AP 1), um die Spezifikationen für die 

LabDisk exakt festzulegen. Bei der Entwicklung der direkten ddPCR aus Plasma (AP 2) wurden 

am ITI umfangreiche Vorversuche durchgeführt, die als Grundlage für die Entwicklung der 

LabDisk-Struktur bei HS und der Optimierung von Reagenzien bei BTR und IT dienten. Die 

Protokollanpassungen und Ergebnisse wurden mit allen Projektpartnern regelmäßig 

ausgetauscht. 
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2 Eingehende Darstellung des 

Teilvorhabens 

2.1 Verwendung der Zuwendung und des erzielten 

Ergebnisses im Einzelnen, mit 

Gegenüberstellung der vorgegebenen Ziele 

2.1.1 Spezifikationssheet (AP 1)  

Im Lastenheft wurden alle Spezifikationen für die NIPDisk Kartusche festgeschrieben. Darin 

sind die Analyseschritte von der Probe bis zum Ergebnis wie folgt festgelegt: 

 1) Gewinnung von zellfreiem Plasma aus einer Blutprobe mittels Zentrifugation/Filtration;  

 2) Direkte Voramplifikation der Zielsequenzen aus Plasma;  

 3) Vertropfung der voramplifizierten Probe;  

 4) digitale Multiplex-PCR für die Zielsequenzen (RHD Exon 5, 7, 10 und HGH / GAPDH) 

 5) Endpunkt-Fluoreszenzmessung 

Auf der Grundlage dieser Spezifikationen erfolgten die einzelnen Entwicklungsschritte in den 

Arbeitspaketen. 

2.1.2 Direkter ddPCR-Assay (AP 2) 

Das AP 2 hatte zum Ziel, die direkte Amplifikation von Zielsequenzen aus zellfreiem Blutplasma 

zu ermöglichen. Dazu musste zunächst die Blutplasmagewinnung etabliert werden, um daran 

die Reagenzien für die direkte PCR zu testen und zu optimieren. Neben den primären 

Zielsequenzen im RHD Gen sollten anonyme Zielsequenzen als Kontrollmarker identifiziert und 

entsprechende Assays dafür etabliert werden. Für die optimale Ausnutzung der 

Analysekapazität sollten Multiplex-Assays (4 Farben) aufgebaut werden. 

2.1.2.1 Blutplasmagewinnung 

Für den direkten ddPCR-Nachweis der Zielsequenzen wird zellfreies Plasma (cfPlasma) aus 

Vollblut verwendet. Zur Gewinnung von cfPlasma wurden in diesem Teilvorhaben die 

Parameter für die Zentrifugation von antikoaguliertem Blut (EDTA) unter Laborbedingungen 

getestet. Dabei wurde die maximale Zentrifugalkraft einer LabDisk von 2.000 g berücksichtigt. 

Es wurden Zentrifugationsprotokolle mit unterschiedlicher Dauer und g-Zahl getestet. Aus den 

Ergebnissen konnten folgende optimalen Parameter abgeleitet werden: 

 Zentrifugationsdauer: 10 min. 

 Zentrifugalkraft:  2.000 g 
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2.1.2.2 Reagenz zur direkten PCR aus Plasma 

Zunächst wurden verschiedene Polymerasen und Mastermixe des Projektpartners biotechrabbit 

(BTR) auf ihre Eignung in der direkten PCR mit Plasma und in der dPCR getestet: 

 - 5Star qPCR Mastermix 

 - qPCR Multiplexmix 

 - YourTaq Hot-Start PCR Mastermix 

 - ApStarTaq Hot-Start DNA Polymerase 

 - YourTaq Hot-Start DNA Polymerase 

 - Hot-Start DNA Polymerase 

Die Ergebnisse wurden mit der Standard-Polymerase in unserem Labor verglichen. Die besten 

Resultate wurden mit dem 5Star qPCR und dem YourTaq Hot-Start PCR Mastermix erzielt. In 

der dPCR mit isolierter zellfreier DNA zeigte der YourTaq Mastermix eine höhere Sensitivität als 

die Standard-Polymerase (Tabelle 1). 

Tabelle 1: Vergleich verschiedener Mastermixe zur Amplifikation von RHD aus cfDNA mittels 

dPCR. 

Reagenz cfDNA Probe Target / Total 

5Star qPCR Mastermix D+ 

D- 

48,03 

0,00 

YourTaq Hot-Start PCR Mastermix D+ 

D- 

63,24 

1,64 

qPCR Multiplexmix D+ 

D- 

63,66 

3,33 

Standard Mastermix D+ 

D- 

57,37 

0,00 

Für die weiteren Untersuchungen wurde in erster Linie der YourTaq Mastermix verwendet.  

Um eine direkte Voramplifikation aus zellfreiem Plasma zu ermöglichen musste das maximale 

Plasmavolumen in der PCR und gegebenenfalls eine Vorbehandlung von Plasma ermittelt 

werden. Dazu wurden Untersuchungen mittels qPCR und dPCR im Vergleich durchgeführt. Der 

GAPDH Genlokus diente dabei als interne Referenz und der RHD Genlokus als Zielsequenz. 

Es wurden zellfreie Plasmaproben von D+ und D- Individuen sowie gemischte Plasmaproben 

mit 5 % und 1 % D+ Plasmaanteil in D- Plasma verwendet.  

Nach Voramplifikation mit 15 Zyklen und dPCR mit 50 Zyklen zeigen die Ergebnisse der 

Endpunkt-Fluoreszenzmessung eindeutig den spezifischen Nachweis des RHD Gens (67 %) im 

D+ Plasma und einen unspezifischen Hintergrund von 2,3 % im D- Plasma. Im Plasmagemisch 
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mit 5 % D+ Plasma war der Nachweis des RHD Gens (26,1 %) ebenfalls eindeutig, während die 

dPCR mit 1 % Plasmagemisch lediglich ein Hintergrundsignal (2,23 %) ergab (Abb. 1). 

 

Abb. 1: Ergebnisse der dPCR für RHD nach Voramplifikation 

Das Proof-of-Principle war somit erfolgreich, d.h. die direkte Voramplifikation aus zellfreiem 

Plasma und anschließende dPCR ermöglichen des spezifischen Nachweis des RHD Gens. Die 

Sensitivität muss durch weitere Protokolloptimierungen noch verbessert werden, damit 

möglichst auch geringere Anteile fetaler DNA im maternalen Plasma nachgewiesen werden 

können. 

Im weiteren Projektverlauf wurden für die direkte PCR aus Plasma zwei weitere Mastermixe 

vom Projektpartner biotechrabbit (BTR) entwickelt und zur Verfügung gestellt: 

 - 4X CAPITAL™ qPCR Probe Master Mix (BTR1) 

 - 4X CAPITAL™ 1-Step qRT-PCR Probe Master Mix (BTR2) 

Die Master Mixe wurden in der digitalen PCR (dPCR) mit dem neu entwickelten Multiplex-PCR-

Assay für RHD (siehe AP 2.4) am Absolute Q™ System (Thermo Fisher Scientific) getestet. Die 

Ergebnisse wurden mit dem Absolute Q™ DNA Digital PCR Master Mix (TFS) des dPCR 

Herstellers verglichen. Für die Analysen wurde cfPlasma (Dneg, 1 % Dpos, 5 % Dpos, Dpos) 

direkt in die PCR eingesetzt (Tabelle 2). 
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Tabelle 2: Vergleich der Ergebnisse (Kopien pro µL, Cp/µL) aus der direkten Amplifikation von 

RHD aus cfPlasma mittels Multiplex-dPCR. 

 
cfPlasma 

RHD Exon 7 (Cp/µL) 
TFS BTR1 BTR2 

RHD Exon 5 (Cp/µL) 
TFS BTR1 BTR2 

RHD Exon 10 (Cp/µL) 
TFS BTR1 BTR2 

GAPDH (Cp/µL) 
TFS BTR1 BTR2 

Dneg 0 0 0 1,0 0 0 0,9 0,1 0 6,4 5,4 0 

1 % Dpos 0 0,1 0 2,1 0,7 0 9,8 0 0 10,0 6,5 0 

5 % Dpos 0 0,2 0 0 0,8 0 0 0,5 0 0 5,2 0 

Dpos 0 2,4 0 0 1,8 0 0 5,1 0 0 3,8 0 

Der Vergleich zeigt, dass der CAPITAL™ qPCR Probe Master Mix (BTR1) sehr gut für die 

direkte Amplifikation aus cfPlasma geeignet ist. Mit den anderen Master Mixen (TFS und BTR2) 

konnten keine oder nur unzureichende Ergebnisse erzielt werden. 

Der CAPITAL™ qPCR Probe Master Mix des Projektpartners biotechrabbit wird in allen 

zukunftigen Experimenten als Standardreagenz für die dPCR eingesetzt. AP 2.2 konnte somit 

erfolgreich abgeschlossen werden. 

2.1.2.3 Anonyme Zielsequenzen 

Das Vorliegen fetaler DNA im zellfreien maternalen Plasma soll über die Bestimmung mehrerer 

anonyme SNVs erfolgen. Die Literatur- und Datenbank-Recherchen haben folgende Kandidaten 

ergeben:  

 
Marker 

 
rs Nummer 

Nukleotid-
Austausch 

Lokalisation 
(GRCh38) 

Minor-Allelfrequenz 
(EUR) 

A03 rs1357617 A>T 3:920099 0,293 

A07 rs917118 G>A 7:4417372 0,283 

A09 rs1015250 C>G 9:1823774 0,214 

A20 rs1031825 G>T 20:4466836 0,269 

A21 rs722098 A>G 21:15313279 0,218 

A22 rs733164 G>A 22:27420823 0,296 

A26 rs1382387 T>G 16:80072464 0,319 

A28 rs2056277 G>A 8:138386873 0,259 

A33 rs938283 T>C 17:79472416 0,159 

A42 rs2830795 A>G 21:27235844 0,291 

A53 rs1028528 A>G 22:47966541 0,258 
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2.1.2.4 Multiplex-PCR 

Für den Nachweis des RHD Gens und des Referenzgens GAPDH wurde ein Multiplex-PCR-

Assay für die Anwendung in der digitalen PCR (dPCR) entwickelt. Beim NIPDisk System stehen 

4 Farbkanäle für die Fluoreszenzmessungen zur Verfügung. Dementsprechend sollen mit dem 

Multiplex-Assay 4 Zielsequenzen mit jeweils einem spezifischen Fluoreszenzfarbstoff 

nachgewiesen werden (Tabelle 3). 

Tabelle 3: Multiplex-Assay für den Nachweis von RHD 

und GAPDH mittels dPCR. 

Zielsequenz Fluoreszenz (5‘) Quencher (3‘) 

RHD Exon 7 FAM BHQ1 

RHD Exon 5 HEX BHQ1 

RHD Exon 10 TAMRA BHQ2 

GAPDH Cy5 BHQ2 

Alle PCR Master Mixe enthielten zusätzlich den Farbstoff ROX als interne Referenz und zur 

Berechnung der Kopienzahl/µL. Alle Experimente wurden am Absolute Q™ System 

durchgeführt. Die Spezifität des Assays wurde zunächst an cfDNA Proben (Dneg, 1 % Dpos, 

5 % Dpos, Dpos) getestet (Abb. 2 und 3). 

 

 

Abb. 2: Ergebnis der dPCR aus Dneg cfDNA. Die RHD Exone 7 (FAM, blau), 5 (HEX, grün), 

und 10 (TAMRA, gelb) sind negativ. Das Referenzgen GAPDH (Cy5, rot) ist positiv. 
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Abb. 3: Ergebnis der dPCR aus Dpos cfDNA. Die RHD Exone 7 (FAM, blau), 5 (HEX, grün), 

10 (TAMRA, gelb) und das Referenzgen GAPDH (Cy5, rot) sind positiv. 

Um die Anzahl der Signale zu erhöhen wurde ein Protokoll zur Voramplifikation der 

Zielsequenzen entwickelt. Nach 10 PCR-Zyklen wurden die Amplifikationsprodukte i die dPCR 

eingesetzt (Abb. 4 und 5). 

 

 

Abb. 4: Ergebnis der dPCR aus Dneg cfDNA nach 10 Zyklen Voramplifikation. Die RHD 

Exone 7 (FAM, blau), 5 (HEX, grün), und 10 (TAMRA, gelb) sind negativ. Das Referenzgen 

GAPDH (Cy5, rot) ist positiv mit deutlich erhöhter Anzahl positiver Signale (siehe Abb.2). 
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Abb. 5: Ergebnis der dPCR aus Dpos cfDNA nach 10 Zyklen Voramplifikation. Die RHD 

Exone 7 (FAM, blau), 5 (HEX, grün), 10 (TAMRA, gelb) und das Referenzgen GAPDH (Cy5, rot) 

sind positiv mit deutlich erhöhter Anzahl positiver Signale (siehe Abb. 3). 

Das Protokoll (10 Zyklen Voramplifikation + dPCR mit 50 Zyklen) wurde dann zum direkten 

Nachweis aus cfPlasma eingesetzt (Abb. 6 und 7). 

 

 

Abb. 6: Ergebnis der dPCR aus Dneg cfPlasma nach 10 Zyklen Voramplifikation. Die RHD 

Exone 7 (FAM, blau), 5 (HEX, grün), und 10 (TAMRA, gelb) sind negativ. Das Referenzgen 

GAPDH (Cy5, rot) ist positiv. 
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Abb. 7: Ergebnis der dPCR aus Dpos cfPlasma nach 10 Zyklen Voramplifikation. Die RHD 

Exone 7 (FAM, blau), 5 (HEX, grün), 10 (TAMRA, gelb) und das Referenzgen GAPDH (Cy5, rot) 

sind positiv. 

Der Nachweis von RHD war auch in cfPlasma mit nur 1 % Dpos Anteil möglich (Abb. 8). Die 

Ergebnisse zeigten jedoch, dass für den sensitiven RHD Nachweis noch Anpassungen der 

Assay-Zusammensetzung und der PCR-Bedingungen erforderlich sind. 

 

 

Abb. 8: Ergebnis der dPCR aus 1 % Dpos cfPlasma nach 10 Zyklen Voramplifikation. Die 

RHD Exone 5 (HEX, grün), 10 (TAMRA, gelb) und das Referenzgen GAPDH (Cy5, rot) sind 

positiv, RHD Exon 7 (FAM, blau) ist negativ. 
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Es konnte ein Multiplex-Assay für den Nachweis von RHD und GAPDH mittels dPCR direkt aus 

cfPlasma entwickelt werden. Das Standardprotokoll besteht aus: 

1. Voramplifikation mit 10 PCR-Zyklen, flankierenden Primern, CAPITAL™ qPCR Probe 

Master Mix, 25 µL Reaktionsvolumen mit 5 µL cfPlasma 

2. 1:10 Verdünnung des PCR-Produkts 

3. dPCR mit 50 Zyklen, Multiplex-Assay (4 Farben), CAPITAL™ qPCR Probe Master Mix 

AP 2.4 konnte somit erfolgreich abgeschlossen werden. 

Die Reaktionsbedingungen für den Assay mussten dann auf das NIPDisk System adaptiert 

werden. Bei diesen Arbeiten haben sich Zeitverzögerungen ergeben, die zu einer 

kostenneutralen Laufzeitverlängerung des Projekts bis 31.12.2024 geführt hat. 

 

2.1.3 Software-Entwicklung und Systemintegration (AP 5) 

Die Auswertung der Lab-Disk erfolgt bei HS über das Lionheart Mikroskop. Die Software des 

Mikroskops zählt die Tröpfchen der digitalen PCR und wertet positive Reaktionen aus. Die 

Daten müssen nach der Zählung anschließend prozentual ausgewertet und ein finales Ergebnis 

/ Diagnosevorschlag ausgegeben werden. Gemeinsam mit den Projektpartnern wurde über eine 

hierfür passende Softwarelösung beraten. Ein Bauplan für die Software liegt vor. Bis zum 

Projektende wurde für die Auswertung der dPCR im Referenzsystem Absolute Q die 

entsprechende Software des Geräteherstellers (Thermo Fisher Scientific) genutzt. 

Bisher ist noch kein Schutz des geistigen Eigentums nötig geworden. 

2.1.4 Systemvalidierung (AP 6) 
Der Projektpartner IT stellte die von uns entwickelten ITI Primer-Sonden-Mixe für die 

Implementierung in die Disk und die Systemvalidierung zur Verfügung. Die Primer-Sonden Mixe 

wurden an das bei ITI verwendete System angepasst. Verzögerungen bei der Optimierung der 

PCR-Reagenzien und der LabDisk Parameter haben Auswirkungen auf die Umsetzung von AP 

6 und führten zu einer kostenneutralen Laufzeitverlängerung des NIPDisk Projekts um 9 

Monate bis 31.12.2024. 

 

2.1.5 Zusammenfassung Projektergebnisse 

ITI hat im NIPDisk Verbundprojekt folgende Themengebiete erfolgreich bearbeitet: 

1. Optimierung der Blutplasmagewinnung und Anpassung der Parameter an die LabDisk 

2. Identifikation von anonymen Zielsequenzen 

3. Etablierung von Multiplex-dPCR Assays für RHD und anonyme Marker 
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Die Validierung der NIPDisk Folienkartusche konnte innerhalb der Projektlaufzeit nicht 

abgeschlossen werden. Die Ergebnisse des Teilvorhabens sind in Tabelle  zusammengefasst. 

 

Tabelle 4: Übersicht Projektergebnisse 

Aufgabe Umsetzung im Projekt 

Systemspezifikationen Erfolgreich 

Blutplasmagewinnung Erfolgreich; Parameter sind definiert und auf 
die LabDisk angepasst 

Multiplex-dPCR Assays Erfolgreich; 4-Farbenassay für RHD und 
anonyme Marker 

Software-Entwicklung und 
Systemintegration 

Teilweise umgesetzt; dPCR Auswertung nur 
im Referenzsystem 

Systemvalidierung Nicht umgesetzt innerhalb der Projektlaufzeit; 
Pilotvalidierung von Testmustern erfolgt zu 
einem späteren Zeitpunkt 

 

 

2.2 Wichtigste Positionen des zahlenmäßigen 

Nachweises 
 

Die Personalmittel wurden für wissenschaftliches Personal aufgewendet, das in erster Linie für 

die Durchführung und statistische Auswertung der Assayvalidierungen erforderlich war. Darüber 

hinaus zählte fachliche Unterstützung zur Systemspezifikation und Systemintegration und die 

Präsentation der Projektergebnisse auf Fachtagungen zu den Aufgaben des wissenschaftlichen 

Personals. 

Die bewilligten Sachmittel wurden wie beantragt für die Anschaffung von Verbrauchsmaterial 

und Reagenzien für die dPCR und die umfangreichen Assayvalidierungen verwendet. Die für 

die Systemvalidierung eingeplanten Sachmittel wurden nicht abgerufen, da diese Arbeiten 

innerhalb der Projektlaufzeit nicht durchgeführt werden konnten. 

Zur Vernetzung der Verbundpartner wurden regelmäßige Projekttreffen abgehalten. Die 

wissenschaftlichen Daten und Projektergebnisse wurden auf verschiedenen Fachtagungen und 

Kongressen vorgestellt. Die im Projekt dafür vorgesehenen Reisekosten waren hierfür 

ausreichend. 
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2.3 Notwendigkeit und Angemessenheit der 

geleisteten Arbeit 
 

Die durchgeführten Forschungsarbeiten sowie die dafür aufgewandten Ressourcen waren 

notwendig und angemessen. Die erfolgreich durchgeführten Arbeiten entsprachen der im 

Projektantrag formulierten Planung. Die Machbarkeit einer vollintegrierten Folienkartusche für 

die automatisierte nicht-invasive Pränataldiagnostik konnte mit der geleisteten Arbeit aller 

Projektpartner gezeigt werden. 

 

2.4 Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere 

Verwertbarkeit des Ergebnisses im Sinne des 

fortgeschriebenen Verwertungsplans 
 

Im Teilvorhaben „Validierung des NIPDisk-Testsystems“ konnten wesentliche Fortschritte bei 

der Entwicklung von Multiplex-dPCR Assays erzielt werden. Das für die direkte Amplifikation 

aus Plasma optimierte Protokoll unter Verwendung der optimierten Reagenzien kann ebenfalls 

als erfolgreiche Entwicklung des Projekts bezeichnet werden. Die zukünftige Anwendung dieser 

PCR-Tests im Routinelabor ist höchstwahrscheinlich. Eine Weiterentwicklung und Umsetzung in 

ein vollintegriertes Testsystem ist auf der Grundlage der erzielten Ergebnisse sehr gut möglich. 

Die Projektpartner zeigen großes Interesse das System durch weitere Optimierung in eine 

Verwertung zu überführen. 

 

2.5 Während der Durchführung des Vorhabens 

bekannt gewordene Fortschritte auf dem Gebiet 

des Vorhabens bei anderen Stellen 
 

Keine. 
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2.6 Erfolgte und geplante Veröffentlichungen des 

Ergebnisses 
 

Wesentliche Projektfortschritte wurden in Vorträgen bei wissenschaftlichen Fachtagungen 

verschiedener Fachgesellschaften präsentiert. Darunter die Jahrestagung der Deutschen 

Gesellschaft für Transfusionsmedizin und Immunhämatologie (DGTI), der Deutschen 

Gesellschaft für Abstammungsbegutachtung (DGAB) und der Interdisziplinäre Gruppe für Labor 

und Durchflusszytometrie (IGLD). 

 

Die Entwicklung der dPCR mit Voramplifikation ist Teil einer Publikation: 

Eryilmaz M, Müller D, Rink G, Klüter H, Bugert P. Introduction of noninvasive prenatal testing for blood 

group and platelet antigens from cell-free plasma DNA using digital PCR. Transfus Med Hemother 47: 

292-301 (2020). 


