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Zusammenfassung

Die Blutgruppenserologie ist ein vergleichsweise kleines Feld in der Medizin, aber
bedeutsam sowohl in der Frage der Ubertragung von Blut als auch in der Schwangerschaft.
Daher kann jeder Mensch zumindest einmal im Leben damit in Beriihrung kommen. Das
ABO sowie das Rhesus System sind die wohl bekanntesten, und fiir die
Transfusionsmedizin bedeutendsten Blutgruppensysteme in unserer Gesellschaft. Die
Bestimmung der Blutgruppen erfolgt im Labor mit vergleichsweise einfachen Methoden.
Gelegentlich ist es aber nach dieser serologischen Blutgruppenbestimmung nicht moglich,
einen eindeutigen Befund zu erstellen. Diese sogenannten diskrepanten und auffalligen
Ergebnisse werden dann durch genetische Untersuchungen weiter abgeklart.

In dieser Arbeit werden verschiedene serologische Blutgruppenphédnotypen und die
Frequenz der zu Grunde liegenden genetischen Varianten vorgestellt und diskutiert.

Es handelt sich um eine retrospektive Analyse von Blutgruppenbestimmungen der letzten 4
Jahre; genau genommen vom 1.1.2012 bis 31.12.2015. Die phinotypischen Auffilligkeiten
kamen durch Routineuntersuchungen von SpenderInnen und Patientenlnnen ans Tageslicht
und wurden mit erweiterten serologischen Methoden und molekularbiologischen
Untersuchungen abgeklért.

Wichtig zu erwidhnen sei hierbei, dass sich die Analyse auf das Einzugsgebiet der
Universitédtsklinik ~ fiir ~ Blutgruppenserologie = und  Transfusionsmedizin  am
Landeskrankenhaus Graz bezieht. Es wurden also steirische Blutspenderlnnen und
Patientenlnnen aus verschiedenen Regionen, teilweise natiirlich auch Menschen mit

Migrationshintergrund, untersucht.

Material und Methoden: Zur Erhebung der Daten wurden verschiedene
Labordokumentationen (elektronisch und in Papierform) verwendet. Dort wurden
Auffalligkeiten in serologischen Proben von den BMAs standardméafig markiert. Dadurch
konnte man sich in dieser retrospektiven Analyse auf genau diese fokussieren. Die
genetische Konstellation wurde tiber SSP-PCR (einem molekularbiologischen Verfahren),

oder mittels direkter Sequenzierung analysiert.
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Ergebnisse: An der Universititsklinik fiir Blutgruppenserologie und Transfusionsmedizin
wurden in den Jahren 2012 bis 2015 298.654 Blutproben untersucht. Im ABO System gab
es 315 auffillige Befunde. Es konnten auch 14 neue ABO Allele beschrieben werden.

Im Rhesus System waren 517 Félle hauptsdchlich iiber schwache Reaktionen auffillig,
weswegen diese weiter untersucht wurden. In 68% der Fille wurden hier sogenannter
Weak-D-Typen bestimmt, in lediglich 7% der Félle Partial-D-Typen. Hier kam es in 16
Féllen zur Entdeckung neuer Rhesusallele. In 75 % der Félle wurde keine D Veridnderung
diagnostiziert.

Diskussion: Im ABO Blutgruppesystem ergibt die im ersten Schritt durchgefiihrte SSP-
PCR in 73% der Fille ein schliissiges Ergebnis. Durch weitere direkte Sequenzierung
konnte in 3% der Fille die SSP-PCR bestitigt werden, in 24% der Fille lieferte die
Sequenzierung jedoch ein genaueres Ergebnis. Die im Rhesus System diagnostizierten
Weak-D-Typen stimmen groftenteils mit der, in anderen wissenschaftlichen Arbeiten
beschriebenen, Héufigkeitsverteilung in Mitteleuropa iiberein. GroBere Divergenzen gibt
es bei der Verteilung von Partial-D-Typen. Die gro3e Zahl unauffilliger D Bestimmungen
lasst sich auf Vorgaben fiir die Rhesusbestimmung von Spendern zuriickfiihren. Nach
diesen miissen Spender unter gewissen Voraussetzungen — auch ohne auffillige Rhesus D

Bestimmung — weiter molekularbiologisch abgeklart werden.




Abstract

Analysis of human blood groups is a small field in medicine. However, it is important in
blood transfusion as well as in pregnancies. For that reason, at least once in a lifespan
every human may come in touch with this field in medicine. The ABO and the Rhesus
systems are the best-known blood group systems. Their identification takes place with
relatively simply methods. Not every test results in an unambiguous identification of the
blood group. These discrepant results have to be clarified by further genetic analysis.

In this work, a variety of serological blood group phenotypes are presented and discussed.
This is a retrospective analysis from 1.1.2012 to 31.12.2015. The phenotypical peculiarities
were found in routine blood group testing for donors as well as for patients and further
investigated by molecular biological methods. Important to know is, that these peculiarities
were found in the area of the University Clinic for Blood Group Serology and Transfusion
Medicine at Graz’ state hospital. Blood samples were from patients and blood donors in
Styria (locals and people with migration background)

Material and Methods:

Data were collected from laboratory documentation (electronic and paper form).
Peculiarities in serological testing was highlighted by the technicians. Therefore, it was
possible to focus on them at this research. The further molecular biological and genetic
testing was done by SSP-PCR (a molecular biological analysis) or direct sequencing.
Results

In the years 2012 to 2015, 298.654 blood samples were investigated. 315 peculiarities were
found in the ABO system. In the Rhesus system, 517 cases were conspicuous in the
serological testing process through weak reactions. In 68% of the further analysis, weak D
types were diagnosed. Just in 7% partial D types were found. In 16 cases, novel alleles
were identified. In 75 cases no Rhesus D peculiarities could be found.

Discussion: In the ABO System the results were further tested by SSP-PCR. This analysis
was found to be sufficient in 73%. By direct sequencing the SSP-PCR analysis could be
proven in 3%. In 24% other alleles were found. Furthermore, it was possible to discover 14
new ABO alleles. In the Rhesus system weak D types correspond with the results in other
papers about the distribution in central Europe. Bigger differences could be found in the
partial D types distribution. The nondescript Rhesus D types can be ascribed to the
standards of blood group testing. According these standards, blood donors have to be

tested by molecular biological methods under certain circumstances.
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Glossar und Abkiirzungen

Allele

Antigen

Antikorper

Chromosomen

Erythrozyten

Genotypus

Phénotypus

Auspragung eines Gens oder eines genetischen Markers, die auf
homologen Chromosomen am gleichen (Gen) Locus lokalisiert sind

(nach 1; S. 55)

Substanz, die von einem Organismus als fremd oder eigen erkannt
wird und eine spezifische Immunantwort (Bildung von Antikérpern
oder spezifischer T-Lymphozyten) bzw. eine Immuntoleranz

(Selbstantigen) ausldst. (nach 1; S. 113)

nach ihrer Funktion, mit entsprechendem Antigen spezifisch
(selektiv) zu reagieren (Antigen-AntikOrper-Reaktion), lautende

Bezeichnung fiir Immunglobuline (nach 1; S. 116)

Trager der genetischen Information, intensiv farbbare, faden- oder

schleifenférmige Bestandteile des Zellkerns (nach 1; S. 385)

rote Blutkorperchen (nach 1; S. 625)

Gesamtheit aller Erbanlagen eines Organismus (dominante und
rezessive Gene bzw. Allele), die den Phinotyp bestimmen

(nach 1; S.745)

Summe aller in einem Einzelwesen vorhandenen Merkmale

(nach 1; S.1613)
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1 Einleitung

Ziel dieser Arbeit ist die retrospektive Analyse serologisch auffalliger Blutgruppenbefunde
und die Erfassung der genetischen Varianten im ABO und Rhesussystem, die diesen zu
Grunde liegen.

Analysiert wurden Blutgruppenbefunde von Spenderlnnen und Patientenlnnen aus dem
Einzugsgebiet der Universitétsklinik fiir Blutgruppenserologie und Transfusionsmedizin in
Graz. Serologisch auffillige Befunde, also solche, die kein eindeutiges Ergebnis in der
Typisierung ergeben haben, wurden routinemafig mittels genetischer Methoden analysiert
und dann — in den weitaus meisten Féllen — ein eindeutiger Befund erstellt.

Grundsitzlich werden in der Spenderdiagnostik als auch in der Patientendiagnostik nur —
von wenigen Ausnahmen abgesehen — die Blutgruppensysteme ABO und Rhesus
untersucht. Daher konzentriert sich die genetische Untersuchung und Auswertung auf diese
beiden Blutgruppensysteme.

Zum Verstindnis und zur Interpretation der Ergebnisse ist es notwendig, einige

Grundlagen zu den genannten Systemen voranzustellen.
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2 ABO-System

2.1 Genetische Grundlagen

Determiniert wird die ABO Blutgruppe eines Menschen iiber Oberflichenantigene. Die
vier wichtigsten lauten A1, A2, B und O. Diese werden wiederum iiber das ABO-Gen, dem
mehrere Allele zu Grunde liegen, bestimmt. Die Allele sind auf dem Chromosom 9
platziert.

Hierbei gilt, dass 4’ dominant iiber A7 ist (A1 setzt sich in der Ausprigung gegeniiber A2
durch) und A’ oder 4° kodominant mit B auftreten (A1/A2 existieren in der Ausprigung
neben B, es setzen sich beide durch). 4’, 4° sowie B sind dominant gegeniiber H.
Hinzukommen die Gene fiir das H-Antigen (H), sowie Sekretor (Se, se), welche am

Chromosom 19 vertreten sind. (2)

B Allel codiert fiir A Transferase

. Erythrozyt mit Antigen A

Abbildung 1, Genotyp / Phénotyp
Abbildung 1 zeigt beispielhaft, dass ein Phinotyp aus zwei verschiedenen Genotypen
resultieren kann. Links ist der heterozygote Genotyp (4/0) dargestellt, rechts der
homozygote (4/A). In beiden Fillen wird die Blutgruppeneigenschaft A ausgepragt.

H stellt die Grundsubstanz der ABO-Antigene dar und kommt somit in allen menschlichen
roten Blutzellen vor. Sie wird bei allen Menschen exprimiert, am stirksten jedoch bei
denen mit der Blutgruppe O und bei Trigerlnnen der Blutgruppe AB in geringster Anzahl.
Geordnet von der stirksten zur schwéchsten Reaktivitit des H-Antigens mit Anti-H in der
serologischen BG Bestimmung gilt: O >A2>A2B>B>Al1>AIB(3).

Eine Ubersicht der verschiedenen Phinotypen zeigt Tabelle 2.
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Fiir die Blutgruppen A, B und AB dient die H-Substanz als Grundstein fiir weitere
Modifikationen. Diese geschehen iiber so genannten Transferasen. Das sind Enzyme, die

chemische Prozesse katalysieren, indem chemische Gruppen iibertragen werden. (1)

o Q
H-Antigen
(Grundgeriist, Blutgruppe O)
O O
_o s
A-Antigen
o
O O
B-Antigen
o
o s

A-Antigen
und
°© o
C) Ceramid O D-Galaktose
O L-Fukose

N-Acetyl-D- N-Acetyl-D-
O Glukosamin Galaktosamin

Abbildung 2, ABO: molekularbiologische Grundlagen

Abbildung 2, iibernommen aus (4), zeigt den Aufbau unterschiedlicher Antigene im ABO
System. Man erkennt, dass H bei allen 4 Gruppen vorkommt und dass dieses dann bei den

Antigenen A und B durch die Bindung von Zuckerresten modifiziert wird.

Die fiir A beziehungsweise B codierenden Allele unterscheiden sich in 7 Nukleotiden,
(SNPs: single nucleotid Polymorphismus). Dadurch werden vier Aminosduren

ausgetauscht, welche zu einer Anderung der A/B-Transferase-Spezifitit fiihrt. (5)
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Das A Allel (4101) codiert fiir die o 1 — 3 N-Acetylgalactosaminyltransferase (A-
Transferase), das B-Allel (B/0I) hingegen fiir die a 1 — Galactosyltransferase (B-
Transferase). (6-9)

Die A-Transferase hingt ein N-Acetylgalactosamin an die H-Substanz, die B-Transferase
eine D-Galactose. Triagerlnnen von AB haben beide Transferasen gleichermallen; beide
Antigene werden an die H-Substanz angehéngt.

Das klassische O-Allel weist im Vergleich zum A-Allel eine Deletion einer einzelnen Base
im Exon 6, an der Nukleotidposition 261 (261delG) auf. Dies flihrt aufgrund der
Verschiebung des Leserasters bei der Proteinsynthese zu einem stark verkiirzten, inaktiven
Protein. Ist das O-Allel auf beiden Chromosomen vorhanden, kann die H-Substanz nicht
modifiziert werden, die Erythrozyten tragen weder einen A-Zucker noch einen B-Zucker,
man bezeichnet sie daher als Blutgruppe O. (5) Mittlerweile kennt man 59 verschiedene

genetische Modifikationen, die zur Inaktivitit der A/B Transferase fiihren. (10)

Der Unterschied zwischen den Blutgruppeneigenschaften A1 und A2 ist hauptsidchlich
quantitativ aber auch qualitativ (Fehlen des A1 Zuckers). Beziiglich dieses Themas gibt es
in der Wissenschaft jedoch nach wie vor Diskussionen. Gesichert ist, dass die A2
Transferase weniger effizient arbeitet als die Al-Transferase, und somit weniger H-
Substanz umgewandelt wird. Um den Unterschied serologisch feststellen zu koénnen,

bendtigt man spezifische Antikorper. (3,11)

Das Al Antigen ldsst sich serologisch durch das Dolichos-biflorus-Lektin, einem
Pflanzenstoff, nachweisen. Dieses reagiert als Anti-Al. Das A2 lésst sich durch das Ulex-

europaeus-Lektin von Al abgrenzen. Dieser Stoff des Stechginsters fungiert als Anti-H.

(12)
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Zwei Regionen am Chromosom 19 codieren fiir zwei Enzyme mit &hnlicher
Substratspezifitit. Der H-Lokus und der Se-Lokus.

Der H-Lokus codiert fiir die Fucosyltransferase 1 (FUT1). Diese spielt eine elementare
Rolle fiir den Aufbau der H-Substanz. Der H-Lokus muss entweder homozygot (als H/H)
oder heterozygot (als H/h) vorhanden sein, damit H-Substanz gebildet werden kann. Gibt
es hingegen einen homozygoten Defekt (4/h) in der Codierung fiir die H-Substanz, so wird
keine H-Substanz gebildet. Die nachgeschaltete Glykosyltransferase vom Chromosom 9

kann kein weiteres Kohlenhydrat daran binden, es kommt zur Auspragung des sogenannten

Bombay Typs. (13)
ng

H antigen h antlgen

N acetyl- galactosaml Fucose

Legend . Red blood
cell ‘ N acetyl- glucosamu'@ Galactose

Abbildung 3, A,B,O- und Bombay-Typ (14)

Abbildung 3 iibernommen von (14): Die Oligosaccharidstruktur des A, B, O und Bombay
Phénotyps wird dargestellt. Fehlt das H-Antigen kommt es zur Auspriagung des Bombay-
Phénotyps.

Se codiert flir die Fucosyltransferase 2 (FUT2). Diese bildet ein 16sliches H Antigen, das in
allen Korperfliissigkeiten bis auf Liquor physiologisch ausgeschieden wird. Auch hier wird
wieder dominant codiert. So scheiden 80 % der Bevolkerung ABO-Substanz iiber
Korperfliissigkeiten wie Speichel oder Urin aus. Diese sind entweder heterozygot fiir eine
funktionelle Fucosyltransferase (Se/se) oder homozygot (Se/Se) und werden als
»Sekretoren® bezeichnet. Menschen mit der Kombination se/se (Non-Sekretor) scheiden
hingegen diese Substanz nicht aus (Vgl. Abb.1:). Rechnerisch sowie empirisch ergibt sich
hier eine Bevolkerungsgruppe von 20%. (2,13).
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Ist weder ein funktionelles H-Allel noch ein Se-Allel vorhanden, kommt es zur
Ausprigung des sogenannten Bombay-Typ. Man findet auf den Erythrozyten sowie in
Korperfliissigkeiten wie Speichel oder Harn, keine H-Substanz, im Serum hingegen
hochtitrig Anti-H.

Dieses Phinomen wurde als erstes in Indien beschrieben. Dort tritt der Bombay-Typ
gemeinsam mit dem Para-Bombay-Typ mit einer Haufigkeit von 1 in 10.000 auf. Noch
haufiger kommt er in Taiwan mit einer Haufigkeit von 1:8.000 vor, in Europa hingegen nur
mit einer Haufigkeit von 1:1.000.000.

Beim Para-Bombay-Phénotyp ist die H-Substanz gering an den roten Blutzellen
vorhanden, und kann im Speichel fehlen. Es gibt eine schwichere Anti-H-Aktivitit. Der
Genotyp kann sich als Se/Se oder Se/se manifestieren.

Relevant ist diese Erkenntnis, da Individuen mit diesem Phidnotyp Anti-H, Anti-A und
Anti-B im Blut haben. Fiir die Transfusionsmedizin bedeutet dies, dass Empfanger mit
einem Bombay Phinotyp nur mit Bombay-Blut versorgt werden kénnen, da deren im
Serum vorhandene Antikorper, sowohl mit A, B als auch O Antigenen der Spender-
Erythrozyten reagieren und eine hémolytische Transfusionsreaktion machen konnen.

(13,15)

Bei der ABO Blutgruppenbestimmung miissen neben den oben erwdhnten Antigenen auf
den Erythrozyten, auch der entsprechende Antikorperstatus im Serum bestimmt werden
(Serumgegenprobe). Diese Antikorper, die sogenannten Isoagglutinine, richten sich jeweils

gegen die im Blut nicht vorhandenen ABO Antigene. (16).

Diese Erkenntnis dokumentierte erstmals Karl Landsteiner 1900 und 1901 in Wien in
seinen Publikationen, wofiir er 1930 den Nobelpreis fiir Medizin erhalten hat. Antikérper
in Seren welche mit den damaligen Vollblutkonserven transfundiert wurden, fithren zu
intravasaler Himolyse mit zum Teil fatalen Folgen. (17)

Diese ABO-Antikorper werden in den ersten sechs Lebensmonaten gebildet, da
humansymbiontische Bakterien (Bakterien, die im gesunden Menschen vorkommen und
mit diesem in Symbiose leben) Strukturen an ihrer Oberflache besitzen, die den Antigenen
des ABO-Systems dhneln (12). Anti-A und Anti-B sind typischerweise Antikorper der
Klasse IgM. (18)
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Eine Antigen-Antikorper Bindung mit IgM Antikérpern aktiviert die Komplementkaskade
vollstdndig. Dadurch kommt es zu einer sofortigen Hédmolyse der Erythrozyten in den
Gefallen. So ist die Antigen-Antikorper Reaktion mit [gM Antikdrpern gefahrlicher als mit
IgG Antikérpern, was auch die abgeschwichten klinischen Auswirkungen im Rhesus

System erklért. (2,19)

Gibt es bei den serologischen Untersuchungen Diskrepanzen, dass zum Beispiel die
Serumgegenprobe nicht zu dem Ergebnis der Erythrozyten-Antigene passt, so muss eine

weitere Abklarung erfolgen. (20)

Eine klassische Blutgruppenbestimmung ist in Tabelle 1 mit den zu erwartenden
Ergebnissen gezeigt. Fiir eine komplette ABO-Blutgruppenbestimmung braucht es die
Antigen-Testung und die Serumgegenprobe. Im Normalfall stimmen die Ergebnisse der
erythrozytiren Testung und der Serumgegenprobe iiberein. Je nach Blutgruppe kommt es

zu folgenden Reaktionen.

Blutgruppe Erythrozytire Testung Serumgegenprobe
(Antikorper bekannt) (Antigen bekannt)

A B AB Al A2 B

+ - + - - +

B - + S A + -

AB + + + - - -

o - - - + + -

Tabelle 1 Serologische ABO Bestimmung

Tabelle 1 libernommen aus (2) stellt die Ergebnisse serologisch eindeutiger Blutgruppen
Bestimmungen gegeniiber. Ein Plus bedeutet eine Reaktion der zu untersuchenden
Erythrozyten bzw. des zu untersuchenden Serums mit dem, in der Test-Kammer/Karte

vorliegendem Antikorper/Antigen. Ein Minus ein Ausbleiben einer solchen Reaktion.
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2.2 Frequenz von ABO Gruppen

Die Verteilung der ABO Blutgruppen variiert bevolkerungsabhéngig. Dies hat zur Folge,
dass bestimmte Blutgruppen in manchen Ethnien héufiger vorkommen als in anderen.

Einen Uberblick bietet Tabelle 2.

Population Angaben in %
(Probandenzahl) (@) Al A2 B AlB A2B
Indigene Volker
100 0 0 0 0 0
Siidamerikas (539)
Vietnamesisch
45 21,4 0 29,1 4,5 0
(220)
Australische
44 4 55,6 0 0 0 0
Aborigines (126)
Deutsche
42,8 32,5 9,4 11,0 3,1 1,1
(100.000)
Bengalen
22 22,2 1,8 38,2 14,8 0,9
(241)
Samen [Lappen]
18,2 36,1 18,5 4,8 6,2 6,2

(324)
Tabelle 2 bevéilkerungsspezifische Frequenz von ABO
Tabelle 2, iibernommen aus (3), zeigt die Diversitit der ABO Blutgruppen Verteilung in

Prozent in unterschiedlichen Ethnien.

Bemerkenswert ist hier, dass bei indigenen Volkern die Blutgruppe O mit 100% auftritt,
obwohl diese nach den Gesetzen der Vererbung seltener auftreten miisste, da es fiir die
Auspragung der Blutgruppe O auf beiden Chromosomen ein O-Allel bendtigt, wohingegen
— wie oben erwidhnt — 4 und B dominant gegeniiber O sind (4).

Die Blutgruppe O ist in Gegenden, in denen die Pest nie oder nur in der Neuzeit
ausgebrochen ist, stark vertreten. Ein Versuch, bei dem Kaninchen abgetotete
Pestbakterien (Pasteurella pestis) liber Tage hinweg injiziert wurden, hat gezeigt, dass
diese Antikorper bilden die mit Blutzellen der Gruppe O agglutinieren. Hier hitten Trager
der Blutgruppe O einen Selektionsnachteil, da der Korper physiologisch keine Antikdrper
gegen eigenes Gewebe bildet. Es wiirden dadurch zumindest weniger Antikorper gegen die

Pestbakterien gebildet werden konnen; der Erreger wird schwicher bekéampft. (21,22)
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2.3 Phénotypen und ihre Untergruppen

In Europa ist aufgrund der Haufigkeit der Blutgruppe A die Unterteilung in A; (80%) und
A3 (20%) zu finden.

Auf A;-Erythrozyten finden sich mehr Antigene als auf A,-Erythrozyten. Zusitzlich
weisen Aj-Erythrozyten das Antigen A; auf. Es zeigt sich ein Unterschied in der Struktur,
weswegen man sie im Labor serologisch mittels Dolichos-biflorus-Lektin differenzieren
kann.

In Seren von Personen mit A,-Erythrozyten ist hidufig ein sogenanntes irreguléres Anti-A;-
nachweisbar. Dies wird durch die Agglutination mit A;-Erythrozyten, die fiir die
Blutgruppenbestimmung vorgeschrieben sind, sichtbar.(12,20)

Zuséatzlich gibt es noch viele weitere Varianten der A- und B-Allele, die fiir die
Ausprigung von ABO-Subgruppen im Phédnotyp verantwortlich sind.
Beispiele fiir abgeschwéchte A Eigenschaften und ihre Reaktionen bei der serologischen
BG-Bestimmung;:
* Ajreagiert mit den meisten Anti-A-Seren. Die Reaktion ist jedoch noch schwécher
ausgepréagt als bei A,.
* As-Erythrozyten lassen sich nur mit sehr hochtitrigen Anti-AB-Seren zur Reaktion
bringen.
* Blutzellen der Gruppe Ay, lassen sich gar nicht mehr mit den iiblichen Testseren

agglutinieren und werden deswegen phénotypisch zur Blutgruppe O gezdhlt. (2)

Bei der Blutgruppe B ldsst sich eine dhnliche Abschwéchung wie bei A auf A, nicht
beobachten. Dennoch gibt es genetische Varianten der B-Transferase, seltene B-Allele, die

fiir eine phanotypisch schwache Auspriagung der Blutgruppe B verantwortlich sind.(12)

Bei der Blutgruppe B ist die Unterscheidung nur bei B3 serologisch gut mdglich. Diese

findet man jedoch am ehesten in Ostasien (12,23).
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Cis AB

In gewissen Fillen kann es vorkommen, dass sowohl das fiir A als auch das fiir B
codierende Allel als Komplex vererbt wird. (2). Es ist daher moglich, dass das Kind eines
Vaters mit der Blutgruppe AB und einer Mutter mit der Blutgruppe O, die
Blutgruppeneigenschaften AB trdgt. In diesen seltenen Fillen wurde dem Kind die AB
Eigenschaften, die gekoppelt auf einem viterlichen Allel vorliegen, vererbt.
Typischerweise ist hier das B-Antigen schwach ausgeprigt, sodass in der Regel der

Phénotyp nicht mit einem ,,normalen* AB verwechselt werden kann (3).
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2.4 Nomenklatur

Die verschiedenen Blutgruppensysteme (derzeit sind 36 bekannt) werden von der
International Society of Blood Transfusion oder kurz ISBT eingeteilt und nach dem Datum
der erstmaligen Beschreibung gelistet. Das ABO-System als das erste beschriebene
Blutgruppensystem hat demnach die Nummer 001. Der Name sowie das Symbol sind als
ABO festgelegt (22). Anzumerken ist hier, dass, obwohl im Sprachgebrauch ,,A, B, null*

verwendet wird, es sich bei der Schreibweise um ein grofles O handelt.

Die BGMUT (Blood Group Antigen Gene Mutation Database) ist eine Datenbank, in der
samtliche Variationen der Gene, die fiir die Auspridgung der Blutgruppeneigenschaften
eine Rolle spielen, dokumentiert werden.(24)

Die hier hdufig verwendete Nomenklatur hat jedoch eine andere Schreibweise. So

entspricht ABO*41.01 im ISBT-System A/0/ im BGMUT System. (22)

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird die BGMUT Nomenklatur verwendet.

Phinotyp ISBT Nomenklatur BGMUT Nomenklatur
A4 ABO*A1.01 A101
B ABO*B.01 B101
(0] ABO*0.01.01 001
Ax/Aweak ABO*AW31.02-05 Ax03
0? ABO*0.05 052

Tabelle 3 Nomenklatur im ABO System

Tabelle 3: (10,25) zeigt beispielhaft den Unterschied zwischen der ISBT und der BGMUT
Nomenklatur. O? bedeutet eine Diskrepanz in der serologischen Blutgruppenbestimmung

zwischen Antigentestung und Serumgegenprobe
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3 Das Rhesus-System

3.1 Hintergrund

Das Rhesus-System ist im Zusammenhang mit der Schwangerschaft und einer daraus
resultierenden Blutgruppen Unvertraglichkeit zwischen Mutter und ungeborenem Kind von
besonderer Bedeutung. Aufgrund der hohen Immunogenitdt kommt es hdufig zur Bildung
irreguldrer Antikorper. Es ist zudem das wichtigste auf Proteinen basierende
Blutgruppensystem. Bemerkenswert ist auch, dass die Antigene, anders als beim ABO-
System, ausschlielich auf Erythrozyten und keinem anderen Gewebe zu finden sind. (26)
Das Rhesussystem umfasst die fiinf Rhesusmerkmale D (RhD, Rhesusfaktor positiv), C, c,
E und e, die in unterschiedlichen Kombinationen auftreten und serologisch nachweisbar
sind. Wird Rhesus D-positives Blut in einen Rhesus-negativen Menschen transfundiert, so
kommt es in bis zu 80 Prozent der Félle zu einer Immunisierung gegen den Rhesusfaktor D
und damit zur Bildung eines sogenannten Anti-D Antikorpers. Dies ist besonders bei
Schwangerschaften, in denen eine Rhesusinkompatibilitit zwischen Mutter und Kind
vorliegt (Mutter Rhesus negativ, Kind Rhesus positiv), von Bedeutung.

Eine eindeutige Rhesus Blutgruppenbestimmung ist die Voraussetzung, um ein
Immunisierungsrisiko fiir den Empfianger von Rhesus D positivem Blut, beziechungsweise
das Risiko eines durch Rhesusinkompatibilitit ausgeldsten Morbus Hidmolyticus
Neonatorum vorherzusagen, und in weiterer Folge Konsequenzen fiir die medizinische

Behandlung abzuleiten. (12)

Die durch RHD Gen und RHCE Gen am Chromosom lcodierten Proteine RhD und RhCE
sind zwei Transmembranproteine mit einer Linge von jeweils 416 Aminosduren. Das
entstehende Protein ist zwolf Mal durch die Membran gezogen. (12)

Eine schematische Darstellung —mit moglichen Varianten— zeigt Abb. 5.
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3.2 Genetische Grundlagen

Determiniert werden die Rhesus-Antigene durch zwei eng benachbarte Loci am P-Arm des
Chromosoms 1.

Am Locus 1 codiert das RHD Gen das Rhesus D Protein (Rh D). Fehlt der RHD
codierende Abschnitt auf beiden Chromosomen im Genotyp (homozygot nicht vorhanden),
beschreibt man den daraus resultierenden Rh D negativen Phénotyp als ,,dd“. Wobei ,,d*
die Abwesenheit von D darstellt, nicht jedoch ein eigenes Gen oder Antigen. Es gibt auch
keinen korrespondierenden Antikorper der ein d-Antigen definieren wiirde. (12)

Am Locus 2 befindet sich das Gen RHCE, das fiir die iibrigen Antigene Rh C, ¢ sowie E, e

codiert. (27)

Rh-D-Gen =» D-Protein
Rh-CE-Gen = Cc & Ee Protein =p Cc & Ee Protein
Rh.D.Gen Rh.CE.Gen

Lol JR0.0,8,0.0,00.003

ntron 4, 600 Basenpaare lnger ais
das ntron 4 vom D-Gen

Abbildung 4 Genetik RhD/RhCE

INTRON EXON

Abbildung 4 aus (28): Genetische Konstellation von Rh D positivem und Rh negativem
Phénotyp. Ist das RHD Gen vorhanden, kommt es zur Expression eines D Proteins in der
Membran der Erythrozyten. Fehlt das RHD Gen auf beiden Chromosomen, so kommt es

nur zur Expression vom CE-Protein mit C/c beziechungsweise E/e.

Beim Erbgang werden diese Allele in Kombination von 8 mdglichen Haplotypen vererbt.
Diese sind in der Nomenklatur nach Fisher: cde, cDe, cdE, cDE, Cde, CDe, CdE und CDE.
Diese kommen populationsspezifisch mit einer bestimmten Frequenz vor.(3) Dies zeigt

Tabelle 4.
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Da RHD und RHCE eng nebeneinander lokalisiert sind und iiber eine recht hohe
Sequenzhomologie verfiigen, sind zahlreiche genetische Variationen moglich, die meisten
davon aber selten oder nur populationsspezifisch vorkommend. (2) Dabei kann es zu

Abschwichungen der einzelnen Rhesusantigene, oder auch zum Verlust von z.B. Rh D

kommen. (26)

Nomenklatur Haufigkeit [%]

Fisher/Race CDE Deutsche Chinesen Afrikaner
CDe 43,1 73,0 13,4
cde 39,4 2,3 223
c¢cDE 13,6 18,7 2,9
cDe 2,1 33 52,9
Cde 1,1 1,9 2,7
cdE 0,6 k.A. k.A.
CDE 0,1 0,4 5,8
CdE <0,01 0,4 k.A.

Tabelle 4 ethnische Unterschiede von Rhesus Antigenen

Tabelle 4 aus (12) zeigt die bevolkerungsspezifische Verteilung

Rhesusallelen

der Haufigkeit von
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Die Genotypen konnen zu folgenden Phanotypen kombiniert werden und kommen in der

mitteleuropédischen Bevdlkerung wie folgt vor:

Phénotyp Mogliche Genotypen Phénotyp Mogliche Genotypen
CcDee (33,97%) CDe/cde ccDEE (2,18%) cDE/cDE
CDe/cDe cDE/cdE
Cde/cDe ccDee(2,17%) cDe/cde
Cde/cDe cDe/cDe
CCDee (17,18%) CDe/CDe Ccddee (0,74%) Cde/cde
CDe/Cde ccddEe (0,49%) cdE/cde
Ccddee (15,34%) | cde/cde CCDEze (0,19%) CDE/CDe
CcDEe (12,42%) CDe/cDE CDE/Cde
CDe/cdE CcDEE (0,06%) CDE/cDE
Cde/cDE CDE/cde
CDE/cDe CCddee (0,01%) Cde/Cde
CdE/cDe CcddEe (0,01%) Cde/cdE
ccDEe (11,89%) cDE/cde CdE/cde
cDE/cDe
cdE/cDe

Tabelle 5 Zusammenhang Phéinotyp/Genotyp im Rhesus System

Tabelle 5 nach (2) zeigt die Haufigkeit verschiedener Phianotypen mit den moglichen zu

Grunde

mitteleuropédischen Bevdlkerung dargestellt.

liegenden Genotypen.

Auflerdem wird die Haufigkeit

dieser in der
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3.3 Nomenklatur

Das Rhesussystem kennt mehrere Nomenklaturen. Zum einen nach Fisher und Race, bei
der die genetische Ausstattung fiir C/c, D/d und E/e der Reihe nach angegeben wird.
AulBlerdem die Nomenklatur nach Wiener, wobei flir jeden Phianotyp ein eigenes Kiirzel
verwendet wird (R1, R2, r, u.a.). Zudem kennt man noch eine numerische Form der
Nomenklatur welche von Rosenfield verwendet wurde und sich ideal fiir elektronische

Datenverarbeitung eignet. (19)

3.4 Phéanotyp und Untergruppen

Auch im Rhesus Blutgruppensystem gibt es Varianten. Dies ldsst sich durch folgendes
wortliches Zitat der OGBT Standards zusammenfassen:

. RhD-Varianten (Dvar, friiher: D"**) kénnen quantitative (Weak-D-Typen) oder
qualitative (Partial-D-Typen) Verdnderungen aufweisen. “ (20)

Diese werden in den folgenden Unterkapiteln erklért.

3.4.1 Weak-D-Typ

Zu diesem Phénotyp kommt es durch wunterschiedliche, ein- oder mehrfache
Punktmutationen im RHD-Gen. Diese fithren zu einem Aminosdureaustausch im codierten
Protein. Dieser Austausch ist meist innerhalb der erythrozyiren Zellmembran oder
intrazelluldr lokalisiert. So kommt es zu einem quantitativ verringerten Einbau des Proteins
in die Zellmembran; die eingebauten Proteine tragen, aus einer Vielzahl von Epitopen
bestehend, extrazelluldr das vollstindige D Antigen, wenn eben auch in verringerter
Anzahl. Bei den Weak-D-Typen I-111, die um die 95% aller Weak-D-Typen bei Kaukasiern
ausmachen, konnte man bisher keine Allo-Anti-D-Immunisierung feststellen.
Patientenlnnen mit diesen Rhesus-Phidnotypen konnen mit Rh D positivem Blut
transfundiert werden und Schwangere mit diesem Phinotyp benétigen keine Rhesus-

Prophylaxe. (26,29)
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Das Vorkommen dieser Aminosdureverdnderungen kann man schematisch wie folgt

darstellen:
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Abbildung 5, Polymorphismen fiir Weak-D-Typen(30)

Abbildung 5 nach (30) zeigt das Rhesus D Protein mit zwolf transmembrandren Segmenten

sowie sechs Schlaufen extrazelluldr (exofacial) eingebaut in die Erythrozytenmambran.

Die Punkte stellen Polymorphismen dar, welche bei Weak-D-Typen vorkommen kénnen.

Zu einer Rh D Abschwichung kann es aber auch ohne Mutation der Basenabfolge
kommen. Hier schwicht das C-Antigen das D-Antigen in den serologischen Effekten. Die
Abschwichung nennt man Positionseffekt (Ceppellini-Effekt) und scheint hier durch das C

Allel in Trans-Stellung hervorgerufen zu sein. (31)

3.4.2 Partial-D-Typ

Beim Vorliegen des Partial-D-Typen sind, im Gegensatz zu Weak-D-Typen, die
Aminosdureaustdusche so gelegen, dass die extrazelluldren Proteinregionen des Rhesus D
Proteins am Erythrozyten betroffen sind. So kommt es, dass Personen mit dieser Variante
Antikorper gegen einzelne D-Epitope bilden konnen, auch wenn sie selbst als Rh D positiv

kategorisiert wurden (12).
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Dabei werden Antikorper gegen einzelne Epitope des Rh D Antigens gebildet, welche
aufgrund des Vorhandenseins von genetischen Varianten im Vergleich zum vollstdndigen
D Antigen fehlen. (3)

Urséchlich fiir Partial-D-Typen sind hdufig Genkonversionen von RHD mit dem RHCE-
Gen. Hierbei werden in das RHD-Gen einzelne Abschnitte oder auch ganze Exons aus dem
RHCE-Gen eingefligt. Dadurch werden Hybridproteine exprimiert. Je nachdem, welche
Epitope fehlen bzw. vorhanden sind, unterscheidet man "Kategorien". Die D-Kategorien

III bis VI sind auf diesem Weg entstanden. (26)

Am hiufigsten in der europdischen Bevdlkerung ist die Kategorie VI (ca. 1:6000), deren
Trager Antikorper gegen die fehlenden Epitope entwickeln konnen. Andere Kategorien
konnen zwar grundsitzlich auch Antikérper entwickeln, tun dies aber eher selten. Daher
sollte man vor allem Patienten mit einem Partial-D-Typ der Kategorie VI, grundsétzlich

mit Rhesus-negativen Erythrozyten Konzentraten transfundieren. (32—-34)

Abbildung 6 fasst die Unterschiede zwischen dem normalen D, einem Weak-D-Typ und

einem Partial-D-Typ (hier als D-Variante beschrieben) nochmal zusammen.

A

Normales D-Antigen Dweak D Mariante
Genigende Epitope Genlgende Epitope Wutierte Epitope
Genldgende Antigene “Yerminderte Antigenanzahl Genlgende-verminderte

Antigenanzahl

Legende: Epitop—? Amigen

Abbildung 6 RhD Varianten

Abbildung 6 aus (35): Die Abbildung zeigt die Antigendichte von Erythrozyten mit
normalem Rh D Phinotyp, einem Weak-D-Typ und einem Partial-D-Typ. Der Partial-D-
Typ (im Bild als D-Variante bezeichnet) zeigt eine normale Antigendichte, jedoch sind

einzelne Epitope verdndert.
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4 Material und Methoden

An der Klinik fiir Blutgruppenserologie und Transfusionsmedizin Graz werden alle
Blutproben von BlutspenderInnen und Patientenlnnen standardgemal auf die Blutgruppen
ABO und Rhesus getestet. Sofern keine Antikorper gegen andere — hier nicht erwdhnte —
Blutgruppenantigene vorliegen, bleiben die Untersuchungen auf diese 2 Systeme
beschrénkt.

Im ersten Teil der Untersuchungen werden die Oberflichenantigene der Erythrozyten
serologisch bestimmt. Es gibt mehrere Methoden wie diese Antigen-Antikorper-
Reaktionen sichtbar gemacht werden konnen. Zum Beispiel auf Platten, in R6hrchen oder
mit Gelkarten zum Beispiel von der Firma Diamed (Bio-Rad). Der Vorteil von Gelkarten
ist, dass die Sensitivitidt sehr hoch ist und sich der Arbeitsablauf — zumindest teilweise —
automatisieren ldsst. Zu einer vollstindigen Blutgruppenbestimmung gehort im ABO-
System — wie oben bereits dargestellt — aber auch die Untersuchung des Serums auf die
darin vorkommenden reguldren Antikorper (Serumgegenprobe).

Die in dieser Arbeit beschriebenen Blutgruppen wurden auffillig, da sie in diesen Tests
diskrepante Ergebnisse, zum Beispiel bei der ABO-Antigenbestimmung und Isoagglutinin-
Bestimmung in der Serumgegenprobe, lieferten. Diese auffdlligen Proben wurden weiter
mit verschiedenen molekulargenetischen Methoden abgeklért. Im Rhesus System wurden
die serologischen Auffilligkeiten durch schwache Reaktionen der zu testenden

Erythrozyten auffillig.
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4.1 Serologische Blutgruppen Bestimmung

Die Gelkarten bestehen aus sechs so genannten Mikroréhrchen, die mit Granulat
(Gelkiigelchen aus Dextran) und je nach Untersuchung, mit spezifischen Antikérpern oder
mit sogenanntem Neutralgel befiillt sind. (12) Die Standards, wie serologische
Blutgruppenbestimmungen  durchzufiihren sind, werden von der OGBT, der
Osterreichischen  Gesellschaft  fiir ~ Blutgruppenserologie, = Transfusionsmedizin,

Regenerative Medizin und Immungenetik, vorgegeben. (20)

4.1.1 ABO Bestimmung

Bei der Antigentestung werden Erythrozyten des zu untersuchenden Blutes in die
einzelnen Mikrorohrchen der Testkarten pipettiert. Reagiert der spezifische Antikérper mit
den Oberflichenantigenen der Erythrozyten, zeigt sich dies in einer Agglutination
(Verklumpung). Um diese sichtbar zu machen, werden die Karten anschlieBend
zentrifugiert. Existiert eine starke Agglutination, so entsteht eine Matrix von Erythrozyten
und Antikorpern, die zu grof3 ist, um sich durch die Beads dringen zu konnen. Die
entstandene Matrix bleibt obenauf liegen. Reagieren Erythrozyten nicht, da sie keine
Merkmale tragen, die mit den vorgelegten Antikorpern reagieren, so werden diese bei der
Zentrifugation nach unten gedriickt. Es zeigt sich ein Sediment am Boden des
Mikroréhrchens. (12)

Bei der ABO Blutgruppenbestimmung wird auch die Serumgegenprobe zur Bestimmung
der Isoagglutinine durchgefiihrt. Dabei wird ebenfalls mit dem Gelkartensystem gearbeitet.
Zum Plasma oder Serum der zu bestimmenden Probe werden in sogenannten
Neutralgelkarten Testerythrozyten mit den Eigenschaften Al, A2, B und O hinzugefiigt.
Bei positiven Reaktionen agglutinieren die Antikdrper aus dem zu untersuchenden Blut mit

den entsprechenden Testerythrozyten. (12,36)

Die Kartchen haben den Vorteil, dass die Unterscheidung nicht nur binér ist. Das bedeutet,
dass man auch Abschwéchungen kennt. Schwache Reaktionen erkennt man dadurch, dass
die Matrix aus roten Blutzellen und Antikorpern nur teilweise durch das Granulat gedriickt

wird. (12).
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Die Reaktionsstirken werden durch die Angabe von einem oder mehreren Plus

gekennzeichnet, wie Abb. 7 zeigt

Abbildung 7 Reaktionsstdrken in der serologischen Testung

Abbildung 7 iibernommen aus (12): Hier lassen sich die hdangengebliebenen Agglutinate
(Antigen - Antikorper Komplexe) erkennen. Die Reaktionsstirke wird in Plus (+)
angegeben. Je nach Stirke werden vier Plus als Maximum sowie ein Minus als
Abwesenheit jeglicher Reaktion angegeben. Von links nach rechts in Abbildung 7 zeigt
sich: 4+, 3+, 2+, 1+, +/-, -.(12)

32



In der praktischen Ausfiihrung zeigt sich folgendes Bild:
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Abbildung 8 Beispiel serologische ABO Bestimmung

In Abbildung 8 (Erstellt an der Universititsklink fiir Blutgruppenserologie und
Transfusionsmedizin Graz) erkennt man das Fehlen von A und B Antigenen in den ersten
beiden Bildern durch die nach unten zentrifugierten Erythrozyten (A, B, und AB negativ)
Dies entspricht der Blutgruppe O. Das Ergebnis fiir CDE fillt positiv aus. In der
Serumgegenprobe erkennt man jedoch eine nur schwache Reaktion bei Al und das Fehlen
einer Agglutination bei A2. Triagerlnnen der Blutgruppe O hétten jedoch Antikérper gegen
Al, A2 und B im Serum. Man erwartet sich hier also ein vier Kreuz positives Ergebnis.
Dieser Fall muss also weiter untersucht werden, da Serumgegenprobe und erythrozytére

Testung nicht zusammenpassen.
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Auch bei der erythrozytiren Testung kann es zu fraglichen Ergebnissen kommen wie

Abbildung 9 zeigt:

Abbildung 9 uneindeutiges serologisches Ergebnis

Abbildung 9 (Erstellt an der Universititsklink fiir Blutgruppenserologie und
Transfusionsmedizin Graz) zeigt eine Reaktion bei der die Erythrozyten nur schwach mit
Anti A reagieren. Hier ist die Diskrepanz also nicht durch widerspriichliche Ergebnisse bei
erythrozytidrer Testung und Serumgegenprobe zu finden, sondern vielmehr bei den

Erythrozyten selbst.
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4.1.2 Rhesusbestimmung

Das Rhesus D Antigen wird serologisch mittels zweier verschiedener Anti-D-Antikérper
bestimmt. Von diesen muss zumindest einer monoklonalen Ursprungs sein. Werden zwei
monoklonale Antikérper verwendet, ist darauf zu achten, dass diese von unterschiedlichen
Klonen abstammen. Ist die Reaktion in beiden Fillen negativ und/oder gibt es in einem mit
CDE kombinierten Test ein positives Ergebnis, so ist eine weiterfiihrende Analyse
zwingend notwendig. AuBerdem muss auch hier eine Auto Kontrolle durchgefiihrt werden,

um eventuell falsch positive Ergebnisse zu erkennen. (20)

Tabelle 6 fasst die moglichen Ergebnisse einer RhD Testung noch einmal zusammen.

Agglutination der PatientenInnen und SpenderInnen

Interpretation
Erythrozyten durch:
1. Anti D Reagenz 2. Anti D Reagenz Auto - Kontrolle

RhD positiv + + -
RhD negativ - - -
RhD Variante schwach + schwach + -
RhD Variante Unterschiedlich stark + Resultate -
Nicht beurteilbar - + -
Nicht beurteilbar + oder - + oder - +

Tabelle 6 Ergebnisse serologischer Rhesus Bestimmung

Tabelle 6 nach (20): Man erkennt die verschiedenen moglichen Ergebnisse bei der
serologischen Rhesus Bestimmung. Kommt es zu einem schwachen oder nicht
beurteilbaren Ergebnis, so muss man eine weitere (molekularbiologische) Abklarung

einleiten.
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4.2 Molekulare Analytik

Kommt es zu Auffilligkeiten in den oben beschriebenen serologischen Tests (zum
Beispiel, wenn die Ergebnisse der Erythrozyten-Testung und Serumgegenprobe nicht
zusammenpassen), erfordert dies eine weitere Abkldrung. Die dafiir angewendeten

Methoden werden in den folgenden Unterpunkten beschrieben.

4.2.1 Genotypisierung mittels SSP- PCR

Der erste Schritt ist die Analyse des Genotyps auf hdufiger vorkommende Genvarianten.
Dazu dient die SSP-PCR, die Sequenzspezifische Primer-PCR.

Grundlage hierfiir ist die Polymerase-Kettenreaktion (PCR), eine molekularbiologische
Methode, bei der ein definiertes Target-Gen vervielfiltigt wird. Dies geschieht in vielen
aufeinander folgenden Zyklen, wobei ein Zyklus aus drei Schritten besteht.

In den kéuflichen Testkits liegen Primer vor, die spezifisch an bekannte Varianten des

Gens binden. (37,38)
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Die SSP PCR ist ein zyklischer Prozess und lauft wie folgt ab:
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Abbildung 10 Zyklus einer PCR
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Denaturieren der DNA Doppelstrange: Durch das
Erhitzen auf ca. 90°C
werden die Wasserstoftbriicken geldst, die DNA liegt in

Einzelstrdngen vor.

Die Primer binden an das Target-Gen mit einer
spezifischen Annealing-Temperatur, bei der sich die
Primer optimal an die komplementire DNA anlegen

konnen.

Dann kann die Polymerase die im Ansatz zur Verfiigung
gestellten freien Nucleotide am freien 3° Ende des

Primers bzw. bereits angelagerter Nucleotide ankniipfen.

Am Ende eines Zyklus hat sich die vorliegende DNA
verdoppelt.

Abbildung 10 modifiziert nach (39) zeigt den schematischen Ablauf einer PCR

Fir die SSP-PCR wird die Tag-Polymerase verwendet. Diese hat keine 3°-5’-

Exonukleaseaktivitit, das bedeutet, es gibt keine Korrekturleseaktivitit. Passt also der

Primer nicht zum vervielfdltigenden DNA-Strang, so kommt es durch dieses Mismatch

nicht zur Amplifizierung des Produktes. Liegt eine Ubereinstimmung vor, kommt es zur

Vervielfaltigung des gewiinschten Abschnittes.(12)
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AnschlieBend werden die PCR-Produkte {iiber Agarosegel-Elektrophorese analysiert.
Zusétzlich wird in jeder PCR ein Kontrollprimerpaar mitgefiihrt. Dieses Amplifikat wird
mit einer spezifischen Kontrollbande am Gel sichtbar. Die entstehenden Muster der PCR
Produkte in der Gelelektrophorese konnen dann mit Hilfe eines Auswerteschemas
ausgewertet werden. FEingeschrinkt wird die Aussagekraft durch die Anzahl der
Primerpaare die im Kit vorliegen, sodass sehr seltene Genvarianten oder neue Allele nicht

erkannt werden kénnen. (12)

Non Non Non Non
OO0 | O?| 0| B | B | A2 | A2

Abbildung 11 Ergebnis einer SSP

o'B

Abbildung 11 (Erstellt an der Universititsklink fiir Blutgruppenserologie und
Transfusionsmedizin Graz) zeigt ein Ergebnis einer ABO SSP. Man erkennt, dass bei O'
sowie bei B ein PCR-Produkt sichtbar wird. Somit ist das Ergebnis dieser Untersuchung
O'B. AuBerdem wird als Gegenkontrolle jeweils ein Non-Allel angefiihrt. Fiir das 4’ Allel
gibt es keine spezifische Bande, daher wird bei nur einer spezifischen Bande (und dem
dazugehorenden positiven Non-Allel) das A’ Allel als vorhanden angenommen

(Ausschlussdiagnose). (12)

An der Universitétsklinik fiir Blutgruppenserologie und Transfusionsmedizin wurde das
RBC Ready Gene ABO SSP Kit (Inno-train) verwendet. Dieser deckt die Allele O', O°, B
und A7 ab.
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4.2.2 Sequenzierung nach Sanger (SBT)

Kann die durchgefiihrte SSP-PCR Untersuchung keine Aufklirung bringen, werden die
ABO oder Rhesus D Gene vollstindig sequenziert, auch sequence based typing (SBT)
genannt.

Grundlage hierfiir ist die Sequenzierung nach Sanger. 1980 erhielten Walter Gilbert und
Fred Sanger fiir die Entwicklung dieser Methode den Nobelpreis. Hier handelt es sich im
Wesentlichen um eine PCR Reaktion, wobei es aber durch Einbau modifizierter,
fluoreszenzmarkierter Didesoxyribonukleosid-Triphosphate (ddNTPs) zum Kettenabbruch
bei der PCR kommt; man spricht deswegen von einem Kettenabbruchverfahren. Nach dem
Einbau eines dieser Kettenabbruchnukleotide, die zusétzlich zu Adenin (A), Cytosin (C),
Guanin (G), sowie Thymin (T) im Ansatz vorhanden sind, kann die Polymerase keine
weiteren Nukleotide mehr anhidngen. (37)

Das Verhiltnis der zugegebenen ddNTPs ist entscheidend, damit statistisch gesehen
zumindest einmal an jeder Stelle des zu untersuchenden Genabschnittes ein Abbruch
entsteht. Analog zur Gelelektrophorese werden bei der Sequenzierung die entstandenen
synthetisierten Kettenabbruchfragmente in einer Kapillare durch Anlegen von Spannung
der GroBle nach aufgetrennt und von einem Detektor erfasst. Durch Anregung der an der
ddNTPs angehidngten Farbstoffe mit einem Laser, emittieren diese Licht. Die emittierte
Wellenldnge ist fiir jede Base spezifisch festgelegt. Durch die Abfolge des emittierten

Lichts kann man auf die Basenfolge riickschlie3en. (37)

Sequenzlerung nach Sanger Abbildung 12, modifiziert nach (40), zeigt das
“;‘ ET\WIMQMM Prinzip der Sequenzierung nach Sanger. Die

_ 3 - entstandenen Fragmente der Sequenzier PCR

LB >m;:mi:de ; eiere Fragmente wandern hier aufgrund einer angelegten

- ) ?’ - / Spannung der Grofle nach sortiert durch eine
&' :— mit Polymer gefiillte Kapillare. Die kleinsten

Pe /
M M passieren als Erstes. Durch Erfassen des

Abbildung 12 Sequenzierung nach Sanger emittierten Lichtes im Bezug zur Zeitachse
erhidlt man eine Abfolge verschiedener
Lichtimpulse. Auf deren Grundlage kann man

auf die Basenfolge schlieflen. (40)

39



5 Ergebnisse — Resultate

An der Universitétsklinik fiir Blutgruppenserologie und Transfusionsmedizin wurden in
den letzten 4 Jahren folgende Anzahl an ABO und Rhesus Blutgruppenbestimmungen
durchgefiihrt:

Jahr Blutgruppenbestimmungen
2012 82.300
2013 77.772
2014 70.279
2015 68.303

Tabelle 7 Anzahl durchgefiihrter BG-Bestimmungen 2012-2015

Tabelle 7 (41) zeigt die Anzahl absoluter ABO und Rhesus-Blutgruppenbestimmungen in
den Jahren 2012 bis 2015. Die deutliche Reduktion der Fallzahlen lag zum einen an der
abnehmenden Anzahl an Blutspendern und zum anderen an der Auslagerung von

Testungen bei Patienten.

5.1 ABO-System

Im ABO System gab es auf Basis der durchgefiihrten Untersuchungen folgende Verteilung
der Blutgruppen:

VERTEILUNG ABO BLUTGRUPPEN

HA
HB

HAB

Abbildung 13 Verteilung von ABO Blutgruppen

Abbildung 13 zeigt die prozentuelle Verteilung von ABO Blutgruppenbestimmungs-

Ergebnissen.
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Die Blutgruppenbestimmung erbrachte bei der weitaus iiberwiegenden Anzahl der Proben
eindeutige Ergebnisse.
Die Anzahl der Proben mit serologischen Auffalligkeiten betrug insgesamt 315 und sind in

der folgenden Tabelle 8 nach Haufigkeit des Auftretens pro Jahr dargestellt:

Jahr Absolute Relative
Auffilligkeiten Auffilligkeiten [%o]

2012 76 0,9235

2013 72 0,9258

2014 96 1,3660

2015 71 1,0395

Tabelle 8 Hdufigkeit serologischer ABO Auffdlligkeiten
Tabelle 8 zeigt die Haufigkeit serologisch auffilliger Blutgruppenbestimmungen, welche

weiterfithrend untersucht wurden. Die relative Haufigkeit bezieht sich auf die

Gesamtanzahl der in diesem Jahr durchgefiihrten Blutgruppenbestimmungen.

5.1.1 Ergebnisse ABO SSP - PCR

Bei fast allen auffilligen Bestimmungen wurde eine SSP Analyse durchgefiihrt. Bei in
Summe 298.654 getesteten Proben ergibt das eine Auffilligkeitsrate von knapp 0,11 %.
In der SSP-PCR wurden die bestimmbaren Allele mit folgender Haufigkeit gefunden:

A 117 *
A° 41
B 112
o’ 244
o’ 111

Tabelle 9 Ergebnisse der SSP ABO Bestimmungen
*: mit Vorbehalt

Tabelle 9 zeigt die aufsummierten Ergebnisse der ABO SSP Blutgruppenbestimmung,

unter Beriicksichtigung, dass das Ergebnis 4’ auf einer Ausschlussdiagnose beruht.
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Die vorhergehend dargestellten Allele wurden bei der SSP Analyse in folgender

Zusammensetzung gefunden:

Verteilung Allelkombinationen

100

80

60
40
20 I
0 . . [ | [ | [ | - - - - .

01/02 01/A1 01/B1 A2/B2 A1/A1 A1/B1 01/01 O1/A2 02/B1 02/02 B1/B1 Al/A2 02/A1 02/A2
@89 (70 (55 (26 (14 (13 dAH ® & & & G & Q)

Abbildung 14 Allel Zusammensetzung ABO SSP

Abbildung 14 zeigt die unterschiedliche Zusammensetzung des Genotyps der mit der SSP

Analyse untersuchten Personen.
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5.1.2 Ergebnisse ABO-SBT

Die Sequenzierung wurde durchgefiihrt, wenn das SSP-PCR Ergebnis kein abschlieendes
Ergebnis brachte oder sich eine Diskrepanz zwischen dem serologischen und dem
genetischen Ergebnis zeigte. In der weiterfithrend durchgefiihrten SBT Analyse wurden
Allele mit folgender Haufigkeit identifiziert:

Verteilung bekannter Allele
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Abbildung 15 ABO - SBT Ergebnisse

Abbildung 15 zeigt sortiert nach Héufigkeit die Ergebnisse der nachgefiihrten ABO SBT

von bereits bekannten Allelen.
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In rund 8,2% der SBT Analysen wurden neue Allele gefunden:
Fiir diese in der nachfolgenden Tabelle 10 beschriebenen Allele wurde bisher noch keine

offiziellen Namen vergeben.

vorliufige Bezeichnung

A101 24bpDEL

A101 + Intron 4 16854>G

Al01 Exon 2 del:

A201 Var

Aw09 Var
Bl14+In 2396T>C

Allelbeschreibung

Hier handelt es sich um ein 4701 Allel mit Deletionen (im Exon 5 (del236-239)
und im Intron 5 (del1-20)

Im Vergleich zum 4701 Allel wird Intron 4 Adenin an Stelle 1685 durch Guanin
ersetzt

Im Vergleich zum 4701 Allel liegt eine Deletion von Exon 2 vor (Intron 1 Base
1287 bis zur 1211. Base im Intron 3)

Das Allel entspricht 420/ mit einem neuen zusitzlichen SNP im Intron 4
entspricht Aw09 jedoch ohne SNP im Intron 6(42)

B114, jedoch mit zusétzlichem Basenaustausch an Position 2396.: Thymin wird

durch Cytosin ersetzet
001 + Intron 4 1661C>T 001 mit einem SNP an Stelle 1161 (Cytosin wird durch Thymin ersetzt)
002 Var Entspricht O02 Allel, mit einer neuen Kombination an bekannten SNPs im Intron
4
003 + Intron 2 209C>T Im O03 Allel wird im Intron 2 Cytosin an Stelle 209 durch Thymin ersetzt
065 + Intron 3 104 C>G

O73 ohne 14 1446C >4

In O65 wird im Intron 3 Cytosin an der Stelle 104 durch Guanin ersetzt
Dieses Allel entspricht 074, jedoch ohne die Mutation im Intron 4, bei der an

der Stelle 1446 ein Cytosin in ein Adenin getauscht wird

A Var 268T>C 268T>C Mutation im Exon 6, dies fiihrt zu einem Aminosaureaustausch
(Trp90Arg) im Vergleich zum 4701 Allel
A214 + 653T>4 Entspricht einem 4274 Allel mit einem SNP 653T>A im Exon 7; dies fiihrt zu

einem Aminosédureaustausch (Val212Glu) (43)
Al01 +452T>G Im Vergleich zum 4701 gibt es einen SNP (452T>Q), dies fiihrt zu einem
Aminosdure Austausch (Val51Gly) (43)
Tabelle 10 neu gefundene ABO Allele

Tabelle 10: Uberblick iiber neu gefundene Allele und deren genetische Grundlage. Es
handelt sich hier um vorldufige Bezeichnungen, da diese Allele noch nicht in die BGMUT

Datenbank aufgenommen wurden.
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5.2 Ergebnisvergleich SSP-PCR und SBT-Analyse

Vergleicht man die Ergebnisse der SSP-PCR Untersuchung mit jenen der SBT-Analyse
zeigt sich folgendes Bild:

VERTEILUNG SSP - SBT ERGEBNISSE

M SSP ausreichend (231 Félle)
M SBT bestitigt SSP (9 Falle)

M SBT liefert anderes Ergebnis (75
Falle)

Abbildung 16 Vergleich SSP mit SBT Ergebnissen
In Abbildung 16 werden die Resultate der SSP mit denen der SBT Untersuchung
verglichen. In 231 Féllen war die SBT Untersuchung ausreichend. In 9 Fillen wurden die
SSP Ergebnisse durch die SBT bestdtigt. In 75 Fillen lieferte die SSP jedoch falsche

Ergebnisse, was letztendlich durch die direkte Sequenzierung klar wurde.
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5.3 Rhesus-System

Bezogen auf das Rhesus System waren in den Jahren 2012 bis 2015 mit folgender

Héufigkeit serologische Untersuchungen auffillig:

Jahr
2012
2013
2014
2015

Auffillige Rhesus Untersuchungen
138
120
139
120

Tabelle 11 Hdufigkeit serologischer Rhesus Auffilligkeiten

Tabelle 11 zeigt mit welcher absoluten Haufigkeit die serologische Rhesusbestimmung

auffillig war.

Dies entspricht 517 serologischen Auffalligkeiten in vier Jahren. Bezogen auf die Summe

aller serologischen Untersuchungen in diesem Zeitraum bedeutet das einen Anteil von

0,17%.

Diese Auffilligkeiten kdnnen wie folgt unterteilt werden:

500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

INDIKATION FUR WEITERE ABKLARUNG

Schwache C bei serolog Rh E beiserolog Rh C/E bei serolog C++/E++++
Reaktionbei D D-negSpender D-negSpender Rh D-neg serolog Rh D-neg
(461) (38) (15) Spender (2)  beiSpender (1)

Abbildung 17 Indikationen fiir weiterfiihrende Rhesusabklirung

Abbildung 17 zeigt die unterschiedlichen Griinde weswegen eine weitere Abklarung

notwendig war. Man erkennt, dass schwache Reaktionen bei der D Bestimmung der

Hauptgrund waren. Mdégliche Positionseffekte bei Spendern machen die Minderheit aus.
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Diese serologischen Auffilligkeiten konnen wie folgt unterteilt werden:

VERTEILUNG VON D AUFFALLIGKEITENI

AN
—

= Weak D (332) = D Partial (35)
= Komplexe Genverdnderungen (37) = Fehlen von Exon 8 (8)

® keine D Anomalie (75)

Abbildung 18 Ergebnisse weiterfiihrender Rh Untersuchung

Abbildung 18 =zeigt die absolute Anzahl von Ergebnissen weiterfiihrender Rhesus
Untersuchungen. Hier zeigt sich, dass zum Grofteil Weak-D-Typen der Grund
serologischer Abschwédchungen waren. Diese Segmente lassen sich wie folgt genauer

aufschlisseln:

Folgendes Diagramm zeigt die Verteilung der Weak-D-Typen

WEAK D Typen

= Weak 1 (171) = Weak 2 (95) = Weak 3 (38) Weak 4.0/4.1(10)
= Weak 48 (5) = Weak 15 (3) = Weak 2.1(2) = Weak 4.2 (2)
= Weak 5 (2) = Weak 11 (2) = Weak 30 (1) m \Weak 75 (1)

Abbildung 19 Mannigfaltigkeit der Weak-D-Typ Ergebnisse

Abbildung 19 zeigt die verschiedenen diagnostizierten Weak-D-Typen. Es zeigt sich, dass
die Typen 1, 2 und 3 den mit Abstand gréf3ten Teil ausmachen.
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Die zweite wichtige Sparte sind die Partial-D-Typen, welche mit folgender Haufigkeit zu

finden waren:

D PARTIAL

N

= cat VII (12) = cat VI (9) = DFR (4) cat Vityp 2 (2) = DCS-1 (2) = catVItyp 3 (1)

mcat Il (1) mcatIVtyp 2 (1) mcatIVtyp4 (1) = DYU (1) = DNB (1)

Abbildung 20 Verteilung der Partial-D-Typ Ergebnisse

In Abbildung 20 ist die Verteilung der Partial-D-Typen zu erkennen. In den Klammern

erkennt man die absolute Anzahl der diagnostizierten Variante.

Die oben genannten komplexen Verdnderungen lassen sich wie folgt aufschliisseln:

KOMPLEXE RHESUS VERANDERUNGEN

\

= einzelne / mehrere Basen Austdusche (16) = CcRHD-CE(2-9)-Dee (14)
® ccRHD-CE(4-7)-DEe (4) ccRHD-CE(4-7)-Dee (1)

= ccRHD-CE(4-7)-DEE (1) ® CcRHD-CE(3-7)-Dee (1)

Abbildung 21 Unterteilung komplexer Rhesus-Verdnderungen

In Abbildung 21 erkennt man, mit in Klammern angefiihrter absoluter Haufigkeit, die

Verteilung komplexer Rhesus Verdnderungen.
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6 Diskussion

6.1 ABO System

Die serologische Bestimmung der ABO-Blutgruppe war in den weitaus iiberwiegenden
Féllen eindeutig und bedurften keiner weiteren Abklarung. Die Hiufigkeit der Blutgruppen
A, B, AB und O decken sich mit den Angaben des Osterreichischen Roten Kreuzes fiir die
Osterreichische Bevolkerung. (44)

Die diskrepanten Ergebnisse wurden mit molekularbiologischen Methoden weiter
untersucht, davon waren die Ergebnisse der SSP Analysen in 231 Féllen schliissig, d.h. die
Ergebnisse der SSP-Untersuchung stimmten mit dem serologischen Ergebnis {iberein und
bedurften keiner weiteren Abkldrung mittels SBT. In 9 Fillen wurde die SSP Analyse
durch eine weiterfilhrende SBT Analyse bestétigt. In weiteren 75 Fillen wurden durch die
Sequenzierung andere Allele identifiziert.

Dies zeigt, dass eine Genotypisierung mittels SSP oft nicht ausreicht und erst die
Sequenzierung des gesamten Gens eine plausible Erklarung fiir diskrepante serologische
Ergebnisse liefern kann, da auf SSP basierende Testkits nur einige der bekannten Allele
detektieren konnen und daher seltenere Varianten oder auch bisher unbekannte Mutationen

unentdeckt bleiben und zu falschen Ergebnissen bzw. Interpretationen fiithren konnen.

AulBlerdem fallen mehrere erstmalig in Graz entdeckte Blutgruppenallele in dieser Arbeit
auf, die in dem untersuchten Zeitfenster gefunden wurden. Zum Beispiel das
Blutgruppenallel 052, ein sehr seltenes O Allel (2,9% aller SBT Ergebnisse), das bisher
nur in der steirischen Bevolkerung gefunden wurde und nicht auf der 261delG Variante
beruht. (45) Bei dieser Sequenzvariante wird eine Aminosdure im Exon 6 des ABO Gens
durch ein Stopp Codon ausgetauscht. Dadurch kommt es bei der Translation zu einem
vorzeitigen Syntheseabbruch und eine verkiirzte inaktive Transferase entsteht. 052 wurde
erstmals 2005 von Hosseini-Maaf publiziert. Die untersuchte Blutprobe stammt aus

Graz.(25)
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A101 ist das in der SBT-Analyse am haufigsten identifizierte Allel und dient auch als
Referenz-Sequenz des ABO Gens. 4101 codiert eine funktionelle A Transferase, die zur
Auspriagung des BG-Phédnotyps A fiihrt. Samtliche anderen Allele werden immer im
Vergleich zur entsprechenden Nukleotidposition in der Referenzsequenz dargestellt. (25)
Die Diagnose A; nach einer durchgefiihrten SSP-PCR ist eine Ausschlussdiagnose, wenn
andere Allele mit dem vorliegenden Primerset nicht detektiert werden konnen. Wenn
dieses Ergebnis aber nicht plausibel mit dem serologischen Ergebnis iibereinstimmt, bedarf
es einer weiteren Abkldrung. In einem gewissen Anteil bestitigt sich jedoch dieses
Ergebnis, weswegen es hier mit groBer Haufigkeit vertreten ist.

Das Allel O01 wurde haufig gefunden. Aufgrund der Deletion eines Nukleotids (Guanosin)
an der Stelle 261, kommt es aufgrund einer Leserahmenverschiebung letztendlich zu einem
vorzeitigen Stopp Codon, wodurch die Synthese der ABO Transferase abgebrochen wird.
(12,25) Kommt OO0/ homozygot vor, liegt eindeutig die die ABO Blutgruppen O vor.
Meist ist ein zweites, im heterozygoten Genotyp vorhandenes, ABO Subgruppenallel
ursdchlich fiir eine Diskrepanz in der serologischen Blutgruppenbestimmung.
Subgruppenallele  codieren oftmals ABO  Transferasen mit sehr geringer
Transferaseaktivitit. Dabei werden so wenige A-Antigene synthetisiert, dass diese mit den
einfachen serologischen Testmethoden nicht nachweisbar sind. Dies konnte ein Grund
dafiir sein, dass das Immunsystem trotz serologischem ABO Antigenstatus O, kein Anti-
A2 bildet. Hiufig ist zusétzlich ein irreguldres Anti-A1 nachweisbar.

B114 wurde im untersuchten Zeitraum an der Universitétsklinik fiir Blutgruppenserologie
und Transfusionsmedizin 12-mal entdeckt. Hierbei ist zu erwéhnen, dass es sich generell
um eine seltene Form des B Allels handelt und als erstes von Stabentheiner et. al bei einem
Individuum in Osterreich beschrieben wurde. Funktionell scheint es aber keinen
Unterschied zum BI/01 zu Allel geben, B-Antigene sind bei Triagern dieser Variante
nachweisbar. (25)

Bei Ax03 handelt es sich ebenfalls um eine seltene Variante des A Allels. Es kommt zu
insgesamt 4 Nukleotid Austduschen in den Exons 6 und 7. (25)

Dadurch werden 2 Aminosduren auf Proteinebene ausgetauscht und die codierte
Transferase, weist mdoglicherweise verdnderte biochemische Eigenschaften auf. (38)
Olsson et. al haben 1998 sechs nicht verwandte Familien mit der Expression des Ay

Phénotyps untersucht. (46)
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Bei 003 handelt es sich um eine O Variante, jedoch ohne die fiir das O Allel typische
Deletion der 261. Base im Exon 6. Es gibt jedoch 4 nichtsynonyme SNPs (missense) im
codierenden Bereich, die die Glykosyltransferase funktionslos machen konnten, da die
Zucker bindende Stelle verdndert wird.(47) Bemerkenswert ist, dass in einzelnen Féllen
eine geringe Expression von A Antigen beobachtet wurde. (25)

Awl3 ist eine seltene Variante und wurde 2006 erstmals von Seltsam et. al beschrieben.
Das Initiator Methionin-Codon ist fehlerhaft, weswegen es gleich zu Beginn zu einem
Abbruch der Proteinsynthese kommt. (25)

B101 Var 2 ist eine Variante mit zusitzlichen SNPs im Intronbereich im Vergleich zum
B101 Allel. Dieses Gen wurde erstmals von Matzhold et. al an der Universitdtsklinik fiir
Blutgruppenserologie und Transfusionsmedizin in Graz beschrieben. (25) Auch dieses
Allel scheint zwar selten, aber speziell in der steirische Bevolkerung verbreitet zu sein.
A201 ist das klassische A2 Allel und wurde 2011 von Yamamoto definiert. Hier liegt eine
missense Mutation der Base an Nukleotidposition 467 (467C>T) und einer Deletion der
Base an Stelle 1061(1061delC) im Exon 7 vor. Die Deletion fiihrt zu einem Frameshift,
weswegen das eigentliche Stopp Codon falsch interpretiert wird und die codierte
Transferase um 21 Aminosduren verlédngert wird. (25,47)

002 ist eine 1999 erstmals beschriebene Variation eines O Allels, bei der zusétzlich zur
typischen Gunaosindeletion im Exon 6 (261delG), neun weitere SNPs im codierenden
Bereich vorliegen. (25)

065 ist mit 2 zusitzlichen Substitutionen im Intron 4 (215A>G und 216A>C) eine
Variante des 002 Allels. Dieses Allel wurde bisher bei nur fiinf Personen in Osterreich
beschrieben. (25)

068 beschreibt ein Allel, dem im Vergleich zu O02 der 220C>T Polymorphismus im Exon
5 fehlt. Es wurde erstmals von Matzhold und ihrem Team der Universititsklinik fiir
Blutgruppenserologie und Transfusionsmedizin 2015 in Graz identifiziert. (25)

A214 ist eine Variante des 4201 Allels und tragt zusitzlich die Nukleotidsubstitution
336G>A im Intron 5 Diese seltene Variante wurde ebenfalls in Osterreich in zwei Familien
2011 beschrieben. (25)

Ax01 ist eine seltene Variation von Yamamoto beschrieben.(48) Dieser liegt nur ein
einziger Aminosdure Austausch zu Grunde. Hier befindet sich an Position 646 ein
Adenosin statt einem Thymin, was aber eine starke Abschwichung der A-Transferase

Aktivitédt zur Folge hat. (25)
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B113 ist ein von Stabentheiner und ihrem Team dokumentiertes Blutgruppenallel welches
bisher nur bei zwei Individuen in Osterreich beschrieben wurde. Im Vergleich zum
klassischen B101 Allel gibt es einen zusétzlichen SNP (858C>A) im Intron 3, was aber fiir
die phanotypische Auspragung des B-Antigens keine Rolle zu spielen scheint. (25)

Ebenso von Stabentheiner und nur in einer Familie in Osterreich beschrieben ist B116, das
im Vergleich zu B/0l im Intron 5 die Nukleotidsubstitution G>A trdgt. Aufgrund der
Lokalisation dieser Mutation kénnte es sich um eine Splice site Mutation handeln, die eine
Auswirkung auf den Splicingvorgang der pra-mRNA des ABO Transkripts haben kann.
Allerdings wurde nicht in allen Féllen eine phénotypische Abschwichung (By.ax) bestétigt.
(25)

ABO*0.02.06.2 entspricht 002 jedoch ohne den SNP 681G>A im Exon 7.(25)

Von Olsson und seinem Team wurde 2006 erstmals 024 beschrieben. Durch zehn SNPs
und der typischen 261 Deletion kommt es zum Abbruch der Synthese und dem Austausch
von zwei Aminosduren. (25)

050 wurde von Hosseini-Maaf et al. erstmals dokumentiert. Bei 488C>T im Exon 7
handelt es sich um einen weiteren Aminosédureaustausch (T163M) im Vergleich zum O03
Allel. (25)

Die Allele 067 und O73 unterscheiden sich durch einzelne SNPs in den Introns. (25,49)
Auch 049 ist als Variante von O03 einzustufen, der Basenaustausch 689G>A im Exon 7
bewirkt noch zusitzlich einen Austausch von Glycin gegen Asparagin an Position 229
(G229D). Dieses seltene Allel wurde von Hosseini-Maaf erstmals in israelischen Spendern
beschrieben. (25,49)

Oll1, 026, 001 Var3, O01 Var 4, O01 Var 5, 066, O76 basieren alle auf der
inaktivierenden 261delG Variante und unterscheiden sich lediglich in SNPs in nicht
codierenden Regionen. O0I Var 3,4 und 5 wurden von Matzhold et. al erstmals

beschrieben. (25)
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Bei den in Tabelle 10 erwdhnten neu gefundenen Allelen kann folgendes angefiigt werden:

Eine neue Variante des 4701 Allels (hier als 4101 24bpDel bezeichnet), mit einer Deletion
von 5 bp im Exon 5 und weiteren 20 bp im angrenzenden Intron 5, wurde in 11 von 34
untersuchten Mitgliedern einer steirischen Familie identifiziert. Diese Mutation ist eine
Splice Site Mutation, was wie die ersten Untersuchungen des Transkripts zeigten, auch
einen Effekt auf das Splicing der pra-mRNA haben. Daraus entstehende Transkripte wurde
ein Fehlen von Exon 6, beziechungsweise auch ein Verbleib von Sequenzen des Intron 5,
nachgewiesen. Allein das Fehlen des GroBteiles der katalytischen Domine dieser mutierten
ABO Transferase wiirde den O Phinotyp jener Personen, die im Genotyp heterozygot fiir
ein weiteres O Allel sind, erklaren.

Eine Deletion von nahezu 10% des ABO Gens, wurde in drei untersuchten
Familienmitgliedern einer einzelnen Familie entdeckt. Die Deletion betrifft Sequenzen von
Intron 1 bis Intron 3, also einschlieBlich des Verlustes eines vollstandigen Exons (Exon 2).
Dieses neue Allel (47101 Exon 2 Del) wurde aufgrund des nachgewiesenen O Phénotyps
der betroffenen Familienmitglieder als neues O Allel beschrieben. (50) Andere erstmals
identifizierte Allele unterscheiden sich von bereits beschriebenen Varianten durch neue
Kombinationen bereits bekannter SNPs oder zusétzliche Mutationen in nichtcodierenden

Sequenzen des ABO Gens. (25)

Bei der Identifizierung dieser neuen Allele in nur wenigen Einzel-Fillen oder in Familien
(Exon 2 del und Exon 5 24 bp Del) kann man davon ausgehen, dass es sich hierbei um

sporadisch auftretende oder sogenannte private Mutationen handelt.

53



6.2 Rhesus

Bei den D Varianten, welche durch schwache serologische Reaktionen auffallen,
unterscheidet man zwischen den Weak-D-Typen und den Partial-D-Typen. Der
Unterschied liegt hauptsdchlich an der Lokalisation der Verdnderung im codierten Protein.
Generell ldsst sich sagen, dass D-Antigenvarianten mit SNPs in extrafacialen Regionen des
Erythrozyten als Partial-D-Typen, Rhesus Proteine mit SNPs innerhalb der
transmembrandsen Regionen oder intrazelluldr als Weak-D-Typen bezeichnet werden.

Klinische Relevanz zeigt diese Unterteilung, da man eine Alloantikorper Bildung nach
Transfusion von Rhesus positivem Blut meist nur bei Personen mit Partial-D-Typen findet.

Bei den Weak-D-Typen 1-3 konnte bisher keine Immunisierung festgestellt werden.

6.2.1 Weak-D-Typen

Die Weak-D-Typen 1, 2 und 3 stellen den GroBteil der serologisch schwachen Rhesus
Reaktionen dar.
Die Verteilung in der hier durchgefiihrten Analyse differiert - interessanterweise - leicht

von der in Oberosterreich:

type21
4%

type 4
3%

Abbildung 22 Weak-D-Typ Verteilung in Oberdsterreich

Abbildung 22 modifiziert nach (51) zeigt die prozentuelle Verteilung von Weak-D-Typen

in Oberosterreich
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Der Anteil an Weak-D-Typ 1 bei den untersuchten Personen in Graz ist mit 52% hoher als
in Oberosterreich. Der Anteil an Weak-D-Typ 2 ist mit 29% in Graz ebenso grofer. Beim
Weak-D-Typ 3 ist der Unterschied schon geringer; in Graz zidhlen dazu lediglich 11%. Die
Weak-D-Typen 1, 2 und 3 stellen 80% aller identifizierten Weak-D-Typen dar.

Eine andere Analyse von Miiller et.al. vergleicht auch die Frequenzen der Weak-D-Typen

in Tirol, Nord- und Siid Deutschland:

TABLE 6. The number of rare molecular weak D
types in the three regions compared to the sum of
the common weak D types 1, 2, and 3

Germany

Weak D type Tyrol Northern Southwestern
1,2,0r3 118 258 145
4 4 1 6
5 4 0 2
6to 11 0 0 6*
13 1 0 0
14 1 0 0
21 0 1 0
1&3 1 0 0
38&4 1 0 0

Total 130 260 159

* Each type was found in a single sample.’

Tabelle 12 Weak-D-Typ Verteilung in Tirol, Nord- und Siidwest Deutschland

Tabelle 12 aus (34) zeigt den Unterschied zwischen der Verteilung der Weak-D-Typen in
Tirol, Norddeutschland und Stidwestdeutschland.

Hier stellen die Weak-D-Typen 1, 2 und 3 knapp 91 % aller Weak-D-Typen in Tirol dar. In
Norddeutschland tiber 99%, in Siiddeutschland — &hnlich wie in Tirol - knapp tiber 91%.
Man erkennt ein Diversitdtsgefdlle von Zentraleuropa in den Norden. Auch andere,

seltenere Weak-D-Typen sind hier stirker vertreten.

Weak-D-Typ 1 ist die hdufigste bezichungsweise zweithdufigste Variante des Standard
RHD und unterscheidet sich davon um eine Base (809T>G). Dies fiihrt zu einem

Aminosduretausch. (30)

Weak-D-Typ 2 ist hdufig bei Australiern jedoch in Mitteleuropa auch stark vertreten. Bei
dieser Blutgruppe kommt es ebenso zu einem einzigen SNP (1154G>C) sowie einem

daraus resultierenden Aminosédure Austausch. (30)
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Weak-D-Typ 3 ist ebenso auf einen einzigen Nukleotidaustausch (8C>G) mit einem damit
verbundenen Aminosdure Austausch zuriickzufiihren und ist auch stark in Zentraleuropa

vertreten. (30) In Tirol ist es mit 50% der Weak-D-Typen vertreten. (34)

Aus klinisch praktischer Sicht ist wesentlich, dass Patientinnen und Patienten, so wie
Schwangere mit Weak-D-Typ 1, 2 und 3 mit Rhesus positivem Blut versorgt werden
konnen, da dabei keine Immunisierung nachgewiesen werden konnte. (33) Das erleichtert

die Versorgung der Patienten enorm, da 85% aller Blutspender Rhesus positiv sind.

Weak-D-Typ 4.0 sowie 4.1 besitzen beide drei gleiche SNPs. Weak-D-Typ 4.1 hat jedoch
eine zusitzliche Mutation. Diese resultieren in 2 beziehungsweise 3 Aminosduren
Austiuschen. Diese befinden sich entweder in der Zellmembran beziehungsweise an der
Zellinnenseite und wiren eigentlich mit Rhesus positivem Blut zu versorgen. (32)
Allerdings gibt es zu diesem Weak-D-Typ — wie auch zu den anderen heute bekannten
Weak-D-Typen — keine klinischen Daten.

Weak-D-Typ 48 liegt ein einziger Basenaustausch mit einem dadurch hervorgerufenen
Aminosédureaustausch zu Grunde. Dieser befindet sich in der zweiten Schlaufe innerhalb
der Membran und wére demnach auch mit Rhesus positivem Blut zu versorgen. Dieser Typ
kommt hauptsdchlich im europdischen Raum vor. (32)

Weak-D-Typ 15 fulit ebenso auf einem einzelnen SNP mit einem daraus folgenden
Aminosdure Tausch. Es handelt sich hierbei um die letzte Aminosdure innerhalb der
Zellmembran in der neunten Schlaufe des Rhesus Proteins. Dieser Typ kommt aus dem
afrikanischen Raum. Dass er hier vertreten ist, ldsst sich leicht damit kldaren, dass man in
Graz auf Grund seiner Grof3e auch auf Menschen mit Migrationshintergrund trifft. (32)
Zwei SNPs liegen dem Weak-D-Typ 2.1 zu Grunde. Hier ist zu erwdhnen, dass diese Form
2009 erstmalig in Linz beschrieben wurde. Es werden zwei Aminosduren ausgetauscht; ein
Austausch befindet sich innerhalb der Membran, der zweite jedoch aullerhalb. Dieser Typ
ist also ,,falschlicherweise* den Weak-D-Typen zugeordnet, denn dieser muss mit Rhesus
negativem Blut versorgt werden, um keine Immunisierung hervorzurufen. (32)
Weak-D-Typ 4.2 ist wiederum afrikanischen Ursprungs. Thm liegen 4 SNPs zu Grunde
welche fiir 3 andere Aminosauren codieren. Keine der drei befindet sich an der Aul3enseite,
weswegen auch diese Personen mit Rhesus positivem Blut versorgt werden konnten. (32)
Weak-D-Typ 5 kommt in Tirol mit ca. 3% vor. Dieser Typ fult auf einem einzelnen SNP

mit einem daraus hervorgerufenen Aminosduretausch. Der Austausch ist innerhalb der
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Zellmembran, weswegen auch hier mit Rhesus positivem Blut versorgt werden konnte. In
Graz kommt dieser Phinotyp mit 0,6 % wesentlich seltener vor. (32)

Weak-D-Typ 11 ist ein spannendes Phdnomen, da es teilweise als Weak-D-Typ oder als
Partial-D-Typ beschrieben wird. Dies hdangt davon ab mit welchem RHCE Komplex dieses
vererbt wird. Im cDe Haplotyp erscheint es als nur wenig schwaches D, im CDe Haplotyp
ist die Antigendichte deutlich verringert; man spricht vom sogenannten Borderline Weak-
D-Typ. IThm liegt ein einzelner SNP zu Grunde, der dadurch codierte Aminosduretausch
befindet sich innerhalb der Zellmembran. (32)

Weak-D-Typ 30 wurde 2003 erstmals von Wagner F.F. beschrieben. Dieser Form liegt ein
einzelner SNP mit einem Aminosdureaustausch zu Grunde. Die Mutation befindet sich
innerhalb der Zellmembran weswegen auch hier mit Rhesus positivem Blut versorgt
werden konnte. (32)

Weak-D-Typ 75 wurde erstmals von Gassner et. al in der Schweiz dokumentiert. Auch
thm liegt ein einzelner Nukleotidaustausch mit einem daraus resultierenden
Aminosdureaustausch innerhalb der Zelle zu Grunde. Auch hier wire eine Versorgung mit
Rhesus positivem Blut vorstellbar, verweise aber nochmals auf die oben erwihnte

Einschrankung .(32)
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6.2.2 Partial-D-Typen

Noch grofler ist der Unterschied zwischen Oberdsterreich und der Steiermark beziiglich der

Verbreitung der Partial-D-Typen. Diese sind in Oberdsterreich wie folgt verteilt:

DFV
4%

Abbildung 23 Partial-D-Typen in Oberdsterreich

Abbildung 23 nach (51) zeigt die Verteilung der Partial-D-Typen in Oberosterreich.

Vergleicht man diese Werte direkt in einer Tabelle bekommt man folgendes Ergebnis:

Partial-D-Typ  Linz [%]  Graz [%]

D Vil 45 34
DVI.1 12 26
DNB 11 3
Dvl1.2 7 6
DFL 8

DVF 4

andere 13

Tabelle 13 Gegeniiberstellung Partial-D-Typen Linz/Graz
Tabelle 13 vergleicht die prozentuellen Anteile der Partial-D-Typen von Linz und Graz.
Die Werte fiir Linz entstammen Abb. 23.
Herausragend fiéllt der Unterschied bei D cat VI auf. Dies ist in Graz ist mit 26% stérker
vertreten. Der néchst kleinere Posten ist DNB mit 11% in Linz, hingegen ist nur mehr mit

3 % in Graz vertreten.

58



Tabelle 14 vergleicht die Partial-D-Typen Verteilung zwischen Tirol und Norddeutschland.

Diese wurden von Miiller et. al. aufgeschliisselt.

TABLE 2. Distribution of individual partial D types
and the totality of all molecular weak D types
investigated
Aberrant RhD Tyrol Northern Germany
DV type | 15 0
DV type I 0 3
DVII 1 3
D HMi 0 2
D HO 0 1
DV type VII 0 1
Weak D, all types 130 260
Total 146 270

Tabelle 14 Partial-D-Typen Verteilung Tirol / Norddeutschland

Tabelle 14 modifiziert nach (34): man erkennt die Unterschiede zwischen den Partial-D-
Typen zwischen Tirol und Norddeutschland. Die Zahlen sind in absoluter Haufigkeit im

durchgefiihrten Zeitraum dieser Studie angegeben.

Am Auffalligsten ist, dass der Typ D cat VII in Ostosterreich am haufigsten vorkommt. In
Tirol gar nur einmal, in Norddeutschland noch 3-mal. Der in Tirol am héaufigsten
vorkommende Typ ist D VI Typ 1, dieser kommt in Graz ebenso vor, jedoch nicht mit
dieser prozentuellen Haufigkeit.

D cat VII wird mit knapp tiber 3 % bei 201 schwachen D Reaktionen in Linz beschrieben.
Es kommt zu einem SNP mit einem Austausch der letzten Aminosdure der zweiten
extrazelluldren Protein Schleife. Hier kann es durch Transfusion mit Rhesus positivem Blut

zu Immunisierungsreaktionen kommen.(32)
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Kategorie VI Typ 1 ist ebenso ein Phiinotyp der hauptsichlich in Osterreich anzutreffen ist.
Ihm liegt eine Hybridisierung mit dem RHcE Allel zu Grunde. Hierbei kommt es durch die
Ahnlichkeit des RHD Allels zum RHcE Allels zur Anlagerung dieser und zu einem
langstreckigen Austausch mehrerer Nukleotide. (12,32) In Linz ist diese Form mit 3,9% als
Ursache schwacher serologischer Rhesus Ergebnisse beschrieben. In der hier
durchgefiihrten retrospektiven Analyse kommt es jedoch nur mit einer Haufigkeit von
1,7% vor. Triagerlnnen dieser Blutgruppe konnen relativ leicht Antikérper bilden und sind
deswegen Rhesus negativ zu versorgen. (52)

Dem DFR (1) Phianotyp liegt eine Hybridisierung mit dem RHCE Allel zu Grunde. Es wird
im Siidwesten Deutschlands und China beschrieben. Langstreckige Anderungen des
Rhesusproteins fiihren auch hier zur Empfehlung mit Rhesus negativem Blut zu versorgen.
(32)

D cat VI Typ 2 basiert auch auf einer Hybridisierung mit dem RHCE Allel. Zusétzlich zu
Linz und Stidwest Deutschland wird diese Kategorie auch in Frankreich beschrieben. Auch
PatientenInnen mit diesem D-Antigen sollten Rhesus negativ versorgt werden. Frauen im
gebirfahigem Alter miissen jedenfalls Rhesus negativ versorgt werden. (32)

DCS-1 basiert auf zwei SNPs. Diese filhren zur Anderung zweier Aminoséuren, einer
innerhalb der Zellmembran und eine aullerhalb. Deswegen muss auch hier mit Rhesus
negativem Blut versorgt werden. Dieser Partial-D-Typ wird ebenfalls in dieser
retrospektiven Analyse beobachtet. (32)

D cat VI Typ 3 fullt auf einer Hybridisierung mit dem RHCE Allel und wird neben dem
Stidwesten Deutschlands auch in China beschrieben. Auch hier muss mit Rhesus
negativem Blut versorgt werden. (32)

D cat III wird in verschiedene Untergruppen aufgeteilt. Es gibt verschiedene Anderungen,
gemein ist allen der SNP in 455A>C. Bemerkenswert ist, dass jeder Aminosduretausch
entweder innerhalb der Zelle oder der Zellmembran ist. Dies erwartet man sich eher von
einem Weak-D-Typ. (32) Die Gruppe der D cat III findet sich in der europidischen
Bevolkerung selten. Hier ist dadurch eine Rhesus-negative Versorgung in Frage zu Stellen.
(32,53)

D cat IV Typ 2 fuBt auf einer Hybridisierung des RHCE Allels mit dem RHD Allel. Es
kommt zum Austausch von vier Aminosduren, wobei zwei auflerhalb der Zelle liegen.

Auch hier muss Rhesus negativ versorgt werden. (32)
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D cat IV Typ 4 basiert ebenfalls auf einer Hybridisierung mit dem RHCE Allel und wird in
Deutschland observiert. Es kommt zum Austausch dreier Aminosduren wobei zwei davon
extrazelluldr liegen. Auch hier muss Rhesus negativ versorgt werden. (32)

Rhesus DYU basiert auf einem einzelnen SNP mit einem Tausch einer Aminosiure
extrazelluldr. Dieser Phanotyp wird in Deutschland beschrieben und ist auch Rhesus
negativ zu versorgen. (32)

DNB wird in Deutschland und der Schweiz beschrieben und wird ebenfalls durch einen
einzelnen SNP mit einem Aminosdure Austausch extrazelluldr beschrieben. Auch hier

muss man Rhesus negativ versorgen um einer Immunisierung vorzubeugen. (32)

6.2.3 Komplexere Veranderungen

Dieser Punkt ldsst sich weiter aufteilen in groere Hybride (langstreckiger Austausch von
Basen zwischen dem RHCE und dem RHD Allel) sowie Austidusche einzelner oder
mehrere Basen. Die 16 Fillen bei denen es zum Austausch von einer oder mehreren Basen
kommt, wurden noch einem schwachen D-Antigenen zugeordnet. Da diese Verdnderungen
so komplex sind, und bei Hybriden teilweise ganze exofaciale Schlaufen fehlen miissen

auch diese Patientenlnnen mit Rhesus negativem Blut versorgt werden.

6.2.4 Keine D Anomalie

Die vergleichsweise grolere Anzahl von molekularbiologisch als unauffillig identifizierten
RHD-Allelen ldsst sich dadurch erkldren, dass Spenderlnnen, welche ein grofl C- oder E-
Antigen besitzen und entweder negativ oder nicht eindeutige Ergebnisse bei der RhD-
Antigen Bestimmung liefern, weiter abgeklart werden miissen. Diese Regelung lésst sich
auf den Positionseffekt zuriickfiihren, wonach ein C- oder E-Allel das D-Antigen in seiner
Auspriagung abschwichen kann. Um Fehltransfusionen zu vermeiden, ist es also
notwendig, hier das eventuell genetisch codierte D-Antigen molekularbiologisch weiter

abzukléaren.
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6.3 Zusammenfassung

Die Blutgruppensysteme ABO und Rhesus sind weitldufig bekannt. Weniger bekannt ist,
dass es hier zu Varianten kommt, welche in der Versorgung mit Blutprodukten zu beachten
sind.

Blutproben von Patientenlnnen sowie SpenderInnen miissen primir einer serologischen
Blutgruppenbestimmung zugefiihrt werden. Dies impliziert im ABO System neben der
erythrozytiren Testung auch die Serumgegenprobe, bei der die Isoagglutinine im
Blutserum bestimmt werden. Im Rhesussystem werden Erythrozyten Antigene mit
zumindest zwei verschiedenen Antiseren bestimmt.

Die Untersuchungen miissen eindeutige Ergebnisse liefern, um eine Blutgruppe bestimmen
zu konnen. Kommt es zu einer Diskrepanz, so muss eine weitere Abkldarung eingeleitet
werden um die Blutgruppe molekularbiologisch, also auf auf genetischer Ebene
abzukldren. Die Bestimmung der Blutgruppe ist gewissenhaft durchzufiihren. Im ABO
System konnen Fehltransfusionen letalen Ausgang nehmen. Im Rhesus System kommt es
nicht unmittelbar zu solch fatalen Folgen. Wird jedoch eine Schwangere nicht richtig
versorgt, dies schlieBt auch auch das Fehlen einer Rhesusprophylaxe in der
Schwangerschaft ein, so muss man bei erneuter Schwangerschaft mit schweren
intrauterinen Reaktionen, bis hin zum Morbus heamolyticus neonaturum - dem

intrauterinen Fruchttod — rechnen.

In dieser Arbeit wird die Frequenz und Hiufigkeit auffilliger Blutgruppenbefunde der
Jahre 2012 bis 2015 fiir das ABO und Rhesus System beschrieben. Auffallige
Blutgruppenbestimmungen wurden in der Labordokumentation der Universitétsklinik fiir
Blutgruppenserologie und Transfusionsmedizin markiert und weiter untersucht.

Es ldsst sich festhalten, dass Landsteiner wohl nicht damit gerechnet hat, dass die von thm
entdecken Blutgruppensysteme so facettenreich in ihrer Auspriagung sind. Durch neuere
Methoden lassen sich menschliche Blutgruppen in immer weitere Varianten aufschliisseln.
Unmittelbare Konsequenz muss das fiir Spenderlnnen oder Patientenlnnen jedoch nicht
haben. Im Zweifel miissen sicher kompatible (O fiir ABO oder Rh negativ im Rhesus
System) Konserven transfundiert werden, da eine Suche fiir die gleiche Konstellation nicht
iiberschaubar wére. Zu diesem Schluss wire man jedoch auch schon vor

molekularbiologischer Untersuchungen gekommen.

62



Dennoch ist es wichtig auch darauf ein Augenmerk zu legen. Fehltransfusionen konnen fiir
Konservenempfianger oder fiir ungeborene Kinder bei Schwangeren potenziell

lebensbedrohend sein.

Hier zeigt sich also die absolute Notwendigkeit, Blutgruppenbestimmungen, trotz selten
vorkommenden Varianten, gewissenhaft durchzufiihren wund bei eventuellen

Auftalligkeiten diese weiter molekularbiologisch abzukléren.
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