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Zusammenfassung

Die Individualisierung der Medizin in Diagnostik
und Therapie fiihrt nicht zuletzt (iber eine ad4-
quate Genomanalytik des Menschen. Die vorlie-
gende Arbeit zeigt ohne Anspruch auf Vollstéan-
digkeit exemplarisch auf, in welchen Bereichen
diese Analytik in der Transfusionsmedizin schon
weitgehend Einzug gehalten hat. Am Beispiel der
CDAIl wird die genetische Ursachenforschung
angeborener Defekte dargestellt. Die molekulare
Diagnostik von Blutzellantigenen unterstitzt und
ergénzt die Blutgruppenserologie. Die molekulare
Analyse von Faktoren der plasmatischen Gerin-
nung erlaubt eine exakte Differentialdiagnose von
hédmorrhagischen Diathesen und Thrombophilien
und durch pharmakogenetische Erkenntnisse
eine individuelle Therapiesteuerung.

Summary

An adequate human genome analysis will support
individualized diagnostics and therapy in medicine.
Without claiming any completeness, this report
shows in which areas genomic analysis has alrea-
dy to a large extent infiltrated transfusion medici-
ne. With CDAIl as a prototype, molecular research
of inborn deficiencies is exemplified. The molecu-
lar analysis of the genes of blood cell antigens
supports and complements blood group serology.
The gene analysis of plasmatic coagulation com-
ponents leads to exact differential diagnosis of
hemorrhagic disorders and thrombophilia and to
individualized therapy guided by pharmocogenetic
knowledge.

dend verbessern kann.

Innerhalb der personalisierten Me-
dizin lassen sich finf verschiedene
Individualisierungskonzepte  identifi-
zieren
e biomarkerbasierte Stratifizierung;
e genombasierte Informationen Uber
gesundheitsbezogene Merkmale;

e Ermittlung individueller Erkrank-
ungsrisiken;

e differenzielle Interventionsange-
bote;

e therapeutische Unikate.

In der individualisierten Medizin
wird insbesondere an die Genom-
und Postgenomforschung und an
die molekulare und zellbiologische
Forschung und Entwicklung die Er-
wartung gerichtet, eine Wissens-
und Technologiebasis bereitzustellen,
von der aus verbesserte Diagnose-,
Therapie- und Préaventionsmdglich-
keiten entwickelt werden kénnen (7).
Dieser Bericht soll an Beispielen ei-

nen Einblick vermitteln, in welcher

Genetisch bedingte Erkrank-
ungen der Hamatopoiese

Die Entwicklung der Hamatopoiese
von der Stammzelle zum reifen Ery-
throzyten verlauft im Knochenmark
Uber nur funktionell charakterisier-
bare Progenitoren sowie histologisch
differenzierbare Vorstufen (Abbil-
dung 1A). Auf allen Stufen der Diffe-
renzierung sind Entwicklungs- oder
Funktionsdefekte durch Genmuta-
tionen beschreibbar. Verdnderungen
im Eisen- und Vitaminstoffwechsel
flhren zu Stérungen der Erythro-
zytenproduktion. Mutationen von
Erythrozytenmembrankomponenten
oder Enzymen der Glykolyse bedin-
gen hamolytische Anamien. Defekte
der Globingene verursachen Hamo-
globinopathien wie Thalassamie und
Sichelzellandmie. Bei angeborenen
Knochenmarksinsuffizienzsyndro-
men erfolgt eine inadaquate Blutzell-
produktion entweder als isolierte

Zytopenie (Pure Red Cell Aplasie,
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Neutropenie oder Thrombopenie)
oder als Panzytopenie. Einige der
Knochenmarksinsuffizienzsyndrome
sind vergesellschaftet mit Erkrank-
ungen nicht-hdmatopoietischer Or-
gane und zeigen eine Tendenz zu

malignen Entartungen.

Kongenitale dyserythropoie-
tische Anamie (congenital
dyserythropoietic anemia CDA)

Kongenitale dyserythropoetische
Anamien sind angeborene Erkrank-
ungen, die 1968 erstmals als eigene
Krankheitsgruppe erkannt wurden
(2, 3). Die Erkrankung ist mit welt-
weit ca. 600 beschriebenen Féllen in

etwa 500 Familien extrem selten.

Allgemeine Definitionskriterien sind:
e Nachweis des kongenitalen Be-
ginns oder familidre Hereditat
e Zeichen ineffektiver Erythropoiese
e Im Knochenmark charakteris-
tische morphologische Veran-
derungen der
(Abbildung 1B)

Erythroblasten
e Beweisend: Nachweis des

zugrunde liegenden Gendefekts

Das Krankheitsbild variiert inner-
halb der CDA-Subtypen: Einige Pa-
tienten mussen direkt nach der
Geburt und im Kindesalter mit
Erythrozytentransfusionen  behan-
delt werden, bei leichter Betroffenen

macht sich die Erkrankung durch

eine maBige Anamie und Hyperbili-
rubindmie mit wechselndem Skle-
renikterus bemerkbar. Angeborene
Dysplasien kommen Uberzuféllig
haufig vor und betreffen vorzugswei-

se das Skelett.

Am haufigsten ist die CDA Typ I,
seltener der Typ |. Patienten mit Typ
Il und weitere CDA Varianten wur-
den nur in Einzelfallen beschrieben.
Im Folgenden werden die CDAIl und
der ihr zugeordnete Gendefekt be-

schrieben (4-6).

Kongenitale dyserythropoie-
tische Anamie Typ Il (CDAII)

Die autosomal rezessiv vererbte
CDAIl (OMIM: #224100) wird auch
als ,Hereditary Multinuclearity with a
Positive Acid Serum Lysis Test
(HEMPAS)“ bezeichnet, da der Sau-
reserumtest bei Verwendung vieler
normaler Seren im Testansatz mit
CDAIl — Erythrozyten positiv ausfallt.
Charakteristische, wenn auch kei-
neswegs spezifische Befunde sind:
Eine méaBige VergroBerung der Milz,
eine meist normochrome und nor-
mozytare Anamie mit Hamoglobin-
werten zwischen 8 und 12 g/dl, eine
deutliche Anisozytose und Poikilozy-
tose der Erythrozyten mit basophil
getupfelten Erythrozyten und mit
einzelnen, gelegentlich zweikernigen
Erythroblasten im Blut, normale ab-

solute und relative Retikulozyten-

zahlen (oder trotz einer Anédmie nur
gering [,inad&quat“] erhéhte Werte),
eine Vermehrung des indirekten Se-
rumbilirubins, eine Verminderung
des Serumhaptoglobins, eine Erho-
hung des Ferritins und eine Vermin-
derung des Transferrins im Serum.
Haufigste Fehldiagnosen sind bei

CDAIl angeborene hadmolytische An-

amien verschiedener Klassifikation.

Die meisten Patienten mit einer
CDAIl haben eine normale Lebens-
erwartung, sind aber durch direkte
Krankheitsfolgen wie Bildung von
Gallensteinen, aplastische Krisen
(Parvovirus B19), sekundare Hamo-
chromatose, tumorartige extrame-
dullare Blutbildung und paramalleo-
lar lokalisierte  Unterschenkelge-

schwire beeintrachtigt.

Grundlage der Behandlung ist die
Feststellung des CDA-Typs und die
Abschatzung der krankheitsbe-
dingten Reduktion der Leistungsfa-
higkeit und Lebensqualitat. Die The-
rapie beinhaltet nach der Ublichen
Infektionsprophylaxe (Impfung) die
Splenektomie (mit der eine Besse-
rung der Anamie erreicht wird, wel-
che die Tendenz zur Eisenuberla-
dung aber nicht beseitigt), ggf. die
Eisendepletionsbehandlung  durch
Aderldsse bei nur gering ausge-
pragter Andmie und/oder mit Eisen-
chelatbildnern. Da die endogene

Erythropoetinproduktion  adaquat



Erythrozytéare Entwicklungsstérung und molekulare Defekte bei der CDA.
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Abbildung 1

(A) Differenzierungsstufen der normalen Erythropoiese, an denen die Defekte der CDA sichtbar werden. (B) Abnorme Erythroblastenformen der CDAI mit Chromatinbrticken und
aufgelockertem Kern und der CDAII mit Bi- und Multinuklearitét bei gleich groBen Kernen. (C) Darstellung von Mutationen des SEC23B Gens bei CDAII Patienten. Grau eingezeichnet

sind private Mutationen. Orange kenntlich gemacht sind Mutationen, die auf mehreren Allelen gefunden wurden. A: Deletion.

erhoht ist, ist eine Erythropoetinbe-
handlung nicht sinnvoll, die Gabe
von Eisenpraparaten ist kontraindi-
ziert. Patienten mit CDA sollten ei-
nen Patientenpass mit Angabe der
Diagnose, des zustandigen Arztes
und ggf. Angabe der Splenektomie
mit sich fUhren (7).

Zell- und Molekularbiologie
der CDAII

Die am ehesten ins Auge sprin-
gende, jedoch unspezifische zellu-

lare Auffalligkeit der CDAIl ist die

Haufung (10-40 %, Normalwert ca.
2 %) von binukle&ren Erythroblasten
im Knochenmark, vornehmlich der
polychromatischen und oxyphilen
Entwicklungsstufen (8). Die Zell-
kerne sind gleich groB und haben
identen DNA Gehalt (9). Dies weist
auf eine Zytokinesestérung bei der
Zellteilung hin. In der Elektronenmi-
kroskopie lassen sich parallel zur In-
nenseite  der  Plasmamembran
Zisternen nachweisen, die Marker-
proteine des Endoplasmatischen
Retikulums tragen. Die Bande 3 (An-

ion exchange protein, AE1) und die

Bande 4.5 (Glucose Transporter 1,
GLUT1) der Erythrozytenmembran-
proteine zeigen ein geschérftes und
beschleunigtes Laufverhalten in der
SDS-Gelelektophorese. Die veran-
derte Wanderungsgeschwindigkeit
beruht auf einer Stérung der N-Gly-
kosylierung der Glykoproteine der
Erythrozytenmembran im Golgiap-
parat (10). Mit Hilfe von ,Reverse
Genetik“ Methoden wurde 2009 der
Gendefekt charakterisiert (11). Unter
der Annahme einer autosomal re-
zessiven Vererbung der CDAIl wurde

das Genom Erkrankter aus konsan-
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guinen Stammbaumen mit Hilfe ei-
ner genomweiten SNP-Analyse fUr
homozygote chromosomale Region-
en kartiert. Eine Region mit 23 kar-
tierenden Genen auf dem kurzen
Arm des Chromosoms 20 (20p11.23-
20p12.1) war bei allen analysierten
Patienten homozygot. Die Synopse
aus dieser Kartierung und aus der
Glykosilierungsstérung im Golgiap-
parat wies auf Faktoren des Sekre-
tionsapparates als moglicherweise

gestorte Komponente(n) hin.

Alle untersuchten Patienten hatten
Mutationen im SEC23B Gen (Abbil-
dung 1C), einem Faktor des Coat
Protein Komplexes Il (COPII). Zyto-
plasmatische Coat Proteine werden
an Membranoberflachen zusam-
mengesetzt, binden an eine zu trans-
portierende Ladung und zwingen
die Membran in verschieden groBe
Vesikelformen. Ein Heterodimer aus
SEC23 und SEC24 hilft beim selek-
tiven Transport der Ladung vom En-
doplasmatischen Retikulum zum
Golgiapparat. Weitergehende Unter-
suchungen an Zelllinien und am Ze-
brafischmodell bestéatigten, dass
SEC23B in der Erythropoiese eine
bedeutende Rolle spielt. Insbeson-
dere der Zellzyklus und die Zytoki-
nese erythroider Zellen hangen von
einer ausreichenden SEC23B Kon-
zentration ab (711). Defekte im
SEC23B Gen als Grundlage der
CDAlI weiteren

wurden in einer

Arbeit bestatigt (12), eine vermutete
Genotyp/Phanotyp Korrelation gilt es

in gréBeren Studien zu Uberprufen (13).

Beispiel 2:
Differenzierung der
Antigene von Blutzellen

Erythrozytare Antigene

Die Diagnostik im Rahmen einer
Bluttransfusion umfasst obligato-
risch die Bestimmung von erythro-
zytaren Blutgruppenmerkmalen und
Antikdrpern, sowohl beim Spender
als auch beim Empféanger. Trager der
Blutgruppenmerkmale sind Proteine
und Kohlenhydrate der komplex
aufgebauten Erythrozytenmembran
(Abbildung 2). In die Doppellipid-
schicht eingesenkt oder an Membra-
nlipide angeheftet sind viele unter-
schiedliche Proteine. Die meisten
dieser Proteine und zu einem gerin-
geren MaB auch Membranlipide
tragen Kohlenhydrate. Durch diese
Strukturen ist die AuBenseite des
Erythrozyten negativ geladen und

hydrophil.

Die membranstandigen Proteine
und Kohlenhydrate weisen bei ver-
schiedenen Individuen geringe, ver-
erbbare Unterschiede auf. Diese Va-
rianten (Allotypen) kénnen bei einer

Bluttransfusion oder im Rahmen

einer Schwangerschaft als Fremd-
antigene vom Immunsystem erkannt
werden. Die Folgen einer Immunisie-
rung reichen von der Ausbildung
spezifischer Alloantikdrper ohne wei-
tere Symptomatik bis hin zu akuten
AbstoBungsreaktionen mit Zersto-
rung der Antigen-tragenden Zellen.
Ausdruck solcher Immunprozesse
sind Transfusionsreaktionen sowie
der Morbus haemolyticus fetalis und
neonatorum. Auch ,natUrlicherwei-
se“ werden erythrozytare Alloanti-
korper gebildet durch Immunisie-
rung gegen ubiquitére Antigene. Die
geringen individuellen Unterschiede
in der Antigenitat von Proteinen ge-
hen auf genetisch fixierte Unter-
schiede in der Aminosauresequenz
zurlick. Auch die Struktur von Koh-
lenhydraten wird letztlich durch Pro-
teine bestimmt, namlich durch die
Zucker-Ubertragenden Enzyme (Trans-
ferasen). Die Unterschiede auf der
Proteinebene spiegeln sich in der
Nukleotidsequenz der zugehdrigen

Gene wider.

Blutgruppensysteme

Voraussetzung fur die Bezeich-
nung als Blutgruppe ist, dass ein An-
tikdrper gegen ein erythrozytéres
Antigen nachgewiesen und dessen
Vererbbarkeit belegt wurde; der
Begriff ist somit primar serologisch

definiert.
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Die ABO Blutgruppen wurden im (14). Um die Vielfalt an Bezeich- Blood Transfusion Committee on

Jahr 1901 durch Landsteiner in Wien nungen zu ordnen und zu vereinheit- Terminology for Red Cell Surface
entdeckt. Seither wurden insgesamt lichen, wurde eine Arbeitsgruppe | Antigens) (15). Derzeit werden 270

308 Blutgruppen nachgewiesen gebildet (International Society of | verschiedene Antigene in 30
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Abbildung 2

Doppellipidschicht der Erythrozytenmembran mit den Membran-assoziierten Proteinen und Kohlenhydraten der 30 Blutgruppensysteme: (1) ABO, (2) MNS, (3) P, (4) Rh, (5) Lutheran,

(6) Kell, (7) Lewis, (8) Duffy, (9) Kidd, (10) Diego, (11) Yt, (12) Xg, (13) Scianna, (14) Dombrock, (15) Colton, (16) Landsteiner-Wiener, (17) Chido/Rodgers, (18) Hh, (19) Kx,

(20) Gerbich, (21) Cromer, (22) Knops, (23) Indian, (24) OK, (25) Raph, (26) John Milton Hagen, (27) I, (28) Globoside, (29) GIL und (30) RhAG. Die Glykosylierung ( 'Q}) von

Lipiden () und in groBerem MaBe von Proteinen ( 1 ) bildet den Glykocalyx. Lewis Blutgruppen sind keine integralen Membranbestandteile und werden aus dem Plasma adsorbiert.
Die 4. Komponente des Komplementsystems (C4) trdgt Chido/Rodgers Blutgruppen und wird nach Aktivierung zu C4b kovalent mit einer Esterbindung an Kohlenhydrate oder Proteine
der AuBenmembran fixiert. C4d ist das Abbauprodukt von C4b. Einige Proteine sind Uber GPI-Anker (-—-) an die Membran angeheftet. Der Anker enthdlt als Bestandteil Glykosylphos-
phatidylinositol verbunden mit Lipid. Die Kohlenhydratantigene der Systeme ABO, Hh, I, P, Lewis und Globoside sind auf Proteinen oder Membranlipiden fixiert. Bei den Transmembran-
proteinen durchquert die Aminoséaurenkette die Membran einmal oder mehrmals. Mehrere Transmembranabschnitte bilden bei einigen Blutgruppen einen Kanal, der dem Transport
dient: Kidd (Harnstoff), Diego (Bicarbonat/Chlorid), Colton (Wasser), Kx (Natrium-lonen?), GIL (Wasser, Glycerol) und RhAG (Ammonium, CO,?). RhAG, RhD und RhCcEe sind verwandt
(Ammonium Transporter Familie); die Funktion von RhD und RhCcEe ist derzeit unbekannt. Bande 3 (Diego-System) macht 20 % der erythrozydren Membranproteine aus und trigt einen
groBen Teil der ABO-Antigene. Die Glycophorine sind stark glykosyliert; die Glycophorine A und B (MNS-System) sind evolutionsgeschichtlich verwandt, unterscheiden sich aber von den
ebenfalls untereinander verwandten Glycophorinen C und D (Gerbich-System). Die Komplement-Kontrollproteine CR1 (Komplement-Rezeptor 1, Knops-System) sowie DAF (Decay
accelerating factor, Cromer-System) gehdren einer Superfamilie an und bestehen aus repetitiven Komplement-Kontroll-Protein-Doménen ( Q). Lutheran, Scianna, LW, OK und JMH
Blutgruppenproteine enthalten Doménen der Immunglobulin-Superfamilie °) und haben ebenso wie Duffy, Xg, Indian und Raph nachgewiesene oder wahrscheinliche Rezeptorfunkti-
on. Kell, Yt und Dombrock Glykoproteine sind Enzyme. Makromolekulare Protein-Komplexe in der Erythrozytenmembran (Ankyrin-Komplex, 4.1R-Komplex) weisen Verbindungen zum
Zytoskelett auf und stabilisieren die Form des Erythrozyten. CD47 und Glut1 (Glucose Transporter) zahlen nicht zu den Blutgruppenantigenen. (32, 55-58)
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Blutgruppensysteme

(Abbildung 2). Jedes System stellt

eingeordnet

ein einziges Gen oder eine Zusam-
menfassung von 2 bis 3 eng ver-
wandten homologen Genen dar. Bei
diesen 30 Blutgruppensystemen
sind (bis auf P) die Gene auf der
Ebene der Nukleotidsequenzen be-
kannt. Zu den Systemen gehdren je-
weils 1-50 Antigene. 38 Antigene
sind derzeit noch keinem Blutgrup-
pensystem zugeordnet, weil eine
hinreichende Charakterisierung auf
molekularer Ebene fehlt. Diese Blut-
gruppen werden derzeit zu Kollek-
tionen und Serien zusammenge-
fasst. Viel groBer noch als die Anzahl
der Blutgruppenantigene ist die An-
zahl der bekannten Allele der Blut-
gruppenproteine. Viele DNA-Veran-
derungen fuhren nicht zu Unter-
schieden in der Antigenitat, sondern
nur zu einer veranderten quantita-
tiven Auspragung auf der Erythro-
zytenmembran. Die komplexesten
Blutgruppensysteme mit jeweils mehr

als 200 Allelen sind ABO und Rh.

Molekularbiologische
Methoden der Blutgruppen-

bestimmung

Bis vor etwa 20 Jahren wurden
Blutgruppen allein durch die Aggluti-
nation von Erythrozyten mit Antikor-
pern bekannter Spezifitdt bestimmt.
Heute sind molekularbiologische

Methoden der Blutgruppenbestim-

mung international etabliert (16-19)
und gewinnen zunehmend an Be-
deutung. Die Blutgruppenbestim-
mung auf DNA-Basis wird insbeson-
dere zur Vorhersage des Phanotyps
genutzt. Haufig liegen bei den Blut-
gruppenallelen nur geringe Unter-
schiede in der DNA vor. Wenn nur
ein einzelnes Nukleotid verandert ist,
spricht man von Einzelnukleotidpo-
lymorphismus (single nucleotide po-
lymorphism, SNP). Deletionen, In-
sertionen, Duplikationen von Nukleo-
tiden oder Gensegmenten und
Splice Stellen-Mutationen werden
oft beobachtet. Eine Deletion des
gesamten Gens ist die haufigste Ur-
sache des D negativen Phanotyps.
Genkonversionen kommen insbe-
sondere beim Rh- und MNS-System
vor. Die molekularbiologische Diag-
nostik von Blutgruppen-Allelen be-
ruht auf der Identifizierung solcher
spezifischer Unterschiede in der Nu-
kleotidsequenz. Von der Struktur
des Blutgruppen-Gens schlieBt man
auf das entsprechende Antigen. Zu
einem hohen Prozentsatz trifft diese
Vorhersage zu. Allerdings kommen
gelegentlich  zuséatzliche Verande-
rungen in dem betreffenden Gen vor,
die falsch positive oder falsch nega-
tive Ergebnisse und somit eine Dis-
krepanz zwischen Phanotyp und
Genotyp zur Folge haben. Beispiels-
weise kann ein Ergebnis falsch ne-

gativ sein, wenn auf der DNA in

Nachbarschaft zu dem Blutgrup-

pen-spezifischen SNP eine weitere,
bisher nicht bekannte Mutation vor-

handen ist.

Dann wird die Bestimmungsme-
thode gestort. Falsch negative Ge-
notypisierungsergebnisse sind ins-
besondere im Rahmen der Blut-
spendertypisierung oder der fotalen
Blutgruppenbestimmung klinisch re-
levant. Falsch positive Ergebnisse
kénnen entstehen, wenn beispiels-
weise eine zusétzliche bisher nicht
bekannte Mutation ein Stopcodon
einfUhrt, so dass die Translation un-
terbrochen und kein biologisch ak-
tives Protein synthetisiert wird. Als
Folge kann in die Erythrozytenmem-
bran kein Protein eingebaut werden,
es liegt ein Null-Allel vor. Die Null-
Allele stellen fur die Typisierung der
Blutspender kein Risiko dar, sind
aber bei der Typisierung von Pa-
tienten problematisch. Eine noch ho-
here Stufe der Genauigkeit ist mit
der Sequenzierung des gesamten
Gens zu erreichen. Aber auch in
DNA-Bereichen auBerhalb des Gens
kénnen Mutationen auftreten, die
das Gen und damit die Expression

des Proteins beeinflussen.

Die Unsicherheiten der molekular-
biologischen Vorhersage und deren
Konsequenzen muss man bei der
spezifischen Befunderstellung ken-
nen und berUcksichtigen. Je besser

eine ethnische Gruppe hinsichtlich



der vorkommenden Allele durchtypi-
siert ist, desto genauer ist die Pha-
notyp-Vorhersage. Bisher nicht be-
kannte Diskrepanzen zwischen Ge-
notyp und Phéanotyp sind immer
verdachtig fur das Vorliegen eines
neuen Allels. Zwar ist fur die Bestim-
mung des Phanotyps nach wie vor
die Serologie der Goldstandard,
dennoch sind molekularbiologische
Methoden zu Hilfsmitteln in der
Transfusionsmedizin geworden, auf
die kein gréBeres Labor mehr ver-
zichten méchte und fur die Zukunft
gilt deshalb: "Blood maching goes

genetic" (20).

Flr die molekularbiologische Be-
stimmung klinisch relevanter Blut-
gruppenallele stehen kommerzielle
Testsysteme und in-house Metho-
den zur Verfigung. Die kauflichen,
derzeit in der Routinetypisierung ein-
gesetzten Testkits erfassen die mei-
sten Blutgruppenvarianten, die ge-
maB den Richtlinien zur Hadmothera-
pie (21) auf Antikdrpersuchzellen
vertreten sein missen, sowie einige
weitere Blutgruppen, die in hoher
Frequenz in unserer Bevdlkerung
vorkommen. Auch eine umfassende
Diagnostik der RHD- und ABO-Allele
ist bereits mit kommerziellen Syste-
men moglich. Zur molekularbiolo-
gischen Bestimmung werden unter-
schiedliche Verfahren eingesetzt,
die samtlich auf der Polymerase-

kettenreaktion (polymerase chain

reaction, PCR) basieren (19). Die
PCR-Methoden unter Verwendung
sequenzspezifischer Primer (PCR-
SSP) und Weiterentwicklungen (Tag-
Man, Light Cycler) werden derzeit in
der Routinediagnostik haufig ver-
wendet. Auch Biochips fur die Blut-
gruppenbestimmung wurden bis zur
kommerziellen Anwendung ent-
wickelt  (BLOODchip, BeadChip)
(22, 23). Diese erlauben die Bestim-
mung einer sehr hohen Anzahl von
Allelen im Rahmen eines einzigen
Tests, so dass mit dieser Methode
auch eine Vielzahl seltener Allele er-
fasst werden kdnnen (z. B. Allele des
Rh-Systems, Null-Allele). Eine Reihe
weiterer PCR-basierter Methoden ist
in Entwicklung, insbesondere um
eine Hochdurchsatztypisierung von
Spendern zu ermoglichen. Einige
transfusionsmedizinische  Einrich-
tungen haben eine weitergehende
molekulare  Blutgruppendiagnostik
mit in-house Methoden etabliert, die
auch die Bestimmung seltener Vari-
anten und die Sequenzierung ein-
schlieft. Die Abklarung sehr seltener
Varianten bleibt Speziallabors vor-
behalten, die Blutgruppengenoty-

pisierungen  unter  Forschungs-
aspekten durchflhren. Bei einigen
seltenen Blutgruppen ist die mole-
kulare Basis allerdings noch nicht
bekannt; dazu zahlen beispielsweise
die Klinisch relevanten hochfre-
quenten Antigene Vel, LAN, Jr(a),

AnWj und At(a).

Anwendungsbereiche der

Blutgruppen-Genotypisierung

Die Phanotyp-Vorhersage mit mo-
lekularbiologischen Methoden st
insbesondere nutzlich fur die Anti-
korperdiagnostik und die Auswahl
kompatibler Praparate zur Trans-
fusion. Die Hamotherapie-Richtlinien
(21) schreiben im Rahmen von
Schwangerschaften oder bei Blut-
transfusionen die Bestimmung ery-
throzytarer Alloantikdrper vor. Wenn
ein Antikdrper nachgewiesen wird,
ist die Spezifitdt des Antikdrpers zu
klaren. Da normalerweise keine Anti-
korper gegen Antigene gebildet wer-
den, die man selbst besitzt, kann die
Phanotyp-Vorhersage die Antikor-
perdifferenzierung unterstitzen. Am
h&ufigsten wird die molekularbiolo-
gische Blutgruppenbestimmung an-
gewendet, wenn bei Vortransfusion
des Patienten oder bei Vorliegen von
Autoantikdrpern die serologische
Antigenbestimmung kein verlass-
liches Ergebnis liefert. Zudem ste-
hen fur die Bestimmung einiger Anti-
gene keine kommerziellen Seren zur
Verfligung. Seren von Antikdrpertra-
gern koénnen zur Antigenbestim-
mung entweder ungeeignet (z. B.
Dombrock) oder schwierig zugang-
lich sein. Eine Reihe von Antiseren
ist nur im internationalen Austausch
der Referenzlabore zu erhalten. Die
Blutgruppengenotypisierung erlaubt

Patienten mit Vortransfusionen und
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Autoantikbrpern bei  chronischer
TransfusionsbedUrftigkeit kompati-
bel bezlglich der klinisch wich-
tigsten Antigene zu versorgen. Dies
gilt insbesondere fur Patienten mit
h&matologischen Erkrankungen wie
Thalassémie oder Sichelzellenana-

mie.

In Zukunft wird die Blutgruppen-
genotypisierung als Reihenuntersu-
chung bei Blutspendern zunehmend
eine Rolle spielen. Bereits heute
werden in Deutschland beim DRK-
Blutspendedienst NSTOB
16.000 Spender pro Jahr auf 16 An-

etwa

tigene mittels eines PCR-Verfahrens
(24) typisiert. Beim DRK-Blutspen-
dedienst Baden-Wurttemberg -
Hessen wird derzeit ein PCR-Scree-
ning durchgefuhrt, um nach den sel-
tenen Blutgruppen Kp(a-), Lu(b-),
Co(a-) und Yt(a-) bei Spendern zu
suchen (25). Ziel dieser Projekte ist
es einerseits, die Versorgung mit
seltenen Blutgruppen zu verbessern
und andererseits bezliglich ,norma-
ler Blutgruppen* typisierte Spenden
vorzuhalten. Die Kenntnis der ,nor-
malen® Allele erlaubt einen raschen
Zugriff auf Préparate flr Antikdrper-
Trager, insbesondere bei schwie-
rigen Antigenkonstellationen. Die
Transfusion von Patienten mit sel-
tenen Blutgruppen bereitet logis-
tische Probleme und es werden
daher

kryokonservierte  Erythro-

zytenpraparate  vorgehalten. Es

ware wirtschaftlich sinnvoll und fur die

Patientenversorgung glnstig, wenn
moglichst viele frische Préaparate
eingesetzt werden koénnten. Dieses
Ziel ist bei einer hinreichenden
Durchtypisierung der Spender fir
die Blutgruppen Lu(b-), Yt(a-) und
Co(a-) mit einer Préavalenz zwischen
1:500 und 1:1.000 prinzipiell erreich-
bar. Die Kryokonservierung von Ery-
throzytenpraparaten mit seltenen
Blutgruppen bleibt allerdings nach

wie vor unverzichtbar.

Die molekulare Blutgruppenbe-
stimmung ist auch ein Hilfsmittel zur
Identifizierung  von  Schwanger-
schaften, bei denen mutterliche An-
tikdrper ein Risiko fur eine kindliche
Erythroblastose darstellen. Die Blut-
gruppengenotypisierung mit fotaler
DNA aus Amnionzellen ist eine eta-
blierte Methode. Zunehmend wird
auch fétale DNA aus zellfreiem
mutterlichem Plasma eingesetzt (26,
27). RhD ist das Blutgruppenprotein
mit der weitaus hdchsten Immuno-
genitat und Anti-D fUr die fetale Ery-
throblastose immer noch der groBte
Risikofaktor. Bei Vatern von Risiko-
Foten kann molekularbiologisch eine

Zygotiebestimmung fur RHD vorge-

nommen werden, um die Wahr-
scheinlichkeit einer Problemschwan-

gerschaft vorherzusagen (28).

RHD und ABO Genotypisierung

Die Deletion des RHD-Gens hat
keine ungunstigen Folgen fur die Rh
negativen Individuen. Dies ist mdg-
licherweise der Grund fur die rasche
Evolution des RHD-Gens, bei dem
bisher eine groBe Anzahl an Poly-
morphismen bekannt ist. Die D Vari-
anten kdnnen pragmatisch eingeteilt
werden in D mit schwacher Anti-
genauspragung (weak D) und D mit
Antigendefekt (partial D). Dabei gibt
es auch Uberschneidungen: einige
partial D Varianten gehen mit einer
sehr schwachen Auspragung des
Antigens D einher. Molekularbiolo-
gische Untersuchungen haben ge-
zeigt, dass in der siiddeutschen Be-
volkerung eine schwache D-Expres-
sion zu etwa 90 % mit dem
Vorhandensein der Allele weak D
Typ 1, Typ 2 und Typ 3 korrelliert ist,
obwohl bisher mehr als 70 weak D
Allele bekannt sind. Nach dem der-
zeitigen Stand des Wissens werden
Trager von weak D Typ 1 bis Typ 3

durch normales D nicht alloimmuni-



siert (29). Individuen mit partial D
kénnen sich dagegen bei Kontakt
mit normalem D im Rahmen von
Transfusionen oder Schwanger-
schaft immunisieren. Bei schwach
ausgepragter oder diskrepanter se-
rologischer Reaktion kann eine mo-
lekularbiologische Abklarung durch-
gefuhrt werden. Dies vermittelt bei
Vorliegen von weak D Typ 1 bis Typ 3
die Sicherheit, dass D positiv trans-
fundiert und auf eine D-Prophylaxe
verzichtet werden kann. Anderer-
seits kann bei Vorliegen eines partial D
insbesondere bei Madchen und ge-
barfahigen Frauen vorsorglich D
negativ  transfundiert und bei
Schwangerschaft eine D-Prophylaxe

empfohlen werden.

Auch Blutspender, die mit den se-
rologischen Routinemethoden fUr
die D-Bestimmung (einschlieBlich
des indirekten Antiglobulintests) als
D negativ bestimmt werden, kbnnen
RHD-Gen Trager sein. In Sud-
deutschland tragt etwa jeder tau-
sendste D negative Spender ein
DEL, d.h. ein D-Allel, das eine &au-
Berst geringe, nur durch die spezi-
elle Methode der Adsorption und
Elution nachweisbare D Antigenex-
pression zeigt. Beim DRK-Blutspen-
dedienst Baden-Wirttemberg - Hes-
sen werden derzeit alle serologisch
D negativen Erstspender einem mo-
lekularbiologischen  Screeningver-

fahren unterworfen (30), um DEL

Trager unter den Spendern zu iden-
tifizieren und als D positiv zu dekla-
rieren, denn gemaR Literaturberich-
ten ist eine Immunisierung D nega-
durch  DEL

tiver Individuen

Erythrozyten prinzipiell mdglich.

Beim ABO-System werden die 4
Phanotypen A, B, AB und O unter-
schieden; das System ist jedoch
ebenfalls  hochpolymorph. Haufig
liegt eine schwache Auspragung der
A oder B Antigene vor. Wenn Diskre-
panzen zwischen der serologischen
ABO Antigenbestimmung und den
im Plasma nachweisbaren Isoagglu-
tininen vorliegen, sind oft ABO-Allele
die Ursache, sofern kein anderer
eine

Grund wie beispielsweise

Stammezelltransplantation vorliegt.

Die ABO-Genotypisierung ist sehr
nutzlich fur die Aufklarung von Vari-
anten und die Erklarung diskrepanter
Ergebnisse. Auf eine ,normale"
serologische ABO-Typisierung wird
jedoch in absehbarer Zukunft nicht
verzichtet werden, da die rasch
durchfuhrbare molekularbiologische
Abklarung mittels PCR wegen der
sehr hohen Anzahl der mdglichen
Polymorphismen Unsicherheiten
aufweist; zudem kdnnen Transfu-
sionsreaktionen aufgrund einer ABO-
Inkompatibilitat todlich sein und die
serologische Typisierung ist auch im
Notfall schnell und kostengunstig

durchzufihren.

Funktion und Pathophysiologie
der Blutgruppen

Die Funktion der erythrozytaren
Membranproteine und -kohlenhy-
drate (Abbildung 2) ist nur zum Teil
bekannt (31). Kohlenhydrate bilden
den Glycocalyx, der durch die nega-
tive Ladung und die Wasserhtlle
zum Schutz des Erythrozyten vor
mechanischer Beanspruchung und
vor Mikroorganismen beitragt. Null-
Varianten, koénnen als natUrliche
«Knock out" Varianten zur Kenntnis
der Funktion von Blutgruppen bei-
tragen. Allerdings ist bei der Zuord-
nung von klinischen Krankheitsbil-
dern zu Blutgruppendefekten Vor-
sicht

geboten, da einige Blut-

gruppenproteine in makromoleku-
laren Komplexen assoziiert sind.
Beispielsweise besitzt ein Teil der
Rh

RHCcEe-Gene; der Defekt ist in die-

-Trager normale RHD- und

null

sem Fall auf eine Mutation des
RHAG-Gens zurlckzufuhren. Grund
daftr ist, dass die Proteine RhD,
RhCcEe und RhAG nicht nur eng
miteinander verwandt, sondern auch

in der Membran eng assoziiert sind.

Der Komplex aus RhD, RhCcEe
und RhAG ist zudem Teil von makro-
molekularen Komplexen, die auch
noch eine Reihe weiterer Proteine
enthalten (Abbildung 2) und mog-
licherweise in den O,/CO,-Transport

involviert sind (32). Insbesondere
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RhAG und Bande 3 (Diego-System)
tragen als Haftpunkte zur vertikalen
Verankerung der Membran mit dem
Zytoskelett bei. Bei der hereditaren
Spérozytose, die mit hamolytischer
Anamie assoziiert ist, liegt ein Defekt
im Bande 3- oder RhAG-Protein vor
oder in Zytoskelett-Proteinen. Die
hereditare Ovalozytose konnte auf
eine Deletion von 9 Aminosauren im
Bande 3-Protein zurtickgeflhrt wer-
den. Bei den betroffenen Patienten
ist die Erythrozytenmembran unge-
wohnlich starr, aber es tritt meist nur
eine geringgradige Hamolyse auf.
Eine Defizienz von Rh (Rh, ), die
unterschiedliche Ursachen haben
kann, ist teilweise mit einer kompen-
sierten hamolytischen Andmie asso-
ziiert. Bei Vorliegen von Gerbich,
werden Elliptozyten beobachtet und
es kann eine milde hamolytische An-

amie auftreten.

Einige Blutgruppenproteine sind
mit einem Glycosylphosphatidylino-
sitol (GPI)-Anker (Abbildung 2) mit
der Erythrozytenmembran verbun-
den. Bei paroxysmaler né&chtlicher
Hamoglobinurie Typ Il (PNH I1l) weist
ein Teil der Erythrozyten einen De-
fekt des GPI-Ankers auf, so dass die
entsprechenden Blutgruppen (Cro-
mer, Dombrock, Cartwright, JMH)
fehlen. Das komplementregulato-
rische Protein DAF (Cromer-System)

ist somit auch von diesem Defekt

betroffen. Bei der isolierten Abwe-

senheit von DAF (Cromer, Inab

null®
Phanotyp) werden allerdings keine

Zeichen  einer  komplementver-
mittelten Hamolyse beobachtet. Erst
wenn die beiden komplementregula-
torischen Proteine DAF und CD59
fehlen, treten die charakteristischen
hamolytischen Schiibe auf, da die
Komplementaktivierung nicht aus-
reichend durch membranstandige

Regulatoren unterbunden wird (33).

Einige Proteine und Kohlenhydrate
dienen als Rezeptoren fur Mikroor-
ganismen und begunstigen so die
Zellinvasion. Deshalb  korrelieren
Null-Varianten mit der geogra-
phischen Verbreitung von Erregern.
Das Duffy Glycoprotein stellt den
Rezeptor fur Plasmodium vivax dar.
Duffy,, Erythrozyten sind daher re-
sistent gegen den Erreger. In Gebie-
ten von Afrika, in denen durch die-
sen Erreger verursachte Malaria en-
demisch ist, kommt der Duffy,
Phanotyp daher sehr haufig vor. Eine
relative Resistenz gegentber Plas-
modium falciparum ist bei Erythro-
zyten zu beobachten, denen Glyco-
phorine fehlen, oder die eine Varian-
te des Komplement Rezeptor 1
(Knops-System) aufweisen. Zudem
wird vermutet, dass der Selektions-
druck hinsichtlich der Blutgruppe 0
Uber eine relative Resistenz von
0-Erythrozyten gegentber Plasmo-

dium falciparum vermittelt wurde.

P und Globosid-Kohlenhydrate sind

Rezeptoren fur E. coli bzw. Parvo-

virus B19.

Bei einigen Blutgruppenproteinen
ist eine vollstandige Defizienz offen-
bar letal oder mit einem gesunden
Leben nicht vereinbar (z. B. Diego,
Yt). Eine Reihe der bekannten Null-
Varianten haben fur die Alleltrager
jedoch keine beeintrachtigenden
Konsequenzen (z. B. Blutgruppe 0, RhD
Defizienz, Glycophorin A und B Defi-
Kell
LW,

zienz, Lutheran

Kidd

Duﬁynull’

null’ null

Colton Nachge-

null® null® null)'

wiesene Nachteile beziehen sich oft
nicht auf die Erythrozytenfunktion,

sondern auf Organmanifestationen.

Der Grund dafur ist, dass viele Blut-
gruppen nicht nur auf Erythrozyten,
sondern auch auf einer Reihe von
Korpergeweben exprimiert sind (34).
Blutgruppen kénnen zudem auf Ery-
throzyten fehlen, aber auf anderen
Geweben exprimiert sein (z. B.
Duffy). Bei vielen Blutgruppenanti-
genen wird aufgrund von Struktur-
verwandschaften eine Funktion ver-
mutet, die aber insbesondere fur
Erythrozyten noch nicht bewiesen
ist. Vielleicht haben in der Tat einige
Blutgruppen keine biologische Funk-
tion, sind Relikte der Erythrozyten-
entwicklung oder der Evolution.
Auch das Prinzip von Pleiotropie und
Redundanz, das nicht selten Dys-
funktionen des Organismus verhin-

dert, kann das Fehlen von nach-



Thrombozytére Glykoproteine (GP) und humane Plattchenantigene (HPA)
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Einzelne Aminoséureaustausche in den Proteinen bilden die Ursache der biallelischen Antigene: z. B. HPA-1 (GPIlla-L33P), an Position 33 im GPllla befindet sich Leucin (HPA-1a) oder

Prolin (HPA-1b) (35).

teiligen Wirkungen bei Blutgruppen-

defizienzen erklaren.

Antigensysteme der
Thrombozyten

Thrombozyten tragen zahlreiche
verschiedene Molekule auf ihrer
Oberflache, die sie zur Austibung ih-
rer Funktionen bendtigen. In vielen
Fallen handelt es sich dabei um Gly-
koproteine, die Antigene tragen kon-
Eine

nen. Immunisierung gegen

JKorpereigene“  Thrombozytenanti-
gene kann zu einer deutlichen Ver-
minderung der Thrombozytenzahl
(Autoimmunthrombozytopenie) im
Blut fihren und damit eine Blutungs-
neigung zur Folge haben (35). Ins-
besondere bei Kontakt mit ,Fremd*-

Thrombozyten, z. B. nach Thrombo-

zytentransfusion oder bei Schwanger-

schaft(wennkindliche Thrombozyten
in den mutterlichen Blutkreislauf Uber-
treten), kdnnen Antikdrper gegen die

Glykoproteinantigene gebildet werden.

Folge ist auch hier der Abbau der
mit Antikdrpern beladenen Throm-
bozyten (Alloimmunthrombozytope-
nie). Bei Alloimmunisierung gegen
fétale Thrombozytenantigene im
Rahmen einer Schwangerschaft (neo-
natale Alloimmunthrombozytopenie,
NAIT) kann die niedrige Thrombo-
zytenzahl im kindlichen Blutkreislauf
schwerwiegende  Komplikationen
hervorrufen. Die beteiligten Antigene
der Thrombozyten beruhen auf mini-
malen Verdnderungen der moleku-
laren Struktur der Glykoproteine, in
dem eine einzige Aminoséure an
einer bestimmten Position des Prote-

ins ausgetauscht ist (Abbildung 3)

(36). Die haufigsten Alloantigene der
Thrombozyten (Human Platelet Allo-
antigens, HPA) konnten in den ver-
gangenen Jahren identifiziert und
genetisch  charakterisiert werden
(Tabelle 1) (37). Bei Kklinischen Zei-
chen einer Blutungsneigung z. B. bei
Neugeborenen wird unmittelbar eine
Labordiagnostik auf das Vorliegen
thrombozytenspezifischer  Antikdr-
per durchgefihrt (38). An die immu-
nologische Diagnostik schlieBt sich
haufig eine molekulargenetische
Diagnostik der mdéglicherweise be-
teiligten Alloantigene an (39). Die
Kenntnis der beim Patienten vorlie-
genden HPA-Merkmale sind eine
wichtige Vorraussetzung flr die ada-
quate Versorgung mit kompatiblen
Thrombozytenkonzentraten. In den

letzten Jahren konnten verschie-

dene Laborverfahren fur die gene-
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tische Bestimmung der HPA-Merk-

male entwickelt werden (40).

Da die HPA-Merkmale auf einzel-
nen Basen-Unterschieden in der
DNA-Sequenz des jeweiligen Glyko-
proteingens beruhen, kommen spe-
zielle  Nukleinséduretechniken zum
Einsatz, die schnell und kostengunstig
ein entsprechendes Ergebnis
liefern. Ein haufig angewandtes Ver-
fahren ist die sogenannte PCR (Po-
lymerase Chain Reaction) unter Ver-

wendung Sequenz-spezifischer Pri-

mer (PCR-SSP), die fur die
Diagnostik der wichtigsten HPA-
Merkmale etabliert werden konnten
(Tabelle 1). Bei Fragestellungen im
Rahmen der prénatalen Diagnostik
der NAIT kénnen ebenfalls PCR-SSP
Verfahren eingesetzt werden, da
durch die optimierte Sensitivitat und
Spezifitdt nur geringe Mengen gene-
tischen Materials (z. B. aus Frucht-
wasser) bendtigt werden (41). Mo-
dernere PCR-basierte Verfahren fur
die HPA-Typisierung beruhen auf der

sogenannten allelischen Diskriminie-

Humane Alloantigene der Thrombozyten (HPA) und Neutrophilen (HNA)
und verfiigbare Testsysteme fiir die Diagnostik

Original-  Haufigkeit  Diagnostische
Name (%)* Testsysteme**

Thrombozytenantigene

HPA-1 Glykoprotein llla (CD61) | HPA-1a piAt 9 PCR-SSP, PCR-AD,
HPA-1b pI*? 29 0ligo-Array

HPA-2 Glykoprotein Iba (CD42b) | HPA-2a Ko® 99 PCR-SSP, PCR-AD,
HPA-2b Ko? 13 Oligo-Array

HPA-3 Glykoprotein lib (CD41) HPA-3a Bak® 81 PCR-SSP, PCR-AD,
HPA-3b Bak® 70 Oligo-Array

HPA-5 Glykoprotein la (CD49b) | HPA-5a Br® 99 PCR-SSP, PCR-AD,
HPA-5b Br? 15 Oligo-Array

HPA-15 CD109 HPA-15a Gov® 76 PCR-SSP, PCR-AD,
HPA-15b Gov? 74 Oligo-Array

Neutrophilenantigene

HNA-1 Fcy-Rezeptor llib HNA-1a NA1 57-62 PCR-SSP
HNA-1b NA2 88-89
HNA-1¢ SH 5

HNA-3 SLC44A2 HNA-3a 5b 95 PCR-SSP
HNA-3b 5a 37

HNA-4 MAC-1 (CD11b) HNA-4a MART 99 PCR-SSP

HNA-5 LFA-1 (CD11a) HNA-5a OND 86-92 PCR-SSP

~
Tabelle 1

*Quellen: IPD - HPA Database (www.ebi.ac.uk/ipd/hpa) und Ref. (43).

**Testsysteme, die im Institut fiir Transfusionsmedizin und Immunologie Mannheim des DRK-Blutspendedienstes
Baden-Wirttemberg — Hessen gGmbH zur Verfiigung stehen: PCR-SSP, PCR mit sequenz-spezifischen Primern (40);
PCR-AD, PCR mit allelspezifischen Sonden zur allelischen Diskriminierung (41); Oligo-Array, Hybridisierung von

Oligoarrays mit allelspezifischen Sonden (42).

rung (AD). Dabei werden fluores-
zenz-markierte allelspezifische DNA-
Sonden eingesetzt (42). Weitere
technische Entwicklungen im Be-
reich der genetischen Diagnostik
zielen auf Optimierungen des Pro-
bendurchsatzes und die Erhéhung
der Analysekomplexitat, d.h. héhere
Zahl an Parametern, die in einem
Test bestimmt werden kdénnen.
Wichtige Fortschritte konnten hier
vor allem durch die DNA-Chiptech-
nologien erzielt werden. Das Prinzip
der Array-basierten Typisierung der
HPA-Merkmale konnte bereits er-
folgreich getestet werden (43). Ins-
gesamt stehen eine Reihe verschie-
dener Testsysteme fir die Genoty-
pisierung der HPA-Merkmale zur

Verflgung (Tabelle 1).

Antigensysteme der
Granulozyten

Die Granulozyten stellen die men-
genmaBig groBte Population weiler
Blutzellen dar. Sie Uben ihre Haupt-
funktion in der unspezifischen Im-
munabwehr und den Entzindungs-
reaktionen aus, wobei die neutrophi-
len Granulozyten den wichtigsten
Zelltyp darstellen. Auch die Neutro-
philen tragen Strukturen auf ihrer
Oberflache, die Auto- oder Alloim-
munreaktionen hervorrufen kénnen.
Insbesondere im Zusammenhang

mit  lymphoproliferativen  Erkran-

kungen (z. B. Morbus Hodgkin oder



chronisch lymphatische Leuk&mie)
kénnen autoantikdrperbedingte
Neutropenien beobachtet werden
(35). Haufig ist dabei der neutrophi-
lenspezifische Fcy-Rezeptor lllb das

ZielmolekUl der Autoantikdrper.

Alloimmune Reaktionen gegen die
Neutrophilen kdnnen bei Schwan-
gerschaft beobachtet werden, wo-
bei im mutterlichen Blutkreislauf An-
tikérper gegen kindliche Neutrophi-
lenantigene gebildet werden. In der
Folge treten die Antikdrper in den
kindlichen Kreislauf Gber und fuhren
zur Zerstdrung der Neutrophilen (neo-
natale Immunneutropenie, NIN).
Eine weitere Alloimmunreaktion gegen
Neutrophile tragt wesentlich zur Ent-
stehung der transfusionsassoziier-
ten akuten Lungeninsuffizienz (TRALI)
bei, die eine bedeutende uner-
wlnschte Nebenwirkung bei Blut-
transfusionen darstellt. Sowohl bei
NIN als auch bei TRALI kénnen sich
die Alloantikdrper gegen verschie-
dene Antigene (Human Neutrophil
Alloantigen, HNA) auf neutrophilen
Granulozyten richten (Tabelle 1)
(44). Neben dem Nachweis und der
Charakterisierung der Antikorper-
spezifitaten (45), spielt die moleku-
largenetische Bestimmung der HNA-
Merkmale in der Diagnostik eine
wichtige Rolle. Nachdem kurzlich
auch die molekulare Grundlage des
HNA-3 Antigensystems aufgeklart

werden konnte (46), ist eine Typisie-

rung von  Blutspendern  und
Patienten zu diagnostischen Zwecken
moglich. Es wurden Testsysteme auf
der Basis der PCR-SSP Methode
etabliert und kommen bei der
Typisierung der wichtigsten HNA-

Merkmale zum Einsatz.

Beispiel 3:
Differentialdiagnostik
und Pharmakogenetik
in der Hdmostaseologie

Genetisch bedingte Erkrank-
ungen der Blutgerinnung

Die Blutgerinnung (Hamostase)
stellt ein hochkomplexes Netzwerk
von mehr als 70 Proteinen dar, wel-
che einerseits die FlieBfahigkeit des
Blutes garantieren und zum anderen
eine unmittelbar einsetzende Gerin-
nung des Blutes bei Gefassverletz-
ungen sicherstellen. Praktisch alle
beteiligten Proteine kdnnen von ge-
netischen Veradnderungen (Muta-
tionen) betroffen sein, die — je nach
Funktion des Proteins — entweder zu
einer erblichen Form der Blutungs-
neigung (Hamorrhagische Diathese)
oder der Thromboseneigung (Throm-
bophilie) flihren oder aber die Inter-
aktion mit Medikamenten der Blut-
(Pharmakogenetik) be-

gerinnung

treffen kdnnen (Tabelle 2).

Hamophilie A (Faktor-VIII-
Mangel) und Hamophilie B
(Faktor-IX-Mangel)

Die Hamophilie A und die Hamophi-
lie B werden X-chromosomal rezessiv
vererbt. Die Inzidenz der Hamophilie
A wird mit 1:5.000 und die der
Hamophilie B mit 1:30.000 der mann-
lichen Neugeborenen angegeben.
Ursé&chlich sind Mutationen im FVIII-
Gen (F8) bzw. FIX-Gen (F9), die zu
einer Verminderung oder volligem
Fehlen des Gerinnungsfaktors fih-
ren. Schweregrad und Haufigkeit der
Blutungen sind abhangig vom Aus-
mal der Verminderung. Die Therapie
der Hamophilie A erfolgt in Abhan-
gigkeit vom Schweregrad und der
Blutungsmanifestation durch die
Gabe von aus Plasma oder gentech-
nisch hergestellten FVIlI-Konzen-
traten oder DDAVP (Desmopressin,
synthetisches ADH-Analogon). Bei
der Hamophilie B kommen aus Plas-
ma oder gentechnisch hergestellte

FIX-Konzentrate zum Einsatz.

Die haufigste F8-Mutation mit
einem Anteil von fast 50 % ist die
Intron-22-Inversion. Sie beruht auf
einer intragenen Rekombination des
FVIII-Gens. Weitere wichtige Muta-
tionstypen mit einem Anteil von je-
weils 10-15 % sind Nonsense-Muta-
tionen, Missense-Mutationen und

kleine Deletionen oder Insertionen.

Bei den weniger schweren Verlaufs-
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Tabelle 2

Hamostaseologische Krankheitsbilder (Faktoren, Gene)

Prokoagulatorische Faktoren

e Afibrinogenamie (FGA, FGB, FGG)

e Hypofibrinogenamie (FGA, FGB, FGG)

¢ Dysfibrinogenamie (FGA, FGB, FGG)

e Faktor lI-Mangel (F2)

e Faktor V-Mangel (F5)

e Faktor VII-Mangel (F7)

e Faktor VIll-Mangel (Hamophilie A) (F8)

e Faktor IX-Mangel (Hamophilie B) (F9)

e Faktor X-Mangel (F70)

e Faktor XI-Mangel (F77)

e Faktor Xll-Mangel (F72)

e Faktor Xlll-Mangel (F13A, F13B)

e Kombinierter Fll-/ FVII-/ FIX-/ EX-Mangel (VKCFD) (VKORC1, GGCX)

e Kombinierter FV-/ FVIII-Mangel (F5F8D) (LMAN1, MCFD2)

Inhibitorische Faktoren

e Antithrombin-Mangel (SERPINCT)

e Protein C-Mangel (PROC)

e Protein S-Mangel (PROST)

Pharmakogenetik

e Cumarinresistenz (partielle) (VKORC1, CYP2C9)

e Cumarinsensitivitat (VKORC1, CYP2C9, ggf. F9 Exon 2)

Primdre Hamostase

e Von Willebrand-Syndrom Typ (VWF)

e Bernard-Soulier-Syndrom (BSS) (GP1BA, GP1BB, GP9)

e Morbus Glanzmann (ITGA2B, ITGB3)

Sonstige Gene

o ADAMTS13-Mangel (Hereditare TTP) (ADAMTS13)

¢ Kininogen (HMWK)-Mangel (KNG)

e Prakallikrein-Mangel (KLKBT)

e PAI1-Mangel (PAIT)

e Plasminogen-Mangel (PLG)

e TAFI-Mangel (CPB2)

formen kommen fast ausschlieBlich
Missense-Mutationen vor. Alle bis-
her publizierten Mutationen sind in
einem internationalen Mutations-
register aufgeflhrt (http://europium.
csc.mrc.ac.uk).

Der Mutationstyp ist entscheidend
fur das Risiko der Hemmkorperbil-
dung, welche die schwerste Kompli-
kation der H&mophiliebehandlung
darstellt und bei etwa 20-30 % aller
schwer betroffenen Patienten unter
Substitutionstherapie mit FVIII-Kon-
zentraten auftritt. Die Hemmkdrper-
pravalenzen reichen von 3 % bei
bestimmten Missense-Mutationen
bis zu 88 % bei groBen, mehrere
FVIlI-Proteindoménen umfassenden
Deletionen (47). Im Gegensatz zur
Hamophilie A liegen den meisten
F9-Mutationen Nukleotidaustausche
zu Grunde, die zu Missense-Mutati-
onen (68 %) und Nonsense-Mutati-
onen (14 %) fuhren. Alle anderen Mu-
tationstypen sind selten und weisen
Haufigkeiten von unter 5 % auf. Die
verschiedenen Mutationen sind in
einem internationalen Mutationsre-
gister im Internet verflgbar (http://

www.umds.ac.uk/molgen/haemB-

database.htm).

Von Willebrand Erkrankung

Die von Willebrand Erkrankung
(VWE) ist, unter Berlcksichtigung

auch der leichten Verlaufsformen,



die haufigste erbliche Blutungsnei-
gung mit einer geschatzten Prava-
lenz von ca. 1 % der Bevdlkerung.
Das klinische Bild dieser Erkrankung
ist duBerst heterogen. Die Phano-
typen werden in drei Hauptkatego-
rien eingeteilt. Typ 1 und Typ 3 be-
zeichnen qualitative Mangel mit par-
tiellem (Typ 1) oder komplettem (Typ 3)
Fehlen des VWF-Proteins, wahrend
Typ 2 sich durch ein qualitativ veran-
dertes, dysfunktionelles VWF-Protein

auszeichnet.

Bei mehr als 80 % der Patienten
liegt ein VWE Typ 1 vor, 15-20 %
haben eine VWE Typ 2 und nur bei
einer sehr kleinen Gruppe von etwa
1 % der Patienten kann eine VWE
Typ 3 diagnostiziert werden. Entspre-
chend der Funktion des VWF als
Vermittler der Thrombozyten-GefaB-
wand-Interaktion einerseits und als
Transportmolekll des FVIII anderer-
seits, wird sowohl die priméare als
auch die sekundére Hamostase be-
eintrachtigt. Typische klinische Ma-
nifestationen der VWE sind Schleim-
hautblutungen wie Epistaxis und
Menorrhagie, bei schweren Formen
auch Gelenkblutungen. Die Behand-
lung erfolgt in Abhangigkeit von
Schweregrad und Klinischer Blu-
tungsmanifestation mit DDAVP und/
oder einem VWHF-haltigen Gerin-

nungskonzentrat.

Hauptursache fur die VWE sind Mu-
tationen des VWF-Gens (48). Bis
heute konnte eine groBe Anzahl von
Mutationen in allen Doménen des
VWF-Gens aufgeklart und in einer
Datenbank zusammengefasst wer-

den  (http://mmg2.im.med.umich.

edu/v/VWE/).

Seltene Mangelzustédnde

anderer Gerinnungsfaktoren

Schwerwiegende Mangelzustande
oder funktionelle Defekte anderer
Gerinnungsfaktoren (z. B. Fibrino-
gen, Faktor Il, Faktor V, Faktor VII,
Faktor X, Faktor Xl oder Faktor XIII)
sind sehr selten, da es sich um auto-
somal rezessive Erbgange handelt
und fur eine Kklinische Manifestation
beide Allele betroffen sein mussen.
Entsprechend weisen diese Hamor-
rhagien Inzidenzen von 1:500.000
bis 1:>1.000.000 auf und kommen
vorwiegend in Bevdlkerungsgrup-
pen vor, in denen konsanguine Ehen

verbreitet sind.

Thrombophilien

Arterielle und vendse thromboem-
bolische Ereignisse sind im Gegen-
satz zu den hamorrhagischen Dia-
thesen sehr haufig, wobei die Inzi-
denz mit dem Alter deutlich zunimmt,
im Bereich der vendsen Thrombose
von 1:100.000 im Kindesalter zu
1:1.000 Individuen bei Uber 60-jahrigen.

Seltene Mutationen in den
Genen Antithrombin, Protein C
und Protein S

Etwa 5 % der familidr auftretenden
Thrombophilien sind bedingt durch
einen Mangel der klassischen Inhibi-
toren Antithrombin, Protein C oder
Protein S. Antithrombin ist der wich-
tigste direkte Inhibitor einer Reihe
von prokoagulatorisch ~ wirkenden
Gerinnungsfaktoren (z. B. Fll, FIX, FX).
Eine groBe Zahl verschiedener Mu-
tationen ist bisher bei Patienten mit
Antithrombin-Mangel und Thrombose-
manifestation identifiziert und in
einem internationalen Register zu-
http://

sammengefuhrt  worden

www.med.ic.ac.uk/divisions/7/an-

tithrombin/).

Protein C ist ein Vitamin-K-abhén-
giges Protein, das in seiner aktiven
Form unter anderem die Gerin-
nungsfaktoren FV und FVIII inakti-
viert. Die Prévalenz von Mutationen
im Protein C-Gen wird mit bis zu
1,56:1.000 Individuen angegeben.
Die Mutationen kodnnen praktisch
alle Bereiche des Protein C-Gens
betreffen und sind in einem internati-
onalen Register verflgbar (http://
www.xs4all.nl/~reitsma/Prot C

home.htm).

Protein S verstarkt als Kofaktor des
Protein C dessen Bindung an Phos-

pholipidoberflachen und damit dessen
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Funktion bei der Inaktivierung von
FV und FVIII. Auch hier ist ein breites
Spektrum verschiedener Mutationen
bei Patienten mit Protein-S-Mangel
und gleichzeitiger Thrombosemani-

festation beschrieben.

Pharmakogenetik

Die Pharmakogenetik beschéftigt
sich mit den genetisch bedingten
Ursachen fur Arzneimittelunvertrag-
lichkeiten und Therapieresistenz. Die
orale Antikoagulation mit Cumarin-
derivaten (z. B. Marcumar, Warfarin
oder Acenocoumarol) stellt ein Bei-
spiel dafir dar, wie die DNA-Analyse
genetischer Dispositionsfaktoren die
Therapie im Sinne einer individuali-

sierten Medizin beeinflussen kann.

Cumarine werden seit mehr als 50
Jahren als orale Antikoagulanzien
zur Pravention thromboembolischer
Ereignisse bei Vorhofflimmern, kinst-
lichen Herzklappen und zur Sekundar-
prophylaxe vendser Thromboembo-
lien eingesetzt und gehdren weltweit
zu den am haufigsten verschrie-
benen Medikamenten. Obwohl die
Cumarine als oral verabreichte Sub-
stanzen fUr die Patienten in Bezug
auf Anwendung und Kosten gunstig
sind, wird die Therapie durch das
enge therapeutische Fenster und
das damit verbundene Risiko fur
Blutungen und Rethrombosen kom-

pliziert. So liegt die Inzidenz fUr t&d-

liche Blutungskomplikationen bei
0,25 % pro Behandlungsjahr (49).
Hauptverantwortlich fur die Kompli-
kationen ist die breite inter- und in-
traindividuelle Variabilitat der Dosis-
Wirkungsbeziehung, die abhangig
ist von einer Reihe erworbener und

hereditarer Faktoren.

Die kurzlich identifizierten Haplo-
typen der Vitamin-K-Epoxid-Reduk-
tase (VKORCH1) sind flr den GroBteil
der beobachteten interindividuellen
und interethnischen Unterschiede in
der Cumarindosis verantwortlich
(50, 51). VKORC1, der molekulare
Zielort fGr Cumarine, recycelt das
bei der y-Carboxylierung von Vita-
min-K-abhangigen Gerinnungsfak-
toren  kontinuierlich  entstehende
Vitamin K. Der verbreitete Haplotyp
VKORC172, welcher mit einer um
50 % gegentber dem Wildtyp ver-
minderten Transkriptionsrate einher-
geht, konnte weltweit in allen unter-
suchten Kollektiven als maBgeblich
fur die individuelle Cumarindosis
identifiziert werden (51, 52). DarUber
hinaus konnten einige seltene Ami-
nosauremutationen im VKORC1-
Protein bestimmt werden, die zu
einer partiellen bis vollstandigen
Cumarinresistenz fuhren (563). Die
Kombination dieser neu entdeckten
pharmakogenetischen Marker (ein-
schlieBlich der schon langer be-
kannten CYP2C9-Genotypen, die

v. a. fur die Dosisvariation mit Warfarin

und Acenocoumarol verantwortlich
sind) mit Umwelteinflissen und pati-
entenspezifischen Merkmalen (wie
Alter, Geschlecht, Komedikation,
Leberfunktion, nutritiver Vitamin-K-
Status) erlaubt es, bisherige Dosis-

algorithmen zu optimieren (54).

Fazit

Die Anwendung der molekularen
Medizin tragt entscheidend zum
Fortschreiten hin zu einer zukdnf-
tigen individualisierten Medizin bei.
In weiten Bereichen der Genomana-
lytik, beispielhaft bei der Ursachen-
forschung angeborener Erkrank-
ungen, beim Einsatz von modernen
molekularen Laborverfahren fUr die
genetische Bestimmung der Anti-
gensysteme von Blutzellen, und bei
Routinekrankheits- und Screening-
diagnostik sind klare Fortschritte
dokumentierbar. Die Verfugbarkeit
neuer und vor allem billiger Hoch-
durchsatzsysteme im Bereich der
Nukleinsdurensequenzierung und der
Chipanalytik wird diesen Prozess

unterstitzen und beschleunigen.

Die Literaturhinweise finden Sie
im Internet zum Download unter:
www.drk-haemotherapie.de





