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ZUSAMMENFASSUNG

Die erste molekulare Analyse einer menschlichen Blutgruppe
erfolgte 1983 mittels eines Restriktions-Fragment-Langen-
Polymorphismus (RFLP) am System Xg. Seither wurden in un-
zihligen Studien die molekularen Ursachen fiir Blutgruppen
und deren Antigene erforscht,und das resultierende Wissen
fiir eine standige Verbesserung der entsprechenden Ana-
lysemethoden verwendet. Die Untersuchung kausaler Punkt-
mutationen (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) aller 36
von der International Society for Blood Transfusion (ISBT)
anerkannten Blutgruppensysteme erlaubt heute eine der
Serologie ebenbiirtige, exakte Vorhersage der Blutgruppen-
antigene. In Patienten wird die molekulare Blutgruppen-
bestimmung bevorzugt in Form von Einzelprobenanalytik fir
die Diagnose von RhD-Varianten eingesetzt, um damit trans-
fusionsrelevante Entscheidungen beziiglich RhD zu treffen
und um die Rh-Prophylaxe noch zielsicherer zu steuern. An
Spenderproben und im Hochdurchsatz erméglicht die Blut-
gruppen-Genotypisierung die Schaffung einer ausreichenden

Anzahl von Spender-Datensatzen, um immunisierte Patienten
bestvertrdglich zu transfundieren oder deren Immunisierung
bereits im Ansatz zu vermeiden. Gleichzeitig werden heut-
zutage an den gleichen Proben zusétzlich eine Vielzahl wei-
terer SNPs zur Identifikation von Spendern mit seltener Nega-
tivitat fir hochfrequente Antigene getestet. Derartig umfas-
sende Spender-Datensdtze werden bereits ideal genutzt fir
»In-silico-Kreuzproben“ eingesetzt. Next Generation Se-
quencing (NGS) ist auch in der Transfusionsmedizin der ,neue
Stern am Horizont* und wird vermutlich innert weniger Jahre
eine wichtige Rolle in der Analyse kompletter Blutgruppen-
genome (chronischer) Empfdnger spielen. Blutgruppen-
bestimmung als friihestes Beispiel echter personalisierter Me-
dizin wird in ihrer molekularen Version mit dazu beitragen,
den gebiihrenden Platz der Transfusionsmedizin in der mo-
dernen Medizin zu behaupten.

ABSTRACT

The first molecular analysis of a human blood group was per-
formed using a Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP) on Xg in 1983. Since then, a panoply of studies ad-
dressing the genetic background of human blood groups has
enormously broadened knowledge, with steady improvement
of blood group genotyping procedures. Targeting Single Nu-
cleotide Polymorphisms (SNPs) of all 36 human blood group
systems, as currently recognized by the International Society
for Blood Transfusion ISBT, allows for exact blood group anti-
gen predictions, with accuracies comparable to those of serol-
ogy. Blood group genotyping in patients is mainly done for
the discrimination of RhD-variants due to their relevance for
blood transfusion and in order to improve guided Rh prophy-
laxis. Among donors, high-throughput genotyping is used to
assure supply of well-matched blood to recipients with exis-
tent allo-antibodies, or to avoid allo-immunizations up front.
Capability of modern techniques for the simultaneous analy-
sis of dozens of SNPs, allows for parallel identification of do-
nors with rare negativity for high-frequency-antigens. Com-
prehensive donor-data sets have already been used in an ideal
way for “in silico-matching” approaches. Next Generation Se-
quencing is a new star on the horizon and is envisioned for im-
proved (chronic) recipient blood group analysis. Using molec-
ular techniques, transfusion medicine the earliest example of
truly personalized medicine, will keep its place in modern
medicine.
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Chronologie zur Beschreibung
der molekularen Blutgruppen

Der erste als ,molekulargenetisch“ einzustufende Bericht (iber
den Zusammenhang einer individuellen genetischen Veranlagung
mit einem Blutgruppen-Phanotyp stammt aus dem Jahr 1983 und
behandelt die Blutgruppe Xg (International Society for Blood
Transfusion, ISBT 012) [1]. Kurz darauf folgten 1986 die ersten ge-
netischen Beschreibungen von Varianten der Blutgruppensyste-
me Gerbich (ISBT 020) und MNSs (ISBT 002), deren Antigene sich
auf den Glykophorinen C, bzw. A (MN) und B (Ss) befinden [2,3].
Interessanterweise bleibt ausgerechnet Xg das letzte Blutgrup-
pensystem, bei dem die molekulare Ursache seiner Phdnotypen
noch immer unklar ist [4, 5].

Die insgesamt 36 heute von der ISBT anerkannten Blutgrup-
pensysteme erstrecken sich von ABO (ISBT 001) iber RhD (ISBT
004), Kell (ISBT 006), Duffy (ISBT 008), und Kidd (ISBT 009) und
wurden von Geoff Daniels und Marion Reid im Jahr 2010, zeit-
gleich mit der Anerkennung von RhAG als ISBT 030, zusammenge-
fasst dargestellt [6,7]. Zeitlich abgesetzt erschienen dann ab
2012 bis 2015 die bis heute vorldufig letzten Berichte beziiglich
neuer Blutgruppensysteme und deren genetische Beschreibung.
Junior, Langereis, und Vel wurden ausnahmslos in hochrangigen
wissenschaftlichen Fachzeitschriften und immer gleichzeitig
durch verschiedene Forschungsgruppen beschrieben [8-14].
Ebenfalls hochrangig publiziert, zeichnen sich die restlichen Sys-
teme, Forssman und CD59, und in etwas geringerem Ausmald
auch Augustine, vor allem auch durch die extreme Seltenheit
eines ihrer beiden Phanotypen aus [15-18].

Grundsétzlich werden neue Blutgruppensysteme von der ISBT
nur dann als solche anerkannt, wenn
1. sie ein Antigen aufweisen, fir das ein natiirlicher menschlicher

Antikorper bekannt ist,

2. das betreffende Antigen nachweislich vererbt wird,
3. das entsprechende Gen und der fiir das Antigen ursachliche

Polymorphismus bekannt ist und sequenziert wurde, und
4. sich das entsprechende Gen eindeutig von allen bisher aner-

kannten Genen unterscheidet und auch kein Homologes hier-

von ist.

Fir die Anerkennung neuer Antigene gelten idente Anforderun-
gen. Neben jenen der Blutgruppensysteme existieren weitere be-
kannte Antigene, die jedoch die Kriterien 1-4 nicht ganzlich erfiil-
len und deshalb in den Tabellen der sogenannten ,collections®
(200 series), ,low incidence antigens*“ (700 series) und ,,high inci-
dence antigens® (901 series) verwaltet werden [5].

Molekulare Ursachen der Blutgruppen

Analysiert man anhand der 3 willkirlich gewahlten Blutgruppen-
systeme Lutheran, Kell und RhD und deren entsprechenden ISBT
Allel-Tabellen (Versionen vom November 2016 [5]) die Anzahl
und Arten von Polymorphismen, welche die Antigene bzw. deren
Fehlen verursachen, so wird schnell eines klar: Punktmutationen,
im Englischen auch Single Nucleotide Polymorphism (SNP) ge-
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nannt, also unterschieden von nur einer Base zwischen 2 Sequen-
zen, kodieren fiir 79% aller Blutgruppenvarianten (> Tab. 1). Nur
weitere 3% aller Polymorphismen werden durch einen geneti-
schen Unterschied von 2 Basen in Folge verursacht. Alle restlichen
Varianten, also 18%, stellt in dieser Analyse die Blutgruppe RhD
mit Allel-Mischformen (,Hybriden®) bestehend aus unterschied-
lichen Teilen der beiden paralogen Gene RHD und RHCE. Aufgrund
ihrer Ahnlichkeit (,Homologie®) neigen paraloge Gene zu soge-
nannten ,Genkonversionen®, die z.B. ein Hybridgen aus den ers-
ten 3 RHD-Exonen, den RHCE-Exonen 4-9 und einem abschlieRen-
den RHD-Exon 10 verursachen. In diesem Fall haben die beiden
paralogen Gene also mehrere Kilo-Basenpaare (kbp) groRe Gen-
bereiche untereinander ausgetauscht, wodurch dann formal ein
Hybridgen vom Typ RHD-CE(4-9)-D resultiert hat [19]. Hybridbil-
dung und sogar Genduplikation, mit dann bis zu 4 Glykophorin-
Genen pro Chromosom, wurde auch bei den paralogen Genen
GYPA, GYPB und GYPE des Blutgruppensystems MNSs beobachtet
[4]. Die oben dargestellte ,,genetische Agilitdt” ist nur scheinbar;
in Wirklichkeit entstanden die verschiedenen Blutgruppenallele
iber lange Zeitraume hinweg, finden sich deren gemeinsame Vor-
ldufer auch in Primaten und unterliegen keiner andauernden Mu-
tation; sie sind also relativ konserviert [20].

Fir alle Einzelschritte der Proteinexpression (Transkription,
SpleiRen, Translation, posttranslationelle Modifikation) sind Muta-
tionen bekannt, welche die Blutgruppenantigene oder deren Feh-
len verursachen. Es ist wichtig, die kausalen Mutationen zu identi-
fizieren und bevorzugt diese — und nicht ,nur® genetisch gekop-
pelte Polymorphismen - gendiagnostisch zu adressieren.

Detektion von Punktmutationen

Eine molekulare Blutgruppenbestimmung erfordert die Analyse
von mehreren verschiedenen Punktmutationen, oft an verschie-
denen Genen, gleichzeitig an einer oder vielen Proben (DNS).
Inspiriert durch die molekulare Analyse von HLA-Merkmalen
stellt ,,PCR using sequence specific priming*“ (PCR-SSP, alternative

Bezeichnung ,ARMS®) hierfiir seit Mitte der 1990er-Jahre und

auch noch heute eine oft angewandte Technik in der molekularen

Blutgruppenbestimmung dar [21,22]. Jede Mutation und gegebe-

nenfalls ihr ,Alter Ego*, also das ,Wildtyp-Allel“, werden hierbei in

2 separaten PCRs, aber mit identischem PCR-Programm be-

stimmt. Zusatzlich interessierende Mutationen konnen parallel

geschaltet werden [23]. Trotz ihrer Urspriinglichkeit zeichnet sich

PCR-SSP im Vergleich zu vielen anderen Techniken mit reiner SNP-

Detektion durch 4 gewichtige Vorteile aus:

1. Sie ist schnell, da sie eine Gendiagnose in weniger als 3 Stun-
den ab Probeneingang erlaubt.

2. Zusatzlich vermag sie direkt Haplotypen zu bestimmen. Das
bedeutet, dass beide Varianten von 2 benachbarten SNPs in al-
len 4 theoretisch vorkommenden Kombinationen, dement-
sprechend in 4 getrennten PCRs, mittels ,,double ARMS* spezi-
fisch nachgewiesen werden kdnnen [24]. Beispielsweise beruht
die genetische Diskrimination von RhE vs. Rhe auf dieser ,Bi-
spezifitat®.

3. PCR-SSP-Systeme sind leichter als andere Verfahren um neu in-
teressierende SNPs modular erweiterbar.

Gassner C Molekulare Blutgruppenbestimmung  Transfusionsmedizin 2017; 7: 87-94



» Tab. 1 Anzahl und Arten von Polymorphismen und Mutationen, die Antigene und deren Fehlen bei den Blutgruppensystemen Lutheran, Kell und
RhD (gesplittet nach den Untergruppen partielles D, weak D, Del und D negativ) verursachen.

kodierend vs. Art der Mutation  Effekt BCAM  KEL
nicht kodierend
Substitution
(1bp)
kodierend Silent (gleiche As)
kodierend Missense neues AG 18 30
(As-Austausch)
kodierend Missense Jweak“AG
(As-Austausch)
kodierend Missense »ad/el“AG 12
(As-Austausch)
kodierend Missense kein AG (null) 1 1
(As-Austausch)
kodierend Nonsense kein AG (null) 2 13
(As > STOP)
nicht kodierend Splice-site neues AG 1
nicht kodierend Splice-site kein AG (null) 5
nicht kodierend Promoter kein AG (null)
Insertion/
Deletion (1 bp)
kodierend OutofFramelIndel  Frame-shift
Insertion/
Deletion (2 bp)
kodierend In Frame Deletion neues AG 2
kodierend Out of Frame kein AG (null) 1
Deletion
kodierend Out of Frame kein AG (null) 1
Insertion

24 63

alle alle alle
RhD (%)
partielleD  weak D Del D negativ

38 38 86 30%
71 71 71 25%

6 6 18 6%

1 1 3 1%

8 8 23 8%

4 5 2%

4 9 3%

3 6 9 9 3%

2 2 4 1%
1 1 2 1%

2 2 3 1%
79 73 13 31 196 233 82%

Daten aus ISBT Allel-Tabellen der Versionen 3.0 160630 fiir Lutheran (Gen BCAM), und 2.0 110914 fiir Kell (Gen KEL), und RhD (Gen RHD) vom November 2016
[5]. Verwendete Abkiirzungen: AG: Antigen, As: Aminosdure, ad/el: Adsorption/Elution, Indel: Insertion/Deletion.

4. Aufgrund zusammengefasster ,Module* (=Kits) kann jede in-
teressierende Blutgruppe fir sich, z.B. RHD getrennt von KEL,
analysiert werden. Trotzdem, PCR-SSP-basierte ,Sentimentali-
tat“ endet sehr rasch bei tiefen bis mittleren Durchsatzzahlen,
z.B. ab einer Probenzahl von 12 Untersuchungen pro Tag.

Neben PCR-SSP-basierten Verfahren, deren Resultate immer noch
mithilfe von Agarosegelen ausgewertet werden, richten andere
kommerziell erhdltliche molekulare Blutgruppenbestimmungen
ihr Augenmerk groRtenteils auf Probendurchsatz und weniger
auf Einzelprobenanalyse [25-28]. Sie deklarieren somit Blutspen-
der als ihr favorisiertes, weil zahlreiches Probenmaterial. Gleich-
zeitig nltzen alle diese letztgenannten Verfahren Fluoreszenz-
detektion fiir die Diskrimination der beiden Allele eines SNPs; ent-
weder als klassische ,real-time*, ,chip-“, oder ,bead-basierende“
Methoden [25,29-31]. Neben den kommerziell erhéltlichen Ver-
fahren existieren zur Spendertypisierung auch eine Vielzahl ,,in-
house“ entwickelter Methoden in den Laboratorien. Dabei er-
reicht beispielsweise die MALDI-TOF MS-basierte molekulare Blut-
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gruppenbestimmung Detektionskapazitdten von bis zu 36 SNPs,
gleichzeitig an mehreren Tausend Proben pro Tag [32,33].

Genauigkeit der genetisch basierten
Blutgruppenvorhersage

Manchem Leser mag die Schnelligkeit der Entwicklungen im Ge-
biet der molekularen Blutgruppenbestimmung (berstiirzt er-
scheinen. Wie steht es um die zwingend notwendige Genauigkeit
in der genetisch basierten Blutgruppenvorhersage?

Eine Zusammenfassung von insgesamt 9 Studien zur Hoch-
durchsatz-Genotypisierung von serologisch voruntersuchten Blut-
spendern, publiziert in den Jahren zwischen 2005 und 2016, zeig-
te durchwegs weniger ,genetische*, als ,serologische Fehler* be-
ziiglich der Blutgruppen Kell, Duffy, Kidd, MN, und Ss (zusammen-
gefasstinTable 1 des nachfolgenden Zitats) [34]. Die in den 9 Stu-
dien insgesamt untersuchten Probenzahlen lagen zwischen 6290
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> Tab. 2 Aspekte von beachtenswerten Unterschieden der molekularen Blutgruppenbestimmung zwischen Spendern und Empfangern.

Aspekte

Zeit zum Resultat

Typisierungsausfall

tolerierter finanzieller Aufwand pro Probe
Durchsatz

Spezialfall RhD

unbekannte (nicht beriicksichtigte)
Null-Allele

unbekannte (nicht beriicksichtigte)
Allelvarianten mit Mutationen

Blutspender

nicht zeitsensitiv
Sammlung von Proben tiber lange Zeitraume
moglich

nicht gravierend

Spender-Datensatz kann unbericksichtigt bleiben

gering
Hochdurchsatz

Hochauflésung tiberfliissig
(nicht transfusionsrelevant)

unerheblich

Resultat ist phanotypisch falsch heterozygot
pradiziert (nicht transfusionsrelevant)
gefahrlich

(AK-Bildung im Empfanger moglich)

Blutempfanger (Patienten)

zeitsensitiv
ideal 4 bis 8 Stunden

gravierend
Diagnostik muss sofort wiederholt werden

hoch
Einzelprobenanalytik

Hochauflésung unbedingt notwendig
(Diskrimination partieller, schwacher,
Del- und RhD-negativer Allele dringend
transfusionsrelevant)

gefahrlich

(AK-Bildung mdglich)

unerheblich
Resultat ist phdnotypisch falsch homozygot

an Primer-Bindestellen

fur Kidd und 7676 fiir Ss (Listung der 9 Studien in den nachfolgen-
den Zitaten) [25,34-41].

In einer der oben genannten und groR angelegten Einzelstudie
fanden sich weder viele ,Null-Allele®, nur einmal unter 4000 Spen-
derproben (8000 Allele) fiir Kidd und Duffy und keine fiir Kell,
noch wurden in der beschriebenen ,kaukasischen“ Kohorte Gen-
varianten mit Mutationen nahe diagnostischer PCR-Primer-Binde-
stellen identifiziert [40]. In einer anderen oben genannten Einzel-
studie fiihrten Ss-Detektion an 5743 Proben (11486 Allele), 2
(identische) stille S-Allele und eine S-Variante mit mutierter Pri-
mer-Bindestelle zu 2 falsch S-positiven bzw. einem falsch S-nega-
tiven genetisch pradizierten Phdnotyp [34]. Bezliglich MN (eben-
falls an 5743 Spenderproben erhoben) entpuppten sich alle 7,
vorab genetisch falsch N-negativ geglaubten Proben, als Spender
mit einer sogenannten St(a)-Variante, also mit bekanntem, aber
nur N-dhnlichem Phanotyp. In Bezug auf die beiden letztzitierten
Einzelstudien fanden sich also unter insgesamt 46 972 untersuch-
ten Allelen 4 zuvor unbekannte Null-Allele und eine Variante mit
einer Mutation an einer diagnostischen Primer-Bindestelle. Es
muss davon ausgegangen werden, dass weitere Mutanten-Allele,
z.B. mutierte k-Allele in einer k I k-homozygoten und serologisch
K-negativen Probe, unerkannt verblieben.

Studien zur molekularen Blutgruppenbestimmung generieren
nach wie vor stdndig neues Wissen beziiglich neuer Allelvarianten
und deren Haufigkeiten. In Abhangigkeit von beobachteten Allel-
haufigkeiten sollte und wird dieses Wissen fiir mogliche Verbes-
serungen nachfolgender Verfahrensversionen berticksichtigt wer-
den. Fiir SNP-basierende Hochdurchsatz-Verfahren ist daher, im
Sinne besserer Genauigkeit, zukiinftig von einer technisch mach-
baren, steigenden Anzahl untersuchter SNPs auszugehen. Eben-
falls im Sinne verbesserter Genauigkeit und vor allem in Zeiten
von Bevolkerungsmigration miissen populationsgenetische Varia-
tionen, und zwar beginnend von ethnischer bis hin zu klein-regio-
naler, berlicksichtigt werden.
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pradiziert (nicht transfusionsrelevant)

Unterschiede zwischen Spendern
und Empfangern beziiglich molekularer
Blutgruppenbestimmung

Eine getrennte Betrachtung der molekularen Blutgruppenbestim-
mung von Blutspendern und -empfangern (Patienten) ist zweck-
maRig (> Tab. 2). Die Unterschiede in den finanziell zu tolerieren-
den Gestehungskosten fiir die Diagnose und die Umsetzung der
unterschiedlichen technischen Anforderungen sind betrachtlich.
Es gilt auch zu beriicksichtigen, ob nationale Richtlinien, oder die
verwendeten IT-Systeme zur Datenspeicherung, eine ,unter-
schiedliche Blutgruppe*, also z.B. den pragmatischen Zusatz ,als
Spender positiv, als Empfanger negativ*, fir Spender und Empfan-
ger Uberhaupt erlauben.

Praktizierte molekulare Blutgruppen-
bestimmung bei Patienten (Empfangern)

Empfangerseitig ist eine allgemeine Antigenpradiktion mittels
molekularer Blutgruppenbestimmung indiziert bei (1) vortrans-
fundierten Patienten und somit serologisch unbestimmbaren
Blutgemischen [42] und bei (2) DAT-positiven Patienten mit z.B.
autoimmunhdmolytischer Andmie. Genetische Analysen werden
auch durchgefiihrt bei (3) der vorgeburtlichen Bestimmung einer
fetalen Blutgruppe bevorzugt an zellfreiem Material aus materna-
lem Plasma, und (4) zur Ermittlung der RhD-Zygotie von (poten-
ziellen) Vatern bei Vorliegen eines Risikos fiir ,hemolytic disease
of the fetus and newborn“ (HDFN). Des Weiteren kommt die mo-
lekulare Blutgruppenbestimmung auch zum Einsatz, wenn (5) fir
spezifische Antigene keine kommerziell erwerblichen Antiseren
erhiltlich sind, z.B. fiir die serologische Bestimmung von Do,
oder auch Co?® (qilt auch fiir Spendertypisierung), (6) Antigene

Gassner C Molekulare Blutgruppenbestimmung  Transfusionsmedizin 2017; 7: 87-94



» Tab. 3 Molekulare Blutgruppenbestimmung. Vergleich von 2 Laboratorien aus Osterreich (Innsbruck, IBK) und der Schweiz (Ziirich, ZRH).
Die 5-Jahres-Daten fiir Innsbruck stammen aus den Jahren 2004 bis 2008 [45], fiir Ziirich aus dem Zeitraum von 2012 bis 2016. Zu beachten ist
die international bliche Schreibweise fiir Gene, entsprechend mit GroBbuchstaben und kursiv.

Grund fiir und|oder Art der moleku- npro5a nproa n pro a und Mio. EW %
laren Blutgruppenbestimmung
IBK ZRH IBK ZRH IBK ZRH IBK ZRH

Uberpriifung ABO 77 116 15,4 23,2 18,7 13,9 6,6% 8,2%
Uberpriifung KEL 23 40 4,6 8,0 5,6 4,8 2,0% 2,8%
Uberpriifung ACKR1, Fy 8 35 1,6 7,0 1,9 4,2 0,7% 2,5%
Uberpriifung GYPA, GYPB, MNSs 0 28 0,0 5,6 0,0 3,4 0,0% 2,0%
Uberpriifung ,RAREs*, Kp, Yt, ... 20 38 4,0 7,6 4,9 4,6 1,7% 2,7%
Uberpri]fung RHCE 25 41 5,0 8,2 6,1 4,9 2,2% 2,9%
Uberpriifung RHD 81 194 16,2 38,8 19,7 23,2 7.0% 13,6%
Uberpriifung RHD weak 233 368 46,6 73,6 56,6 44,1 20,1% 25,9%
Uberpriifung RHD Zygosity 9 1 1,8 2,2 2,2 1,3 0,8% 0,8%
Uberpriifung HPA Antigens 28 2 5,6 0,4 6,8 0,2 2,4% 0,1%
positiver DAT, serolog. unb. 151 58 30,2 11,6 36,7 7,0 13,0% 4,1%
Lvortransfundiert” serolog. unb. 183 141 36,6 28,2 44,4 16,9 15,7% 9,9%
externe Qualitatskontrolle 64 57 12,8 11,4 15,5 6,8 5,5% 4,0%
Archivierung Referenzprobe 118 260 23,6 52,0 28,6 31,2 10,2% 18,3%
anderer Grund (bekannt) 110 19 22,0 3.8 26,7 2.3 9,5% 1,3%
Grund unbekannt 32 14 6.4 2,8 7.8 1,7 2,.8% 1,0%
Total 1162 1422 232,4 284,4 282,0 170,4 100,0% 100,0%

Verwendete Abkiirzungen: n: Anzahl, a: Jahr, Mio.: Million, EW: Einwohner, IBK: Innsbruck, ZRH: Ziirich.

aller Systeme, die allgemein Probleme fiir die klassische Serologie
darstellen, wenn diese schwach exprimiert, oder nur mittels Ad-
sorption und Elution nachweisbar sind, oder wenn (7) die zahlrei-
chen, serologisch teilweise schlecht diskriminierbaren und unter-
schiedlich transfusionsrelevanten Phdnotypen des RhD-Systems
betroffen sind.

Exemplarisch kann die Anzahl der molekular auf Blutgruppen
untersuchten Proben pro Jahr und Million Einwohner fiir die Regi-
onen Innsbruck (Tirol, Osterreich) und Ziirich (Schweiz) mit 282
bzw. 170 angegeben werden (» Tab. 3, Ermittlung der Zahlen sie-
he Box). Die Anzahl der Typisierungen weicht von der Anzahl un-
tersuchter Proben nach oben ab, da fiir bestimmte Patienten
mehrere Blutgruppensysteme gleichzeitig untersucht werden
missen. Dennoch wurden derartige Untersuchungen in unten
dargestellten Beispielen mittels PCR-SSP bewailtigt. Die haupt-
sachlich bestehenden Anforderungen an die beiden genannten
Laboratorien liegen, prozentuell ansteigend, bei der Unter-
suchung von DAT-positiven Patienten (4,1-13,0%), Vortransfun-
dierten (9,9-15,7%), grundsatzlichen Abklarungen diverser Anti-
gene (in Summe 11,0-18,1) und bei der Abkldrung von RhD
(29,9-43,2%). Vor allem schwache oder diskrepante serologische
Bestimmungen des RhD sorgen fiir Unklarheiten in der Versor-
gung mit Erythrozytenprédparaten, aber auch bei der Gabe der
Rh-Prophylaxe im Rahmen der Schwangerschaft [19]. Die mole-
kulare Bestimmung eines mdglichen Weak Ds ist die am haufigs-
ten nachgefragte Einzeluntersuchung (20,1-25,9%), und ist in
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den USA fiir die Weak-D-Typen 1, 2 und 3 empfohlen und in der
Schweiz vorgeschrieben [43,44].

ERMITTLUNG VON EINZUGSBEREICHEN

FUR DIE VERSORGUNG MIT MOLEKULARER
BLUTGRUPPENBESTIMMUNG

Exemplarisch fiir die Regionen Innsbruck und Ziirich.

Uber die Anzahl lokal hergestellter Erythrozytenkonzentrate
(EK), die gesamt-national hergestellten EKs und die Einwoh-
nerzahlen der beiden Linder Osterreich (AT) und Schweiz
(CH) wurde die Anzahl der versorgten Einwohner fiir das Zen-
tralinstitut fir Bluttransfusion in Innsbruck (AT) und fir Blut-
spende Zirich (CH) geschdtzt. Innsbruck versorgt demnach
824000 Einwohner, entsprechend 9,89% der Bevélkerung von
Osterreich (2008), und Ziirich versorgt 1669000 Einwohner,
entsprechend 20,05% der Bevolkerung der Schweiz (2015).
Der Einzugsbereich und entsprechend die Anzahl mit dem
LService zur molekularen Blutgruppenbestimmung*“ versorg-
ten Einwohner wurde mit dem Versorgungsbereich mit EKs
gleichgesetzt (» Tab. 4).
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> Tab. 4 Ermittlung der Einzugsbereiche fiir die Versorgung mit molekularer Blutgruppenbestimmung fiir die Regionen Innsbruck und Zrich.

Zahl ohne Aufbringung durch Mandantenzentren der Blutspende ZRH.

Art Quelle AT (IBK)

Einwohner (EW) national Wikipedia
in Mio.

n Verbrauch EK national AGES, Hdmovigilanz-Bericht

Osterreich 2014 [46]

n Verbrauch EK regional personlich, H. Schennach,

Institutsleitung, Blutbank IBK

% regional von national kalkuliert

n versorgte EW regional kalkuliert

in Mio.

2008 2015
AT (IBK) Quelle CH (ZRH) CH (ZRH)
8337 Bundesamt CH fiir Statistik 8327
419300 Blutspende CH, SRK-Jahresbericht 2015 [47] 248647
41463 personlich, D. Goslings, Abteilungsleitung 49848
Produktion, Blutspende ZRH*
9,89% kalkuliert 20,05%
0,824 kalkuliert 1,669

Verwendete Abkiirzungen: AT: Osterreich, IBK: Innsbruck, CH: Schweiz, ZRH: Ziirich, EW: Einwohner, Mio.: Million, n: Anzahl, EK: Erythrozytenkonzentrate,
AGES: (Osterreichische) Agentur fiir Gesundheit und Ernihrungssicherheit, SRK: Schweizerisches Rotes Kreuz.

Praktizierte molekulare Blutgruppen-
bestimmung bei Spendern

Spenderseitig wird die molekulare Blutgruppenbestimmung ver-
wendet fiir (8)" die Schaffung eines Spenderpools mit breit geno-
typisierten Blutgruppeneigenschaften, also einem breiten gene-
tisch pradizierten Phdnotypprofil, (9) fir die Suche nach Spendern
mit seltenen Blutgruppeneigenschaften (,high-frequency anti-
gen“, HFA), und (10) fiir die molekulare Bestatigung genetischer
RHD-Negativitdt unter serologisch RhD-Negativen.

Die technischen Anforderungen an die Blutgruppen-Genotypi-
sierung von Blutspendern miissen an den jeweils bestehenden Be-
darf angepasst werden. Ublicherweise detektierte Blutgruppen-
systeme sind Kell, Duffy, Kidd, MN, Ss und andere [33]. Eine Faust-
regel empfiehlt, ca. 10% aller jdhrlich anfallenden EKs einer zen-
tralen Versorgungseinrichtung und bevorzugt Mehrfachspender
der Blutgruppe 0 mit RhD-negativem Phdnotyp zu untersuchen.
Hierfir werden Hochdurchsatz-Methoden verwendet [25,34-
41]. Der typisierte Spenderpool wird vor allem fiir die Versorgung
von chronisch transfusionsbediirftigen Patienten mit bereits be-
kannten Allo-Immunisierungen eingesetzt oder um magliche Al-
lo-lImmunisierungen zu vermeiden [48]. Eine besonders sinnvolle
Nutzungsvariante eines ,breit genotypisierten“ Spenderpools
scheint die Online-Nutzung von Spender-Datensdtzen durch de-
zentrale Versorger mit eigenen Blutdepots zu sein [49]. Besonde-
re Beachtung verdient auch der Aufbau ethnisch abgestimmter
Spenderpools, insbesondere fiir die Versorgung von schwarz-afri-
kanischen Patienten mit Sichelzellandmie [50,51].

5

Die Nummerierung beziiglich der Begriindung fiir molekulare Blut-
gruppenbestimmung wurde hier fortgesetzt. (1) bis (7) siehe Absatz
,Praktizierte molekulare Blutgruppenbestimmung bei Patienten (Emp-
fangern)“.

92

Patienten mit Allo-Antikdrpern gegen hochfrequente Antigene
droht ein standiger Versorgungsengpass. Die genetische Suche
nach Spendern mit seltenen Homozygotien, z. B. fiir Kp?, Lu?, oder
Vel Negativitat wird daher heutzutage parallel zur ,breiten Geno-
typisierung®, also an den gleichen Spenderproben, durchgefihrt
[33]. Im Idealfall koordiniert eine {ibergeordnete, z.B. nationale,
oder auch internationale Datenbank die Kommunikation zwischen
zentralen Versorgungseinrichtungen bei der Suche nach seltenen
Spendern [52].

Die in der Schweiz gesetzlich vorgeschriebene molekulare Su-
che nach genetisch RHD-Positiven identifiziert unter 1000 serolo-
gisch RhD-Negativen im Schnitt ca. 1,3 Spender mit phanotypi-
scher RhD-Positivitdt. Meist handelt es sich bei diesen RhDs um
Varianten, die nur mittels Adsorption/Elution serologisch besta-
tigt werden kénnen, aber gleichwohl zu Allo-lmmunisierungen
bei RhD-negativen Empfangern beitragen [53-55].

Die Arbeit im Terminologie-Komitee der Inter-
national Society of Blood Transfusion (ISBT)

Fir die einheitliche Benennung neuer Blutgruppen, Blutgruppen-
antigene und -allele auf internationaler Ebene liegt die Zustdndig-
keit bei der Working Party ,Red Cell Inmunogenetics and Blood
Group Terminology*“ der ISBT [5]. Sie besteht gegenwartig aus
21 Mitgliedern unter dem Vorsitz von Frau Prof. ill Storry (Univer-
sity of Lund). Fiir jedes Blutgruppensystem gibt es je eine ,Re-
sponsible Person®. Alle Erkenntnisse und Beschliisse des Komitees
werden publiziert [56]. Blutspende Ziirich ist im Terminologie-Ko-
mitee der ISBT durch den Autor dieses Beitrags vertreten. Das Ko-
mitee berlicksichtigt alle Blutgruppen und Antigene, wenn alle
Kriterien fir deren Anerkennung (siehe letzter Absatz des Kapitels
»Chronologie zur Beschreibung der molekularen Blutgruppen®)
erfillt sind. Antigene erhalten dann Ublicherweise eine neue
Nummer, z.B. MNS:47, oft eine Zusatzbezeichnung, z.B. SARA+,
und einen Allelnamen, z.B. GYPA*47 - Bei der Schreibweise beach-
te man die GroRschreibung des Gennamens, der mitunter unter-
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schiedlich im Vergleich zu den Empfehlungen des Human Gene
Nomenclature Committee (HGNC) auftaucht (z.B. LU", anstatt
BCAM™), insgesamt in kursiv, gefolgt von ,,*“ und einer numeri-
schen Kodierung.

Die Darstellung von Blutgruppen mittels Phanotypen und
Genotypen ist grundsétzlich verschieden. Antigene werden pha-
notypisch meist als Antigenpaare dargestellt, wie z.B. im Kell-
Blutgruppensystem als K/k, Kp(a+b+), KEL11/17, |s(a-b+). Gene-
tisch jedoch werden alle Antigene eines Blutgruppensystems und
eines Menschen mithilfe von nur 2 Allelen und in Form eines
Genotyps angegeben. Eine k/k, Kp(a+b+) heterozygote Probe
wird demnach genetisch korrekt und ausschlieBlich mit KEL*02 |
KEL*02.03, beschrieben. An einem Genotyp KEL*02 | KEL *02 allei-
ne wdre nicht erkenntlich, ob die entsprechende Probe genetisch
auch auf Kp?/® getestet wurde oder ob die Probe tatsichlich nur
kk, Kp?-negativ, war. Daher muss der berichtete Blutgruppen-
Genotyp die jeweils untersuchten SNPs zwingend beinhalten.
Idealerweise enthdlt ein Bericht zum Blutgruppen-Genotyp des
Weiteren die Pradiktion des Phdnotyps. AuRer der Vielzahl wissen-
schaftlicher Berichte zum Thema ,Molekularbiologie von Blut-
gruppen® existieren fiir die oben genannte ,Pradiktion“ gegen-
wartig keine international anerkannten Richtlinien.

Prognose

Es ist abzusehen, dass auch im Bereich der molekularen Blutgrup-
penbestimmung die Methode des ,Next Generation Sequencing”
(NGS) innert weniger Jahre eine wichtige Rolle spielen wird. Mit
hoher Wahrscheinlichkeit wird kiinftig die komplette Bestim-
mung eines Blutgruppengenoms, speziell in chronisch transfusi-
onsbedirftigen Patienten mit wenig zeitsensitivem Diagnose-
Druck, zur Routineanwendung evolvieren [57-59]. NGS ver-
spricht, die gegenwadrtig nur ungeniigend bewaltigte Hiirde uner-
kannter Null-Allele, und damit die fehlerlose Pradiktion eines Blut-
gruppen-Phanotyps, zu nehmen. Parallel mégen klassische Sero-
logie und/oder schnelle, SNP-basierende Verfahren weiterhin zeit-
sensitive Versorgungsanspriiche fiir Empfinger erginzen. Uber
kurz oder lang kann auch spenderseitig und NGS- oder SNP-basie-
rend ein Ersatz der klassischen Serologie durch Methoden der mo-
lekularen Blutgruppenbestimmung vermutet werden. Technisch
gdnzlich ausgeschlossen wird eine genetisch basierende Bestim-
mung transfusionsrelevanter Allo-Antikorper.

Es bedarf also auch weiterhin einer koordinierten Zusammen-
arbeit zwischen Serologie und Genotypisierung. Einer Zusammen-
arbeit im Sinne und zum Wohle moderner Transfusionsmedizin,
dem friihesten Beispiel echter personalisierter Medizin.
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