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Sinn und Unsinn molekular-
biologischer Methodik
zur Blutgruppenbestimmung

Diether Schonitzer

Unter Blutgruppenbestimmung im All-
gemeinen versteht man die Bestimmung
der erblichen Merkmale des ABO-
Systems sowie den Nachweis bzw. Aus-
schluss des Rhesusmerkmals D. Die
ABO-Faktorenbestimmung zusammen
mit der Serumgegenprobe macht die
komplette ABO-Bestimmung aus, wih-
rend bezogen auf das Rh-System, zu-
mindest fiir problemlose Fille, der
Nachweis des Rh-D-Merkmals fiir die
Vorbereitung einer Bluttransfusion aus-
reichend ist. Das Fehlen des Merkmals D
fithrt entsprechend den Richtlinien zur
Aufschliisselung des gesamten Rh-
Phinotyps (C, ¢, E, e, evtl. Cw) und fiir
den Fall, dass eines dieser genannten
Merkmale vorhanden ist, zum Nach-
weis/Ausschluss eines Dweak mittels in-
direkten Antiglobulintests.

Die angefithrten Bestimmungen des
ABO- und Rhesus-Systems und die ent-
sprechende Blutkonservenauswahl in
Verbindung mit einem negativen Anti-
korper-Suchtest und einer negativen
Kreuzprobe (sofern nicht «type and
screen» akzeptiert wird) garantieren die
serologische Vertraglichkeit der ausge-
wihlten Erythrozytenkonzentrate. Diese
Vorgangsweise fiirs Labor klingt relativ
einfach und ist es auch, so lange die Be-

Bei der ABO-Bestimmung
in Gel-Karten zeigt sich bei
der Faktorenbestimmung
die Blutgruppe 0, in der
Serumgegenprobe ist
jedoch nur Anti-A nach-
weisbar, wahrend das zu
erwartende Anti-B fehlt.
Die DNA-Analyse zeigt
jedoch ein B-Gen an. Durch
B-spezifische Pragung

der Kdorpergewebe ist

das Fehlen des Anti-B

im Serum zu erklaren.

stimmung der Blutgruppeneigenschaf-
ten bei Einhaltung der Standard-Techni-
ken keine Probleme macht und sofort zu
einem schliissigen Ergebnis fithrt und
dariiber hinaus keine irreguldren Anti-
korpervorliegen und der direkte Vertrag-
lichkeitstest zwischen Empfinger-Se-
rum und Spender-Erythrozyten (Kreuz-
probe) eine negative Reaktion zeigt.

Routinefille lassen sich mit
klassischen Tests eindeutig abklaren
Individuelle Besonderheiten, wie erbliche
Varianten von Blutgruppeneigenschaften
oder das Fehlen erwarteter ISO-Aggluti-
nine im Serum, fithren zur Verun-
sicherung des Untersuchers und lassen
den Wunsch nach einer anderen Unter-
suchungsmethode aufkommen. Eine sol-
che Methode besteht in der molekular-
genetischen Abklarung der Blutgruppen-
merkmale, wodurch nach Auffinden ent-
sprechender Gene, die phanotypisch zu
einer schwachen Antigenauspragung fiih-
ren, gelegentlich das Fehlen von ISO-Anti-
korpern erklart werden kann. Wenn eine
Klarung der Situation auf DNA-Basis
moglich ist, so stellt sich die Frage, warum
nicht gleich DNA-Analysen gemacht wer-
den sollen und auf die klassische Sero-
logie, beruhend auf Antigen-Antikérper-
Reaktionen, verzichtet werden kann.
Routinefille lassen sich mit den klassi-
schen Test-Seren oder -Rea-
genzien bzw. mit Test-Zellen
relativ billig, rasch und ein-
i deutig abkliren. Die so ge-
nannten Siulen-Agglutina-

tions-Techniken (z.B. ID-
Microtyping-System — Dia-
Med Switzerland - oder Bio-
Vue, Ortho-Diagnostics)
haben zu grosstmoglicher
Standardisierung und si-

cherer Interpretierbarkeit

der Ergebnisse beigetragen.
Die DNA-Techniken ermdog-
lichen bei zweifelhafter Ex-
pression von Blutgruppen-

eigenschaften auf der Erythrozyten-
Membran (Protein- bzw. Zucker-Ebene)
den sicheren Nachweis des relevanten
Gens (Nukleotid-Ebene). Mit den DNA-
Methoden kann jedoch nicht der Nach-
weis einer Blutgruppen-Spezifitit eines
Antikorpers erbracht werden. Damit
konnen weder Antikérper-Suchtest noch
Kreuzprobe durch DNA-Analysen er-
setzt werden. Blutgruppen-spezifische
Antikérper kénnen nur mit raumlich in-
takten Antigenen der Erythrozyten
nachgewiesen werden.

Entscheidend in der tiglichen Trans-
fusionsroutine ist, dass bei den meisten
Problemen eine Losung auf serologi-
scher Basis gefunden wird, wenn zumin-
dest nachweisbaren Antikérpern durch
Bereitstellung Antigen-negativer Ery-
throzyten-Konzentrate (EK) Rechnung
getragen werden kann. Wenn hingegen
bei Vorliegen von Antikérper-Gemischen
in Verbindung mit einem positiven
direkten Coombs-Test eine Antigen-
Bestimmung iiber das ABO- und Rh-
System hinaus Schwierigkeiten bereitet,
kann eine DNA-Analyse der Gene der
wichtigsten Blutgruppensysteme einer-
seits behilflich sein, die Spezifititen der
multiplen Antikérper leichter zu identi-
fizieren, andererseits wird dadurch eine
weitgehende Antigen-Ubereinstimmung
bei der Auswahl von EK erleichtert.
Wenn man von letzterem Fall absieht,
wird eine auch notfallmissige Versor-
gung der Patienten ohne DNA-Analyse
moglich sein, so lange durch gezielte
Auswahl der EK sowohl den ISO-Agglu-
tininen als auch irregulidren Antikorpern
ausgewichen werden kann. Verbleibt in
solchen Fillen ein unklarer serologi-
scher Gesamtbefund, sollte eine end-
giiltige Klarung mit DNA-Methoden
erfolgen, um die Dokumentation zu ver-
vollstandigen.

Gelegentlich sind die Antigene des ABO-
Systems, welches ein Histokompati-
bilitats-System darstellt, nur in den
Korpergeweben, nicht aber an den Ery-
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throzyten exprimiert. Thre Prisenz im
Organismus fithrt jedoch durch Immun-
toleranz zum Fehlen entsprechender
ISO-Antikérper im Serum. Der Nach-
weis eines A- bzw. B-Gens auf DNA-
Ebene klirt den Zusammenhang und
den Befund. Auch kénnen schwache Va-
rianten der Blutgruppen A oder B, die
wegen der Anwesenheit eines wenn auch
sehr schwachen Antigens ebenso zum
Fehlen der entsprechenden Antikérper
fithren, serologisch iibersehen werden.
Auch in diesen Féllen klart der Nachweis
des entsprechenden Gens den Befund.
Neben den erblichen Blutgruppeneigen-
schaften gibt es auch erworbene Merk-
male. So kénnen Menschen der Blut-
gruppe A, welche an Infektionen mit
Deacetylase-bildenden Bakterien leiden,
eine scheinbare B-Eigenschaft erwer-
ben, da manche Anti-B-Reagenzien den
der Blutgruppe B dhnlichen Zucker er-
kennen, welcher nach Abspaltung der
Acetyl-Gruppe der Blutgruppe A durch
das bakterielle Enzym entsteht.

Ein weiteres diagnostisches Problem,
welches sowohl das ABO- als auch das
Rh-System betreffen kann, besteht im
Auftreten so genannter 2-Zell-Populatio-
nen, die frither als Mischfeld-Agglutina-
tion aufgefallen sind (oder tibersehen
wurden!), bei Verwendung der Sdulen-
Agglutinations-Teste jedoch als «Oben-
unten-Reaktionen» erkennbar werden.
Hinter diesem Erscheinungsbild kénnen
sich Blut-Chimiren bzw. -Mosaike ver-
bergen, wenn nicht ganz einfach nach
dem Universalspenderschema, zum
Beispiel 0 negativ, auf eine andere Blut-
gruppe
Kliarung, ob Chimirismus oder Mosai-

transfundiert wurde. Zur
zismus vorliegt, ist die Anamnese hilf-
reich.

Bei Zwillings- oder dispermischem Chi-
marismus sind meist mehrere Blutgrup-
pensysteme betroffen, in welchen sich
mit den entsprechenden Test-Reagen-
zien 2-Zell-Populationen nachweisen las-
sen. In den letzten Jahren werden durch
Verwendung der Siulen-Agglutinations-
Teste in steigendem Masse Doppelpopu-
lationen erkannt, die sich ausschliesslich
auf das Rhesus-System beziehen. In der
Anamnese finden sich bei den Betroffe-
nen haufig Malignome des hdmatopoie-
tischen Systems. Personen, die oft seit
Jahren als normal D positiv bekannt
waren, verlieren mit Fortschreiten des
Grundleidens mehr und mehr die Rh-D-

Eigenschaft, wobei zugleich
eine begleitende C- oder E-
Eigenschaft
erscheint. Es ist in diesen
Fillen somit ein gesamter

abgeschwicht B .

Bei der Rhesusfaktoren-
bestimmung in der
Gel-Karte zeigt sich eine
abgeschwiéchte Reaktion
mit Anti-D. Dahinter

Rhesus-Haplotyp des Indivi-
duums betroffen.

konnen sich Rhesus-D-
Kategorien oder Punkt-

Das Rh-System ist seit der

mutationen im Rhesus-D-

Sequenziermoglichkeit sei-
ner 2 Gene zur Spielwiese
der Molekularbiologen ge-
Die Auffindung
einer neuen Mutation am

worden.

Rh-D-Gen, welche zu einer
Abschwichung zu Dweak
Anlass geben kann, hat Ahn-
lichkeiten mit dem Erfolgserlebnis eines
Philatelisten, der eine seltene Brief-
marke entdeckt. Wissenschaftlich gese-
hen macht der Nachweis dieser Punkt-
Mutationen sowie das Auffinden ganzer
Exon-Austausche sicher Sinn, um die
Vielfalt molekularer Verdnderungen dar-
zustellen, die zum phénotypischen Er-
scheinungsbild «schwaches D» oder
Dweak fiihren.

Serologisch unklare Befunde lassen

sich molekularbiologisch meist klaren
Die Molekularbiologie wird uns verste-
hen helfen, wie das Rhesus-Protein in
der Zellmembran verankert ist bzw.
durch welche nachbarschaftlichen Be-
ziehungen zu anderen Membraneigen-
schaften bzw. zum Cytoskelett die Ex-
pression des Rhesus-Faktors beeinflusst
wird - aber brauchen wir die Rhesus-
DNA-Analyse, um sichere Transfusions-
medizin zu betreiben? Nach den Richt-
linien werden Rh-D-positive Empfinger
D-positiv, Rh-D-negative Empfinger
D-negativ transfundiert. Probleme wirft
meist nur die Versorgung von Dweak-Pa-
tienten auf. Hinter dem serologischen
Erscheinungsbild Dweak kénnen sich
sowohl D-Kategorien als auch Punkt-
Mutationen verbergen. Auf die D-Kate-
gorien kann heute bereits serologisch ge-
testet werden (entsprechende Reagen-
zien-Sets von DiaMed und Diagast). De-
finitionsgemass sind Kategorien jene
D-Eigenschaften, deren Triager zur Allo-
Anti-Bildung befihigt sind. Daher sind
Kategorien D negativ zu transfundieren.
Es gibt auch Punkt-Mutationen, die dem
Triager dieser Variante die Méglichkeit
geben, nach Exposition mit D ein Allo-
Anti-D zu bilden. Punkt-Mutationen, die
zur Abschwichung von D fiihren, wer-

Gen verbergen. Die unten
im Bild befindliche DNA-
Analyse zeigt das Fehlen
von D-Exons an, so dass es
sich in diesem Fall um eine
D-Kategorie VI handelt.

bezeichnet.

den als

Dweak-«Typen»
Unter diesen zihlen nach heutigem Wis-
sensstand die Typen 4,2 und 15 zu poten-
tiellen Allo-Anti-D-Bildnern.

Fiir die tégliche Transfusions-Praxis bei
Dweak-Individuen kann nach wie vor die
alte Transfusions-Regel «als Spender
positiv, als Empfinger negativ» verwen-
det werden. Nach unseren eigenen Unter-
suchungen sind etwa 10% der als Dweak-
bestimmten Personen potentielle Allo-
Anti-D-Bildner. Es soll nicht verschwie-
gen werden, dass es auch Blutproben
gibt, die ohne jeden Zweifel als Rh-D-po-
sitiv in der Serologie bestimmt werden
und trotzdem ein Allo-Anti-D bilden kon-
nen, wie zum Beispiel die Kategorie D
VII. (Der Nachweis der Kategorie D VII
ist zum Beispiel mit dem ID-partial D-
Typing Set [DiaMed, Switzerland] sero-
logisch moglich.) Diese Untersuchung
ist jedoch nur sinnvoll und finanziell ver-
tretbar, wenn ein Allo-Anti-D bei einem
scheinbar normal Rh-D-positiven Indi-
viduum nachgewiesen wurde.

Die transfusionsmedizinische Versor-
gung der Patienten ist daher mit her-
kémmlichen serologischen Methoden
fast ausnahmslos méglich. Serologisch
unklare Reaktionen bestimmter Blut-
proben, die selbst dann, wenn fiir einen
bestimmten Blutempfianger kompatible
Blutprodukte gefunden werden, zu einer
Verunsicherung des Laborpersonals An-
lass geben, lassen sich molekularbiolo-
gisch meist abkliren, so dass ein schliis-
siger Befund dokumentierbar wird.
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