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Zusammenfassung

In der Blutgruppendiagnostik erganzen mitt-
lerweile molekulargenetische Untersuchungen
die Serologie als die zeit- und kosteneffiziente
Standardmethodik. Am Beispiel des ABO- und
des Rh-Systems als den klinisch bedeutsam-
sten Blutgruppen werden wesentliche moleku-
larbiologische Grundlagen fiir diese Diagnostik
erlautert. Der molekulargenetische Nachweis
von Blutgruppenmerkmalen mittels Polymera-
sekettenreaktion (PCR) erfordert keine
Erythrozyten. Er kann deshalb besonders bei
der Pranataldiagnostik, bei schwieriger Sero-
diagnostik nach Transfusionen oder bei Kno-
chenmarktransplantierten klinisch relevante
Informationen liefern. Sorgfaltige Validierung
und Qualitatssicherung der molekulargeneti-
schen Nachweismethoden sind notwendig, um
die Zuverlassigkeit dieser Techniken fiir den
klinischen Einsatz zu garantieren.

Schliisselwérter: Blutgruppe, Molekulargenetik,
Molekularbiologie, Prénataldiagnostik, Massiv-
transfusion

Summary

DNA-typing of Blood Groups: Principles
and Clinical Applications

Meanwhile DNA-typing supplements serotyp-
ing for blood group determinations. The
molecular biology of the ABO- and the Rh-
systems as the clinically most relevant blood
groups is outlined. DNA analysis of blood
group polymorphisms by polymerase chain
reactions (PCR) does not require red blood
cells. This approach provides valuable clinical
information for prenatal diagnosis, in po-
lytransfused patients or after bone marrow
transplantation. Knowledge of the basic limita-
tions,

careful validation and quality assurance are
imperative to ensure adequate reliability of
these new methods for their clinical use.

Key words: blood groups, DNA-typing, molecu-
lar biology, prenatal diagnosis, polytransfusion

Molekulargenetische
Blutgruppendiagnostik

Grundlagen und klinische Anwendungen

or hundert Jahren hat der Wiener
VPathologe Karl Landsteiner in Ag-

glutinationsversuchen die ABO-
Blutgruppenmerkmale entdeckt. Er hat
damit die Grundlage fiir den erfolgrei-
chen klinischen Einsatz der Blutgrup-
penserologie gelegt und ist 1930 mit
dem Nobelpreis ausgezeichnet worden.
Die Auswahl vertrdglicher Blutkom-
ponenten fiir die Hdmotherapie und
die Blutgruppenbestimmungen in der
Transplantationsmedizin beruhen nach
wie vor auf dem serologischen Blut-
gruppennachweis. Die Gene fiir fast alle
klinisch relevanten Blutgruppenmerk-
male sind inzwischen identifiziert (17).
Fiir spezielle Fragestellungen werden
bereits molekulargenetische Methoden
zur Blutgruppendiagnostik eingesetzt.
Das Ziel dieser Ubersicht ist es, am Bei-
spiel der klinisch wichtigsten Blutgrup-
pen den molekularbiologischen Hinter-
grund und die Moglichkeiten der An-
wendung molekulargenetischer Blut-
gruppenuntersuchungen vorzustellen.

ABO-Blutgruppen

Die endstindigen Zuckerreste der
Kohlenhydratketten von Glykoprotei-
nen und Glykolipiden an der Ober-
flache von Zellen und in anderen Kom-
partimenten bestimmen die individuel-
len Merkmale im ABO-Blutgruppensy-
stem. Spezifische Glykosyltransferasen,
die als membrangebundene Proteine
vorzugsweise im Golgi-Apparat lokali-
siert sind, katalysieren diese Modifika-
tion (Grafik 1). Die antigenen Eigen-
schaften im ABO-System werden des-
halb nicht direkt vom genetischen Code
der die Epitope tragenden Proteine de-
terminiert, sondern durch die genetisch
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festgelegte Prasenz und Aktivitidt von
Zuckerreste iibertragenden Enzymen
(Glykosyltransferasen) bestimmt.

Die Ubertragung des Substrates N-
Acetyl-Galactosamin durch die 01 §3 N-
Acetylgalactosaminyltransferase (kurz:
A-Transferase) und von Galactose durch
die 01§3 Galactosyltransferase (kurz:
B-Transferase) fiihrt zu den Blutgrup-
penmerkmalen A und B (33).

Individuen, die weder iiber die A-
noch iiber die B-Transferase verfiigen,
gehoren bis auf dullerst seltene Ausnah-
men (wie zum Beispiel den Bombay-
Phinotyp) zur Blutgruppe 0. Personen,
die nur eine der beiden Transferasen bil-
den, zeigen die Blutgruppe A bezie-
hungsweise B. Menschen, die beide
Transferasen aufweisen, besitzen die
Blutgruppe AB.

Entsprechend werden die ABO-Merk-
male eines Individuums durch die auf
Chromosom 9q34 lokalisierten Gene fiir
die A- und B-Transferasen festgelegt
(12). Diese Gene bestehen aus sieben
Exons mit 1059 Basenpaaren. Bisher
sind 26 Allele der ABO-Transferasen
identifiziert (16). Die Gensequenzen von
Al und B! als dem hiufigstem Allel
der A- beziehungsweise der B-Transfera-
se unterscheiden sich nur in sieben Posi-
tionen, die mit dem Austausch von vier
der insgesamt 353 Aminosduren einher-
gehen (34, 35) (Tabelle 1).

Nur in zwei Nukleotiden unterschei-
det sich das A2-Allel von dem héufige-
ren Al-Allel des Gens der A-Transfera-
se: C>T-Substitution in Position 467
und die Deletion eines Nukleotids in
Position 1 059, die durch die Verschie-
bung des Leserasters zu einer um 21
Aminosiuren verldngerten Transferase
fihrt (36) (Tabelle 1). Die Enzymakti-
vitit der A,-Transferase ist deutlich
(circa fiinf- bis zehnfach) schwicher als
die der vom A'-Gen kodierten Trans-
ferase. Deshalb erreicht die A-Antigen-
dichte der Erythrozyten bei Individuen
mit dem A%0- und A?B-Genotyp (sero-
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logisch A, beziehungsweise A,B) im
Mittel weniger als 20 Prozent der von
Personen mit dem Al0- beziechungswei-
se dem A!'B-Genotyp (28).

Personen mit der Blutgruppe 0 bil-
den keine funktionierende ABO-
Transferase. Die meisten Personen mit
der Blutgruppe 0 besitzen das 0'-Allel
des 0-Transferase-Gens. Die Sequenz
des 0'-Allel entspricht weitgehend
dem Al-Allel (33) (Tabelle I). Aller-
dings fiihrt die Deletion des Nukleo-
tids in Position 261 zu einem vorzeiti-
gen Stopkodon, sodass ein Protein aus
nur 118 Aminosiduren und ohne Gly-
kosyltransferase-Aktivitdt produziert
werden konnte.

Es gibt bislang keinen Hinweis dar-
auf, dass dieses Protein tatsidchlich ge-
bildet wird. Im Unterschied zum 0'-Al-
lel der O-Transferase (mit 6 Varianten
[25]) beruht die vernachlissigbare Ak-
tivitdt der Transferase beim 0% -Allel
(15, 37) auf dem Austausch einer fiir
die Enzymaktivitdt Kkritischen Ami-
nosiure und beim 03-Allel (24) auf ei-
ner Insertion, die zu einem um 37 Ami-
nosduren ldngeren Produkt fiithren
sollte (Tabelle 1).

ABO-Diagnostik

Die in Tabelle 1 dargestellten Unter-
schiede in der Nukleotidsequenz der
ABO-Gene erlauben den direkten
Nachweis der Gene mittels sequenzspe-
zifischer PCR (14, 23, 38). Mit dieser
Technik konnen die ABO-Merkmale ei-
nes Individuums zum Beispiel aus der
DNA von Zellen eines Mundschleim-
hautabstrichs auch dann noch erfasst
werden, wenn die Aussagekraft serolo-
gischer Untersuchungen beeintréachtigt
ist. Zu den Anwendungen gehoren ne-
ben forensischen Fragen zum Beispiel
molekulargenetische Blutgruppenbe-
stimmungen

® bei Neugeborenen, da beiihnen die
ABO-Antigenexpression unvollstindig
entwickelt ist und die Antikorper passiv
von der Mutter erworben sein kénnen,

® bei Uberlagerung des urspriingli-
chen Serotyps nach wiederholten oder
massiven Transfusionen von Fremd-
erythrozyten (9, 18, 26, 32) oder

® zum Monitoring nach ABO-diffe-
renter Knochenmarktransplantation.
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Rh-Blutgruppen

Auf dem Chromosom 1 im Bereich 1p34
bis p36 (7) liegen die beiden RH-Gene
(RHCE und RHD, Grafik 2) nebenein-
ander. Sie kodieren die korrespondie-
renden Proteinen RhCcEe und RhD
und definieren somit im Unterschied zu
den ABO-Genprodukten direkt die An-

Transkription
Translation

Chromosom 9 X
034.1-34.2 Glykosyl-

transferasen

L4
Zuckertransfer
A

Die vier héufigeren Allele des
RHCE-Gens stimmen in ihren kodie-
renden Abschnitten fast vollstindig
iiberein. Die Nukleotide in Position 307
(T oder C) und in Position 676 (C oder
G) legen die Aminosdure in Position
103 (Ser oder Pro) und in Position 226
(Pro oder Ala) fest (Grafik 2). Diese
Aminosduren in den extrazelluldren

A-,
Antigene von
Proteinen und Lipiden

Gen ——>» Genprodukt

> Antigen

Genetische Kontrolle der ABO-Blutgruppen. Es wird der Informationsfluss von den ABO-Genen mit
sieben Exons iiber die Glykosyltransferasen zu den AB-Antigenen gezeigt. Die Prasenz des A-, B- oder
0-Gens im Chromosom 9 entscheidet, welches der die Zuckerreste iibertragenden Enzyme gebildet
wird. Erst im zweiten Schritt entsteht dann mithilfe des Enzyms (Genprodukt) das A- oder B-Antigen.
Bei Personen der Blutgruppe 0 fehlen sowohl die A- als auch die B-Transferase, sodass weder A- noch
B-Antigene gebildet werden konnen. Diese indirekte Festlegung der Antigene durch die Gene unter-
scheidet das ABO- von den meisten anderen Blutgruppensystemen, bei denen, wie in Grafik 2 fiir Rh-
Antigene gezeigt, das Gen direkt das Antigen kodiert. Die molekulargenetische Analyse erlaubt an-
hand der in Tabelle 1 zusammengestellten Sequenzunterschiede der ABO-Gene sogar dann die ABO-
Blutgruppen zu ermitteln, wenn antigentragendes Material nicht zur Verfiigung steht, oder, wie
beim Neugeborenen, die Antigene noch nicht vollstandig entwickelt sind.

tigene des Rh-Systems. Die Rh-Poly-
peptide (jeweils 417 Aminosiduren) wer-
den nicht glykosyliert. Sie sind mit zwolf
Abschnitten in die Zellmembran ein-
gebettet (Grafik 2). Sie bilden einen
Rh-Komplex (10) aus zwei Rh-Protei-
nen und zwei Molekiilen des Rh-assozi-
ierten Glykoproteins (409 Aminoséu-
ren). Auch wenn die Struktur des Rh-
Komplexes eine Funktion als Transpor-
ter nahelegt (20), ist die Funktion des
Rh-Komplexes bislang nicht geklart.
Rh-Proteine sind nur auf den Erythro-
zyten und ihren Vorlduferzellen nachzu-
weisen. Im Wesentlichen unterscheiden
wir mit D-positiven und D-negativen In-
dividuen zwei D-Serotypen. Alle Men-
schen (bis auf extrem seltene Ausnah-
men) exprimieren C- oder c- und E- oder
e-Antigene auf ihren Erythrozyten.

Positionen 103 und 226 haben wesentli-
che Bedeutung fiir die serologischen
Merkmale C und c beziehungsweise E
und e (22). Falls die beiden RHCE-AI-
lele nicht identisch sind (und bis auf an-
dere extrem seltene Ausnahmen), be-
sitzt jeder Mensch zwei verschiedene
RhCcEe-Proteine, die vor allem in Ab-
héngigkeit von den Aminosduren in
den Positionen 103 und 226 die Antige-
ne seines CcEe-Phénotyps festlegen.

Das RHD-Gen idhnelt in seinem
Aufbau aus zehn Exons weitgehend
den RHCE-Genen (Grafik 2) und ist
vermutlich durch Genduplikation aus
RHce entstanden (2). Die Nukleo-
tidsequenz der Exons des RHD-Gens
unterscheidet sich in weniger als zehn
Prozent von derjenigen der RHCE-
Gene.
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Rund 18 Prozent der Européer sind
serologisch D-negativ. Bei fast allen
sind die fiir das RHD-Gen spezifischen
Sequenzen im Genom aufgrund einer
Deletion nicht nachweisbar (30). Unter
Afrikanern (< sieben Prozent) und
Asiaten (< ein Prozent) sind D-negative
Individuen seltener. Das RHD-Gen ist
bei den meisten D-negativen Afrika-

nern als Pseudogen zu finden (29). Das
Produkt des RHD-Gens weicht in 37
der 417 Aminosduren von dem des Pro-
dukts des RHCE-Gens (ce-Allel) ab.
Dieser Unterschied konnte die ein-
drucksvolle Immunogenitit des D er-
klaren. Die Immunisierungsrate D-ne-
gativer Personen nach Transfusion D-
positiver Erythrozyten liegt bei 85 Pro-

zent innerhalb von sechs Monaten (21).
Deshalb sollten auBer in Notfillen stets
D-kompatible Erythrozyten transfun-
diert werden. Wesentlich schwicher ist
die Immunogenitdt von CE. Weniger
als fiinf Prozent der ce-Individuen ent-
wickeln Antikoérper nach Transfusion
C- oder E-positiver Erythrozyten. Des-
halb erscheint eine prophylaktische

Polymorphismus des ABO-Gens: Nukleotidsubstitutionen in Exons 6 und 7

Exon 6

Nukleotid- | 261
position

297|467 |526| 564|579

641

646|657 (669|681 (703|721 (771|796 (802

803| 829871930 (1054 [ 1059

Blut-
gruppe A

A1-1 G| A
A1-2
A1-3
A1-4 G

— =N

A2 T
A3
Ax
A Str G
Ael

cis AB T

del

Insertion
798/804

Blut-
gruppe B

B1-1
B1-2
B1-3

B (A)

B3

B x

Bel

[aEaEnaNaNaNaN)
[aNaEnaNaNaNaNn)

— —
>>>>>r>>

—
> > >

>

NONNnNNnN
>> > > >
—

Blut-
gruppe 0

01 del
01v-1 |[del| G
01v-2 | del C
01v-3 |del| G
01v-4 del
01v-5 |[del| G
0lv-6 |del| G

02 G G

03 T

—

> > >

Insertion
798/804

Amino-
saure-
austausch

Pro | Arg
vor- - | >
zeiti- Leu | Gly
ger
Stop

Met

Phe Glu Gly | Arg Leu | Gly
—> —> e - [
lle Asp Ser | Trp Met| Arg

Gly Asp Arg
—> —> -> [ um | um
Ala Asn Trp | 21AS| 37AS
verlangert

* Die zweite Zeile beschreibt die Nukleotidpositionen in der mRNA, die letzte Zeile den durch den Nukleotidaustausch im Vergleich zum Referenzallel A 1-1 verursachten Aminosaureaustausch. Ein groBer Teil der
Nukleoticvariationen fiihrt zu keinem Aminosaureaustausch (synonyme Mutationen). del, Deletion; As, Aminosaure
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Beriicksichtigung der CcEe-Merkmale
— wenn tiberhaupt — nur bei der Hamo-
therapie von Frauen vor und im gebér-
fahigen Alter oder bei Patienten mit
langfristigem Transfusionsbedarf sinn-
voll.

In seltenen Fillen entwickeln D-po-
sitive Personen Alloantikdrper gegen
D. Serologisch wurde dieser iiberra-
schende Befund damit erklirt, dass bei
diesen als Partial-D-Typen bezeichne-
ten D-Varianten (7abelle 2) die Anti-
genstruktur qualitativ verdandert ist. In-
nerhalb der D-Varianten werden von
den Partial-D-Typen die Weak-D-Ty-
pen (bei 0,2 bis zu 1 Prozent der Eu-
ropder) unterschieden, die nur von be-
sonders sensitiven serologischen Tests
als D-positiv erfasst werden und fiir die
urspriinglich rein quantitative Vermin-
derungen der Zahl der D-Antigene pro
Erythrozyt vermutet wurden.

Molekulargenetische Untersuchun-
gen dieser D-Varianten haben inzwi-
schen gezeigt, dass Punktmutationen
sowohl Partial-D- als auch Weak-D-
Phénotypen verursachen (3, 31) (Tabel-
le 3). Bei einigen der Partial-D-Typen
sind ein oder mehrere Exons des RHD-
Gens gegen die korrespondierenden
Segmente eines RHCE-Gens ausge-
tauscht, sodass RhD-CE-D-Fusions-
proteine gebildet werden (3, 27) (Gra-
fik 3, Tabelle 3). In diesen Fusionspro-
teinen fehlen Epitope des kompletten
RhD-Proteins. Deshalb kénnen Indivi-
duen mit derartigen Partial-D-Typen
(zum Beispiel mit der klinisch bedeut-
samsten D-Kategorie VI [DVI]) durch
Transfusion von Erythrozyten mit dem
kompletten RhD-Protein immunisiert
werden.

Aufgrund dieser Problematik schrei-
ben die Richtlinien zur Blutgruppenbe-
stimmung und Bluttransfusion vor, dass
zur serologischen D-Bestimmung bei
Patienten stets zwei unterschiedliche
Antikorper eingesetzt werden miissen,
die beide das RhD-CE-D-Protein der
Erythrozyten von DVI-Individuen
nicht erkennen diirfen. Dies Vorgehen
stellt sicher, dass zumindest DVI-Pati-
enten als D-negativ typisiert und mit D-
negativem Blut versorgt werden.

Die molekulargenetischen Befunde
in Tabelle 3 zeigen, dass die molekulare
Grundlage fiir Weak-D- und Partial-D-
Typen zum Teil iibereinstimmt. Die
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Transkription
RHD-
CE-D- Translation
Gen !

RhD-CE-D-Hybridprotein

< AuBenseite
Erythrozyten-
membran

Zytoplasma

10

Genetische Kontrolle der Rh-Blutgruppen. Die im Chromosom 1 benachbarten RH-Gene mit jeweils
zehn Exons legen direkt die Aminosauresequenz der mit zw6lf Abschnitten in die Erythrozytenmem-
bran integrierten RhCcEe- und RhD-Proteine fest. Die Aminosauren in den extrazelluldren Positionen
103 und 226 des RhCcEe-Proteins bestimmen wesentlich die CcEe-Antigenmerkmale. Das RhD-Pro-
tein, als der Tréger der D-Antigene, unterscheidet sich in circa 37 seiner 417 Aminoséuren (die zur
Vereinfachung nicht einzeln, sondern durch die Farbunterschiede des Gesamtproteins dargestellt
sind) von den RhCcEe-Proteinen. Bei D-negativen Europaern fehlt (bis auf seltene Ausnahmen) das
RHD-Gen (30). Die molekulargenetische Analyse bietet deshalb eine elegante und zuverlassige Me-
thode, anhand des RHD-Gennachweises das zu erwartende D-Antigen bereits pranatal anhand der
DNA zu ermitteln.

Grafik 3
Ser: C Pro: E
1 Pro: ¢ Ala: e

103 226

'l Al Al an
RHCE Transkription
Translation
A St e, A I L
10 i
RhCcEe-Protein
1
i Y o
Transkription
RHD
Translation
=R o) L
10 RhD-Protein
Chromosom 1
p 34.1-36
Gen Genprodukt: Antigene

RHD-CE-D-Hybridgen als molekulare Grundlage einer D-Variante (Partial-D-Phanotyp). Der Aus-
tausch der Exons 4 bis 6 des RHD-Gens durch die entsprechenden Exons eines RHCE-Gens (siehe Gra-
fik 2) bei der D-Kategorie VI (DVI) liefert ein Fusionsprotein (die rote Linie entspricht den Abschnit-
ten des RhD-Proteins, die schwarze einem Abschnitt eines RhCcEe-Proteins). Dem Fusionsprotein
fehlen mehrere Epitope des vollstandigen RhD-Proteins. Deshalb kdnnen Individuen mit derartigen
D-Varianten im Rahmen einer Schwangerschaft oder nach Transfusion D-positiver Erythrozyten im-
munisiert werden und D-Alloantikérper gegen fehlende Epitope entwickeln. Um diese Komplikation
zu verhindern, schreiben die Richtlinien zur Blutgruppenbestimmung und Bluttransfusion vor, dass
zur serologischen D-Bestimmung bei Patienten stets zwei unterschiedliche Antikorper eingesetzt
werden miissen, die beide das RhD-CE-D-Fusionsprotein der Erythrozyten von DVI-Individuen nicht
erkennen diirfen. Dank dieser Strategie werden DVI-Individuen als ,,D-negativ” typisiert, sodass sie
keine D-positiven Erythrozyten- haltigen Konserven empfangen und eine D-Immunisierung vermie-
den wird.
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Serologische Klassifikation von RhD-Varianten

Phanotyp | Beispiele | molekularer Mechanismus*!

Partial D

D-Kategorien D-Kategorien: Typ Il bis VII Hybridgene*?, Punktmutation(en)

andere partial D-Typen | DFR, DHMi, DNU und andere | Hybridgene*2, Punktmutation(en)

Weak D Weak D: Typ 1 bis 22 Punktmutation(en)

*1 sighe Tabelle 3, *2 siehe Grafik 3

Molekulare Grundlage ausgewahlter D-Varianten

DNA-Typ | RhD-Phénotyp | D-Serotyp
Hybridgene
RHD-CE (Exonbereich)-D
D-CE(3)-D — D'llc
D-CE(3, 4,5, 6)-D — DV, Typ Il
D-CE(4)-D — DFRTyp |
D-CE(4, 5)-D — DV'Typ |
D-CE(4, 5, 6)-D — DV'Typ Il
D-CE(5)-D — DVaTyp i
D-CE(5, 6, 7)-D — DBT Typ |
Punktmutationen
Nukleotidsubstitution Aminosauresubstitution
in Position in Position
C 8G Ser 3 Cys weak D Typ 3
T 329C Leu 110 Pro pvi
A 497C His 166 Pro DFW
G 686A Arg 229 Lys DHR
T 809G Val 270 Gly weak D Typ 1
C 8487 Thr 283 lle DHMi
G 1057 A Gly 353 Arg DNU
C1061 A Ala 354 Asp D!
G 1063 A Gly 355 Ser DNB
G 1154 C Gly 385 Ala weak D Typ 2

Zur besseren Ubersicht werden nur Beispiele von D-Varianten, die durch Hybridgene und singulére Punktmutationen verursacht werden, ge-
zeigt. Einige D-Varianten (zum Beispiel D" und weak D Typ 4) werden auch durch multiple Punktmutationen verursacht. Bei einigen der Parti-
al-D-Typen sind ein oder mehrere Exons des RHD-Gens gegen die korrespondierenden Segmente eines RHCE-Gens ausgetauscht (Hybridgene),
sodass RhD-CE-D-Fusionsproteine gebildet werden (Grafik 3). In diesen Fusionsproteinen fehlen Epitope des kompletten RhD-Proteins. Deshalb
kannen Individuen mit derartigen Partial-D-Typen (zum Beispiel mit der klinisch bedeutsamen D-Kategorie VI [D']) durch Transfusion von
Erythrozyten mit dem kompletten D-Protein immunisiert werden. Die Liste der Beispiele fiir Punktmutationen zeigt, dass die molekulare Grund-
lage fiir Weak-D- und Partial-D-Typen zum Teil ibereinstimmt. Die Aminosauresubstitutionen bei Weak-D-Typen sind jedoch auf intrazellulare
und Membranabschnitte des RhD-Proteins beschréinkt. Dennoch kannen D-Alloimmunisierungen auch bei Personen mit einem der Weak-D-Ty-
pen grundsatzlich nicht ausgeschlossen werden.
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Aminosduresubstitutionen bei Weak-D-
Typen sind auf intrazelluldre und Mem-
branabschnitte des RhD-Proteins be-
schrankt. Dennoch koénnen D-Alloim-
munisierungen auch bei Personen mit ei-
nem der Weak-D-Typen grundsitzlich
nicht ausgeschlossen werden. Es bleibt
somit die wichtige Aufgabe, das Immun-
sierungspotenzial der molekulargene-
tisch charakterisierten D-Varianten kon-
sequent zu erfassen, um die D-Varianten
anhand dieser klinisch relevanten Qua-
litat langfristig tiberzeugender zu klassi-
fizieren.

RH-Nachweis

Die derzeit klinisch bedeutsamste An-
wendung der molekulargenetischen
Blutgruppenuntersuchung (13) ist die
prénatale RH-Bestimmung. Ungefahr
der Hailfte aller Félle einer Alloimmu-
nisierung der Mutter durch fetale Blut-
gruppenantigene beruhen auf einer D-
Inkompatibilitit. Friihzeitige zuverlds-
sige Information iiber den DCE-Status
des Kindes hilft, potenziell DCE-in-
kompatibler Riskoschwangerschaften
optimal zu betreuen.

Eine serologische Untersuchung der
fetalen Zellen erfordert die Entnahme
einer Blutprobe aus der Nabelschnur.
Dieser Eingriff ist jedoch riskanter als
eine Amniozentese oder Chorionzot-
tenentnahme und birgt die Gefahr einer
(verstarkten) Immunisierung der Mut-
ter. Seit 1993 werden deshalb PCR-Un-
tersuchungen zum Nachweis der RH-
Gene in der aus fetalen Zellen isolier-
ten DNA eingesetzt (4). In Anbetracht
der komplexen Molekulargenetik selte-
ner D-Varianten ist es notwendig, meh-
rere Abschnitte des RHD-Gens mit der
PCR zu untersuchen (8). Unter Beach-
tung dieser Problematik und bei an-
gemessener Prdanalytik kann das er-
fahrene Labor den RH-Status zuver-
lassig ermitteln. Erste in Europa durch-
gefithrte Ringversuche zur molekular-
genetischen RH-Diagnostik belegen
sehr geringe Fehlerraten (6). Bei Eltern
mit nichteuropdischer Abstammung
schranken nichtexprimierte RHD-Ge-
ne die Aussagekraft dieser Diagnostik
stark ein.

Neuere Ergebnisse lassen erwarten,
dass in Zukunft auch peripheres Blut
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der Mutter (11, 19) oder Zervixabstri-
che (1) zur Isolierung fetaler DNA ein-
gesetzt werden. Die aus wenigen Zellen
extrahierte DNA-Menge geniigt fiir die
Untersuchung mit hochempfindlichen
PCR-Methoden, wie nested PCR oder
TagMan-PCR mit fluoreszierenden
Sonden (19). Negative Ergebnisse bei
diesem nichtinvasiven Vorgehen sind
bisher jedoch nicht eindeutig zu bewer-
ten, da offen bleibt, ob die Probe iiber-
haupt fetale DNA enthielt und inwie-
weit sie durch fetale Zellen aus friithe-
ren Schwangerschaften (5) kontami-
niert ist.

Ausblick

Molekulargenetische Untersuchungen
haben unser Verstindnis von Blut-
gruppen wesentlich erweitert. Erste
klinische Anwendungen der moleku-
largenetischen Blutgruppendiagnostik
belegen ihre faszinierende Leistungs-
fahigkeit insbesondere fiir die pridna-
tale Medizin. Die Komplexitit der
Blutgruppensysteme verdeutlicht gleich-
zeitig die hohen Anspriiche fiir die vali-
de Beurteilung der Ergebnisse und die
Grenzen molekulargenetischer Dia-
gnostik. Die Kosten und der Aufwand
fir diese Diagnostik liegen zurzeit
noch deutlich iiber denen der Serolo-
gie. Dennoch erwarten wir, dass sich in
der transfusionsmedizinischen Routi-
ne neben der virologischen und der im-
mungenetischen Diagnostik langfristig
auch die Immunhimatologie moleku-
largenetischer Techniken bedienen
wird.

Die Autoren danken fiir die Zusammenarbeit den Kolle-
gen Dres. W.A. Flegel, C. Gassner und F.F. Wagner und
allen Mitgliedern der Arbeitsgruppe PCR der Sektion Im-
munhamatologie und Gentechnik der Deutschen Gesell-
schaft fiir Transfusionsmedizin und Immunhamatologie.

[ Zitierweise dieses Beitrags:
Dt Arztebl 2001; 98: A 317-322 [Heft 6]

Die Zahlen in Klammern beziehen sich auf das Literatur-
verzeichnis, das tiber den Sonderdruck beim Verfasser
und Uber das Internet (www.aerzteblatt.de) erhaltlich ist.

Anschrift fiir die Verfasser:

Prof. Dr. med. Rainer Blasczyk
Abteilung fir Transfusionsmedizin
Medizinische Hochschule Hannover
Carl-Neuberg-StaBe 1

30625 Hannover
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Kein Zusammenhang zwischen
Passivrauchen und Brustkrebs

Der Zusammenhang zwischen Passiv-
rauchen und Brustkrebsrisiko wurde in
einer prospektiven Studie iiberpriift.
Von 146 488 verheirateten Nichtrauche-
rinnen, die zu Studienbeginn 1982 ohne
Brustkrebsbefund waren und wéhrend
der Dauer der Untersuchung den Ehe-
partner nicht gewechselt hatten, waren
nach zwolf Jahren 669 an einem Mam-
makarzinom gestorben. Nichtraucherin-
nen, die einen Raucher zum Ehemann
hatten, wurden mit Nichtraucherinnen
verglichen, die mit einem Nichtraucher
verheiratet waren. Eine Korrelation zwi-
schen Brustkrebsmortalitdt und Rauch-
verhalten des Ehemanns konnte nicht
nachgewiesen werden. Das relative Ster-
berisiko (RR) an Brustkrebs durch Pas-
sivrauchen betrug 1,0 (95-Prozent-Ver-
trauensintervall = 0,8-1,2). Das Ergeb-
nis ist nicht signifikant. Bei Frauen, die
ihren rauchenden Partner vor dem 20.
Lebensjahr geheiratet hatten, ergab sich
eine geringe, ebenfalls nicht signifikan-
te Risikosteigerung von 1,2 (95-Prozent-
Vertrauensintervall = 0,8-1,8). Hohe
und Dauer der Tabakrauchbelastung,
ausgedriickt durch Anzahl der téglich

gerauchten Zigaretten, Rauchdauer in
Jahren und ,,Packungsjahre®, hatten ge-
nerell keinen risikosteigernden Einfluss
auf die Brustkrebsmortalitit. Einzig fiir
Nichtraucherinnen, deren Ehepartner
11 bis 20 Jahre geraucht hatten, wurde
eine statistisch signifikante Risikosteige-
rung ermittelt, die aber bei Ehepartnern
mit Raucherkarrieren von 21 bis 30 Jah-
ren beziehungsweise 31 Jahren und dar-
tiber nicht mehr beobachtet wurde. Im
Unterschied zu vorangegangenen Ar-
beiten hat die neue US-Studie einen Zu-
sammenhang zwischen Brustkrebsrisiko
und Passivrauchen nicht bestétigt. Die
Autoren halten das Ergebnis deshalb fiir
besonders iiberzeugend, weil es sich um
eine prospektive Studie handelte, die
Fallzahl der an Mammakarzinom ge-
storbenen passivrauchbelasteten Nicht-
raucherinnen relativ grofl war und Aus-
sagen iliber die Passivrauchexposition
tiberwiegend von den Ehepartnern
selbst und nicht von Verwandten ge-
macht wurden. zpa
Daniel Wartenberg et al.: Passive smoking exposure and fe-

male breast cancer mortality. J National Cancer Institute
2000; 92: 1666—-1673.

M. Crohn: Azathioprin und Lymphomrisiko

Unter einer Therapie mit Azathioprin
und seinem Metaboliten 6-Mercaptopu-
rin konnen Non-Hodgkin-Lymphome
auftreten. Beim Morbus Crohn mit ei-
ner Hiufigkeit von 133 Fillen pro
100 000 Personen wird diese immunmo-
dulatorische Substanz in zunehmendem
Male eingesetzt, miissen doch 30 Pro-
zent der Patienten innerhalb von zehn
Jahren nach Diagnosestellung einer
operativen Therapie zugefiihrt werden.
In drei groen Studien mit tiber 1300
Patienten traten zwei Félle von Lym-
phomen auf, nur in einem Fall verlief
diese Erkrankung todlich. Die Autoren
fihrten eine Entscheidungsanalyse
durch, ob das Risiko einer Lymphom-
entwicklung in Kauf genommen werden
kann, wenn die durchschnittliche Le-
benserwartung durch die Azathioprin-

medikation verlangert wird. Das Ergeb-
nis ist eindeutig: Insbesondere junge Pa-
tienten profitieren von der Azathioprin-
behandlung, da sie das niedrigste Risiko
fiir die Entwicklung eines Non-Hodg-
kin-Lymphoms aufweisen. w

Lewis JD, Schwarz JS, Lichtenstein GR: Azathioprine for
maintenance of remission in crohn’s disease: benefits out-
weigh the risk of lymphoma. Gastroenterology 2000; 118:
1018-1024.

Dr. James D. Lewis, University of Pennsylvania, Center for
Clinical Epidemiology and Biostatistics, 9 Floor Blockley
Hall, 423 Guardian Drive, Philadelphia, Pennsylvania
19104-6021, USA.
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