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Einleitung 5

1. EINLEITUNG

1.1 Allelie bei Genen und in der Population
1.1.1 Nicht-funktionale Allele

Als Gen wurde urspriinglich eine diskrete Einheit der Vererbung definiert, die
als physisches Element die Grundlage fur die Auspragung einer Erbeigenschaft
bildet. Dieses Verstandnis setzt eine bestimmte Funktion eines Gens voraus. Allele
bezeichnen die unterschiedlichen Formen eines Gens, die an seinem Genlocus auf-
treten kdbnnen. Zumindest ein Allel - oft das am haufigsten auftretende Allel - muf3
eine Funktion aufweisen. Meistens ist die Funktionalitat eines Allels durch die
Expression seines Genprodukts bedingt. In diesem Fall setzt die Funktionalitat
bestimmte Eigenschaften der chromosomalen DNA-Sequenz voraus (Tabelle 1.1).
Als Pseudogene oder Genfragmente werden chromosomale DNA-Sequenzen
bezeichnet, die viele dieser Charakteristika aufweisen, bei denen aber ein
funktionales Allel ausgeschlossen wurde oder aufgrund bestimmter Sequenz-
merkmale sehr unwahrscheinlich ist.

Bereits die Anderung eines einzelnen Nukleotids in einem der aufgefihrten
Merkmale kann zu einem Verlust der Funktionalitdt des Gens fuhren. Die auf der

genomischen DNA-Ebene relevanten Merkmale kdnnen je nach GroRe des

Tabelle 1.1. Einige fur Gene charakteristische DNA- und mRNA-Merkmale

Merkmal

Bedeutung

genomische DNA
Promotor

Introns
Spleil3stellen
Enhancer

MRNA oder cDNA
cDNA
Start- und Stopkodon

Translationsstart

kodierende Sequenz (CDS)
Exons

poly(A)-Schwanz
nicht-translatierte Sequenzen

Bindungsstelle der ,basal transcription machinery®;

beeinflul3t Transkriptionseffizienz
beeinflussen Transkriptions- und Spleil3effizienz
beeinflussen Splei3effizienz und mMRNA-Sequenz
beeinflul3t Transkriptionseffizienz

zur mRNA komplementére DNA

bestimmen Beginn und Ende des ,open reading
frame (ORF)*

Bindungsstelle flr Ribosomen

bestimmt Aminosauresequenz des Proteinprodukts

bestimmen wesentlich die mMRNA-Sequenz

beeinflulRt mMRNA-Stabilitat

umfal3t unter anderem Translationsstart und poly(A)-
Schwanz
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Genlocus ublicherweise einige 10.000 bis zu mehreren Millionen Nukleotide um-
fassen. Die systematische Bestimmung aller relevanten Merkmale auf der genomi-
schen DNA-Ebene ist somit zur Zeit nicht praktikabel. Demgegentber gentigt fur den
Nachweis der relevanten Merkmale auf der mRNA- beziehungsweise cDNA-Ebene
meist die Untersuchung von einigen tausend Nukleotiden, die deshalb technisch
prinzipiell einfacher darstellbar ist.

Auch die chromosomale Organisation oder Proteine in trans-Position, zum
Beispiel Enhancer-bindende Proteine, haben einen Einflu3 auf die Transkription und
somit auf die Prasenz einer mRNA. Die Funktionalitat eines Proteins wird weiterhin
von anderen Genloci beeinflul3t, wenn die Funktion von Komplexen mit Proteinen
dieser Genloci abhéngt. So setzt die Integration der Kell- beziehungsweise Rhesus-
Proteine in die Erythrozytenmembran die Prasenz anderer Proteine voraus. Einige
Ko- beziehungsweise Rh,y-Phéanotypen treten auf, wenn begleitende Proteine
fehlen. Wird kein funktionales Ky-Protein exprimiert, das nicht mit dem Kell-Protein
identisch ist, so tritt der Ko-Phé&notyp auf. Deshalb fehlt bei dem Ky-Phanotyp das
Kell-Protein in der Erythrozyten-Membran, obwohl funktionale Allele im
Kell-Genlocus vorhanden sind [49]. Ahnlich verhélt es sich beim Rh,y-Phanotyp mit
einer Rhyy-Regulator Variante. In diesem Fall verhindert ein rezessiver Inhibitor
eines autosomalen Genlocus, der nicht dem Rhesus-Genlocus entspricht, eine
effiziente Expression der funktionalen Rhesus-Genprodukte in der Erythrozyten-
membran [14].

Erbkrankheiten konnen durch verschiedene Arten von Mutationen in
krankheitsassoziierten Genloci bedingt sein. Im allgemeinen Uberwiegen Punkt-
mutationen. Seltener sind kleine Deletionen mit oder ohne Veranderung des
Leserahmens. Im ubrigen kommen Insertionen, Inversionen, grof3e Deletionen und
komplexe Rearrangements vor [16]. In verschiedenen Genloci kbnnen die Arten von
Mutationen mit unterschiedlicher Haufigkeit auftreten. Diese Variabilitat kann durch
Charakteristika der Genloci bedingt sein wie Genlange, Anzahl der Spleil3stellen,

DNA-Methylierung und Besonderheiten der Nukleotidsequenzen [16].
1.1.2 Verteilung der Allele eines Gens
Typischerweise sind in einem Genlocus ein oder wenige Allele pravalent. Im

Vergleich hierzu kommen die meisten Allele insgesamt recht selten vor. Eine solche

Verteilung von Allelen wird oft ungenau als ,asymptotisch® bezeichnet; mathe-
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matische Betrachtungen ergaben [57], dal3 seltene Allele anndhernd einer Poisson-
Verteilung folgen. Interessanterweise la3t sich ableiten, daf} ihre Verteilung im
wesentlichen bestimmt wird von der effektiven Mutationsrate und weniger von einem
etwaigen Selektionsdruck [57].

Viele Mutationen fuhren zu keinen Aminosauresubstitutionen (,silent
mutations”). Etliche Aminosaureaustausche (,missense mutations“) beeinflussen die
Funktion eines Proteins nicht oder nur geringgradig. Fur das Gen des Gerinnungs-
faktors IX (Hamophilie B) wurde geschéatzt [9], dald lediglich 40% aller méglichen
.,missense“-Mutationen einen Funktionsverlust bedingen und Ursache einer
Hamophilie B sein kénnen. Mutationen, die durch den Funktionsverlust eines
Proteins und den dadurch bedingten klinischen Phanotyp nachgewiesen werden,
stellen deshalb nur einen kleinen Teil aller vorkommenden Mutationen dar [16]. Die
Mehrzahl aller Allele, die sich vom pravalenten funktionalen Allel (Wildtyp)

unterscheiden, haben wahrscheinlich keine klinische Bedeutung.
1.1.3 Haufigkeit nicht-funktionaler Allele in Populationen

Abschatzungen zur Frequenz von nicht-funktionalen Allelen wurden bisher nur
in der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) durchgefuhrt. Bei der Untersuchung
von 25 Enzymen, deren Genloci auf Autosomen lokalisiert waren, wurde eine
mittlere Frequenz von Null-Allelen von 0,0023 gefunden [65], wobei diesen Genloci
ein Selektionsdruck unterstellt wurde. Bei X-chromosomalen Genloci wurden keine
Null-Allele nachgewiesen, was mit dem bei X-chromosomalen Genen zu
erwartenden hohen Selektionsdruck begrindet wurde. Die mittlere Mutationsrate ist
mit 3,86 x 10° angegeben [113]. In den beiden zitierten Studien um 1980 konnte die
molekulare Ursache der beobachteten Null-Allele nicht geklart werden. Eine
vergleichbare Abschatzung bei vertebralen insbesondere menschlichen Genloci oder
Genloci, die keinem Selektionsdruck unterliegen, ist unseres Wissens bisher nicht
veroffentlicht worden.

Null-Allele fur Blutgruppengene kénnen durch serologische Untersuchungen in
grof3en Populationen nachgewiesen werden. Fur fast alle Blutgruppenantigene sind

Null-Phanotypen belegt [55], und oft wurden ihre Frequenzen bestimmt.



8 Bombay-Allelpolymorphismus

1.1.4 Bedeutung nicht-funktionaler Allele flr Strategien der Genotypisierung

Viele der gegenwartigen Genotypisierungsstrategien identifizieren die Allele
durch den Polymorphismus bestimmter kurzer Nukleotidsequenzen. Bei dieser
Strategie hangt die Vorhersage des Phanotyps von der funktionalen Integritat des
Allels ab. Die korrekte Vorhersage des Phanotyps ist oft nicht mdglich, wenn
sporadische nicht-funktionale Allele (Null-Allele) angetroffen werden. In diesen
sporadischen Allelen kénnen fir die Funktionalitdt wichtige Merkmale (Tabelle 1.1)
verandert sein, die jedoch nicht die von der Genotypisierungsstrategie getesteten
kurzen Nukleotidsequenzen betreffen. Solche Allele kdnnen durch bisher nicht
bekannte Polymorphismen verursacht werden und kommen grundséatzlich in allen
Genen vor. Sie wurden bereits in vielen verschiedenen Genen, einschlief3lich
Blutgruppengenen [46,76,88,89,124] und Onkogenen [25,66], beschrieben. lhre
Haufigkeit in der Population und ihre Ursache sind von herausragender Bedeutung,
um verla3liche Strategien der Genotypisierung zu entwickeln. Bisher sind ihre
Haufigkeiten in der Population fir kein Gen unter niedrigem Selektionsdruck oder fir

Vertebraten bestimmt worden.

1.2  H-Blutgruppensystem

Von aul3erordentlich seltenen Ausnahmen abgesehen, tragen die Erythro-
zyten aller Menschen das H-Antigen. Das H-Antigen ist ein Zwischenprodukt von
Membran-standigen Zuckerketten, die in Gegenwart von funktionalen Allelen des
ABO-Gens mit den entsprechenden A- beziehungsweise B-Antigenen enden. Die
Erstbeschreibung von drei H-defizienten Personen geht auf Bende et al. (1952) in
Bombay, Indien, zurtck [8]. Im Speichel der drei Personen fand sich keine A-, B-, H-
oder Le(b)-Substanz, wohl aber Le(a)-Substanz. Phanotypisch waren ihre
Erythrozyten Le(a+ b-).

Die klinische Versorgung von Patienten mit der Bombay (0Oy)-Blutgruppe ist
aulRerst schwierig. In vivo-Studien mit radioaktiven Chrom-markierten Erythrozyten
belegen [19], dal3 0-Erythrozyten von dem anti-H innerhalb von Minuten hamolysiert
werden. H-defiziente Patienten, bei denen klinisch relevantes anti-H nachweisbar ist
(Warmetechniken: 37°C, LISS, Antiglobulin), missen deswegen mit Bombay (0y)-
Erythrozyten versorgt werden, die nur in sehr begrenztem Umfang in spezialisierten

Blutspendediensten als tiefgefrorene Erythrozytenpraparate zur Verfigung stehen.
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1.2.1 Phéanotyp und Serologie der Bombay (0y)-Blutgruppe

Levine et al. [74] fuhrte die Bezeichnung Oy fir den Bombay (0y)-Phanotyp ein
und belegte, dalR dieser Phanotyp durch den zum Telil epistatischen Effekt eines
Gens bedingt ist, wenn ein seltenes rezessives Allel homozygot vorliegt. Diese
aufgrund der Suppression des Antigens B abgeleitete Hypothese wurde spater
bestétigt, als auch die analoge Suppression von Antigen A; beziehungsweise
Antigen A, nachgewiesen wurde [1,51,75]. Yunis et al. [130] schlugen zwei unter-
schiedliche Genotypen als Ursache der serologischen Polymorphismen bei
H-defizienten Probanden vor. Auch die Arbeitsgruppe von Issitt fand serologische
Hinweise auf mindestens zwei verschiedene Bombay (0n)-Phanotypen [81].
Biochemisch konnte die deutlich verminderte enzymatische Aktivitdt der a-2-L-
Fukosyltransferase bei H-defizienten Probanden gesichert werden [71].

Bombay (0y)-Phanotypen treten am héaufigsten in der Bevolkerung des
Bundesstaates Maharashtra in Indien auf [7,99]. Weitere Haufungen finden sich auf
Reunion im Indischen Ozean und in Durban, Sudafrika [80].

Eine wesentliche Klarung wurde schliel3lich durch Oriol et al. [91] erreicht. Mit
einer Reihe von systematischen Untersuchungen in den Familien von Probanden mit
Bombay (0n)-Phénotyp, die hauptsachlich unter der Bevélkerung von Reunion
durchgefuhrt wurde, konnte diese Arbeitsgruppe ein genetisches Modell zur
Entstehung des Phanotyps entwickeln [44,68-70]. In dem genetischen Modell
wurden die geringen phanotypischen Unterschiede mit der Interaktion von zwei
chromosomal eng benachbarten Genen (H und SE beziehungsweise FUT1 und
FUT2) erklart, die beide fir Fukosyltransferasen kodieren. Schlief3lich wurde die
epistatische Interaktion verschiedener Glykosyltransferasen fir die Fukosylierung der
Grundsubstanz beschrieben [90]. Das Modell ist im wesentlichen durch die
molekularbiologischen Befunde bestétigt worden (siehe Abschnitte 1.2.2 und 1.2.3).

Personen, die keine funktionalen H- und Se-Allele tragen (Genotyp hh sese),
weisen serologisch die Bombay (0n)-Blutgruppe auf. Der Phanotyp H-defizienter
Sekretoren (Genotyp hh Sese oder hh SeSe) unterscheidet sich von der
Bombay (0y)-Blutgruppe und wird haufig als serologischer ,para Bombay“-Phanotyp
bezeichnet [118,129]. Der Begriff ,para Bombay“-Phanotyp ist allerdings nicht genau
definiert und wird bisweilen auch auf Individuen mit schwach ausgepragtem

Antigen H angewandt.
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1.2.2 Molekularbiologie der Fukosyltransferase-Gene FUT1 und FUT2

An die wegen ihrer grundsatzlichen biologischen Bedeutung bei allen
Menschen vorhandene Grundsubstanz (siehe Abschnitt 1.3.2) konnen verschiedene
Zucker konjugiert werden. Hierbei interagieren verschiedene Glykosyltransferasen
(siehe Tabelle 1.2 und Abschnitt 1.2.3).

Oriol et al. [91] postulierte zwei genetisch eng benachbarte Strukturgene fur
a-2-L-Fukosyltransferasen. Die eine Fukosyltransferase (FUT1- oder H-Genprodukt)
wird in mesodermalen Geweben exprimiert, synthetisiert das H-Antigen an der
Grundsubstanz Typ 2 und ist beim Bombay (0y)-Phanotyp nicht funktional. Eine
zweite Fukosyltransferase (FUT2- oder SE-Genprodukt) tritt in epithelialen Geweben
auf und kann das H-Antigen an beiden Grundsubstanzen (,Precursor substance*
Typ 1 und Typ 2) synthetisieren. Sie bestimmt den Sekretorstatus. Wenn die haufig
vorkommenden nicht-funktionalen se-Allele homozygot vorhanden sind, wird kein A-,
B- oder H-Antigen im Speichel ausgeschieden.

Larson et al. [67] klonierten das FUT1-Gen. Sein Produkt ist die GDP-L-
Fukose:b-D-Galaktosid 2-a-L-Fukosyltransferase  (H-Transferase; a(1,2)Fukosyl-
transferase; E.C. 2.4.1.69). Die cDNA kodiert fur ein Protein mit 365 Aminosauren.
Die genomische Struktur des FUT1-Gens besteht aus zwei Exons [58,59,67,97]. Das
einzige Intron ist 5° zum Startkodon lokalisiert [58]. Die gesamte CDS findet sich
deshalb im Exon 2. Als SpleiRvariante wurde in Malignomen auch eine CDS
beschrieben, die Teile des Exons 1 umfal3t [60]. Die chromosomale Position ist
19913.3 [97].

Die Funktion des FUT1-Gens wurde durch Expression in COS-1 Zellen
bewiesen [67]. Die transfizierten Zellen exprimierten H-Antigen an ihrer Oberflache.
Eine a-2-L-Fukosyltransferase-Aktivitat analog der humanen H-Transferase konnte
ebenfalls nachgewiesen werden. In zwei Individuen mit ,para Bombay“-Phanotyp
wurden nicht-funktionale Allele des FUT1-Gens zusammen mit funktionalen
Se-Allelen des FUT2-Gens gesichert [59].

Die Klonierung des FUT2-Gens belegte die hohe Homologie zum FUT1-Gen
[59] und die benachbarten chromosomalen Positionen mit lediglich zirka 80 kb
physischer Distanz [97], die genetisch vorher auf 1 cM geschatzt wurde [91]. Beide
FUT-Gene werden deshalb praktisch immer gemeinsam vererbt (,linkage

disequilibrium®) und sind wegen ihrer hohen Homologie sicher durch eine
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Genduplikation entstanden. Diese Ergebnisse werden als formaler Beweis des
genetischen Modells von Oriol et al. [91] betrachtet.

Die genauere Charakterisierung der nicht-funktionalen Allele im FUT1-Gen ist
Gegenstand dieser Arbeit und wird im Abschnitt 4.2 diskutiert. Die h-Allele gelten in
der weil3en Bevolkerung als sehr selten, wahrend die Frequenz der se-Allele in der
deutschen Bevolkerung 0,4516 (zirka 45% aller Allele des FUT2-Gens) betragt [83].
Beim FUT2-Gen ist ein unter Europaern haufiges Null-Allel mit einer Stopkodon-
Mutation nachgewiesen worden [59]. Bei der beginnenden Charakterisierung der
Null-Allele in anderen Bevdlkerungen zeigt sich bereits, dal3 dort mit anderen
Null-Allelen und einem erheblichen Polymorphismus zu rechnen ist [61,127].

Null-Allele (nicht-funktionale Allele) der FUT1- beziehungsweise FUT2-Gene
werden als neutral betrachtet. Individuen, die fur Null-Allele an einem oder beiden
Genloci homozygot sind, haben keine gesundheitlichen Nachteile, sind fertil und
weisen (im englischen Sprachgebrauch) eine normale ,fithess” auf.

Grundsatzlich kdénnten fir den Bombay (0)-Phanotyp auch andere Ursachen
als nicht-funktionale Allele der FUT1- und FUT2-Gene in Betracht kommen. Bisher
wurde jedoch nur ein einziger Proband mit Bombay (0n)-Phéanotyp beobachtet, der
eine funktionale a-2-L-Fukosyltransferase im Blutplasma aufwies [102]. Die Autoren
vermuteten, dafld primar der Fukose-Metabolismus gestoért war und deswegen die
funktionalen Fukosyltransferasen das H-Antigen nicht bilden konnten. Formal wurde
bei diesem Probanden jedoch ein Defekt der Grundsubstanz nicht ausgeschlossen.
Die weitere Analyse des neu beschriebenen Rambam-Hasharon-Syndroms [40,41],

auch als ,Leukocyte adhesion deficiency type 2“ bekannt, wird hier Klarung bringen.

1.2.3. Interaktion zwischen verschiedenen Glykosyltransferasen

Endstandige Zucker werden an die Grundsubstanz konjugiert und bilden -
unter anderem - die Antigene der Blutgruppen H, ABO und Lewis. Hierbei wirken die
Glykosyltransferasen der verschiedenen Genloci zusammen (Tabelle 1.2). Es wurde
geschatzt, dall mindestens 100 Glykosyltransferasen fir die Synthese aller mensch-
lichen Kohlenhydratketten erforderlich sind. Glykosyltransferasen sind Membran-
standige Proteine des endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-Apparats. Sie
konnen auch geldst in Blutplasma und in Sekreten nachgewiesen werden. Die Syn-
these der Zuckerketten wird wesentlich bestimmt durch die Interaktion mit den

Substraten beziehungsweise die Kompetition um die Substrate der verschiedenen
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Glykosyltransferasen. Der Genotyp (Allele fir Enzyme unterschiedlicher Aktivitat,
nicht-funktionale Allele) hat ebenso Einflul3 auf die Ausbildung der Zuckerketten wie

das Expressionsmuster der Genprodukte in den verschiedenen Gewebetypen.

Tabelle 1.2. Gene einiger Glykosyltransferasen fur Blutgruppenantigene

chromosomale

Gen Synonym  Position Allele Transferase
FUT1 H 19913.3 H a-2-L-Fukosyltransferase
h nicht-funktionale Allele
FUT2 SE 19913.3 Se a-2-L-Fukosyltransferase
se nicht-funktionale Allele
FUT3 LE 19p13.3 Le a-3/4-L-Fukosyltransferase
le nicht-funktionale Allele
ABO - 9934 A a-3-N-Acetyl-D-
Galaktosaminyltransferase
B a-3-D-Galaktosyltransferase
0 nicht-funktionale Allele

Weitere Fukosyltransferase-Gene (FUT5 und FUT6) kodieren fur a-3-L-Fukosyl-
transferasen. lhre chromosomalen Positionen befinden sich zusammen mit dem
LE-Gen in einem ,Gencluster auf dem Chromosom 19p13.3 [94].

Die Synthese des H-Antigens durch die H-Transferase (FUT1-Gen) ist Vor-
aussetzung dafur, dal’ die funktionalen A- und B-Transferasen des ABO-Gens ihr
Substrat (das H-Antigen) zu Antigen A beziehungsweise Antigen B umwandeln
kénnen. Weiterhin beeinflul3t die H-Transferase des FUT2-Gens die Expression der
Lewis-Antigene Le(a) und Le(b). Liegt eine funktionale Le-Transferase (FUT3-Gen)
vor, bestimmt der ,Se-Status” die Spezifitat des Lewis-Antigens. Bei Genotyp
Le/- Se/- wird das Antigen Le(b) gebildet, beim Genotyp Le/- sese das Antigen Le(a).
Ist der Proband homozygot fur nicht-funktionale Allele im FUT3-Gen, Genotyp lele,
tritt der erythrozytare Phénotyp Le(a- b-) unabhangig davon auf, welches Allel des
FUT2-Gens vorliegt.

Auch das ,Gencluster® auf 19p13.3 konnte das Ergebnis von Genduplikatio-
nen sein [87,94]. Die a-3-L-Fukosyltransferasen unterscheiden sich - ahnlich den H-
und Se-Transferasen - weniger durch ihre Zuckerspezifitaten als durch die gering-
fugig variablen Expressionsmuster in den Geweben (zum Beispiel FUT4 myeloisch
und FUT6 plasmatisch) [80]. Auch hier interagieren die verschiedenen Glykosyl-
transferasen. Zum Beispiel kann die Expression des CA19-9 ,Tumor“-Antigens nur

erfolgen, wenn ein funktionales FUT3-Allel vorliegt [48,78]. Bei Patienten mit dem
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Phénotyp Le(a- b-) hat die Untersuchung auf CA19-9 Antigen deshalb keine Aus-
sagekraft, weil das ,Tumor“-Antigen nicht effektiv gebildet werden kann [62].

1.3 Biologische Funktion von Blutgruppenantigenen

Erst in den letzten Jahren wurden zur Charakterisierung der Blutgruppen-
antigene der Erythrozytenmembran molekulare Methoden eingesetzt, mit denen bis
auf die P- und die Dombrock-Blutgruppe inzwischen alle Gene fir Blutgruppen-
systeme im Sinne der aktuellen Definition [18] molekular kloniert wurden. Hierbei
ergaben sich unerwartete Einblicke in die Biologie der Erythrozytenmembran. Einige
dieser Uberraschenden Querverbindungen zu bereits bekannten Proteinfamilien
eroffneten neue Anséatze zum Verstandnis der Mechanik, Membranphysiologie und
immunologischen Kompetenz von Erythrozyten. Eine ganze Reihe von Ubersichts-
arbeiten wurde kurzlich veroffentlicht [2,42,82,84,107,108], die auch aktuelle
Aufstellungen zu Proteinfamilien (siehe Tabelle 1.3) und Rezeptoren (siehe
Tabellen 1.4 und 1.5) enthalten [84,108].

1.3.1 Proteinantigene

Aufgrund der Mdglichkeit zur direkten Charakterisierung der molekularen
Struktur Uber die cDNA sind die Proteinantigene bisher am besten untersucht
(Tabelle 1.3). Einige Blutgruppenantigene werden von Proteinen getragen, die
wesentliche strukturelle Funktionen haben (Bande 3-Protein, Glykophorine). Andere
antigentragende Proteine stellen Transportkanédle in der Erythrozytenmembran dar
(ebenfalls Bande 3-Protein, Aquaporin, Harnstofftransporter).

Die Beschreibung von Null-Phé&notypen, die krankheitsassoziiert auftreten,
kann richtungsweisend sein, um die Proteinfunktion zu charakterisieren. So konnten
die Ko-Phénotypen zur molekularen Klonierung des Ky-Gens und Charakterisierung
des McLeod-Syndroms herangezogen werden. Bei dem Syndrom wurde sowohl eine
50 kb umfassende Deletion als auch eine Punktmutation in der CDS des Ky-Gens als
Ursache nachgewiesen. Ein aberranter Phanotyp der Colton-Blutgruppe wurde
assoziiert mit chronischer Niereninsuffizienz beobachtet [73]. Der Umstand, daf3 das
Colton-Antigen auf dem Wasserkanal-Protein der Nierenepithelien vorliegt,
suggeriert einen ursachlichen Zusammenhang und erdffnet Mdglichkeiten zur

molekularen Analyse in betroffenen Familien.
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Tabelle 1.3. Blutgruppenantigene, Multiproteinfamilien und Funktionen

Antigen(e) Protein(e) Proteinfamilie Funktion(en)

Bg HLA HLA Klasse | -

Colton CHIP (Aquaporin-1) Wasserkanal-Protein Transporter

Cromer Decay accelerating Komplement-Regulations- Schutz vor Komplement-
factor protein, GPI-verknlpft vermittelter Hamolyse

Diego, Wright Bande 3-Protein Anionen-Transporter Transporter,

Membranskelett

Duffy Duffy Chemokin-Rezeptor Interleukin 8-Rezeptor

Indian CD44 Cartilage link proteins Membranskelett

K Kell CALL-Antigen-Familie neutrale Endopeptidase

Kidd Kidd - Harnstofftransporter

Knops/McCoy Complement receptor Komplement, Schutz vor Komplement-
type 1 (CR1, CD35) Regulationsprotein vermittelter Hamolyse

Lu Lutheran Immunglobulin-Superfamilie -

LW LW protein Immunglobulin-Superfamilie -

MN Glykophorin A Glykophorine -

Rhesus RhD, RhCE - Transporter?

Ss Glykophorin B Glykophorine -

Xg(a) Xg CD99-Homolog Adhéasion?

Yt Acetylcholinesterase - Enzym

Verschiedene Blutgruppenantigene werden von Proteinen determiniert, die als
Rezeptoren fur Pathogene beschrieben sind (Tabelle 1.4). Ein bekanntes Beispiel ist
das Duffy-Blutgruppenantigen, dessen Gen kurzlich Kkloniert wurde [50] und

erythrozytarer Rezeptor fur einen Malariaerreger ist. Null-Phanotypen dieser
Blutgruppe [Fy(a- b-)] sind unter Europédern eine Raritat, treten aber - wegen dem
vorhandenen Selektionsdruck - sehr haufig in Aquatorial-Afrika auf. Interessanter-
weise unterscheiden sich die molekularen Ursachen der Null-Phanotypen dieser
beiden Populationen. Europaer tragen Null-Allele [76], die vermutlich sporadisch sind
und eine polymorphe Ursachen haben. Afrikaner besitzen funktionale Allele, die in
den verschiedensten Geweben exprimiert werden. Lediglich in hamatopoetischen
Geweben wird kein Antigen exprimiert, da dort der Promotor nicht aktiv ist und

deshalb kein Transkript gebildet wird [109].

Tabelle 1.4. Blutgruppenantigene (Proteine) als Rezeptoren fir Pathogene

Antigen Protein Mikroorganismus

MN Glykophorin A Plasmodium falciparum, Escherichia coli
Dr? Decay accelerating factor, CD55 Escherichia coli

Cromer Decay accelerating factor, CD55 Echovirus

Indian CD44 Poliovirus

AnWj CD44 Haemophilus influenzae

Duffy Duffy Plasmodium vivax, Plasmodium knowlesi
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1.3.2 Zuckerantigene

Auch einige Blutgruppenantigene (Tabelle 1.5), die durch Zuckerantigene
determiniert werden, sind als Rezeptoren fur virale und bakterielle Pathogene
beschrieben worden [95]. Meist liegen in vitro-Untersuchungen zugrunde. Es ware
interessant, den relativen Einflu3 dieser Antigene auf Krankheitsentstehung und
-verlauf im Rahmen einer multifaktoriellen Préadisposition zu bestimmen. So ist
beispielsweise das P-Antigen in der ,ISBT 209 GLOBO collection of antigens” als
Rezeptor des Parvovirus B19 bekannt, das an der Entstehung aplastischer Andmien
beteiligt ist [39,64].

Tabelle 1.5. Blutgruppenantigene (Zucker) als Rezeptoren fur Pathogene

Antigen Mikroorganismus

P1 Escherichia coli

Lewis: Le(b) Helicobacter pylori

H, A Candida albicans

P Parvovirus B19, Escherichia coli

Der Grundsubstanz (,Precursor substance”, an deren Ende das H- bezie-
hungsweise die A- und B-Antigene synthetisiert werden) wird seit langem grol3e
Bedeutung fur die ,fitness* und somit fur biologische Funktionen wie Zell- und
Gewebedifferenzierung beigemessen. Indirekt wird dies durch den fehlenden
Nachweis eines Individuums belegt, dem ein Teil der Grundsubstanz (Null-Phanotyp)
fehlt. Analog dem Bombay (0n)-Phanotyp mufidte dieser Phanotyp tber die Bildung
eines ,lsoagglutinins® gegen die fehlenden Zuckerepitope auffallen. Trotz
millionenfacher Untersuchung von Patienten und Blutspendern ist jedoch weltweit
noch nie ein solcher Ph&notyp beschrieben worden. Dennoch kdnnte ein solcher
Phénotyp eines Tages beobachtet werden. Es ware deshalb wichtig, dal3 bei
verdachtigen Phanotypen [102] auch formal die Mdoglichkeit einer defekten
Grundsubstanz ausgeschlossen wird.

Die Bedeutung der frihen Vorstufen der Grundsubstanz fur die Zellentwick-
lung wurde neuerdings experimentell in Pflanzen [45] und durch ,knock out‘-Mause
auch bei Vertebraten gesichert [53,79]. In diesen Experimenten wurde die Embryo-
nalentwicklung von Mausen untersucht, die einen homozygoten Defekt des Gens der
N-acetylglukosaminyl-Transferase | (GIcNAc-TI) aufweisen. Die Entwicklung verlief

weit Uber die Einnistung der Eizelle hinaus normal. Gegen Ende der Embryonal-
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entwicklung kam es jedoch zu Entwicklungsstérungen im Neuronalgewebe und bei
der Ausbildung der Rechts-Links-Asymmetrie, die immer mit einem Abort um Tag 9
der Trachtigkeit endeten.

Antigene, die durch eine bestimmte Fukosyltransferase (Fuc-TVII) gebildet
werden, wurden als Rezeptoren fir L-, E- und P-Selektine bei Leukozyten gesichert
[77]. Dadurch bestimmt das Expressionsmuster dieses FUT-Gens die Gewebe-
spezifitdit des entsprechenden Rezeptors und in der Folge auch die Verteilung
(,trafficking®) von Leukozyten. Zweifellos werden durch die genauere Charakterisie-
rung von Glykosyltransferasen viele weitere wichtige biologische Funktionen von
Zuckerepitopen geklart, die zumindest zum Teil auch als erythrozytdre Antigene

vorhanden sind.
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1.4  Fragestellung: FUT1-Gen als Modellsystem fir nicht-funktionale Allele

Ziel der Untersuchung war es, bei einem menschlichen Genlocus unter
niedrigem Selektionsdruck die Frequenz von Null-Allelen mit Mittelwert und
Vertrauensintervall statistisch zu bestimmen. Dabei sollte ein madglicher Poly-
morphismus der vergleichsweise seltenen Null-Allele im H-Blutgruppensystem
bestimmt werden. Der populationsgenetische Ansatz erlaubte auch eine Aussage
zur Konsanguinitat in der deutschen Bevdlkerung aus individuellen molekularen
Daten ohne Kenntnis von Abstammungsverhaltnissen.

In bezug auf die Frequenzbestimmung von sporadischen Null-Allelen ist das
H-Blutgruppensystem (ISBT Nummer 018, Genname FUT1) besonders geeignet.
Vor allem liegen fir Blutgruppensysteme grof3e Datenbasen flr viele Bevolkerungen
vor, und die vorgeschriebenen serologischen Routinemethoden zum Beispiel bei
Blutspendern weisen den Bombay (On)-Phé&notyp sicher nach. Im H-Blutgruppen-
system gibt es in Europa keinen pravalenten Null-Phanotyp. Weiterhin ist kein
Selektionsdruck an diesem Genlocus bekannt. Methodologisch kam uns zugute, dal3
die gesamte CDS in einem Exon auftritt und mithin technisch vorteilhaft Gber eine
PCR mit genomischer DNA erfal3t werden kann.

Die Haufigkeit von sporadischen Null-Allelen in Genen unter niedrigem oder
fehlendem Selektionsdruck kann daher sehr effizient abgeleitet werden, indem man
die seltenen Individuen mit der Bombay (Op)-Blutgruppe untersucht. Dieser Ansatz
nutzt die umfangreichen blutgruppenserologischen Datenbasen, die fir grol3e
Populationen verfiigbar sind, und erlaubt die effiziente Ableitung von molekular-

genetischen Daten, die fur neutrale Mutationen in vielen Genen Bedeutung haben.
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2. METHODEN

2.1 Identifikation von Individuen mit Bombay (Op)-Blutgruppe in der Bevélkerung
2.1.1 Blutgruppen-Bestimmung

Die ABO-Blutgruppen wurden bestimmt mit einem Olympus PK7100 Autoana-
lyzer (Olympus, Hamburg). Entsprechend den wéhrend des Untersuchungszeitraums
gultigen Richtlinien zur Blutgruppenbestimmung und Bluttransfusion [120] wurden
mindestens zwei Anti-A und Anti-B Testseren sowie ein Anti-AB Testserum bei jeder
Blutgruppenbestimmung verwendet. Hierbei wurden ausschliel3lich staatlich
zugelassene und kommerziell erhéltliche Antiseren eingesetzt. Alle untersuchten
Personen wurden auf antierythrozytare Antikorper untersucht. Bei Individuen mit der
Bombay (0y)-Blutgruppe liegt obligat ein Anti-H Antikdrper vor, der in den eingesetz-

ten Standardtechniken des Antikdrpersuchtestes sicher nachweisbar ist [54,101].

2.1.2 Blutspender-Datenbasis

Der DRK-Blutspendedienst Baden-Wirttemberg unterhalt seit 1985 eine
zentrale elektronische Datenbasis fur die blutgruppenserologischen Daten aller
Blutspender. Die Angaben zur Blutgruppenfrequenz wurden abgeleitet von allen
gespeicherten Blutspendern einschliel3lich der Patienten, bei denen eine autologe
Blutbereitstellung durchgefiihrt wurde. Der Anteil autologer Blutbereitstellungen
macht nach wie vor einen kleinen Anteil aus (< 0,5%). Personen, die nach Baden-
Wairttemberg eingewandert sind, wurden nicht von der Analyse ausgeschlossen. Die
abgeleiteten Frequenzen sind deswegen reprasentativ fur die Bevolkerung, die im
Untersuchungszeitraum 1985 bis 1993 in Baden-Wurttemberg lebte. Blutspender,
die seltene Phanotypen aufwiesen - hier insbesondere Blutspender mit der
Bombay (0y)-Blutgruppe - wurden gezielt gefragt, ob er beziehungsweise sie von der

seltenen Blutgruppe bereits vor ihren ersten Blutspenden Kenntnis hatten.
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2.1.3 Statistik

Die Frequenzen der seltenen Blutgruppen-Phanotypen wurden kalkuliert unter
Beriicksichtigung solcher Individuen, deren seltener Phanotyp anlaRlich der ersten
Blutspende zufallig gefunden wurde, ohne dal} eine Vorkenntnis bestand. Fir die
Kalkulation der minimalen Frequenz wurden allerdings alle bekannten Individuen mit
den seltenen Phanotypen in Baden-Wiurttemberg beriicksichtigt, wenn dadurch die
untere Grenze des 95% Vertrauensintervalls Uberschritten wurde.

Im Februar 1994 betrug die Bevdlkerungszahl in Baden-Wuirttemberg
10.234.252 Personen (Statistisches Landesamt Baden-Wirttemberg, Stuttgart).
Wegen Geburt, Tod und Wanderungsbewegungen stellt dies lediglich eine minimale
Abschéatzung der effektiv getesteten Bevolkerungszahl dar. Unsere Stichproben-
grof3e von 624.164 Blutspendern kann dennoch mehr als 5% der effektiven Bevolke-
rungsgrofde reprasentieren. Deshalb kalkulierten wir die Vertrauensintervalle unter
der Annahme einer hypergeometrischen Verteilung mit einer minimalen Populati-
onsgrofRe von 10.200.000 und zusatzlich unter der Annahme einer Poisson-
Verteilung, die eine unbegrenzte Populationsgrof3e voraussetzt; die konservativere
Abschéatzung des Vertrauensintervalls wurde berlcksichtigt (siehe Tabelle 3.1).
Deshalb kdnnen die angegebenen Vertrauensintervalle nicht zu klein sein fur jede

effektive Bevdlkerungsgrof3e von mehr als 10.200.000 Personen.

2.2 Probanden

Im Rahmen der durchgeflhrten systematischen Bevdlkerungsuntersuchung
wurden zwei Individuen mit der Bombay (Op)-Blutgruppe (Probanden 1 und 2) unter
insgesamt 624.164 Blutspendern gefunden. Drei weitere Probanden (Proband 3, 4
und 5) mit den Ph&notypen H-defizienter Sekretoren und Bombay (0,) wurden uns
zugewiesen im Rahmen der transfusionsmedizinischen Versorgung mit tiefgefrore-
nen Erythrozytenpraparate der Blutgruppe Bombay (0y). Die Probanden waren nicht
miteinander verwandt. Proband 1, 2, 3 und 5 waren deutscher, Proband 4 war
turkischer Abstammung. In den Familien der Probanden deutscher Abstammung
waren keine konsanguinen Vorfahren bekannt. Fir Proband 4 war diese Frage nicht

abschlieRend zu klaren.
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2.3  Molekularbiologische Untersuchungen

Die volle Lange der kodierenden Sequenz (CDS) des FUT1-Gens wurde
amplifiziert mit dem Primerpaar hO und h6 (Abbildung 2.1). Wir fuhrten die
Nukleotidsequenzierung mit Hilfe eines DNA-Sequenzierungsgerats ABI 373A durch.
Hierbei wurden kommerziell erhéltliche Sequenziermethoden verwendet (Prism Dye
Terminator Sequenase Kit, Prism Dye Terminator Cycle Sequencing Kit mit
AmpliTag DNA-Polymerase und Prism Dye Terminator Sequencing Kit mit AmpliTaq
FS DNA-Polymerase; Applied Biosystems, Weiterstadt). Die meisten PCR-Produkte
wurden in einen Plasmidvektor subkloniert (pMosBlueT-Vektor Kit, United States
Biochemicals, Cleveland OH, USA). Die PCR-Produkte wurden sequenziert
(Abbildung 2.1). Alle nachgewiesenen Abweichungen von der veroffentlichten
H-Sequenz (Nukleotid Sequenz Datenbanken Zugriffsnummer M35531) wurden
bestatigt durch die direkte Nukleotidsequenzierung von PCR-Produkten, die in
unabhangigen PCR-Reaktionen amplifiziert wurden (Prism Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit).

Zusatzlich amplifizierten wir die DNA von allen Probanden mit dem Primerpaar
h6 und hl10 (,sense primer® in dem nicht-translatierten Exon 1: GCTCCGGCC
ACGAAAAGC). Die PCR-Produkte dieses Primerpaars tUberspannen die volle Lange
des Exons 2 und des einzigen Introns sowie eines Teils des Exons 1. Wir konnten
die PCR-Produkte der erwarteten Grof3e bei allen Probanden nachweisen, was bei
den Probanden 3 und 4 die Moglichkeit einer grof3eren Deletion im Intron ausschlof3
(Daten nicht gezeigt). PCR-Produkte, die in den Bereichen der mutierten Nukleotide
positioniert waren, wurden sequenziert in funf unabhangigen Klonen flir den
Probanden 3 und neun unabhangigen Klonen fur den Probanden 4, die jeweils von
wenigstens drei unabhangigen PCR-Reaktionen stammten; in allen Klonen konnten
die fir h® und h* typischen Nukleotidmutationen nachgewiesen werden. Um die
Moglichkeit von alternativen SpleiRstellen im Allel h” auszuschlieRen, subklonierten
wir PCR-Produkte, die das gesamte Intron umfal3ten (Primerpaar h6 und h10). Die
Sequenzierung wurde mit Primern in der Vektor-DNA durchgefuhrt. Wir konnten die

Integritat der bekannten Spleif3stellen nachweisen (Daten nicht gezeigt).
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hO h21 h13 h3 h22 h15 h5 h23
>> > > > > > »
_187 | 1125
el
< < < < <
h12 h4 h24 h8 h6
B Sense primers
ho CTCATCCCTGAAACCTAGGACTC -187 bis -165
h21 TCAGCCCCAGGAGTCTAAC -150 bis -131
h13 CCACATGGCCTAGGCCTGTCG 97 bis 117
h3 TAATCAGATGGGACAGTATGCC 270 bis 291
h22 CGGACTTGAGAGATCCTTTCCTGA 464 bis 487
h15 CCTACCTCCGGCAGGCCATGG 719 bis 739
h5 GGAGTGGTGTAAAGAAAACATCG 795 bis 817
h23 TGCAACCACACCATTATGAC 898 bis 917
Antisense primers
h6 GGCTACTTCAGAAAGTCTCCC 1125 bis 1105
he CCAGCAAACGTCACATCG 848 bis 831
h24  ACTCTCTGCGGATCTGTTC 553 bis 536
ha TCAGGAAAAGGATCTCTCAAGTCCG 487 bis 464
h12  ACAGGAAGAGGAGGCGTTGG 210 bis 191

Abbildung 2.1. Sequenzierungsstrategie und Primer. Im Teil A der Abbil-
dung ist das FUT1-Gen mit dem 3" Bereich des einzigen Introns und dem Exon 2
dargestellt, das die gesamte kodierende Sequenz (CDS) umfaldt. Die Position 1 stellt
das erste Nukleotid des Startkodons dar. Das Stopkodon liegt an den Nukleo-
tidpositionen 1096 - 1098. Die Positionen, Kennzeichnungen und Richtungen der fur
die Sequenzierung verwendeten Primer sind eingezeichnet. Die maximale erforder-
liche Leseldnge betragt 250 Nukleotide in der Vorwartsleserichtung und 300 Nu-
kleotide in der reversen Leserichtung der kodierenden Sequenz. Im Teil B sind die
Bezeichnungen der verwendeten synthetischen Oligonukleotidprimer (ODN) an-
gegeben zusammen mit ihren Nukleotidsequenzen und ihren Positionen im
Verhaltnis zur ersten Nukleotidposition des Startkodons ATG in der vertffentlichten
H-Sequenz [67].
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2.4  Populationsgenetische Analyse

Der ,inbreeding coefficient F* wurde urspriinglich definiert von Wright als
relatives Malf3 fur die Inzucht in einer Abstammungslinie [123]. Die durchschnittliche
Konsanguinitat innerhalb einer Population wird mit dem mittleren Konsanguinitats-
koeffizienten a (englisch: average inbreeding factor a) beschrieben und stellt den
Durchschnitt aller F der Mitglieder der Population dar. Das Verhaltnis von Probanden
mit einem homozygoten h-Allel zu Probanden mit zwei unterschiedlichen h-Allelen
innerhalb einer Population wird durch den mittleren Konsanguinitatskoeffizienten a
bestimmt. Ein geeignetes Gleichungssystem (Formel 1.1 und 1.2) zur Kalkulation
des mittleren Konsanguinitatskoeffizienten a und der Frequenz von h-Allelen, f, in
der Bevdlkerung findet sich bei Cavalli-Sforza und Bodmer [12].

Die Summe der Frequenzen aller verschiedenen Haplotypen hse, fise, kann

mathematisch wie folgt dargestellt werden:

fhse:éqi '

i=1

wobei q; die Frequenz eines einzelnen ,privaten“ Haplotyps hse bezeichnet und

die Summe der Frequenzen aller unterschiedlichen hse-Haplotypen, die in der
Population auftreten. Das folgende Gleichungssystem aus einem Lehrbuch der
Populationsgenetik wurde angewandt [12]:

2

& 0 3
(Formel 1.1) f, .. =(1- a)ga q: *aaq,
i=1

i=1

(Formel 1.2.) fromo =@~ a)én. @)’ +aén q;

i=1 i=1

In dem Gleichungssystem bezeichnet fhomo+hetero die Frequenz des Genotyps
hh sese mit identischen und unterschiedlichen h-Allelen. f,omo bezeichnet die
Frequenz des Genotyps hh sese mit identischen h-Allelen, d. h. einen Bombay (0Oy)-
Genotyp, der durch die Homozygotie fiur ein privates h-Allel bedingt ist. In unseren

Experimenten bestimmten wir fhomo+hetero SOWI€ fhomo €Xperimentell. Die Kalkulationen
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wurden zundchst durchgefuhrt unter der vereinfachenden Annahme, dal3 alle

h-Allele mit der gleichen Frequenz vorkommen, d. h. es gelte

Ji1=02=..=0n,
wobei n die Zahl der unterschiedlichen h-Allele bezeichnet, die in der Population
vorkommen. Die Ldsungen des Gleichungssystems (Formeln 1.1 und 1.2)

bestimmten die zwei Variablen a und frse. Unter den genannten Voraussetzungen gilt

w8 &0
Qa qiT _8i:1qib

a(a) :ngizl N . Damit IaRt sich Formel 1.2 umformen
n + n
&€ o
N2
& 0o
a g+ n
zu (Formel 1.2a) f,__ =(1- a)%+ agdq, .Danach wurden die Terme der

i=1
Formel 1.2a von den Termen in Formel 1.1 subtrahiert (Formel 1.1 - Formel 1.2a),

wodurch der Term

$
aaq;

i=1

aus dem Gleichungssystem eliminiert wird:

& 0
a6 aq;
fhomo+hetero- fhomo_(l- a)gla:.l qlé B (1- a)T

Die weitere algebraische Umformung liefert

n f f

. homo+hetero ~

n-1 1-a

homo

(Formel 1.3) én‘ o} :\/
i=1

wobei das Ergebnis der Quadratwurzel - ein bekanntes a vorausgesetzt - unmittelbar
das gesuchte fis liefert. Um a zu bestimmen, wurde fhse in Formel 1.1 durch die
Quadratwurzel der Formel 1.3 substituiert. Die weitere Umformung liefert schlief3lich

eine quadratische Gleichung der Form

a’a+ab+c=0

mit den bekannten Losungen fir a

(Formel 1.4) a = 2i ( b+,/b?- 4ac)
a
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2

, n n 0
wobei a=——:|f - f  b=& - ——|f - fromo I%
n- 1[ homo-+hetero homo] g homo+hetero n- 1[ homo-+hetero homo] ]

.2
n

(0] .
und c=- ?hommhetero - m[fhommhetero - fhomo]a gllt

Mit der Formel 1.4 kann der mittlere Konsanguinitatskoeffizient a anhand der
experimentellen Daten und einem vorgegebenen n berechnet werden. Ist a aus der
Formel 1.4 bekannt, a3t sich f,se entsprechend Formel 1.3 fiir vorgegebene n ein-

fach bestimmen.

Wir berechneten f,se mit n =19, was die kleinste statistisch anzunehmende
Anzahl von h-Allelen in der Population darstellt, wie in den Ergebnissen abgeleitet
wurde. Um unsere Ergebnisse abzusichern, fuhrten wir die Kalkulationen auch unter
der wahrscheinlicheren Annahme von n =100 sowie n = 1.000.000 durch. Weiterhin
wurden Kalkulationen flir variable Anteile von unterschiedlichen h-Allelen durchge-

fuhrt, zum Beispiel mit

q,=06f,, und § g, =04f. .

i=2

Diese Berechnungen zeigten, daf? die Abschatzung der Frequenz des Haplo-
typs hse, fhse, Sich um weniger als 18% &andert, wenn variable n und variable Anteile
von unterschiedlichen h-Allelen angenommen werden (Daten nicht gezeigt).

Der Bombay (0n)-Phanotyp ist bedingt durch den Genotyp hh sese (siehe
Abschnitt 1.2.1). Wir bestimmten die Frequenz der h-Allele, f,, in der Bevdlkerung,
indem wir das Ergebnis f,se des Gleichungssystems durch die bekannte Frequenz
der se-Allele, fs, von 0,4516 in Deutschland [83] dividierten:

fh = fhselfse

Die Kalkulation von f, war das priméare Ziel der vorliegenden Arbeit. Das
95% Vertrauensintervall nach der Poisson-Verteilung fir den Bombay (0y)-Phanotyp
in der Population ist 1:88.226 - 1:1.758.205 (Tabelle 3.1). Mit diesen Angaben zum
Vertrauensintervall der Bombay (0y)-Phanotypfrequenz und a = 0,00116 wurde mit
der Formel 1.1 das obere und untere Limit des 95% Vertrauensintervalls fur f,se und

daraus folgend fiir die Frequenz der h-Allele, f,, berechnet.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Frequenzen von seltenen Blutgruppen-Phéanotypen

Aufgrund der routinemafig durchgefuhrten Untersuchung auf irregulare anti-
erythrozytare Antikorper bei Blutspendern erwarteten wir, verschiedene sehr seltene
Blutgruppen-Phanotypen zu identifizieren, da Individuen mit der Bombay (Oy)-
Blutgruppe und dem p-Phénotyp generell starke natlrliche Antikorper (anti-H und
anti-Tj(a) = anti-PPlP") aufweisen. Bei Individuen mit den ebenfalls sehr seltenen
Rhesus-Phanotypen Rh,y- und D-Deletionen (zum Beispiel D--, D.., DC-, Dc-, Dc"-)
konnen bestimmte Rhesus-Antigene fehlen, was zu Diskrepanzen in der routine-
manRig durchgefuhrten C/c- und E/e-Antigenaustestung gefiihrt hatte.

Wir kalkulierten die Frequenzen der seltenen Blutgruppen-Phanotypen und
deren 95% Vertrauensintervalle (Tabelle 3.1). Bei der Kalkulation dieser Frequenzen
wurden nur jene Blutspender berticksichtigt, deren seltener Blutgruppen-Phanotyp
zufallig anlaBilich einer Blutspende gefunden wurde. Alle Blutspender, die ihren
seltenen Blutgruppen-Phénotyp vor der Erstspende kannten, wurden von der
Frequenzauswertung ausgeschlossen. Die Bombay (0n)-Blutgruppe tritt nur in
Individuen auf, die keine funktionalen H- und SE-Allele besitzen. Die Kalkulation der

Frequenz dieser nicht-funktionalen h-Allele ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Tabelle 3.1. Frequenz von seltenen Blutgruppen-Phanotypen®

Phéanotyp Frequenz des Phanotyps Anzahl der nachge-
Abschatzung  95% Vertrauensbereich? wiesenen Blutspender®

Bombay (05, 1:312.081 1:88.226" - 1:1.758.205° 2

Rhpu 1:552.261 1:101.329* - 1:10.234.252° 1

D-Deletionen’ 0 1:184.333° - 0° 0’

p 1:5.117.126  1:208.332° - 1:5.117.126° 0’

! Die Anzahl der Probanden war n = 624.163 fur Bombay (0,) und p sowie n = 552.261 fiur die

seltenen Rhesus-Phéanotypen.

Kalkuliert unter der Annahme einer Poisson-Verteilung, einer hypergeometrischen Verteilung oder
unter Berucksichtigung der Gesamtzahl von bekannten Individuen (siehe Methoden).
Nachgewiesen im Rahmen der systematischen Untersuchung von Blutspendern. Zusatzlich sind in
Baden-Wirttemberg eine weitere Person mit Bombay (Oy)-Blutgruppe und zwei Personen mit
p-Phénotyp bekannt (Stand Februar 1994).

Hypergeometrische Verteilung.

Poisson-Verteilung.

Abgeleitet von der Gesamtzahl der bekannten Individuen in Baden-Wurttemberg.

D-Deletionen umfassen D--, D.., DC-, Dc-, DC"-.

2

~N o g b
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Unter der - unzulassigen - Annahme, dal die Frequenz der h-Allele direkt aus
der Frequenz der Bombay (0n)-Probanden zu berechnen wére, ergabe sich eine
h-Allelfrequenz von 1:559 [117]. Wie in dieser Arbeit gezeigt wird, kann die Kalkula-
tion nicht unter dieser Annahme vorgenommen werden. Vielmehr muf3 die Konsan-
guinitat in der Bevoélkerung berlcksichtigt werden. Bei der Kalkulation der Popula-
tionsfrequenz von Allelen der seltenen Phanotypen wie Bombay (0y), Rhny und p hat
die Konsanguinitat einen erheblichen Einflul@ und wird durch den mittleren

Konsanguinitatskoeffizienten a charakterisiert.
3.2  Analyse nicht-funktionaler Allele (h-Allele) im FUT1-Gen

Zwei Probanden mit der Bombay (0y)-Blutgruppe wurden bei der systemati-
schen Suche unter Blutspendern gefunden. Drei weitere Probanden mit H-defizien-
tem Blutgruppen-Phé&notyp wurden uns zugewiesen. Mit Standardmethoden der
Serologie wurde der Phanotyp (Tabelle 3.2) und mittels SSP-PCR der ABO- und
SE-Genotyp (Tabelle 3.3) der Probanden bestimmt. Die Ergebnisse stimmten
Uberein. Erwartungsgemald konnte bei den Probanden mit Le(a+ b-)-Phanotyp
genotypisch  ein  funktionales Se-Allel ausgeschlossen werden (siehe
Abschnitt 1.2.3). Probanden 1,2 und 3 zeigten den typischen Bombay (0)-
Phanotyp. Die molekulare SE-Bestimmung deutete darauf hin, dal3 Proband 4 ein
funktionales Sekretorgen tragt. Da er phanotypisch Le(a- b-) war, konnte durch die
Erythrozytenserologie der Sekretorstatus nicht geklart werden. Das starke anti-H im
Serum des Probanden 4 spricht gegen die Expression des H-Antigens. Der
Proband 5 war Le(a- b+) und besald dementsprechend - wie aus der Genetik der
Blutgruppen bekannt - ein funktionales Se-Allel. Beim Probanden 5 war das anti-H

im Serum vergleichsweise schwach ausgebildet, was auf die Expression der Se-

Tabelle 3.2. Serologische Charakteristika der Probanden’

Antigene der Erythrozyten AntikOrper im Serum
Proband A B H Le(a) Le(b) anti-A  anti-B  anti-H
1 ++++ - ++++ ++4+ ++++
2 ++++ - ++++ ++++ ++++
3 ++++ - ++4+ ++4+ ++++
4 - - ++++ ++++ ++++
5 - ++++ ++4+ ++4+ +

! mittels serologischer Standardtechniken bestimmt
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Tabelle 3.3. ABO/Se-Genotyp der Probanden’ Transferase  in  nicht
Genotyp hamatopoetischen Gewe-

Proband ABO-Gen Se-Gen ben zuriickzufilhren ist.

1 0./0; se/se Dies entspricht dem erwar-

2 07/0 se/se

3 0'/0" selse teten Blutgruppen-Phéano-

4 0'/0" SelSe _ .

5 Aot Se/se typ eines H-defizienten

. Sekretors.

Die Genotypisierung erfolgte mittels Allel-spezifischer
Oligonukleotiden (ASO) in einer SSP-PCR Methode
(durchgefiihrt in Kooperation mit Christoph Gassner und
Diether Schonitzer, Innsbruck; Methode in Blood 1996

43] sowie Manuskript in Vorbereitung). .
[43] P 9) Die h-Allele aller

Probanden wurden molekularbiologisch charakterisiert. Wir amplifizierten die
gesamte Lange der kodierenden Sequenz (CDS) und einen Teil der 5 nicht-
translatierten Sequenz (UTS) im Intron1 mittels PCR. Wir fihrten eine
Sequenzierung der PCR-Amplifikate nach Subklonierung in einen Plasmidvektor
sowie eine direkte Sequenzierung ohne Subklonierungsschritt durch. Die Sequen-
zierungsstrategie und die verwendeten Primer sind in den Methoden beschrieben
(siehe Abbildung 2.1).

3.2.1 Mutationen in h-Allelen

In den funf Probanden wurden sieben verschiedene h-Allele identifiziert
(Abbildung 3.1). Funf dieser h-Allele wiesen Nukleotidsubstitutionen auf, die flr
nicht-konservative Aminosaureaustausche in der H-Transferase kodierten (,mis-
sense“-Mutationen). In einem Allel wurde eine Deletion von zwei Nukleotiden nach-
gewiesen (,frame shift-Mutation), die zu einem vorzeitigen Stopkodon in der
kodierenden Sequenz fiihrte. Die CDS des Allels h” war identisch zu der H-Sequenz.
Wir fanden bei diesem Allel auch keine Veranderungen in den Splei3stellen des
einzigen Introns im FUT1-Gen (Daten nicht gezeigt).

Drei der sieben beobachteten h-Allele wiesen eine T ® A Substitution im
Intron an der Position -35 relativ zum Startkodon auf. Wir sequenzierten diese
Region in drei zufallig ausgewahlten Blutspendern (Genotyp HH) und fanden, dal3
eine Person homozygot fur diese Substitution und eine andere heterozygot war

(Daten nicht gezeigt). Hieraus folgt, dafl3 diese Variante héaufig in der Bevdlkerung
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-164 -35 461 474 513 776 944 954 969 1047
T A A G T C T C G
H I I gl | 1 1 ~1 .~ 1
T T T T T F
Start Tyr Trp Val Ala Trp Stop
1 154 171 259 315 349 366
4 ¢
h! o' 1
T
Cys
G G A
h2 ~1 1
e : 1
Cys
n 4
P o' 1
T
Ghlu
4 ¢
h e 1
T
Cys
5 T\
' oo . 1
Val
h p ACT
— —
. A
R s | 1

Abbildung 3.1. Schematische Darstellung der Nukleotid- und der abge-
leiteten Aminosauresequenz fur das funktionale FUT1-Gen (H-Gen) und sieben
sporadische nicht-funktionale h-Allele. Nur die Abweichungen vom funktionalen
H-Gen in der Nukleotid- beziehungsweise Aminosauresequenz sind angegeben.

1
|

Intron beziehungsweise Region der abweichenden

Aminosauresequenz im h®-Allel

Exon 2

3" nicht-translatierte Sequenz (UTS)

Die abweichende Aminosauresequenz im h®-Allel ist bedingt durch eine ,frame shift“-
Mutation in den Kodons 323 und 324 (GTC/TAC ® GTA/C), die ein vorzeitiges Stop-
kodon an der Position 333 verursacht. Die Nukleotid- und Aminosaure-Sequenz-
daten sind in Datenbanken abgelegt (siehe Abbildung 3.2). Eine vergleichbare
schematische Darstellung ist im Internet ,online” verfiigbar (siehe Abbildung 3.3).
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vorkommt und nicht genetisch mit dem Auftreten von h-Allelen verknipft ist. Alle funf
Probanden dieser Studie trugen unterschiedliche h-Allele (Tabelle 3.4), die man
ahnlich den ,privaten* Antigenen in der Blutgruppenserologie auch als ,private* Allele
bezeichnen konnte.

Weiterhin fanden wir kein h-Allel, das identisch gewesen wéare mit den
h-Allelen [56,58], die zum Zeitpunkt des Abschlusses der Sequenzanalyse bekannt

waren (Januar 1996). Bis zu diesem Zeit-

Tabelle 3.4. Hh Genotypisierung* punkt waren lediglich Ergebnisse zu einem
Proband Genotyp Probanden mit Bombay (0On)-Phanotyp in

1 hipt der Literatur veroffentlicht, der homozygot

2 hh’ fur eine Mutation (Tyr ® ter) in Kodon 316

2 Eiﬂj war, und zu einem weiteren Probanden

5 h°h® (,para Bombay*“-Phanotyp), der heterozygot

*

_ _ _ _ fur Allele war mit Substitutionen im Kodon
Die h-Allelkennzeichnung bezieht sich auf

die Abbildung 3.1. Der Hh-Genotyp wurde 164 (Leu® His) und in Kodon 276
bestimmt durch die Nukleotid-Sequen-

zierung der ganzen Lange der kodieren- (Glu ® ter) [58]. Bis Mai 1997 wurde eine
den Sequenz (CDS). Die Bestimmung der ) ) ) )
CDS wurde in PCR-Produkten mittels ganze Reihe weiterer h-Allele meist in
internen Primern durchgefihrt mit einem . N .
automatischen ~ Sequenziergerat.  Die .para Bombay“-Phanotypen aus Ostasien
Sequenzierungsstrategie ist in  Abbil- ; . .

dung 2.1 schematisch dargestellt. Die beschrieben (siehe Tabelle 4.1), die dort
PCR-AmplIfIkate wurden nach der Sub- hauflger beobachtet Werden

klonierung in einem Plasmidvektor unter-
sucht. Die nachgewiesenen Mutationen
wurden durch direkte Sequenzierung
(ohne Subklonierungsschritt) von unab- Die h-Allelsequenz-Daten ein-

hangigen PCR-Produkten bestarigt schlieRlich der vollen Lange der CDS [67]
und von 164 Nukleotiden des Introns wurden abgelegt in den EMBL-, Genbank- und
DNA Data Bank of Japan (DDBJ)-Nukleotid Sequenz Datenbanken unter der Zu-
griffsnummer Z69587. Der Eintrag in den Nukleotid Sequenz Datenbanken gibt
neben den Nukleotidsequenzen auch die Translation und die verschiedenen Anno-
tationen (Genmerkmale und Literaturverweise) wieder (Abbildung 3.2). Uber das
National Center for Biotechnology Information (zum Beispiel NCBI WWW
Entrez PubMed Server; http://www3.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/) ist eine schemati-
sche Reprasentation der Nukleotid-Informationen im Internet ,online* abrufbar
(Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.2. Eintrag in den verschiedenen Nukleotid Sequenz Daten-
banken. Zugriffsnummer Z69587.

LOCUS HSFUT1MJT 1268 bp DNA PRI 01- MAY- 1997
DEFI NI TION H. sapi ens FUT1 gene.
ACCESSI ON 769587

NI D 91616598
KEYWORDS Fucosyl transf erase; FUT1 gene
SOURCE human.

CRGANI SM  Honp sapi ens
Eukaryot ae; mtochondrial eukaryotes; Metazoa; Chordat a;
Vertebrata; Mammalia; Eutheria; Primates; Catarrhini; Honi ni dae
Hono.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1268)
AUTHORS Wagner, F. F. and Fl egel , WA.
TI TLE Pol ynor phi sm of the h allele and the popul ati on frequency of
spor adi ¢ nonfunctional alleles
JOURNAL Transfusion 37 (3), 284-290 (1997)
MEDLI NE 97240210
REFERENCE 2 (bases 163 to 1268)
AUTHORS Larsen, R D., Ernst,L.K, Nair,R P. and Lowe, J. B
TI TLE Mol ecul ar cl oni ng, sequence, and expression of a human
GDP- L-f ucose: bet a- D- gal act osi de 2- al pha- L-fucosyl transferase cDNA
that can formthe H bl ood group antigen
JOURNAL Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 87 (17), 6674-6678 (1990)
MEDLI NE 90370848
REFERENCE 3 (bases 1 to 1268)
AUTHORS  Fl egel , WA
TI TLE Di rect Submi ssion
JOURNAL Submitted (09-FEB-1996) Flegel W A., University of Um
Transfusi on Medici ne, Hel mholtzstrasse 10, U m Gernany, D 89081

FEATURES Location/ Qualifiers
source 1..1268
/ or gani sm="Hono sapi ens”
/germine
intron <1..162

/citation=[1]
/cons_splice=(5"site:NO 3" site: YES)
/ nunber =1
variation 130
/citation=[1]
/ frequency="0. 5"
/repl ace="a"
exon 163..>1268
/citation=[2]
/ nunber =2
gene 165..1262
/ gene="FUT1"
CDs 165.. 1262
/ gene="FUT1"
/ not e="phenot ype: Bonbay bl ood group; codi ng sequence
identical with the wild type FUT1 gene"
/citation=[1]
/codon_start=1
/ pseudo
/ product =" nonfunctional variant h7 of fucosyltransferase”
/ db_xref =" Pl D: €314316"
CDs 165.. 1262
/ gene="FUT1"
/ standard_nanme="H transf erase"
/ EC nunber="2.4.1. 69"
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Abbildung 3.2. Fortsetzung

allele

allele

allele

allele

allele

/ not e="nonfunctional mutants; rel ated sequence: M5531"
[citation=[1]

/citation=[2]

/codon_start=1

/ product ="fucosyl transf erase"

/ db_xref ="PI D: €314315"

/ db_xref ="PI D: g1648868"

/transl ati on="MALRSHRQLCLAFLLVCVLSVI FFLH HQDSFPHG.GLSI LCPD
RRLVTPPVAI FCLPGTAMGPNASSSCPOQHPASL SGTWIVYPNGRFGNQVIGQYATLLAL
AQLNGRRAFI LPAMHAALAPVFRI TLPVLAPEVDSRTPWREL QL HDWVSEEYADL RDP
FLKLSGFPCSW'FFHHLREQ RREFTLHDHL REEAQSVL GQL RLGRTGDRPRTFVGVH
VRREDYL QVMPQRVWKGVVGEDSAYL RQAVMDWFRARHEAPVFVVTSNGVEWCKENI DTSQ
GDVTFAGDGQEATPVKDFALLTQCNHTI M GTFGFWAAYLAGGDTVYLANFTLPDSE
FLKI FKPEAAFLPEW/G NADL SPLWILAKP"

625

/ gene="FUT1"

/ not e="causes am no acid substitution Tyr to Cys at
position 154"

[citation=[1]

/ frequency="0. 0001"

/ phenot ype="Bonbay bl ood group"

/repl ace="g"

[ product ="nonfunctional nutant h2 of fucosyltransferase
gene"

638

/ gene="FUT1"

/note="silent nutation”

[citation=[1]

/ frequency="0. 0001"

/ phenot ype="Bonbay bl ood group"

/repl ace="g"

[ product ="nonfuncti onal nmutant h2 of fucosyltransferase
gene"

677

/ gene="FUT1"

/ not e="causes am no acid substitution Trp to Cys at
position 171"

[citation=[1]

/ frequency="0. 0001"

/ phenot ype="Bonbay bl ood group"

/repl ace="c"

[ product ="nonfunctional nutant h4 of fucosyltransferase
gene"

940

/ gene="FUT1"

/ note="causes amino acid substitution Val to Gu at
position 259"

[citation=[1]

/ frequency="0. 0001"

/ phenot ype="Bonbay bl ood group"

/repl ace="a"

[ product ="nonfuncti onal nmutant h3 of fucosyltransferase
gene"

1108

/ gene="FUT1"

/ note="causes amino acid substitution Ala to Val at
position 315"

[citation=[1]

/ frequency="0. 0001"

/ phenot ype="Bonbay bl ood group"

[ replace="t"
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Abbildung 3.2. Fortsetzung

allele

allele

allele

BASE COUNT

ORIG N

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261

212 a

aggct ct ccc
aaggagt gct
cagcct cagt
at cgt cagct
at at ccat ca
gcct ggt gac
cctectcttce
at ggccggt t
acggccgecg
tcaccctgce
ttcacgactg
gcttccccetg
ccct gcacga
gcacagggga
aggt t at gcc
tggact ggt t
agt ggt gt aa
aggaggct ac
ccat tggcac
ccaacttcac
tgcccgagt g
gagagcca

/ product =" nonfuncti ona

gene"

1118

/ gene="FUT1"
/note="silent nutation"
/citation=[1]

/ frequency="0.0001"

/ phenot ype="Bonbay bl ood group"

/ product =" nonfuncti ona

/replace="a
gene"
1133..1134

/ gene="FUT1"

nmut ant h5 of

mut ant h2 of

fucosyl transferase

fucosyl transferase

/note="two nucl eotides del eti on causing frameshift

nmut ati on"

/citation=[1]

/ frequency=

"0.0001"

/ phenot ype="Bonbay bl ood group"

/ product =" nonf uncti ona

/replace=""
gene"
1211
/ gene="FUT1"

nmut ant h6 of fucosyltransferase

/ note="causes anino acid substitution Trp to Cys at
posi tion 349"
/citation=[1]

/ frequency=

"0.0001"

/ phenot ype="Bonbay bl ood group"

/repl ace=

/ product =" nonf uncti ona

gene"
442 ¢

tacct cagcc
gcaccccagg
gcatttgcta
ct gcct ggece
agacagcttt
acccccagtg
ct gt ccccag
t ggt aat cag
ggcctttatc
cgt gct ggece
gat gt cggag
ctctt ggact
ccaccttcgg
ccgeecgegce
t cagcgct gg
ccgggcacgg
agaaaacat c
accgt ggaaa
cttcggettce
cct gccagac

333 g

ccaggagt ct
cgcctcccet't
attcgecttt
ttcctgctag
ccacat ggcc
gccatcttct
caccctgcett
at gggacagt
ctgcctgeca
ccagaagt gg
gagt acgcgg
ttcttccacc
gaagaggcgc
acctttgtcg
aagggt gt gg
cacgaagccc
gacacct ccc
gactttgccc

t gggct gect
tctgagttce

281 t

aaacctttaa
accccacatc
cctcecectge
t ct gt gt cct
taggcctgtc
gcct geecgggy
ccctctcegg
at gccacgct
t gcat gccge
acagccgcac
actt gagaga
at ct ccggga
agagt gt gct
gcgt ccacgt
t gggcgacag
ccgttttcgt
agggcgat gt
tgct cacaca
acct ggct gg
tgaagatctt

ggtgggcatt aat gcagact tgtctccact

cttcctcettt
cctcctcage
agccat gt gg
ctctgtaatc
gat cct gt gt
tactgcgatg
cacct ggact
gctggctcetg
cctggeccecg
gccgt ggegg
tcctttcctg
acagat ccgc
gggt cagctc
gcgeegt ggg
cgcctacctc
ggt caccagc
gacgtttgct
gt gcaaccac
cggagacact
t aagccggag
ctggacattg

nmut ant hl of fucosyltransferase

ccct gggact
ctccect cct
ct ccggagec
ttcttcctcce
ccagaccgcc
ggccccaacg
gtctacccca
gcccagct ca
gtattccgca
gagct gcagc
aagctctctg
agagagttca
cgcct gggece
gact atctgc
cggcaggcca
aacggcat gg
ggcgat ggac
accatt at ga
gt ct acct gg
gcggecttcc
gct aagcct t



35

Ergebnisse

$1a1TE $1aTTE
$1aTTE bTa1TE
$1a1TE $TOTTE $1o7TE $1a7TE {4ioTyETIRA
-+ 1

I 0.1 T

-+, -+ .13 § sue a1 ThRsoon }
-4 01T -} OUn JUDU="Jonpo.ad /
Tind

‘uagebabue yosiewayos (18] UaJajun Wi puls a|a||y UsauapaIydsiaA alp
"MZQ UOljelie/\ 2UagalLIyosag auld alp N} UsuoneIN|y Jap uauonisod aiQ ‘uagablapaim Z suoxg sep pun suolju| uabizuie sap
usbue|zusnbag alp aIMmos (aselajsuel}jAsoynd Jauld 9|y Sejeuonyun-1yoiu) pinpold sep ‘(11 N4) Bunuyoiezequas) alip puls
Jajunieq yeisablep |eaul s|e sbBesjuieyuequaleq sop ) 'L Bo4I0 3Ip puls /85697 Jawwnusylibnz yuequajeq Jap usgeN

yuequajeq-|goN 43P Ul usuoljeuLIojul-pRoO3PNN J3p Bunjelsieq ayosspewayss ¢ s Bunpjiqqy



36 Bombay-Allelpolymorphismus

3.2.2 Homozygotie fur private h-Allele

Mit einer Familienstudie wurde bewiesen, daf? Proband 1 homozygot ist fur
das h'-Allel (Abbildung 3.4). Wir konnten mittels direkter Sequenzierung in den
mitterlichen und vaterlichen Linien das Vorhandensein des h'-Allels (Trp® Cys im
Kodon 349) nachweisen.

Die Probanden 3 und 4 waren offensichtlich homozygot fur das h3- bezie-
hungsweise h*-Allel, was ebenfalls mittels direkter Sequenzierung bestimmt wurde
(Abbildung 3.5). Ein formaler Beweis der Homozygotie hatte auch bei diesen
Probanden Familienuntersuchungen erfordert. Prinzipiell kbnnten bei Probanden 3
und 4 Deletionen vorliegen, die Teile oder das ganze FUT1-Gen umfassen. Da fur
die populationsgenetische Analyse (siehe Abschnitt 3.4) jedoch lediglich Proband 1
und 2 bertcksichtigt wurden, konnte auf die weitergehende Verifizierung der

Homozygotie bei Probanden 3 und 4 verzichtet werden.

3.3  Statistische Betrachtung zum h-Polymorphismus
3.3.1 Hardy-Weinberg Equilibrium bei seltenen Allelen

Wir beobachteten in der Studie sieben unterschiedliche h-Allele in funf Indivi-
duen mit dem Genotyp hh. Kein Allel wurde in mehr als einem Probanden gefunden.
Wenn man von der Annahme einer guten Durchmischung (Panmixie) im Hardy-

Weinberg Equilibrium ausgeht, ware die Wahrscheinlichkeit dieser Beobachtung

1/(9 X 7 x 5) = 0,0032 .

Daraus folgt, dal’ die Nullhypothese der Panmixie mit der Irrtumswahrschein-
lichkeit von p =0,0032 zuriickgewiesen werden kann. Dies bestatigt die aus der
Populationsbiologie bekannte Folgerung, da? das Hardy-Weinberg Equilibrium in
groRen Populationen flr vergleichsweise seltene Allele nicht erfillt ist, die zum
Beispiel die Haufigkeit von h-Allelen aufweisen. Vielmehr beobachtet man aufgrund
einer in naturlichen Populationen immer vorhandenen, geringgradigen Verwandt-
schaft, die durch den mittleren Konsanguinitatskoeffizient a (englisch: average

inbreeding factor a) beschrieben wird [12], oft eine Homozygotie fur seltene Allele.
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Cys Cys
Glu Trp Val Gly Glu Trp Val Gly
GAGTGR &TGEGGG C GAGTGS3SGTGGGC

control i
Cys
Glu Trp Val Gly Glu Cys Val Gly Glu Trp Val Gly
GAGTGGEG TGEG G C GAGTGCGTGGG C GAGTGSGT GGG C

Abbildung 3.4. Stammbaum des Probanden 1 (grof3er Pfeil), der
homozygot fur das hl-Allel ist. Die Sequenzanalyse zeigt die amplifizierten
Nukleotidpositionen 981 bis 992 im FUTI1-Gen. Die kleinen Pfeile deuten die
Punktmutation an der Position 986 an (G - C; S bezeichnet G+C) in der Position
des dritten Nukleotids im Tryptophan (Trp)-Kodon, die eine nicht-konservative
Aminosauresubstitution durch Zystein (Cys) kodiert. Alle Familienmitglieder des
Probanden 1 tragen das pravalente funktionale H-Allel und das nicht-funktionale
h'-Allel in heterozygoter Form. Sie weisen an der markierten Position (kleine Pfeile)
deshalb Signale fur zwei Nukleotide auf (G: schwarzer Gipfel; C: blauer Gipfel). Die
Kontrollperson ist homozygot fur das H-Allel und weist deswegen - genauso wie

Proband 1 - an dieser Position nur ein Signal auf.
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Control
Phe Val Val Ser Trp, Thr

Proband 3 Proband 4
Phe Glu Val Ser Cys Thr

[c]

AN il

Abbildung 3.5. Sequenzanalyse der Punktmutationen h® (Proband 3) und
h* (Proband 4). Die amplifizierten Nukleotide von Position 772 bis 780 fiir das
h*-Allel und von 509 bis 517 fiir das h*Allel sind dargestellt. Die Pfeile bezeichnen

die Positionen der beiden Punktmutationen. In der dargestellten direkten
Sequenzierung ist eine Heterozygotie an den entsprechenden Nukleotidpositionen
nicht nachweisbar. Deswegen tritt an den markierten Positionen jeweils nur das

Signal fur ein Nukleotid auf.
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3.3.2 Unabhangige Mutationen als Ursache von h-Allelen

Da die Beobachtung von h-Allelen in homozygoter Form durch die zu erwar-
tende Konsanguinitat in der Population bedingt ist, haben wir tatsachlich sieben
unabhangige h-Allele in unserer Studie bei finf Probanden nachgewiesen. Zum
Zeitpunkt der molekularen und populationsgenetischen Analyse (Januar 1996) waren
lediglich drei weitere unabhangige Beobachtungen bei zwei Probanden in der
Literatur beschrieben [58]. Folglich waren damals insgesamt zehn h-Allele
unabhangig voneinander beobachtet worden (entsprechend zehn Chromosomen mit
FUT1-Genen).

Unter der Annahme, daf} k Allele gleicher Frequenz in der Population vor-

kommen, wéare die Wahrscheinlichkeit, k Allele in n Beobachtungen zu finden,

kKx(k-1)x(k-2)x..x((K-n+1)K".

Gabe es nur die zehn beobachteten Allele in der weil3en Bevdlkerung, ware
die Wahrscheinlichkeit, dal3 alle bis dahin beobachteten Allele unterschiedlich sind,
lediglich p = 0,000045 gewesen. Damit p > 0,05 gilt, muf3te es mindestens neunzehn
verschiedene Allele in der Bevolkerung geben, die alle fir unterschiedliche
Aminosauresubstitutionen, Stopkodons oder .frame shift“-Mutationen kodierten.
Diese Abschéatzung von mindestens neunzehn Allelen stellt allerdings nur die untere
Grenze der tatsachlichen Anzahl von h-Allelen dar. Wir vermuteten daher [115], dal3
mit grol3er Wahrscheinlichkeit die tatsachliche Zahl in der Population wesentlich
hoher ist. Diese Vermutung war beim Schreiben dieses Manuskripts bereits
bewiesen, da nunmehr insgesamt 16 h-Allele in der Literatur veroffentlicht
[58,115,118,129] und zudem drei weitere h-Allele in Abstraktform beschrieben sind
[56]. Eine Zusammenfassung der bekannten h-Allele findet sich in der Diskussion
(siehe Tabelle 4.1).

3.4  Populationsgenetische Analyse

3.4.1 Mittlerer Konsanguinitatskoeffizient a

Die Bombay (0On)-Phanotypfrequenz in unserer Population war 1 in 312.081
[117]. Proband 1 der beiden Blutspender dieser Frequenzstudie (Proband 1 und 2)

war nachweislich homozygot fir ein sporadisches h-Allel. Diese Beobachtung stimmt
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Uberein mit der Homozygotie von zwei Probanden (Proband 1 und 3) von vier

untersuchten Probanden deutscher Abstammung (Proband 1, 2, 3 und 5). Hieraus

leiten sich

fhomo+hetero = 1/312.081
und

fromo = (1/312.081) X 0,5 = 1/624.162
ab.

Wir lésten das Gleichungssystem (Formel 1.1 und 1.2 im Methodenteil),
indem wir diese experimentell bestimmten Populationsfrequenzen zugrunde legten,
und berechneten a = 0,00116 und fhse = 1:769.

3.4.2 Frequenz sporadischer h-Allele in der Population

Da die Frequenz des se-Allels in der deutschen Bevdlkerung mit fse = 0,4516
bekannt war [83], konnten wir die gesuchte Frequenz der h-Allele in der deutschen

Bevdlkerung bestimmen mit
fn = 1:347 beziehungsweise f, = 0,0029.

Das 95% Vertrauensintervall der Bombay (0Oy)-Phanotypfrequenz  war
1:88.226 - 1:1.758.205 (siehe Tabelle 3.1). Unter Zugrundelegung dieses Intervalls
und a = 0,00116 wurde die obere und untere Grenze des 95% Vertrauensintervalls
fur die Frequenz der h-Allele in der deutschen Bevodlkerung mit 1:185 - 1:824
abgeleitet.
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4. DISKUSSION

4.1 Haufigkeit sporadischer nicht-funktionaler Allele im FUT1-Gen

In dieser Studie konnten wir belegen, dal3 die nicht-funktionalen Allele im
FUT1-Gen in der weil3en Bevolkerung durch viele unterschiedliche Mutationsereig-
nisse charakterisiert sind. Die Ursache des sehr seltenen Bombay (0y)-Blutgruppen-
Phanotyps ist deswegen ein ,Hintergrund“ von vielen verschiedenen nicht-funktiona-
len Allelen, die zusammen mit dem vorherrschenden funktionalen H-Allel im FUT1-
Gen auftreten. Solche seltenen nicht-funktionalen Allele kénnen in jedem Gen
infolge von standig stattfindenden Mutationen vorhanden sein.

Wir bestimmten in einer grol3en weil3en Bevoélkerung, dal3 die Frequenz nicht-
funktionaler h-Allele in der Summe 1in 347 (f, = 0,0029; 95% Vertrauensintervall:
1:185 - 1:.824) betragt. Obwohl diese Frequenz bisher nur fir das FUT1-Gen
untersucht wurde, kann man verallgemeinern, dafld nicht-funktionale Allele mit
ahnlichen Frequenzen in vielen anderen Genen auftreten, sofern sie Mutationen
ohne wesentlichen Selektionsdruck reprasentieren. Dies kann insbesondere fir die
Gene anderer Glykosyltransferasen als der H-Transferase zutreffen, die zum
Beispiel die Blutgruppensysteme ABO, P und Lewis bilden.

Beim FUT1-Gen haben wir bewiesen, dal3 der Anteil von zuféllig mutierten
sporadischen nicht-funktionalen Allelen unter allen auftretenden Null-Allelen
Uberwiegt. Diese Verteilung von Null-Allelen mag fur viele andere Gene ebenfalls
zutreffen, die Tumor-assoziiert auftreten oder Erbkrankheiten verursachen. In
diesem Fall kdnnen solche Gene prinzipiell nicht verlal3lich mit dem Nachweis von

einzelnen oder einigen wenigen Null-Allelen untersucht werden.

4.2  Polymorphismus nicht-funktionaler Allele im FUT1-Gen

In sechs der sieben in dieser Studie gefundenen h-Allele konnten ,missense*-
Mutationen nachgewiesen werden, die fur nicht-konservative Aminosauresub-
stitutionen kodierten, beziehungsweise Nukleotiddeletionen, die zu einem verander-
ten Leserahmen fiihrten. Der Uberwiegende Teil der Mutationen fand sich im 3" Teil
der CDS. Diese Befunde stehen in Ubereinstimmung mit den anderen inzwischen
beschriebenen h-Allelen im FUT1-Gen [56,58,118,129] (Tabelle 4.1). Wir vermuten,

dal diese Aminosaureaustausche im H-Transferaseprotein die Ursachen der feh-
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lenden H-Transferaseaktivitat darstellen. Der formale experimentelle Beweis des
ursachlichen Zusammenhangs wuirde funktionelle Teste erfordern [67,118] mit Pro-
teinexpression in Zellinen und Messung der enzymatischen Aktivitat. Der Beweis der
Ursache war jedoch zum Nachweis des Polymorphismus und fir die Schluf3folge-
rungen dieser Studie nicht erforderlich. Zudem wird der ursachliche Zusammenhang
in der Literatur oft ohne experimentellen Beweis akzeptiert, wenn eine Assoziation
mit einem Phanotyp oder einer Krankheit nachweisbar ist [16,35].

Es ist auffallig, daf3 drei der funf ,missense”-Mutationen in den h-Allelen unse-
rer Studie fir die Aminosdaure Zystein kodieren. Bekanntermallen tragt die
Brickenbildung zwischen Zysteinen wesentlich zur Ausbildung der Tertiarstruktur
von Proteinen bei. Die aberrant aufgetretenen Zysteine kdnnten zu veranderten
Brickenbildungen und zu Konformationsdnderungen des H-Transferaseproteins
fuhren. Unsere geh&ufte Beobachtung von Zystein-Substitutionen hatte auf eine Be-
sonderheit beim FUT1-Gen hinweisen kdnnen. Da bei den h-Allelen der anderen
Untersuchungen allerdings keine solche Haufung vorkam, gehen wir davon aus, daf3
unsere Beobachtung zufallig war.

Das h’-Allel ist von besonderem Interesse, weil es die kodierende Sequenz
(CDS) des funktionalen H-Allels aufweist, jedoch in einem H-defizienten Individuum
nachgewiesen wurde. Diese Beobachtung ist bisher fur kein anderes Transferase-
gen beschrieben worden. Lediglich in Abstraktform [56] findet sich der Hinweis, dal3
im ,klassischen“ Bombay (0y)-Phanotyp unter Indern mittels DGGE- und SSCP-
Techniken ebenfalls keine Mutationen in der CDS des FUT1-Gens nachweisbar
waren. Weitere Studien sollten belegen, ob es sich bei dem h’-Allel, das wir bei ei-
nem Probanden deutscher Abstammung fanden, um das Allel des ,klassischen”
Bombay (0y)-Phanotyps der indischen Bevdlkerung handelt. Zur Klarung der fehlen-
den Funktionalitat des h’-Allels ware die Charakterisierung insbesondere der 5° und
3" nicht-translatierten cDNA (UTS) sowie der Promotorregion des h’-Allels sinnvoll.
Auch kénnte eine kirzlich beschriebene SpleiRvariante des FUT1-Transkripts eine
Erklarung liefern [60]. Bei dieser alternativen Expression in einigen Geweben tragt
auch das - von uns nicht untersuchte - Exon 1 zur CDS bei, sodal3 prinzipiell
Mutationen in diesem Bereich des FUT1-Gens Bedeutung fir den Verlust der Funk-

tionalitat haben konnten.



Tabelle 4.1. Zusammenstellung der bekannten nicht-funktionalen Allele im FUT1-Gen (Stand Mai 1997)

beobachtete Mutationen Homo- experimentell OMIM
Nukleotid Aminosaure Phanotyp Population zygotie gesichert Varianten Literaturstelle
C35T/A980C Alal2Val/Asn327Thr  ,para Bombay* taiwanesisch ja nein - Yu et al. 1997
T460C Tyrl54His .para Bombay* taiwanesisch nein nein - Yu et al. 1997
T460C/G1042A Tyrl54His/Glu348Lys ,para Bombay“ japanisch ja ja - Wang et al. 1997
A461G Tyr154Cys Bombay deutsch nein nein - diese Studie
T491A Leul64His .para Bombay* USA nein nein .0002 Kelly et al. 1994
G513C Trpl71Cys Bombay turkisch ja nein - diese Studie
C658T Arg220Cys .para Bombay* taiwanesisch nein nein - Yu et al. 1997
T776A Val259Glu Bombay deutsch ja nein - diese Studie
K. A. Trp267Cys k. A. K. A. k. A. nein - unveroffentlicht
K. A. Asp278Asn k. A. K. A. k. A. nein - unveroffentlicht
Co44T Ala315Val H-def. Sekretor  deutsch nein nein - diese Studie
G1047C Trp349Cys Bombay deutsch ja: IBS nein - diese Studie
AG547/548del 182 frame shift .para Bombay* taiwanesisch nein nein - Yu et al. 1997
C826T Glu276ter .para Bombay* USA nein nein .0003 Kelly et al. 1994
TT880/881del 294 frame shift .para Bombay* taiwanesisch nein nein - Yu et al. 1997
C948G Tyr316ter Bombay USA ja: IBS ja .0001 Kelly et al. 1994
CT969/970del 323 frame shift H-def. Sekretor  deutsch nein nein - diese Studie
G990del 330 frame shift k. A. k. A. k. A. nein - unveroffentlicht
keine Veranderungen in der CDS Bombay deutsch nein nein - diese Studie
keine Veranderungen in der CDS Bombay indisch ja nein - unveroffentlicht

uoissnysic

k. A. - keine Angaben. H-def. Sekretor - H-defizienter Sekretor. ja: IBS - Homozygotie und Identitat beider Allele der Probanden durch Familienstudien gesichert; ja -
Homozygotie wegen fehlendem Nachweis eines zweiten Allels wahrscheinlich. Eine Identitat der Allele durch Abstammung (IBD) ist bisher bei keinem molekular
charakterisierten h-Allel abschlielend gesichert worden. Lediglich bei zwei Mutationen wurde bisher experimentell in Expressionsstudien gesichert, dal3 das mutierte
Allel keine Fukosyltransferase-Aktivitat aufweist. OMIM - Online Mendelian Inheritance in Man (Datenbank); die Striche weisen darauf hin, daf fiir die meisten Allele
bisher noch keine Numerierung als ,Allelic Variants* in der OMIM Datenbank unter dem Genlocus ,*211100 FUT1" erfolgt ist. frame shift - ab den angegebenen
Kodons sind die Leserahmen veréndert, was zu einem vorzeitigen Ende der Translation fuhrt. Die unverdffentlichten Daten sind einem Abstrakt von Johnson et al.
[118] entnommen. In dem Abstrakt werden fiinf weitere Mutationen in CDS ohne genauere Spezifikationen berichtet, die offensichtlich zum Teil in Yu et al. [129]
veroffentlicht wurden. Alle Probanden des ,klassischen* Bombay (0p)-Phéanotyps indischer Abstammung in Johnson et al. waren anscheinend homozygot fur ein Allel,
bei dem sich keine Veranderung in der CDS nachweisen liel3 (Geoff Daniels, persdnliche Mitteilung).

(14
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Seit mehr als 20 Jahren sind Hinweise auf eine mdgliche serologische Hete-
rogenitat der Bombay (Op)-Phanotypen veroffentlicht [81]. Die verschiedenen von uns
nachgewiesenen h-Allele kbnnten eine Ursache flr serologische Unterschiede bei
H-defizienten Phéanotypen bilden. Um diese Hypothese zu priufen, werden zur Zeit in
einer Kooperation mit P. D. Issitt die molekular charakterisierten Bombay (Op)-

Phanotypen mit serologischen Daten korreliert.

4.3  Mittlerer Konsanguinitatskoeffizient a in der deutschen Bevdlkerung

Der Uberraschend hohe Anteil von Bombay (On)-Ph&notypen, die durch die
Homozygotie fur ,private” h-Allele verursacht sind, ist durch die geringe Konsan-
guinitat erklart, die selbst in gro3en und gut durchmischten Populationen auftritt.
Diese Schluf3folgerung wird unterstitzt durch die friiher veroffentlichte Beobachtung
[7,99], daR der Bombay (0y)-Phanotyp in Indien in solchen Familien vermehrt vor-
kommen, in denen aus religiosen Grinden Verwandtschaftsehen erlaubt sind. Der
Vergleich mit den veroéffentlichten Daten aus anderen Populationen ergibt, dal? der in
dieser Studie bestimmte mittlere Konsanguinitatskoeffizient a fur die baden-
wuirttembergische Population gut in die bekannten Daten fir Europa pal3t
(Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2. Mittlere Konsanguinitatskoeffizienten a in
verschiedenen Populationen1

Population Koeffizient a
USA 0,00009
Belgien 0,0005
Frankreich 0,0011
Deutschland? 0,00116
Spanien 0,00203
Japan 0,0046
Indien 0,019

' Nach [12] Tabelle 7.3; Seite 350f; abgeschatzt aus der Rate bluts-

verwandter Ehen in Standesregistern. Fur deutsche Bevolkerungen
lagen in Lehrbiuchern bisher keine Abschatzungen vor.
Nach den Ergebnissen und Berechnungen dieser Studie durch
molekulargenetische Analyse experimentell bestimmt.

Bisher wurde der mittlere Konsanguinitatskoeffizient a tblicherweise indirekt
abgeschatzt aus dem Vorkommen von Verwandtschaftsehen, wie sie zum Beispiel in

Kirchenregistern der romisch-katholischen Kirche im Rahmen von sogenannten Dis-
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pensationsaufzeichnungen dokumentiert sind [12]. Dieses Verfahren unterschatzt
den Koeffizienten a geringfiigig, aber systematisch, da die meisten Verwandschafts-
verhaltnisse der UrgroRReltern und der noch alteren Vorfahren unbericksichtigt blei-
ben. Andererseits werden manche Nachkommen bei der Berechnung bertcksichtigt,
obwohl sie in Wahrheit nicht aus der Verbindung stammen.

Unser Ansatz war insofern neuartig, als wir eine direkte Kalkulation des mitt-
leren Konsanguinitatskoeffizienten a aus experimentellen Ergebnissen vornehmen
konnten, ohne auf vermeintlich bekannte Verwandtschaftsverhaltnisse zurtickgreifen
Zu mussen.

Allerdings weist unser Ergebnis fir den Konsanguinitatskoeffizienten a eben-
falls nur eine eingeschrankte Genauigkeit auf, da es auf einer kleinen Probanden-
zahl und einem einzelnen Genlocus beruht. Dennoch zeigt die Zusammenstellung in
Tabelle 4.2, dal’ der von uns bestimmte Koeffizient a gut Ubereinstimmt mit den Ab-
schatzungen fur andere europdische Populationen. Die Bestimmung des mittleren
Konsanguinitatskoeffizienten a war nicht das primére Ziel der vorliegenden Studie.
Der Koeffizient a wurde vielmehr im Rahmen des angewandten Gleichungssystems
im Zusammenhang mit der Frequenzbestimmung der h-Allele abgeleitet. Daher kann
der mittlere Konsanguinitatskoeffizient a als Kontrolle fir die VerlaR3lichkeit des ein-
gesetzten populationsgenetischen Modells und des verwendeten Gleichungssystems

betrachtet werden.

4.4  VerlaYlichkeit der Frequenzabschatzung von Null-Allelen in der Population

Unsere systematische Untersuchung von dber 600.000 Blutspendern auf
seltene Phanotypen (Bombay (0,)-Phéanotyp, D-Deletionen und p; siehe Tabelle 3.1)
forderte neben den beiden Beobachtungen beim FUT1-Gen lediglich eine
Beobachtung in der P-Blutgruppe zutage. Die molekulare Analyse und die
Kalkulation der Null-Allelfrequenz wurde deswegen am Beispiel des FUT1-Gens
durchgefiihrt. Vergleichbare Kalkulationen mit den P- und Rhesus-Genen wirden
niedrigere Frequenzen von Null-Allelen ergeben. Die willkirliche Auswahl eines
Genlocus, der - im Rahmen der seltenen Ereignisse - die meisten Beobachtungen

ergab, konnte so zu einer Uberschatzung der Null-Allelfrequenz beigetragen haben.
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Eine molekulare Analyse der Ursache von Null-Allelen im P-Gen ist zur Zeit
nicht moglich, da dieses Blutgruppengen zusammen mit dem Dombrock-Gen das
letzte der noch nicht klonierten Blutgruppengene darstellt. Der molekulare Mecha-
nismus von Null-Allelen in dem Genlocus der beiden Rhesus-Gene ist nach dem
derzeitigen Stand der molekularen Ergebnisse komplex, da ein molekular charakte-
risierter Rhny-Phanotyp durch eine Veranderung in einem Begleitprotein verursacht
ist [14]. Wegen der nicht abschlieRend geklarten Molekularbiologie von Null-Phano-
typen der P- und Rhesus-Blutgruppen ist die Anwendbarkeit des Gleichungssystems
nicht gesichert. Eine Berechnung fir diese beiden Genloci wurde deswegen nicht
durchgefthrt.

Ein moglicher Fehler bei der Abschatzung findet sich nur angenéhert mit der
Quadratwurzel im Ergebnis der Null-Allelfrequenzen wieder (siehe Formel 1.3 und
Abschnitt 2.4) und hat deswegen einen vergleichsweise geringen Effekt auf die ge-
suchte GrolRe. Weiterhin hangt die Relevanz der Null-Allelfrequenz fir die Geno-
typisierungsstrategien lediglich von der Grél3enordnung ab. Die einzige uns be-
kannte Abschatzung von Null-Allelfrequenzen [65] ergab in Drosophila melanogaster
am Beispiel von 25 Enzym-Genloci eine Frequenz von f=0,0023 und stimmt somit
weitgehend mit der von uns beim Menschen bestimmten Null-Allelfrequenz
(f=0,0029) Uberein. Wir nehmen deswegen an, dal3 die von uns nachgewiesene
Frequenz recht verlaf3lich ist und mit kleineren Anpassungen fur viele andere Genloci

bei Vertebraten und Invertebraten zutrifft.

4.5 Bedeutung sporadischer nicht-funktionaler Allele fir die Genotypisierung am
Beispiel des ABO-Blutgruppensystems

Die zur Zeit eingesetzten Verfahren zur Genotypisierung nutzen ganz uber-
wiegend sogenannte ,charakteristische* beziehungsweise ,diagnostische* kurze
(< 20 bp) Nukleotidsequenzen. Unter der Annahme einer Rate sporadischer nicht-
funktionaler Allele unter den Transferasen des ABO-Gens, die ahnlich der im
FUT1-Gen ist, implizieren unsere Ergebnisse, dal} die Vorhersage des Phéanotyps
aufgrund der zur Zeit verwendeten Genotypisierungsverfahren in ungefahr einer von
300 Bestimmungen von Probanden mit der Blutgruppe O versagt (Tabelle 4.3). Die
erwartete Rate von Genotypisierungsfehlern ist bei Individuen der Blutgruppe A oder
B niedriger. Bei der Blutgruppe AB kénnen grundséatzlich keine Fehltypisierungen
aufgrund von nicht-funktionalen Allelen auftreten. Die mittlere kalkulierte Fehlerrate

fur die ABO-Blutgruppenbestimmung war 1 in 630.
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Tabelle 4.3. Rate der zu erwartenden ABO-Genotypisierungsfehler infolge von
sporadischen nicht-funktionalen ABO-Allelen®

nachge- kalkulierte Rate der
wabhrer wabhrer wiesener Phéanotyp- Frequenz in der GenotAypisierungs—
Phanotyp Genotyp® Genotyp Vorhersage Bevoélkerung (%)° fehler
00 00 korrekt 40,83
0 a0 or b0 AO or BO inkorrekt 0,1326 1:308
aa, ab,orbb AA, AB, or BB inkorrekt 0,0001
AO AO korrekt 35,66
A AA AA korrekt 7,78 1:3.340
Aa AA korrekt 0,0449
Ab AB inkorrekt 0,0130
BO BO korrekt 10,35
B BB BB korrekt 0,6561 1:846
aB AB inkorrekt 0,0130
Bb BB korrekt 0,0038
AB AB AB korrekt 4,52 0
alle ABO-Blutgruppen 100 1:630

1

4

Die Fehlerraten der Genotypisierung im ABO-Gen mit Ublichen Genotypisierungsverfahren wurden
berechnet unter der Annahme, dal3 die Frequenz von nicht-funktionalen Allelen identisch zu der

h-Allelfrequenz ist.

a und b bezeichnen nicht-funktionale Varianten von A- und B-Allelen. Varianten der bekannten
0-Allele fuhren generell nicht zu Fehlern in der Phénotypvorhersage, wenn die gegenwaértig tblichen
Genotypisierungsmethoden angewandt werden.
Berechnet unter der Berticksichtigung der veréffentlichten ABO-Allelfrequenzen in der deutschen
Bevolkerung [117] und unter Zugrundelegung der h-Allelfrequenz fur die a- und b-Allele (A-Allel

Frequenz von 0,279; B, 0,081, 0, 0,639; a, 0,000804; b, 0,0002334).

Rate der Genotypisierungsfehler unter Individuen mit den verschieden ABO-Phanotypen.

Keine der verfugbaren Genotypisierungsmethoden kann gegenwaértig wegen

des erheblichen Aufwands und der damit verbundenen Kosten die etablierten Phéa-

notypisierungsverfahren in der Blutgruppenserologie ersetzen. Die vorliegende Stu-

die belegt dartber hinaus, dal3 die Verladlichkeit der gegenwartigen Genotypisie-

rungsverfahren aufgrund der unvermeidbaren Fehlerrate prinzipiell begrenzt ist.

VerlaB3lichere Genotypisierungsstrategien mifdten daher technisch grundsatzlich

anderen Prinzipien folgen.
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4.6 Bedeutung bei Onkogenen

Nicht-funktionale Allele sind offensichtlich von erheblicher klinischer Bedeu-
tung bei allen ,Tumorsuppressor-Genen“ wie dem Rb-Gen, dem p53-Gen oder dem
BRCA1-Brustkrebssuszeptibilitdtsgen. Die Frequenzen von Null-Allelen in dominan-
ten krankheitsassoziierten Genen waren niedriger als im FUT1-Gen, wenn ein Se-
lektionsdruck den Verlust solcher Allele in der Population bedingt. ,Missense“-Muta-
tionen, die fur ein funktionales Protein kodieren und daher keinem Selektionsdruck
unterliegen kdnnen (neutrale Allele), verbleiben im Allelpool der Population, wahrend
nicht-funktionale Allele - wegen des angenommenen Selektionsdrucks - eher
eliminiert werden und verhaltnismafig seltener vorkommen. Deswegen kodnnten
neutrale Allele einen erheblichen Anteil aller varianten Allele bei Onkogenen repra-
sentieren [15].

In diesem Zusammenhang ist das Beispiel des BRCA1-Gens interessant. Die
Frequenz aller Tumor-assoziierten BRCA1-Mutationen wird auf zirka 1 in 833 in der
Bevdlkerung geschéatzt [34]. Ganz ahnlich dem von uns untersuchten FUT1-Gen
wurde kein pravalentes Allel unter den nachgewiesenen Null-Allelen beobachtet
[17,63]. Ein solches pravalentes Null-Allel scheint allerdings in einer isolierten Popu-
lation aufzutreten [25,106]. Eine Untersuchung zur Entscheidungsfindung (,decision
analysis“) [100] zeigte die groRen Probleme infolge modifizierender, zur Zeit nicht
einschatzbarer EinfluRgréf3en auf (variable Penetranz und Interaktion mit anderen
Genen, Umwelt- und Erndhrungsfaktoren), die eine Routineanwendung vor einer
aufwendigen Klarung der Zusammenhange ausschlieBen [5,47]. Die pathogeneti-
sche Relevanz von ,missense“-Mutationen kann kaum bestimmt werden, solange
kein funktionaler Test bekannt ist. Dies stellt ein erhebliches Problem fir eine popu-
lationsweite Reihenuntersuchung von krankheitsassoziierten Allelen dar, da klinisch
irrelevante Allele (neutrale Allele) nicht von krankheitsassoziierten Allelen
(Null-Allele) zu unterscheiden sind und eine solide genetische Beratung vereiteln.

Ein weiteres Beispiel ist das p53-Gen. Das p53-Gen und sein Proteinprodukt
werden sehr intensiv untersucht, seit beobachtet wurde, dal3 ungefahr 50% der
menschlichen Malignome Mutationen in diesem Gen aufweisen. Verdnderungen im
Sinne eines Null-Phanotyps pradisponieren zu Malignomen [98]. Am haufigsten

kommen ,missense“-Mutationen vor, seltener Deletionen oder Stopkodon-Muta-
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tionen mit vorzeitigem Translationsabbruch. Auch ,knock out‘-Mause mit einer

homozygoten p53-Null-Mutation entwickeln gehauft Malignome [20,21].

4.7  Bedeutung bei erbgenetischen Fragestellungen

Null-Allele kdnnen bei erbgenetischen Untersuchungen nur dann zu Fehlern
fuhren, wenn fir ein Erbmerkmal die molekularen Ergebnisse von Probanden mit
serologischen Befunden anderer Probanden verglichen werden. Solange molekulare
Untersuchungsergebnisse, die mit identischen Techniken erhoben wurden, innerhalb
eines zu prufenden Abstammungsverhaltnisses miteinander verglichen werden, ist
ein Fehler aufgrund von Null-Allelen grundsétzlich ausgeschlossen.

Bei der Blutgruppe Duffy kann zum Beispiel die niedrige, aber nicht zu ver-
nachlassigende Frequenz von Null-Allelen (f=0,01910) [52] einen Ausschluld ver-
hindern, wenn der Nachkdmmling reinerbig erscheint, jedoch potentieller Trager
eines Null-Allels sein kann. Die Genotypisierung - auch im Bereich der Blutgruppen-
gene - wlrde so einen reinerbigen Ausschlul3 ermdglichen, wo bislang aufgrund der
serologischen Techniken Zweifel verblieben sind. Neben der Duffy-Blutgruppe kann
dies von praktischer Relevanz bei verschiedenen anderen Blutgruppenmerkmalen
wie zum Beispiel der Kell-Blutgruppe sein. Gerade bei Genloci mit niedriger Fre-
guenz von Null-Allelen kann die Genotypisierung der Phanotyp-basierten Abstam-
mungsuntersuchung uberlegen sein, weil Genotypisierungsfehler, die bei der Ph&no-
typ-Pradiktion problematisch wéren, keinen Einflul3 auf Gen-basierte Berechnungen

nehmen mussen.

4.8 Genotypisierungsstrategie in Gegenwart von sporadischen nicht-funktionalen
Allelen

Viele Genotypisierungsstrategien beruhen auf der Bestimmung von einzelnen
oder wenigen Nukleotiden, die fur die Funktionalitat und Phé&notypexpression [126]
wichtig oder genetisch mit einem Phanotyp verbunden sind [3,6]. Nukleotidaustau-
sche werden Ublicherweise nachgewiesen mittels PCR oder ,Southern blot*-Technik
in Verbindung mit Allel-spezifischen Assays, wie zum Beispiel Restriktionsfragment
Langenpolymorphismus (RFLP) [88,104,125], Allel-spezifischen Oligonukleotid- (so-
genannten ASO-) [22,105] und Peptidnukleotidproben [10], sequenzspezifischen
Primern (SSP) [23,72,110,122] und Nukleotidsequenzierungen von kurzen DNA-

Abschnitten [96]. Diese Techniken erfassen nicht die volle Ldnge der CDS, sondern
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nur einen kleinen Teil davon. Deswegen koénnen sie grundsatzlich die meisten
sporadisch auftretenden Mutationen nicht nachweisen, die einen Verlust der
Funktion verursachen und, wie in dieser Studie gezeigt, in der Summe verhaltnisma-
Big oft vorkommen. Solange keine alternativen Methoden zur Verfligung stehen, ist
die Fehlerrate durch Null-Allele unvermeidbar. Dennoch sollte der mégliche Fehler in
seiner GrolRenordnung bewul3t sein und gegebenenfalls bei der Interpretation im
Rahmen einer klinischen Anwendung bertcksichtigt werden.

Der Einsatz von anderen Methoden der Genotypisierung, wie Einzelstrang
Konformationspolymorphismus (SSCP) [92], ,enzyme mismatch cleavage® [128],
Gelelektrophorese mit einem Gradienten denaturierender Bedingungen (DGGE) [24]
oder andere Nachweismethoden von Heteroduplex-DNA [103], die viele bisher un-
bekannte Nukleotidaustausche in Abschnitten genomischer DNA oder cDNA finden,
konnte zu einer Reduktion der Rate von Genotypisierungsfehlern bei allen Allelen mit
aberranten kodierenden Sequenzen (CDS) fuhren. Zur Zeit sind solche Techniken
noch sehr aufwendig, insbesondere wenn die Abklarung des zugrunde liegenden
Polymorphismus angeschlossen wird.

Allerdings sind auch die Techniken, die die volle Lange der CDS erfassen,
nicht in der Lage, solche nicht-funktionalen Allele nachzuweisen, die durch Mutatio-
nen in nicht-kodierenden cDNA-Sequenzen oder in der Promotorregion verursacht
sind. Solche Mutationen kénnen eine normale Transkription des Gens verhindern
oder zu einer Instabilitat der mRNA fiihren. Das von uns beobachtete h’-Allel ist ein
Beispiel hierfur, da dieses h’-Allel eine kodierende Sequenz (CDS) entsprechend

dem funktionalen H-Allel aufwies.

4.9 Qualitatsgesicherte Genotypisierung

Die Qualitatskontrolle fur Genotypisierungsverfahren erfordert eine Quantifi-
zierung der mdglichen Fehlerrate fir die zu untersuchenden Probanden. Aufgrund
der erheblichen Unterschiede in der Frequenz und Art der genetischen Varianten
zwischen verschiedenen Populationen, die zum Beispiel bei der molekularen Cha-
rakterisierung von Blutgruppengenen deutlich werden [116,117], sollte die Abschét-
zung der Fehlerrate fur jede zu untersuchende Population getrennt erfolgen.

Sporadische nicht-funktionale Allele sind in beinahe allen autosomalen Gen-
loci zu erwarten. Es ware vorteilhaft fur verlallliche Strategien zur Genotypisierung,

wenn auch sporadische, bisher nicht beschriebene, nicht-funktionale Allele sicher
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erkannt wirden. Kompliziert wird die Genotypisierung, wie auch in dieser Studie be-
obachtet, durch Null-Allele, die sich in der kodierenden Sequenz nicht von den funk-
tionalen Allelen unterscheiden. Besondere Bedeutung flr die Genotypisierung haben
nicht-funktionale Allele in Genloci mit pravalenten Null-Allelen und in Genen unter
niedrigem Selektionsdruck, wenn eine Phanotyp-Vorhersage angestrebt wird.
Weiterhin kénnen sporadische Null-Allele die populationsweite Reihenuntersuchung
auf Onkogene erheblich komplizieren.

Unter der Voraussetzung, dal3 das Auftreten von ,silencer‘-Genen zum Bei-
spiel in trans-Position wie beim Ky-Phé&notyp ausgeschlossen ist, konnten zwei Be-
dingungen zu einer Verbesserung der Verfahren fiihren: Eine zuverlassige Strategie
zur Genotypisierung sollte eine mRNA semiquantitativ nachweisen und deren volle
Ubereinstimmung mit einer bekanntermalen funktionalen mRNA belegen.

Die Prasenz einer mRNA kann in der Regel durch eine reverse Transkriptase-
reaktion semiquantitativ getestet werden. Als Ausgangsmaterial konnte die mRNA
aus Leukozyten oder in der Pranataldiagnostik aus Amnionzellen in Betracht kom-
men. Letztlich stellt die mMRNA aus solchen Zellen - auch im Falle von Blutgruppen -
nicht das Transkriptionsprodukt der Gewebe dar, in denen das Genprodukt typi-
scherweise seine Funktion austbt. Folglich kdnnten sich die Splei@muster der
normalen (klinisch relevanten) und der ektopischen (zum Beispiel leukozytaren)
Transkripte unterschieden. In der Praxis hat dies jedoch keine Probleme verursacht,
weil bisher - auch bei ektopischer Transkription - immer korrekt gespleildte
Transkripte nachweisbar waren [16].

Die volle Ubereinstimmung mit einer bekanntermaRen funktionalen mRNA ist
schwierig zu beweisen. Da sie nach jetzigem Stand aus Grinden der Praktikabilitat
PCR-basiert erfolgen muf3, sind zumindest die Primersequenzen nicht verlaRlich
nachweisbar. Weiterhin kdnnen einzelne Nukleotidabweichungen zur Zeit nur sicher
durch die sehr aufwendige Sequenzierung belegt beziehungsweise ausgeschlossen
werden. Wegen der erheblichen Bedeutung der Genotypisierung ist zu erwarten, dal3
geeignetere und einfachere Verfahren entwickelt werden. Hierbei erscheinen
Heteroduplex-basierte Methoden wie die ,enzyme mismatch cleavage“-Methode
[128] oder die Sequenzierung durch Hybridisierung an Oligonukleotid-,Arrays” [13]

vielversprechend.
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4.10 Ausblick

Die Bestimmung eines Phanotyps oder ,Immuntyps®, zum Beispiel der Anti-
gene fur Blutgruppenmerkmale, wird zunehmend durch die Genotypisierung ersetzt
werden. Eines der sichersten diagnostischen Verfahren ist die ABO-Blutgruppen-
bestimmung, die mit serologischen Techniken die geringste zu erwartende Fehler-
rate in der medizinischen Diagnostik tUberhaupt aufweist. Eine Genotypisierungs-
strategie, die eine auch nur anndhernd vergleichbare VerlaRlichkeit besitzt, wirde
die meisten herkébmmlichen diagnostischen Verfahren bei weitem utbertreffen. Inso-
fern kann der Entwicklung von verla3licheren Genotypisierungsstrategien am Bei-
spiel von Blutgruppengenen Modellcharakter fir die Genotypisierung in der Medizin
zukommen.

Bei speziellen Fragestellungen wird bereits jetzt die Genotypisierung zur
Blutgruppenbestimmung durchgefihrt. Die absehbaren raschen Fortschritte in der
Miniaturisierung und Wirtschaftlichkeit der Genotypisierung lassen erwarten, daf3 in
Zukunft die Genotypisierung auch fir die Blutgruppenbestimmung breite Anwendung
finden wird.

Durch die klinische Blutgruppenbestimmung sind die umfangreichsten ver-
fugbaren Datenbasen zu Ph&notypen in nattrlichen Populationen erstellt worden.
Diese Datenbasen kénnen fur die molekulargenetische Analyse von Null-Allelen
genutzt werden, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde. Andere Allelien, wie zum Beispiel
stille Mutationen und Genkonversionen, kdnnen ebenso anhand dieser Datenbasen
in der Transfusionsmedizin analysiert werden. Solche Untersuchungen werden zum
Grundlagenverstandnis der Variabilitat von Allelen und der chromosomalen Dynamik

bei Genen unter niedrigem Selektionsdruck in nattrlichen Populationen beitragen.
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5. ABKURZUNGEN

ASO
bp
cDNA
CDS
DGGE

DNA
h-Allel
IBD
IBS
[o]€]
IL-1
kb
LDL
LPS
MRNA
ODN
OMIM
ORF
PCR
RFLP
RNA
RT
SDS
SDS-PAGE
SSCP
SSP
SSP-PCR
TNFa
UTS
WWW

Allel-spezifisches Oligonukleotid
Basenpaar

komplementare DNA
kodierende Sequenz

Gelelektrophorese mit einem Gradienten denaturierende
Bedingungen

Desoxyribonukleinsaure

nicht-funktionales Allel des FUT1-Gens

Jdentical by descent” - identisch durch Abstammung
Jdentical by state” - identisch aufgrund der Nukleotidsequenz
Immunglobulin G

Interleukin 1

Kilobasen

~low-density” Lipoproteine

Lipopolysaccharid, Endotoxin

.messenger RNA" - Boten RNA
Oligodesoxynukleotid

Online Mendelian Inheritance in Man

»open reading frame* - offener Leserahmen
Polymerase Kettenreaktion

Restriktionsfragment LaAngenpolymorphismus
Ribonukleinséure

Reverse Transkriptase

»>0dium Dodecyl Sulfat” - Natriumlaurylsulfat
SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Einzelstrang Konformationspolymorphismus
Sequenz-spezifischer Primer

Polymerase Kettenreaktion mit Sequenz-spezifischen Primern
Tumor Nekrose Faktor

Luntranslated sequence*” - nicht-translatierte Sequenz
World Wide Web
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6. ZUSAMMENFASSUNG UND UBERSICHT EIGENER ARBEITEN

6.1 Zusammenfassung

Fur die Genotypisierung werden gegenwartig haufig PCR-gestitzte Techniken
benutzt, die kurze, sogenannte charakteristische beziehungsweise diagnostische
Sequenzen nachweisen. Mit diesen Techniken kann der Phé&notyp regelmalig nicht
korrekt vorhergesagt werden, wenn sporadische nicht-funktionale Allele angetroffen
werden. Die Haufigkeit solcher sporadischer aberranter Allele und ihre dadurch be-
dingte Bedeutung fur die Genotypisierung waren fur kein Gen beim Menschen unter
niedrigem Selektionsdruck bekannt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Frequenz der sehr seltenen Bombay (0Oy)-
Blutgruppe (Genotyp hh sese) in einer systematischen Suche unter mehr als
600.000 Blutspendern in Baden-Wirttemberg bestimmt. Die Ergebnisse dieser
Studie zusammen mit molekularbiologischen Untersuchungen wurden ausgewertet,
um die Populationsfrequenz nicht-funktionaler Allele am Beispiel des Gens zu be-
stimmen, das fir die a(1,2)Fukosyltransferase kodiert (FUT1 oder H).

Sieben unterschiedliche h-Allele wurden in finf unverwandten Individuen ge-
funden. Die nachgewiesenen h-Allele unterschieden sich bei allen untersuchten
Probanden. Drei der Probanden waren homozygot fir ihr privates Allel. Es wurde
kein pravalentes h-Allel nachgewiesen. Im einzelnen wurden eine ,frame shift‘- und
funf ,missense”“-Mutationen gefunden, die wahrscheinlich die Null-Phanotypen
verursachten. Die kodierende Sequenz eines h-Allels war identisch mit der Sequenz
des funktionalen H-Allels. Der mittlere Konsanguinitatskoeffizient a war 0,00116. Die
Frequenz der nicht-funktionalen Allele im FUT1-Gen wurde mit 1:367 in einer grof3en
deutschen Population berechnet (95% Konfidenzintervall: 1:185 - 1:824).

Der Bombay (0Op)-Phé&notyp wird in der weil3en Bevolkerung durch diverse,
sporadische nicht-funktionale Allele verursacht. Es gibt kein pravalentes h-Allel.
Unser Ansatz erlaubte zum ersten Mal eine direkte Kalkulation des Koeffizienten a
fur eine Population ohne Beriicksichtigung von Verwandtschaftsverhaltnissen. Unter
der Annahme &ahnlicher Haufigkeiten von nicht-funktionalen Allelen in anderen Gly-
kosyltransferase-Genen, wie zum Beispiel in den Genen der ABO-Blutgruppe,
konnen die gegenwartigen Genotypisierungsstrategien Fehlerraten mit einer Haufig-

keit von einem in ungefahr 300 Individuen der Blutgruppe 0 aufweisen. Sporadische
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neutrale Allele kbnnen ebenso ein erhebliches Problem fir die populationsweite Ge-

notypisierung vieler krankheitsassoziierter Gene darstellen.

6.2 Summary

FREQUENCY OF SPORADIC NON-FUNCTIONAL ALLELES AND THEIR
RELEVANCE FOR GENOTYPING EXEMPLIFIED BY THE POLYMORPHISM OF
THE FUT1 BLOOD GROUP GENE

Current PCR-based strategies for phenotype prediction often fail when spo-
radic non-functional alleles are encountered. The population frequency of such
mutations was not known for any gene under low selection pressure and may be
best examined in blood group systems lacking prevalent non-functional alleles. We
recently determined the frequency of the very rare Bombay blood group (On, geno-
type hh sese) in a systematic survey of more than 600,000 white individuals. Using
this survey in conjunction with additional blood samples, we determined the popula-
tion frequency of non-functional alleles of the FUT1 gene encoding the a(1,2)fuco-
syltransferase. Seven different h alleles in five unrelated individuals were found,
three of whom were homozygous for unique h alleles. There was no prevalent
h allele. We observed five missense and one frameshift mutations that were the
presumptive causes of the null phenotype; the coding sequence of one h allele was
identical to the H sequence. The average inbreeding factor a was 0.00116. The fre-
guency of non-functional alleles at the FUT1 gene locus was calculated as 1:347 in a
large white population (95% confidence interval: 1:185 - 1:824). The Bombay blood
group phenotype in whites is due to diverse, sporadic non-functional alleles without
any prevalent allele. Assuming similar rates of non-functional alleles in gly-
cosyltransferase genes like ABO, current genotyping strategies may fail as often as
once in about 300 individuals of blood group O. Sporadic neutral alleles may also
pose a serious obstacle for population-wide screening of many disease-associated

genes.
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6.3 Immunantwort auf bakterielle Toxine

6.3.1 Endotoxin-Inhibition durch humane Lipoproteine

Die Toxizitat von Lipopolysacchariden (LPS, Endotoxin) ist zum grof3en Tell
durch die Aktivierung von Monozyten beziehungsweise Makrophagen und die Frei-
setzung von Monokinen (Interleukin 1, Tumor Nekrose Faktor) vermittelt [37,38]. Seit
langem ist die Bindung von LPS an Serum-Lipoproteine bekannt [36]. Durch die
Messung von IL-1, TNFa und IL-6 konnte gezeigt werden, dal3 die Interaktion von
verschiedenen Lipopolysacchariden und Lipid A mit humanem Serum die Aktivierung
von humanen Monozyten verhindern kann. Die inaktivierten LPS-Mengen betragen
etwa 10 ng pro ml humanes Serum [33]. Diese LPS-inaktivierende Kapazitat des
Serums war eine Funktion der humanen Lipoproteine. Andere Serumkomponenten
wie naturlich auftretende Anti-LPS 1gG-Antikérper, Komplement oder freie Serum-
lipide hatten keinen signifikanten Effekt. Weiterfihrende Experimente belegten die
Inaktivierung von LPS durch ,low-density“ Lipoproteine (LDL) [27]. Die ,high-density*
Lipoproteine (HDL), an die LPS bevorzugt bindet [36,111], inaktivierten LPS in we-
sentlich geringerem Umfang. Die ,very low-density“ Lipoproteine (VLDL) inaktivierten
LPS nicht. Die Lipidanteile der Lipoproteine waren nicht unbedingt erforderlich fur die
LPS-Inaktivierung, weil gereinigtes humanes Apolipoprotein A-I (ohne seinen
physiologischen Lipidanteil) ebenfalls eine Inhibition der LPS-induzierten Monokin-
freisetzung bewirkte [27].

Diese in vitro-Ergebnisse wurden durch in vivo-Untersuchungen bei Patienten
mit famili&rer Hypercholesterindmie im Rahmen von Klinischen LDL-Apharesen be-
statigt [119]. Vor der LDL-Entfernung durch Immunapharese inaktivierten die Patien-
tenseren zirka funfmal mehr LPS in dem Testsystem als nach der LDL-Entfernung.
Diese LPS-inaktivierende Kapazitat, die im Rahmen der LDL-Apharesen entfernt
wurde, konnte weitgehend in dem LDL-reichen Eluat der Immunabsorptionssaulen
wiedergewonnen werden. Wir schluf3folgerten aus den in vitro-Daten und den klini-
schen Untersuchungen, daf? die Inhibition der LPS-induzierten Monozytenaktivierung

durch humanes Serum zu einem grof3en Teil von humanem LDL abhangig ist.
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6.3.2 Aktivierung humaner Monozyten durch Clostridium difficile Toxin B

An humanen Blutmonozyten konnte nachgewiesen werden, daf3 Clostridium
difficile Toxin B in einer Dosis von 10™** M die Freisetzung von Interleukin 1, Tumor
Nekrose Faktor und Interleukin 6 induziert [29]. Durch geeignete Kontrollen
(Messung der LPS-Kontamination, Toxin B-Inhibition durch polyklonale Antikdrper
und Toxin B-Hitzeinaktivierung) konnte ein Aktivierungsartefakt durch LPS-Kontami-
nation sicher ausgeschlossen werden. Auffalligerweise war die getestete Toxin A-
Praparation ungefahr 1.000fach weniger aktiv als Toxin B. Aufgrund der Pré&para-
tionstechnik (Protein-Chromatographie) ist es wahrscheinlich, dal3 eine geringflgige
Toxin B-Kontamination in der Toxin A-Praparation das aktive Agens war. Wir beleg-
ten, dal3 ein kurzzeitiger Kontakt der Monozyten mit Toxin B ausreichte, um die IL-1
Freisetzung zu bewirken. Mit Supravitalfarbungen konnte die bekannte Zelltoxizitat
auch fir humane Monozyten belegt werden. Diese Toxizitdt und die induzierten pro-
inflammatorischen Zytokine (IL-1 und TNF) kdnnen an dem Pathomechanismus der

Clostridium difficile-Infektion und der pseudomembrandsen Kaolitis beteiligt sein.
6.4 Homolog eines humanen Leukamie-Onkogens in Drosophila melanogaster

PBX ist als E2A/PBX-Proteinhybrid eine wesentliche Ursache bei padiatri-
schen B Zell-lymphoblastischen Leukamien [85,86]. Zun&chst war die Funktion des
Proto-Onkogens PBX unklar. Um Anhaltspunkte fur die Proteinfunktion zu gewinnen,
wurde das Gen in Drosophila melanogaster kloniert, das homolog zum humanen
Proto-Onkogen PBX ist [30]. Anhand des Gen-Homologs (Dpbx; 1994 umbenannt:
exd) konnte das Expressionsmuster in der frihen Embryonalentwicklung der
Fruchtfliege bestimmt werden. Diese Ergebnisse wurden kurze Zeit spater unab-
hangig bestatigt [93]. Unsere Arbeit bewies, dal3 das exd-Genprodukt wichtige
Funktionen in der Transkriptionsregulation aufweisen muf3, und deutete auf eine
Repression des exd-Gens durch ein Gen aus dem Bithorax-Komplex hin [30] - eine
Vorhersage, die inzwischen experimentell gesichert ist [112]. Der Nachweis des exd-
Gens belegte, dal3 es eines der in der Evolution am starksten konservierten Proto-

Onkogene ist.
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6.5 Molekularbiologie und Populationsgenetik von Blutgruppengenen

Die vorhandenen Ergebnisse zu menschlichen Blutgruppen [83] stellen den
umfangreichsten Datensatz dar, der fir Phé&notypen in natirlichen Populationen ver-
fugbar ist. Die entsprechenden Datenbasen bieten einen guten Ausgangspunkt fur
Untersuchungen bezlglich der genetischen Diversitat in natirlichen Populationen
[26]. Wir nutzten die umfangreiche Datenbasis der Blutgruppen-Phanotypen, die uns
zur Verfigung stand [117], fur die Charakterisierung von Proteinhybriden beim
Rhesus-Haplotyp und zur molekulargenetischen Analyse von Null-Allelen beim
FUT1-Gen. Die Genotypisierung als Ersatz der serologischen Blutgruppenbestim-

mung wird bereits in der Pranataldiagnostik angewandt.
6.5.1 Rhesus-Gene

Mittels effizienter serologischer Untersuchungsmethoden, die in unserem La-
bor etabliert wurden, konnten wir bei tber 60.000 Blutspendern die Frequenz von
RhD-Varianten bestimmen [31], in deren RhD-Protein einzelne Epitope fehlen und
die deswegen als ,partial RhD“ bezeichnet werden. Unter unverwandten Blutspen-
dern wurden etwa 100 Blutproben mit partialem RhD gefunden. Das haufigste par-
tiale RhD war D Kategorie VII. Weiterhin konnten wir die Frequenzen von DY, DY,
D", DNU und Rh33 bestimmen [4,31,117]. Insgesamt 68 D" Blutproben wurden
mittels Serologie und Durchfluf3zytometrie untersucht und im Rahmen des ,3rd Inter-
national Workshop on Monoclonal Antibodies against Human Red Blood Cells*
(Nantes, Frankreich, September 1996) vorgestellt [31]. Unter diesen Blutproben
wurden 28 Proben zufallig ausgewahlt und mittels molekularbiologischen Methoden
untersucht. Die Sequenzierung der Basen 280 bis 335, in denen der DY Phanotyp-
spezifische Nukleotidaustausch an Position 329 auftritt, belegte zusammen mit den
Ergebnissen einer sequenzspezifischen PCR, dal} alle D" Proben durch die gleiche
molekulare Ursache bedingt sind [28]. Unsere Ergebnisse stimmten mit den
Berichten der anderen internationalen Arbeitsgruppen uberein, die ihre Ergebnisse
von insgesamt zehn DY Proben darstellten [11].

Die molekulare Analyse von 23 Blutproben mit D Kategorie VI bestatigte zwei
bereits beschriebene molekulare Ursachen (Austausch der Exons 4/5 beziehungs-
weise 4-6). Daneben fanden wir eine neue molekulare Ursache. Die von uns be-

schriebene D Kategorie VI Typ Il stellt ein Hybridgen dar, bei dem die Exons 3 bis 6
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im RHD-Gen durch die homologen Exons des RHCE-Gens im Sinne eines Genkon-
versionsereignisses substituiert sind [116]. Dieser dritte D Kategorie VI-Typ unter-
schied sich von den beiden bekannten D Kategorie VI-Typen durch eine normale
Antigendichte [32] und war somit immunhamatologisch von den beiden bekannten
D Kategorie VI-Typen zu differenzieren. Dieser Unterschied mag Bedeutung haben
bei der Frage, ob Blutpraparate der Kategorie D" bei Rhesus negativen Empfangern
eine Immunisierung hervorrufen kdnnten; dies ist zumindest bei dem von uns be-
schriebenen D Kategorie VI Typ Ill eher anzunehmen, weil dieser Phé&notyp eine
weitgehend normale Antigendichte aufweist.

Die Charakterisierung der molekularen Heterogenitdt der RHD-Allele in der
deutschen Bevdlkerung hat einen unmittelbaren Einflul3 auf die Methodik der mole-
kularen Typisierung von Rhesus D, zum Beispiel in der Pranataldiagnostik. Popula-
tionsbasierte molekulare Daten kénnen zur Formulierung von verbesserten moleku-
laren RHD-Typisierungsstrategien beitragen. Unsere serologischen und molekularen
Ergebnisse haben bereits ihre praktische Anwendung in den Richtlinien der Bun-
desarztekammer gefunden, die weitgehend den von uns veroffentlichten Vorschlag
zur Rhesus D-Typisierung und -Transfusionsstrategie [117] als Richtlinie fir die
Blutgruppenserologie [121] und als Leitlinie fir die Transfusionstherapie [114] be-

ricksichtigt haben.
6.5.2 FUT1-Gen

Wie in der Einleitung dargelegt, eignet sich das FUT1-Gen gut zur Frequenz-
bestimmung von Null-Allelen in grol3en Populationen, was der Gegenstand dieser
Habilitationsschrift ist. Wesentliche Teile der in dieser Arbeit beschriebenen Ergeb-
nisse sind veroffentlicht in Infusionsther. Transfusionsmed. 1995; 22:285ff [117] und
Transfusion 1997; 37:284ff [115].
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