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Nowe osiggniecia w badaniach nad podstawami
molekularnymi grup krwi

w Swietle doniesien prezentowanych na 23 Zjezdzie
Miedzynarodowego Towarzystwa Przetaczania Krwi w Amsterdamie

The latest news on molecular basis of blood groups
presented during the 23" Regional Congress of the
International Society of Blood Transfusion in Amsterdam

Agnieszka Orzinska, Katarzyna Guz, Ewa Brojer
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W dniach 2-5 czerwca 2013 roku odbyt sie
w Amsterdamie 23. Regionalny Zjazd Miedzyna-
rodowego Towarzystwa Przetaczania Krwi (ISBT,
International Society of Blood Transfusion). Jednym
z zagadnien poruszanych na zjezdzie byla najnow-
sza wiedza o podstawach molekularnych swoi-
sto$ci antygenowych krwinki czerwonej. Temat
ten omawiano na wykladach w czasie sesji Novel
Blood Group Findings, Immunohematology — Rh
oraz Carbohydrate Blood Groups, a takze podczas
sesji dotyczacej nowych technologii do typowania
grup krwi metodami biologii molekularnej New
Technology for Blood Group Typing.

Podczas otwierajacego pierwsza sesje wykladu
pt. Intergrative genomics identities SMIM1 as the
locus of a novel erythrocyte membrane protein and
the Vel blood group system profesor Storry (Lund,
Szwecja) przedstawila wyniki badan, ktérych celem
byto wykrycie genu i charakterystyka molekularna
czasteczki noszacej swoisto§¢ antygenu Vel [1].
Antygen ten opisano w 1952 roku (Sussman i wsp.
[2]) u chorego, u ktorego wystgpila ostra reakcja
hemolityczna po przetoczeniu krwi. W wielu in-
nych doniesieniach potwierdzono, ze przeciwciata
do tego antygenu sa klinicznie istotne. Badania
sugerowaly, ze antygen Vel jest dziedziczony, jako
cecha autosomalna recesywna. Do tej pory nie
udalo sie za pomocg zadnych metod biochemicz-
nych i genetycznych ustalié jego podioza. Autorzy

szwedzcy zastosowali w swoich badaniach nowa
metodologie opartg na tak zwanym skanowaniu
catego genomu (GWAS, genome-wide association
studies) przy uzyciu testu Illumina HumanOmni
2,5M BeadChip. Przeprowadzono poszukiwanie
roznic w DNA od 20 oséb Vel-ujemnych 1 8 Vel-
-dodatnich, aby ustali¢ sekwencje DNA kodujaca
ten antygen. W wyniku analizy stwierdzono, ze
u wszystkich oso6b Vel-ujemnych na chromosomie
1p36 wystepuje region o wielko§ci 97 tysiecy par
zasad o takim samym ,wzorze”, réznym od ,,wzo-
ru” u oséb Vel-dodatnich. W regionie tym mie$ci
sie gen SMIM1 kodujacy biatko transbhionowe
erytrocytu o nieznanej funkcji. Biatko to nie jest
polimorficzne — uwaza sie je za ,konserwowane
ewolucyjnie”. Dalsze badania technika sekwen-
cjonowania tego genu ujawnily u 39 Vel-ujemnych
0s6b roznego pochodzenia homozygotyczna delecje
17 nukleotydow w eksonie 3 kodujacym analizo-
wane bialko. Czesto$§é wystepowania haplotypu
z delecja w populacji szwedzkiej okre§lono na 1/17.
Badania technikami immunoblotingu i cytometrii
przeplywowej z uzyciem przeciwcial kroliczych
anti-SMIM1 lub ludzkich anti-Vel potwierdzity
korelacje miedzy poziomem ekspresji antygenu
na krwince czerwonej, a statusem zygotycznos$ci
delecji w genie SMIM1.

Z kolei grupa naukowcow holenderskich (Haer-
-Wigman 1 wsp., Amsterdam) zaprezentowala
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badania, ktorych celem bylo ustalenie zalezno$ci
wytwarzania przeciwcial anty-Vel u oséb Vel-ujem-
-nych od antygenéw HLA klasy II [3]. Przebadano
DNA od 10 0s6b Vel-ujemnych, z ktorych 6 wytwo-
rzylo przeciwciala anti-Vel po transfuzji lub w cigzy.
Wykazano podwyzszong czesto$¢ wystepowa-
nia allelu DRBI*11 w grupie zimmunizowanej.
W tej samej pracy autorzy badali osobe o wyjatkowo
stabej ekspresji antygenu Vel 1 postawili hipoteze,
ze osoby takie nosza mutacje obnizajaca poziom
ekspres;ji biatka SMIM1. Badacze zidentyfikowali
w intronie 2 genu SMIM]1 polimorfizm rs1175550
(G>A) odpowiedzialny za modyfikacje wigzania
bialek jadrowych w tym regionie. Badania techni-
ka cytometrii przeplywowe] potwierdzily nizszy
poziom ekspresji biatka SMIM1 u os6b noszacych
allel z polimorfizmem A, a wysoka ekspresja u tych
o genotypie GG.

Grupa badaczy niemieckich (Weinstock wsp.,
Ulm) przedstawila glikoproteine CD59 jako kandy-
data do utworzenia nowego uktadu grupowego krwi
[4]. Biaiko to, znane od dawna pod nazwa MIRL
(membrane inhibitor of reactive lysis) w alternatyw-
nej drodze aktywacji dopelniacza blokuje tworzenie
kompleksu atakujacego blone na etapie wigzania
skladnikow C8 1 C9. Jest ono zakotwiczone w blonie
komorkowej erytrocytu oraz innych komorek za
pomoca kotwicy GPI (glycosylphosphatidylinositol).
Dotychczas jednakze nie wykazano jego immu-
nogenno$ci. Weinstock i wsp. opisali przypadek
dziecka pochodzenia tureckiego z homozygotyczna
delecja (146del A) w genie kodujacym biatko CD59,
u ktorego w osoczu wykryto przeciwciala skie-
rowane do antygenu powszechnego o nieznanej
swoisto$ci, wytworzone najprawdopodobniej po
transfuzji. W celu okreslenia swoisto$ci przeciw-
cial wykrytych u dziecka do jego osocza dodano
rekombinowane hiatko CD59 i technika cytometrii
przeplywowej oceniono stopien zahamowania
aktywnosSci przeciwcial. W eksperymencie tym
uzyskano catkowita inhibicje aktywnosSci prze-
ciwcial pacjenta przez CD59. Rekombinowane
biatko hamowalo tez aktywno§¢ komercyjnych
anti-CD59. Naukowcy przeprowadzili rowniez
badania rodzinne i1 wykazali, ze allel z delecja
kodujacy biatko CD59 zostal odziedziczony od
heterozygotycznych rodzicow. Wedtug obowig-
zujacych kryteriow biatko CD59 spelnia formalne
kryteria wigczenia do rodziny antygenow z ukla-
déw grupowych.

Kolejne doniesienie grupy naukowcow z Bri-
stolu 1 Barcelony (Karamatic Crew i wsp.) doty-
czyto charakterystyki serologicznej i molekularnej
antygenu DOLC — nowej swoisto$ci z uktadu

grupowego Dombrock [5]. U pacjentki pochodzenia
kaukaskiego wykryto niezidentyfikowane przeciw-
ciala niereagujace jedynie krwinkami z Gy(a-)[Do-
null]. Bezposrednie sekwencjonowanie genu DO,
kodujacego antygeny z ukiadu Dombrock, wykazato
obecno$¢ homozygotycznej mutacji 566C>T
w eksonie 2, przekiadajacej sie na zmiane amino-
kwasowa Thr189Met. Badania rodzinne potwier-
dzily dziedziczenie mutacji w trzech pokoleniach
1 stad autorzy doniesienia postulowali o wprowa-
dzenie antygenu DOLC jako dziewiatego antygenu
do uktadu Dombrock.

Wyklad omawiajacy ewolucje rodziny superge-
now ABO otwieral sesje o weglowodanowych gru-
pach krwi. Blancher (Tuluza, Francja) przedstawit
obecny stan wiedzy o genach ABO wystepujacych
w Swiecie zwierzecym, ich ewolucji jak rowniez
scharakteryzowal glikotransferazy, przenoszone
reszty cukrowe 1 ich produkty [6].

Doktadng analize podloza genetycznego wa-
riantow ABO zaprezentowal zespdt badaczy chin-
skich (Cai 1 wsp., Szanghai) [7]. Sposréd 2,1 min
dawcow wyloniono grupe 322 osbb z nietypowa
ekspresja antygendéw grupy glownej. Technika
sekwencjonowania zidentyfikowano 61 wariantow
genu ABO, wsrod ktorych wykryto 29 nowych alleli
z mutacjami, przede wszystkim typu zamiany poje-
dynczego nukleotydu. Polimorfizmy zlokalizowano
glownie w eksonach 6 1 7, ale takze w regionie
promotorowym, co wigzalo sie tworzeniem stabych
fenotypow antygendow A 1 B. Przedstawiono takze
mutacje typu stop kodon (7G>T 152C>T) w regio-
nie 5’ dajace fenotypowo podtypy o krancowo slabej
ekspresji tzw. A i B;. Poziom korelacji genotypu
z fenotypem w grupie badanej wynosit 68%.

W dalszej czeSci sesji badacze japonscy (Oga-
sawara i1 wsp., Tokio) scharakteryzowali podioze
molekularne fenotypow o bardzo niskiej ekspresji
antygenow A lub B na krwinkach zwanych B |
1 AB_ dosSC czesto wystepujacych w Japonii [8].
W badanej grupie zidentyfikowano specyficzng dla
tego fenotypu szeroka delecje 5.8kb w intronie 1
genu ABO w regionie zawierajacym elementy przy-
faczania sie czynnika transkrypcyjnego GATA-1.
W trzech przypadkach za powstanie tego samego
fenotypu B, i A odpowiadala zamiana jednego
nukleotydu w tym samym regionie regulatorowym
w motywie GATA. Tym samym tematem zajmowali
sie nastepni, szwedzcy prelegenci (Thuressoni
1wsp., Lund), ktorzy przeprowadzili sekwencjono-
wanie intronu 1 genu ABO w podstawowych alle-
lach kodujacych antygeny tego uktadu ABO*A1.01,
*A2.01, *B.01, *01.01, *01.02 i *02.01, a takze
uosob o fenotypach B_ 1A [9]. Wykryli 68 miejsc
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polimorficznych specyficznych dla danego allelu,
a 26 specyficznych dla 2 alleli. Badania probek
o stabych fenotypach nie wykryly obecnos$ci delecji
wystepujacej w populacji japonskiej, lecz zmiane
typu SNP w motywie GATA w regionie przytaczania
czynnika transkrypcyjnego GATA-1, co potwierdza
role intronu 1 w prawidtowosSci ekspresji antyge-
now grupy gléwne;.

Z doniesien w sesji plakatowe] zespot polski
(Karolak 1 wsp., Wroctaw 1 Opole) zaprezentowal
ciekawe doniesienie o badaniach czestoSci wyste-
powania polimorfizméw w genie FY kodujacym
swoistosci antygenowe z ukladu Duffy w populacji
polskiej przy uzyciu analizy krzywych topnienia
o wysokiej rozdzielczoSci (HRM, high resolution
melting) [10]. W przebadanej grupie 495 dawcow
pochodzenia polskiego czesto$¢ wystepowania alle-
lu FY*A wynosila 69%, a FY*B — 77%, a czesto$¢
polimorfizmu FY*B298G>A, kodujacego wariant
fenotypu stabe Fyb, okreslono na 30%. Zastosowa-
na technika pozwolita zidentyfikowac 3 nowe, ciche
mutacje dotyczace zmiany jednego nukleotydu
w regionie promotorowym lub kodujacym.

Doniesienie zespolu polsko-szwedzkiego (Mi-
chalewska i wsp., Warszawa i Lund) przedstawiato
nowe podloze genetyczne fenotypu cis-AB wy-
krytego u pacjentki polskiego pochodzenia [11].
Podstawy genetyczne fenotypu cis-AB w 2000 roku
opisali Mifsud et al. [12], a obecna nazwa zgodna
z nomenklaturg ISBT wariantu to cisAB.02. Meto-
dami SSP i RFLP-PCR okreS§lono genotyp pacjent-
ki, jako ABO*cisAB.02/0.01, a sekwencjonowanie
eksonow 1-7 allelu cisAB ujawnito polimorfizm C
W pozycji 796 charakterystyczny dla allelu A4, ale
obecny w allelu B- tak jak to opisali Mifsud 1 wsp.
Jednakze rownocze$nie wykryto sekwencje na
koncu eksonu 7 genu ABO — specyficzng jedynie
dla alleli nie-B, co jest nowym odkryciem, gdyz we
wspomnianej wczesniej pracy nie sekwencjonowa-
no tego regionu.

Z sesji plakatowej warto wspomnie¢ o donie-
sieniach na temat badan podioza molekularnego
antygenow powszechnych Lan 1 Jr? u os6b nieposia-
dajacych tych swoisto$ci. Typowanie serologiczne
dawcow zgodnych z takim biorca jest wyjatkowo
trudne ze wzgledu na ograniczony dostep do uni-
katowych surowic z przeciwcialami. Stad techniki
genotypowania alleli kodujacych te powszechne
swoisto$ci antygenowe stanowia szybka 1 tanig
alternatywe identyfikowania dawcow o rzadkim
genotypie. Haer-Wigman i wsp. prezentowala
wyniki sekwencjonowania tych genéw u 6 osob
Lan-ujemnych i 4 oséb Jr2-ujemnych pochodzenia
holenderskiego. Przedstawila tez opracowany

protoko! badan technika dyskryminacji alleli pozwa-
lajacy na ich identyfikacje [13]. Opisata 9 nowych
mutacji w genie ABCB6, kodujacym antygen Lan,
z ktorych 7 przekladato sie na fenotyp null. Wy-
kryte przez Haer-Wigman i wsp. warianty kodu-
jace antygen Jr2 ABCG2 *376C>T 1 *706C>T
zostaly juz wcze$niej opisane. Z kolei zespo6t ja-
ponski (Yamamuro i wsp.) prezentowal doniesienie
o wykryciu 10 nowych alleli genu ABCB6 u 0s6b
Lan-ujemnych w populacji japonskiej, z ktorych
najczesciej wykrywany wariant nosi delecje jed-
nego nukleotydu w obrebie eksonu 1 [14]. W sesji
plakatowej dwa zespoly japonskie (Tobita 1 wsp.
1 Tanaka 1 wsp., Tokio) przedstawily analize podioza
genetycznego antygenu Jr? w populacji japonskiej
u 0s6b Jri-ujemnych [15, 16]. Badacze wykryli wa-
riant ABCG2 *376C>T u 80% badanych dawcow
1 13 nowych mutacji, ktore przektadaly sie na feno-
typ Jri-ujemny, a takze 2 nowe mutacje typu mis-
sens o bardzo slabej ekspresji Jr2*tW. Doniesienia
te ukazuja szeroka heterogennosc¢ podtoza moleku-
larnego grupy o fenotypie Lan-ujemny w r6znych
rasach, co przeklada sie na zrozumienie, jak trudny
bedzie screening rzadkich dawcow Lan-ujemnych
metodami biologii molekularnej. Natomiast wiedza
o genetyce fenotypu Jri-ujemnego pozwala przy-
puszczaé, ze identyfikowanie dawcow o rzadkim
fenotypie Jr2-ujemnym technika genotypowania
pozycji 376 1 706 genu ABCG2 jest mozliwe. Ze
wzgledu na niska czesto$¢ tego allelu w kierun-
ku jego wykrycia moze by¢ wykonywane nawet
w pulach przygotowanych ze zlania wielu probek.

Podsumowujac, wiele zaprezentowanych do-
niesien o nowych polimorfizmach czy allelach
wykrytych w genach kodujacych swoisto$ci antyge-
nowe pozwala na dalsze poszerzanie 1 uaktualnianie
wiedzy o ich podlozu molekularnym, co prowadzi
do lepszego zrozumienia i przelozenia wynikow
otrzymywanych metodami biologii molekularnej
na prawdopodobny fenotyp.
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