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W pracy przedstawiono postep nauki w oznaczaniu grup krwi w klasycznym zakresie
ABO. Celem niniejszego opracowania jest przedstawienie podstaw teoretycznych oraz
technik badawczych oznaczania tego klasycznego ukladu czerwonokrwinkowego na
poziomie molekularnym, co moze stanowié pierwszy etap wprowadzenia tego uktadu do
badan identyfikacyjnych jako uzupetienie zakresu badawczego z zastosowaniem reakcji
PCR. W pracy zawarto przeglad metod molekularnych oznaczania grup w tym zakresie,
przedstawiono plusy i minusy tych metod, a takze wykazano ich przewage nad
klasycznymi metodami serologicznymi.

Elucidation of the molecular basis for the classical ABO group system had given
knowledge about the differences between ABO gene sequences and made it
useful for determining ABO genotype for individuals and complementing PCR~
based methods in forensic individualization. This paper presents some methods
of determination of the ABO genotype, with their positive and negative aspects.
Advantages of these methods over the classical serological methods are
presented.
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WSTEP

Uktad grupowy ABO byt pierwszym sposrod wykrytych ukiadéw grupowych
krwi. Po nim odkryto jeszcze bardzo wiele ukiaddéw grupowych erytrocytéw.
Pogrupowanie krwi w tym systemie opiera sie na wystepowaniu na powierzchni
btony komorkowej erytrocytow glikolipidéw i glikoprotein  (antygendw),
aw surowicy krwi odpowiednich przeciwciat. Grupy krwi: A, B, AB, to wynik
przeksztatcenia prekursora antygenodw, substancji grupowej H, z udziatem
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odpowiednich enzyméw, w ziozone antygeny grupowe. Substancje histo-
krwinkowe H, A i B wystepujg w wigkszosci tkanek ludzkiego organizmu,
a ponadto moga wystepowac w substancjach zewnatrzwydzielniczych, jak $lina,
nasienie, ptyn nasienny, pot itp.

Wszystkie ludzkie erytrocyty posiadajg w réznym stezeniu, zaleznym od
fenotypu ABO, substancje grupowa H (lub jej przeksztatcong forme). Wystepuje
ona w najwiekszej ilosci i jednoczesnie jako jedyna na erytrocytach grupy krwi O.
Na powierzchni krwinek grupy A jest ona przeksztalcona do substancji A,
a w przypadku krwinek grupy B, do substancji B. Analogicznie, w przypadku
erytrocytow grupy AB, mamy do czynienia z wystepowaniem obydwu typow
substancji grupowych: A i B, a w przypadku grupy O, jak wcze$niej wspomniano,
tylko z substancjg H. Aktywnos¢ antygenow grupowych zwigzana jest
z determinantami, a nie z calymi czasteczkami glikoproteinowymi lub glikolipido-
wymi. Tymi determinantami sa reszty cukrowe, np. N—acetylo—-D—galakiozamina
(determinanta antygenu A) czy D—galaktoza (determinanta antygenu B).

Antygeny grupowe w wiekszosci przypadkow rozwiniete sg juz w momencie
urodzenia, nie zmieniajg sie w ciggu zycia osobniczego i nie sg zalezne od
Srodowiska zewnetrznego. Dlatego stanowig dogodny przedmiot badan
w przypadku identyfikacji osobniczej.

Przez wiele lat ukiad ten wraz z innymi polimorficznie zroznicowanymi anty-
genami czerwonokrwinkowymi, biatkami surowicy oraz enzymami czerwono-
krwinkowymi byt uzyteczny w analizach dochodzenia ojcostwa, a przy identyfika-
cji Sladow biologicznych byt jednym z waskiego katalogu grup krwi wykrywanych
metodami posrednimi. Wprowadzenie do praktyki oznaczania uktadoéw DNA,
w szczegoblnosci mikrosatelitarnego, poszerzylo znacznie mozliwosci identyfikacji
osobniczej nawet niewielkiej ilosci $ladéw krwawych i wydawalo sie, ze
oznaczanie ukltadu ABO w tej sytuacji stanie sie bezcelowe. Tymczasem
z praktyki sgdowo— lekarskiej wynika, ze w pewnych sytuacjach uktad ten, wobec
powszechnej znajomosci w spoteczenstwie grup krwi wtasnie w tym ukiadzie,
moze pozwoli¢ na rozstrzygniecie wielu kwestii. Stosowane jednak do tej pory
metody badania uktadu ABO wymagajace duzej ilosci materiatu w poréwnaniu do
iloéci niezbednej przy badaniu uktadow DNA oznaczanych metodami PCR byty
przeszkodg wigczenia tego ukfadu do analiz mikrosatelitarnych. Tymczasem
uktad moze by¢ oznaczany technikami DNA poprzez badanie obecnosci alleli
umiejscowionych dla tego uktadu na chromosomie 9.

Celem niniejszego opracowania jest przedstawienie podstaw teoretycznych
oraz technik badawczych oznaczania ukltadu ABO na poziomie molekularnym, co
moze stanowi¢ pierwszy etap wprowadzenia tego ukiadu do badan identyfikacyj-
nych jako uzupetnienie zakresu badawczego stosowanych coraz powszechniej
reakcji multipleksowych PCR.

GENETYCZNE PODSTAWY POLIMORFIZMU LOCUS ABO

Geny odpowiedzialne za wystepowanie antygenéw ABO nie kodujg bezpo- -
Srednio glikoprotein lub glikolipidow. Umiejscowione sg na chromosomie 9934
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aich produktem sg rdézne formy glikozyiotransferazy, enzymu odpowiedziainego
za modyfikowanie substancji H do A i B. W ten sposob istniejg geny glikozylo-
transferazy A i B oraz geny charakterystyczne dla grupy O, ktére kodujg
nieaktywny produkt biatkowy.

Molekularne klonowanie locus ABO nastapito po oczyszczeniu A-transferazy
{(t1—-3 N- acetylogalaktozaminylo—transferazy) z ludzkiej tkanki ptucnej
i czeSciowym ustaleniu jej sekwencji aminockwasowej. Wraz z wprowadzeniem
techniki PCR w 1985 roku a klonowania i sekwencjonowania locus ABO w 1990
roku, opublikowano wiele prac dotyczacych nie tylko fenotypowego, ale réwniez
genotypowego oznaczania grup w systemie ABO z uzyciem techniki PCR-
reakcji fancuchowej polimerazy. Poréwnanie alleli krwi ABO przeprowadzono na
podstawie faktu, ze allele te sg konserwatywne pod wzgledem bardzo nielicznych
substytucji nukleotydowych i jednej delecji. Widoczna roznica rozrézniajgca allel
B od A dotyczy siedmiu nukleotydowych pozycji, co objawia sie czterema
aminokwasowymi substytucjami w domenie katalitycznej biatka. Grupa krwi O
nie jest uwarunkowana zespotem dwodch genow recesywnych aa lub bb, ale
odrebnym genem zerowym. Jedyng cecha odrozniajacg allel O od A jest
pojedyncza delecja w pozycji 261, co powoduje przesuniecie ramki odczytu
i prowadzi do powstania nieaktywnej funkcjonalnie transferazy O, zbudowanej ze
117 aminckwasow. W biatku tym brak wiekszosci domeny katalitycznej (2, 22,
24).

Antygen A nie jest jednolity, wykazuje zréznicowanie na odmiany A; i A.. Gen
transferazy A, rézni sie od A; pojedynczg substytucjg w pozycji 467, co powoduje
zamiane leucyny na proling w domenie katalitycznej enzymu i strate pojedyncze-
go aminokwasu na koncu C. Funkcjonalng wazno$¢ dwoch substytucji (miedzy A
i B) oraz delecji (charakterystycznej dia O) pokazano przez transfekcje DNA do
komorek Hela, po ktérej zastosowano immunoreakcje antyweglowodorowa (9).

Ciekawy jest fakt, ze sklonowano réwniez gen transferazy H i poznano jego
sekwencje nukleotydowa (2). Gen ten znajduje sie na chromosomie 19 i koduje
o —1-2—-fukozylotransferaze. Jego izolacja otwiera droge do badan wariantéw
ABO, spowodowanych ekspresjg tego genu i jej zaburzeniami (np. wystepowania
tzw. fenotypéw Bombay i para—Bombay). Wczesne badania prowadzone na
nielicznych rzadkich przypadkach ujawnity, ze gen H jest zdezaktywowany przez
punktowe mutacje prowadzace m.in. do przesuniecia ramki odczytu i zbyt
wczesnego odczytu kodonu STOP, co fizycznie przejawia sie defektami
w miejscu aktywnym enzymu.

Analiza DNA, materiatu duzo stabilniejszego od biatek, obecnego we wszyst-
kich ludzkich komorkach jadrzastych, dostarcza silnego narzedzia umozliwiajg-
cego przezwyciezenie trudnosci przy detekcji antygendw, jezeli wystepujg
w niewielkiej ilosci.

TECHNIKA PCR W GENOTYPOWANIU ABO

Od roku 1990, w ktorym podano sekwencje gendw ukfadu ABO uzywa sie
wielu technik genetyki molekularnej do genotypowania w systemie ABO.



280 A. Skowron Nr 4

Wiekszos¢ z tych technik opiera sie na reakcji PCR.

Do nich nalezg :

1) technika PCR, po ktérej nastepuje trawienie restrykcyjne produktow
i analiza otrzymanych fragmentow w Zelu poliakrylamidowym, czyli tech-
nika PCR—RFLP (restriction fragments lenght polymorphism) (1,6);

2) technika PCR z uzyciem allelo—specyficznych primeréw (as —PCR),
specyficznych dla podstawowych substytucji pomiedzy allelami A i B
i pojedynczg delecjg w pozyciji 261 (O) i bezposrednia analiza produktéw
w zelu poliakrylamidowym (PASA) (5, 21);

3) bezposrednie sekwencjonowanie produktow PCR alleli ABO (16, 17);

4) analiza DGGE (elektroforeza w gradiencie denaturujgcego zelu);

5) PCR-SSCP (single strand conformation polymorphism) czyli analiza
polimorfizmu konformaciji jednoniciowego DNA; moze wykry¢ pojedynczg
mutacje jako wynik roznic w szybkosci migracji jednoniciowych frag-
mentéw DNA(6);

6) PCR z uzyciem sond oligonukleotydowych (SSO) o sekwencjach specy-
ficznych dia wystepujacych w allelach ABO, a bedgcych charakterystycz-
nymi dla poszczegdinych grup krwi .

We wszystkich tych metodach do badan uzywa sie DNA otrzymany w izolacji
metodg organiczng, fenolowo-chloroformowa , z proteinazg K. W niniejszej pracy
omowiono tylko niektore z nich.

PCR-RFLP

Zastosowanie techniki PCR, po ktdrej mozna przeprowadzi¢ analize restryk-
cyjna, ma zwigzek z wystepowaniem lub brakiem miejsc restrykcyjnych
w polimorficznych sekwencjach genéw ABO (3). W badaniu genotypéw ABO ta
metodg najbardziej popularnym podejsciem okazato sie amplifikowanie eksonéw
6 i 7 genu glikozylotransferazy, oraz uzycie enzyméw Kpn I, Maell i Alul do
trawienia produktow PCR. Fragmenty po trawieniu restrykcyjnym rozdzielano
elektroforetycznie np. w 8% zelu poliakrylamidowym.

W ten sposéb oznaczono poszczegdlne diugosci fragmentéw po trawieniu
restrykcyjnym dla wszystkich szeéciu genotypéw uktadu ABO — OO, AO , BO,
AB, AA i BB. Istnieje potrzeba przeprowadzenia przynajmniej dwoch reakgciji
amplifikacji, poniewaz kilka substytucji i pojedyncza delecja rozrézniajgce geny
O, B i A lezg zbyt daleko od siebie, co uniemozliwia przeprowadzenie pojedyn-
czej amplifikaciji.

Metoda ta okazata sie¢ skuteczna w genotypowaniu dla potrzeb medycyny
sgdowej w zakresie ustalania ojcostwa, a takze data satysfakcjonujace wyniki
w przypadku préb pochodzacych ze szczatkow ludzkich. Jednak pewng
niedogodnoscig w jej stosowaniu jest konieczno$é uzycia dosé duzej ilosci DNA
(25-50ng).

Modyfikacjg tej metody jest multiplex—PCR, w ktérym do pojedynczej reakcji
amplifikacji uzywa sie w tym samym czasie kilku réznych par primeréw. Uzyskuje
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sie w ten sposob redukcje czasu amplifikacji, a do samej reakcji potrzeba DNA
w ilosci nawet ponizej 1ng.

252 Bst Ell
AAICGTGGTGACCCCTT
CGTGGT~-ACCCCTT
Kpnl
517 Bss Hil
BIGAGGTGCGCGCCT
GAGGTGGGCGCCT
Nar |
694 Hpa ll
C)CACCCCGGCTTCT
CACCCCAGCTTCT

Alu |

787 BstN |
D)TACTACCTGGGGGGGTTCTT
TACTACATGGGGGCGTTCTT

Nia Il

Rys.1 Genotypowanie alleli ABO przy uzyciu enzymow restrykcyjnych. Allelo—
specyficzne miejsca restrykcyjne dla cDNA z alleli ABO.

A) Pojedyncza delecja zwigzana z allelem O (pozycja 258) tworzy miejsce
restrykcyjne dla enzymu Kpn /i eliminuje miejsce trawienia enzymu Bst Ell (allele
A/B).

B, C, D) Trzy z czterech substytucji pomiedzy allelami A i B z cDNA réwniez
mozna wykry¢ za pomocg analizy restrykcyjnej. Substytucjia w pozycji 523
zmienia charakterystyczne dla enzymu Bss HIl miejsce (allel A) na miejsce
trawienia enzymu Nar I (allel B) , w pozycji 700 miejsce dla enzymu Hpa I/ (allel
A) do miejsca dla enzymu Alu | {(allel B) i w pozycji 793 Bst NI, charakterystycz-
ne dla allelu A, na miejsce Nia lll, charakterystyczne dla allelu B (24).

Fig. 1 Genotyping by diagnostic restriction enzyme digestion. Allele— specific
restriction sites for the ABO allelic cDNAs were identified.

PASA-PCR Z UZYCIEM ALLELO-SPECYFICZNYCH PRIMEROW

Ta technika umozliwia rozréznianie szesciu podstawowych genotypéw: AQ,
BO, OO, AA, BB, AB, natomiast nie wykrywa podalleli systemu ABO.
W przypadku jednej z jej odmian — RAPID-ABO (5), wynik otrzymuje sie bardzo
szybko, bo w ciggu niecalego dnia. Najlepsze wyniki amplifikacji otrzymywano
przy uzyciu stosunkowo niewielkich ilosci, bo 2-25ng DNA. Technika ta jest
gatunkowo—-specyficzna | mozna nig analizowa¢, poza ludzka, jedynie krew
pochodzacg od szympansow i goryli. Metode tg mozna uzywaé wstepnie do
identyfikacji szczatkdw ludzkich po katastrofach, w ktorym to przypadku mamy
do czynienia z duzym stopniem destrukcji tkanek i organow. Sktada sie ona
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Z dwéch etapow:
a) amplifikacja prob DNA z uzyciem zestawdw primeréw charakterystycz-
nych dla alleli ABO,
b) elektroforeza i wizualizacja zamplifikowanych fragmentéw w 3% zelu
agarozowym lub przy pomocy detekgciji fluorescencyjne;.

Tabela |. Przyktadowe sekwencje primerow allelo—specyficznych zaprojektowa-
nych parami do amplifikacji alleli ABO w technice RAPID-ABO.

Table |. Example sequences of the allelo-specific primer pairs for the ABO PCR
in RAPID-ABOQ technique.

Charakterystyczna
Specyfika |Primer ID | Sekwencja primera pozycja
Allelowa (primer ID) | (primer sequence) rozpoznawana
(allelic (characteristic
specific) recognized
position)
o 5'0p 5'GGAAGGATGTCCTCGTCGTGGTA* | 238
3'Op 5'GGTGGTGTTCGTGAGCCTG 321
B 5'Bp 5’GTGGAGATCCTGACTCCGCTG 789
3'Bp 5'GAAGAACG*CCCCCAT*GTAG 661
Alub O 5A/Op 5'GTGGAGATCCTGACTCCGCTG 789
3A/Op 5’ GAAGAACC*CCCCCAG*GTAG 661
Alub B 3'A/Bp 5’AATGTCCACAGTCACTCGCC INTRON
5'A/Bp 5GGAAGGATGTCCTCGTGGTG* 238

Gwiazdkami (*) zaznaczono roznice miedzy primerami.
The differences between primers are marked with asterisks (*).

BEZPOSREDNIE SEKWENCJONOWANIE PRODUKTOW PCR

Ta metoda opiera sie na amplifikacji alleli ABO i poddaniu jej produktéw
bezposredniemu sekwencjonowaniu i rozdzialowi w denaturujgcym zelu
poliakrylamidowym. Technika ta, ze wzgledu na wykorzystanie odczynnikéw do
sekwencjonowania i kolumienek do oczyszczania produktdéw PCR, jest dosc
droga, a oprocz tego czasochionna w porownaniu z innymi technikami opartymi
na PCR. Moze ona jednak postuzy¢ ostatecznemu potwierdzeniu wczesniegj
wykrytych substytucji i delecji. W ten sposéb, ze wzgledu na dostarczenie
obszernego i dokfadnego wyniku, zapobiega biedom w genotypowaniu.
Umozliwia rowniez wykrycie podtypow alleli. Niestety, do sekwencjonowania
potrzebna jest dosyé duza ilos¢ DNA — ok. 30ng. Sekwencjonuje sie allele ABO
zarbwno z uzyciem znakowanych terminatoréw, jak i primeréw. Obydwiema
metodami mozna wykry¢ z fatwoscia delecje charakterystyczng dla allelu O oraz
substytucje rozrézniajace allele A i B, natomiast istniejg doniesienia o lepszych
wynikach wykrycia pojedynczej delecji w przypadku alleli AO i BO przy uzyciu
znakowanego startera (16, 17).
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ELEKTROFOREZA W GRADIENCIE DENATURUJACEGO ZELU
— DGGE (DENATURING GRADIENT GEL ELECTROPHORESIS)

Technika ta zostata wprowadzona w 1980 roku i umozliwia rozpoznanie
nawet pojedynczych zmian nukleotydowych w DNA. Polega ona na rozdziale
roznigcych sie od siebie pojedynczymi zmianami fragmentéw na podstawie
roznej ich zdolnosci do denaturacji. W zelu poliakrylamidowym z gradientem
czynnika denaturujgcego (mocznika lub formamidu) fragmenty DNA migrujg
w zaleznosci od ich wielkosci do momentu, gdy wchodzac w okreslone stezenie
czynnika denaturujgcego zaczynajg ulegaé rozplataniu, co powoduje zmiane
struktury czgsteczki. Proces denaturacji przebiega szybciej w przypadku
czgsteczek o duzej zawartosci par A/T, a obecnos¢ pewnych zmian w tych
domenach zmienia te ich zdolnos¢, czego efektem jest zmiana migracji w zelu.
Poniewaz po denaturacji dwuniciowego DNA szybko$¢ migracji zalezy jedynie od
dtugosci fragmentu DNA, dlatego tez wazne jest aby nie dopusci¢ do catkowitego
rozplecenia DNA. W tym celu w analizie DGGE wykorzystuje sie specjalnie
przygotowane fragmenty DNA (bogate w pary G/C, a wiec majace wysokg
temperature topnienia) tzw. klamry GC o dlugosci 40 pz dodawane do badanego
fragmentu w jego amplifikacji. Czuto$¢ tej metody okresla sie na 90% i zalezy od
dtugosci badanego fragmentu.

Ta metodg mozna genotypowac w zakresie locus ABO w stosunkowo krétkim
czasie, ale poniewaz glowng trudnos¢ w jej zastosowaniu przedstawia dobodr
odpowiednich warunkéw rozdziatu elektroforetycznego ,wymaga uzycia
wyspecjalizowanego sprzetu. Metoda ta rozréznia nie rozpoznawane innymi
metodami polimorfizmy zwigzane z allelami O i B.

ANALIZA TYPOW ABO Z UZYCIEM SPECYFICZNYCH DLA
NICH SOND OLIGONUKLEOTYDOWYCH

Skonstruowane zostaly oligonukleotydowe sondy (SSO) specyficzne dla
sekwencji rozpoznawanych przez enzymy restrykcyjne i innych specyficznych
polimorficznych miejsc odkrytych poprzez sekwencjonowanie alleli ABO.
Technika polega na amplifikacji polimorficznych regionéw alleli ABO i genotypo-
waniu za pomocg hybrydyzacji ,dot-blot” z wczesniej skonstruowanymi sondami
oligonukleotydowymi. Metoda daje satysfakcjonujace wyniki w identyfikacji
osobniczej i za jej pomocg mozna wykry¢ az 25 alleli w zakresie ABO.

GENOTYPOWANIE ABO Z UZYCIEM SYSTEMU DETEKCJI
FLUORESCENCYJNEJ

Metoda ta moze opiera¢ sie na detekcji specyficznych sekwencji z uzyciem
systemu komercyjnego TagMan™. Jego dziatanie opiera si¢ na specyficznej,
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5’nukleazowej aktywnosci Taq polimerazy. Do reakcji PCR podaje sie dodatkowg
sonde (wyznakowany fluorescencyjnie oligonukleotyd specyficzny dla alleli ABO),
ktora hybrydyzuje z jej produktem. To czesciowo dwuniciowe DNA jest pocigte
przez Taqg polimeraze.

Kiedy préba jest nie pocieta przez polimeraze, wyznakowany fragment bardzo
redukuje fluorescencje emitowang przez reporterowy koniec. Natomiast, kiedy
proba jest zdegradowana przez polimeraze, emituje charakterystyczng
fluorescencje. Korzysci plynace z tej techniki, to brak potrzeby uzycia zelu
elektroforetycznego,; préby mogq by¢ analizowane w zamknietych probowkach,
a wtedy nie istnieje mozliwo$¢ zanieczyszczenia produktéw PCR.

Mozna przeprowadzi¢ PCR z uzyciem allelo—specyficznych primeréw i pro-
dukty analizowaé za pomoca tego systemu.

TECHNIKI BIOLOGII MOLEKULARNEJ A METODY KLASYCZNEJ
SEROLOGII

Istnieje szereg korzysci plynacych z zastosowania technik biologii molekular-

nej do genotypowania ABO.

Oto niektére z nich;

— techniki oparte na PCR moga by¢ prowadzone z uzyciem bardzo niewiel-
kich ilosci DNA:;

— DNA jest bardziej stabilny pod wplywem zmieniajacych sie warunkoéw
srodowiska w poréwnaniu z biatkami;

— pojedynczy protokdt moze byé zastosowany do praktycznie wszystkich
rodzajéw prob z materiatu biologicznego;

— istnieje mozliwos¢ rozroznienia, czy grupy A i B sa homo—, czy tez hete-
rozygotyczne;

— uzycie techniki PCR szybko i wprost identyfikuje typ O wsréd typéw ABO;

— do reakcji PCR moga by¢ uzyte préby biologiczne rowniez stare, cze-
sciowo zdegradowane;

— wyniki uzyskane droga reakcji PCR — dostarczaja wiekszej ilosci informa-
cji (zaréwno o genotypie, jak i fenotypie danego osobnika w zakresie
ABO) w poréwnaniu z metodami klasycznymi (informacja wylacznie o fe-
notypie);

— w sprawach o gwalt mozna definitywnie rozstrzygngé, jakg grupe krwi
miat gwalciciel, co jest niemozliwe do okreslenia przez badanie antyge-
néw grupowych— w przewazajgcych wypadkach nasienia jest za malo do
badan serologicznych (19);

— metody genetyki molekularnej s mniej pracochionne, a zarazem bardziej
wiarygodne (trudniej o uzyskanie wynikow niespecyficznych).
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PODSUMOWANIE

Za pomocg stosowanych do tej pory technik badany jest rutynowo materiat
biologiczny w postaci krwi, nasienia i plynéw wydzielniczych takich jak pot czy
$lina.

Oczywiscie przy wyborze odpowiedniej techniki trzeba bra¢ pod uwage wiele
czynnikdw: jakos¢ materiatu badawczego, mozliwosci badacza (sprzet i finanse),
mozliwo$¢ zastosowania skutecznej, standardowej metodyki itp.

Przedstawione dane dotyczace uzycia technik biologii molekularnej w ozna-
czaniu grup ABO moga by¢ wystarczajgce, aby przekonac badaczy, jak wnikliwg
mozna przeprowadzi¢ analize, jak cenne moga byé wyniki otrzymane przy ich
zastosowaniu i jak duzg mozna mie¢ pewnosg, ze sg one wiarygodne.
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