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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W skiad uktadu grupowego ABO, ktéry nalezy do najwazniejszych uktadéw grupowych krwi
ludzkiej, wchodza antygeny A i B oraz przeciwciata je rozpoznajace. Antygeny A i B, ktére r6znia
si¢ terminalnym cukrem (N-acetylogalaktozamina w antygenie A i galaktoza w antygenie B) po-
wstaja w aparacie Golgiego w wyniku dziatania swoistych glikozylotransferaz A i B, ktére prze-
nosza odpowiednie cukry na akceptor oligosacharydowy, nazywany antygenem H. Sekwencje
aminokwasowe glikozylotransferaz A i B r6znia si¢ czterema resztami aminokwasowymi, z cze-
go tylko dwie decyduja o zmianie swoistosci enzymu. Sa to aminokwasy w pozycji 266 (leucy-
na w A, metionina w B) i 268 (glicyna w A, alanina w B). Badania strukturalne wykazaty, ze
obecnos¢ metioniny i alaniny, aminokwaséw o wigkszych taricuchach bocznych, w transferazie
B powoduje, ze enzym moze zwigzac tylko galaktoze, a nie N-acetylogalaktozaming. Fenotyp O,
ktory jest cecha recesywna, charakteryzuje si¢ brakiem determinant antygenowych A i B; przy-
czyna jego powstania jest obecnos$¢ nieaktywnego enzymu, w ktérym najczesciej brakuje do-
meny katalitycznej w wyniku zmiany ramy odczytu spowodowanej przez delecje jednego nu-
kleotydu. Oprécz podstawowych wariantéw genu ABO, istnieje wiele rzadziej spotykanych jego
odmian, ktérych ekspresja moze spowodowacé powstanie fenotypéw o zmienionej charakterysty-
ce. W pracy opisano mechanizm powstawania antygenéw A i B, molekularne podstawy zmien-
nosci genéw ABO, ich alleliczne warianty oraz mozliwe przyczyny ich powstawania.

uktad grupowy ABO ¢ antygeny ABO(H) ¢ polimorfizm genu ABO - glikozylotransferazy AiB

Summary

The ABO human blood group system consists of A antigens, B antigens, and antibodies against
these antigens. The antigenic determinants are synthesized in the Golgi apparatus by specific gly-
cosyltransferases which transfer proper sugars to an oligosaccharide acceptor, called H antigen.
N-acetylgalactosaminotransferase (transferase A) uses a UDP-GalNac donor to convert the H an-
tigen to A antigen, whereas galactosyltransferase (transferase B) uses a UDP-galactose donor to
convert the H antigen to B antigen. The amino-acid sequences of transferases A and B differ by
four residues, of which only two cause a change in enzyme specificity. These residues are Leu/
Met266 and Gly/Ala268 in transferases A and B, respectively. Structural studies revealed that the
presence of amino acids with bulky side chains (methionine and alanine) in transferase B cau-
se its inability to bind N-acetylgalactosamine. The recessive trait O, in which antigens A and B
are not present, is caused by the expression of an incomplete enzyme as a result of a base dele-
tion and a subsequent reading frame change. In addition to the basic ABO gene variants, several
alleles are rarely found that may lead to the expression of enzymes with different specificities.
In this article the mechanism of the synthesis of A and B antigens, the molecular background of
ABO gene variablity, their allelic variants, and possible mechanisms by which they emerge are
described.
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Wykaz skrétow:

GTA - UDP-N-acetylogalaktozamino: [3-galaktozydo-ct-1,3-N-acetylogalaktozaminylotransferaza

(N-acetylogalaktozylotransferaza); GTB - UDP-galaktozo: B-galaktozydo-ci-1,3-N-
galaktozylotransferaza (galaktozylotransferaza); pz - pary zasad

WPROWADZENIE

Odkrycie grup krwi i wykazanie, ze warunkiem powodze-
nia transfuzji jest ich zgodnos$¢, nalezy do najwazniejszych
odkry¢ XX wieku. Postgp w biochemii i genetyce mole-
kularnej pozwolit na wyjasnienie struktury genéw i bia-
tek oraz przyczynit si¢ do przemiany immunohematologii
z opisowej serologii w nauke badajaca zaleznosci struktury
i funkcji antygenéw grupowych krwi na poziomie moleku-
larnym. Antygeny grupowe ABO sa strukturami weglowo-
danowymi, ktére powstaja w wyniku dziatania glikozylo-
transferaz, czyli enzyméw przenoszacych cukry. Struktura
antygenéw ABO oraz genéw kodujacych te glikozylotrasfe-
razy zostala okreslona, a ich charakterystyka oraz zmien-
nos¢ jest tematem niniejszego opracowania.

Karol Landsteiner, odkrywca uktadu grupowego krwi
ABO, opisat w roku 1900 zjawisko izoaglutynacji ludz-
kich erytrocytéw przez surowice ludzkie i zwierzgce [26],
arok pdzniej, na podstawie obserwacji dokonanych pod-
czas mieszania krwi réznych oséb wyréznit trzy podsta-
wowe grupy krwi, ktére nazwat I, I1 i III. Erytrocyty gru-
py I nie zawieraly receptoréw dla aglutynin wykrywanych
w grupie Il i III, podczas gdy erytrocyty grupy Il i III za-
wieraly dwa rodzaje receptoréw, nazwane pézniej B i A.
Obserwacje te pozwolity na sformutowanie wniosku, ze
w krwi ludzkiej wystepuja rézne i charakterystyczne dla
poszczegdlnych 0séb ,,naturalne” izoaglutyniny, oraz
ze sa one odpowiedzialne za aglutynacje [27] (Nagroda
Nobla 1930). W roku 1901 jego uczniowie, Sturli oraz
von Decastello, wyodrebnili kolejna, czwarta (IV) gru-
pe nazwana pdzniej AB [10]. Prace nad systemem gru-
powym ABO prowadzil réwniez Ludwik Hirszfeld; wraz
z Erichem von Dungernem wykazali, ze grupy krwi dzie-
dzicza si¢ zgodnie z prawami Mendla. Sugerowali oni ist-
nienie dwéch dominujacych alleli A i B oraz recesywne-
go allelu H. Zmienili takze nazwy grup krwi z ustalonych
przez Landsteinera na stosowane do dzi§ A, B, O i AB
[11, 38].

Uwaza sig, ze uktad ABO (uktad nr 1 wedlug Migdzy-
narodowego Towarzystwa Transfuzji Krwi — ISBT) ma naj-
wigksze znaczenie w transfuzji krwi. W uktadzie tym wy-

réznia si¢ cztery podstawowe fenotypy. Charakteryzuja je
odpowiednio: grupa A — antygen A na krwinkach i przeciw-
ciata anty-B w osoczu, grupa B — antygen B na krwinkach
i przeciwciala anty-A, grupa O — na krwinkach znajduja
si¢ antygeny H (prekursory antygenéw A i B), a w osoczu
sq obecne zaréwno przeciwciala anty-A jak i anty-B, gru-
pa AB: antygeny A i B na erytrocytach, brak przeciwciat
w osoczu (ryc. 1).

Bupowa antYGenow ABO

Antygeny uktadu grupowego ABO sa taricuchami oligosa-
charydowymi glikolipidéw lub glikoprotein obecnymi za-
réwno na erytrocytach, jak i komdrkach somatycznych oraz
w wydzielinach. Podstawa ich budowy jest taficuch prekur-
sorowy, ktéry wystepuje w dwdch typach, réznigcych sig
wigzaniem migdzy koficowa galaktoza a poprzedzajaca ja
N-acetyloglukozamina. Wiazanie 31-3 obecne jest w typie
I taiicuchéw, ktére wystepuja w tkankach i wydzielinach,
a wigzanie B1-4 znajduje si¢ w taricuchach typu II, ktére
sg charakterystyczne dla krwinek. W wyniku przylaczenia
fukozy do taricucha prekursorowego typu I lub II powstaje
antygen H (Fucal-2Galf1-3/4), ktéry z kolei jest struktura
prekursorowa dla antygendéw A i B. Réznica migdzy tymi
antygenami polega na terminalnym cukrze: w antygenie
A jest to N-acetylogalaktozamina, a w antygenie B galak-
toza (ryc. 2). Oba antygeny powstaja w wyniku dziatania
enzymow nazywanych transferazami A i B: pierwsza z nich
przenosi resztg N-acetylogalaktozaminy i tworzy antygen
A, druga resztg galaktozy i tworzy antygen B. Enzymy te
wykazuja swoistos¢ zaréwno co do rodzaju przenoszone-
go monocukru, jak i rozpoznawanego akceptora [8,48].
Schemat ich dziatania przedstawiono na ryc. 2.

GENY KODUJACE TRANSFERAZY ABO

Transferazy ABO, podobnie jak inne glikozylotransferazy,
sq biatkami transblonowymi typu II. Czasteczka enzymu
sktada si¢ z krétkiego N-konicowego odcinka cytoplazma-
tycznego, fragmentu transblonowego oraz dtugiej czgsci
C-konicowej skierowanej do wngtrza aparatu Golgiego.
W C-koricowym fragmencie znajduje si¢ centrum aktywne
enzymu [8,39].
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Ryc. 1. Antygeny uktadu grupowego ABO wystepujace
Grupa A Grupa B Grupa AB Grupa O na erytrocytach oraz przeciwciata wystepujace
w osoczu
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Ryc. 2. Struktura antygendw grupowych uktadu ABO oraz Sciezki ich biosyntezy

Transferazy A i B (dalej nazywane GTA i GTB) r6znia si¢
siedmioma pojedynczymi mutacjami (tabela 1), z ktérych
cztery powoduja zmiang aminokwasu, a tylko dwie (C796A,
G803C) zmieniaja swoistos¢ enzymu wobec przenoszonej
reszty cukrowej. Oprécz tego mozemy rowniez wyrdz-
ni¢ wiele aminokwaséw, ktére maja zasadnicze znaczenie
w aktywnosci enzymu. Wedlug Seltsam i wsp. [40], resz-
tami tymi sa: Met214, Phe216, Glu223, Asp291 i Arg352.
Zmiana ktéregokolwiek z wymienionych aminokwaséw
znaczaco obniza aktywnos$¢ enzymu. Aktywnos¢ enzyma-
tyczna GTB jest mniejsza niz aktywnos¢ GTA, w zwiaz-
ku z czym liczba antygendéw B na powierzchni erytrocytu
jest mniejsza niz liczba antygenéw A [32].

Enzymy odpowiedzialne za syntezg antygenéw uktadu gru-
powego ABO kodowane sa przez trzy geny zlokalizowane
w trzech osobnych loci: Hh, Sese 1 ABO.

Gen Hh (GenBank DQ092446; ENSEMBL
ENSGO00000174951): jego locus znajduje si¢ u czlowie-
ka na 19 chromosomie (19q13.3). Gen Hh ma dtugos¢ 3,6
kpz, sktada si¢ z 8 eksonéw, przy czym region kodujacy
obejmuje 1 ekson i ma dtugos¢ 1095 par zasad (365 ami-

nokwaséw). Gen ten koduje o-1,2-L-fukozylotransferaze
(FUT1), enzym katalizujacy przylaczenie fukozy do ga-
laktozy, w wyniku czego powstaje antygen H. Antygen ten
jest prekursorem antygenéw A i B na erytrocytach i komér-
kach srédbtonka. Niekiedy (1:13 000 w Indiach, 1:312 000
w Niemczech) stwierdza si¢ defektywna postac tego enzy-
mu, ktéra nie jest zdolna do przytaczenia fukozy. Gen ko-
dujacy taki enzym nosi nazweg h; stwierdzono, ze przyczyna
utraty aktywnosci moga by¢ mutacje powodujace powsta-
nie nieaktywnego biatka [19]. Przyktadem moze by¢ mu-
tacja nukleotydu w pozycji 948, w wyniku czego nastgpuje
przedwczesna terminacja taiicucha polipeptydowego [17].
Gen H ujawnia si¢ zaréwno u homozygot H/H jak i hete-
rozygot H/h. Rzadki przypadek homozygoty h/h powodu-
je brak przytaczenia fukozy, do struktutry prekursorowej,
do ktérej transferazy A lub B nie sa w stanie przylaczy¢
odpowiedniej reszty cukrowej. W efekcie powstaje pozor-
na grupa O, mimo ze gen ABO moze wytwarza¢ prawidlo-
we enzymy. Fenotyp taki nosi nazwe ,,Bombay” a bardzie;j
prawidtowo O, lub ABH_ [19].

Gen Sese (GenBank DQ321371; ENSEMBL
ENSG00000176920) znajduje si¢ réwniez na chromoso-
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B . Ryc. 3. Schemat organizadji genu ABO; podano numery
eksonéw oraz wielkos¢ eksondw i introndw
1052 w parach zasad
135 688

mie 19 w odleglosci 20 kpz od genu Hh. Podobnie jak gen
Hh, gen Sese koduje o-1,2-L-fukozylotransferazg, ale en-
zym nazywany jest FUT2. Oba geny wykazuja 70% ho-
mologii sekwencji nukleotydowej. Gen Sese sktada sig z 2
eksondéw, przy czym region kodujacy obejmuje 1 ekson
i ma dlugos¢ 1029 par zasad (343 aminokwasy). Gen Se
(zwany genem sekrecji, FUT?2) koduje enzym o takiej sa-
mej aktywnosci co gen Hh, réznica migdzy nimi polega
na tym, ze enzym ten katalizuje powstawanie antygenu H
w tkankach innych niz krew (giéwnie w nabtonkach) sli-
nie oraz ptynach ustrojowych. Podobnie jak w przypadku
genu Hh, mutacje moga powodowac powstanie nieaktyw-
nego biatka; gen kodujacy takie nieaktywne biatko nazy-
wa si¢ genem se [19]. W zaleznosci od allelu genu Se, lu-
dzi mozna podzieli¢ na wydzielaczy (o genotypie Se/Se
lub Se/se), ktorzy charakteryzuja si¢ obecnoscia antyge-
néw ABO w tkankach i wydzielinach, oraz niewydziela-
czy, ktérzy maja nieaktywny enzym FUT2 (z genotypem
se/se). Niewydzielacze stanowia prawie 25% populacji
ludzkiej [20]. W Europie i Azji najczesciej spotykana po-
stacia genu se jest gen zawierajacy mutacje G428T, kto-
ra powoduje powstanie kodonu zatrzymania (Trp143ter)
[18], podczas gdy w Afryce dominuje mutacja A385T
(Ile129Phe) [19].

Gen ABO (GenBank BCI111575; ENSEMBL
ENSGO00000175164) jest umiejscowiony na dtugim ra-
mieniu chromosomu 9 (9q34). W zaleznosci od sekwencji
nukleotydowej, gen ten koduje transferazg A (UDP-N-ace-
tylogalaktozamino: B-galaktozydo-o-1,3-N-acetyloga-
laktozaminylotransferaza, w skrdécie N-acetylogalakto-
zaminylotransferaza) lub transferaz¢ B (UDP-galaktozo:
B-galaktozydo-oi-1,3-N-galaktozylotransferaza, w skro-
cie galaktozylotransferaza). Gen ma dtugos¢ 19,5 kpz, re-
gion kodujacy ma dtugos¢ 1065 par zasad (353 amino-
kwaséw) i sktada sig z siedmiu eksondw (ryc. 3). W bazie
danych ENSEMBL podano omytkowo osiem eksondéw.
Centrum katalityczne jest kodowane w 91% przez eksony
61 7. Eksony 1-5 koduja cz¢s¢ N-konicowa oraz odcinek
transbtonowy. Istnieja trzy allele genu ABO: A 1 B sa do-
minujace, natomiast O jest recesywny.

Z uktadem grupowym ABO zwiazany jest uktad grupowy
Lewis. Antygeny tego uktadu znajduja si¢ na komdérkach
nabtonka i w ptynach ustrojowych, a powstaja w wyniku
dziatania fukozylotransferaz katalizujacych powstanie wia-
zania o1-3 lub a1-4. Molekularne podstawy powstawania
antygenéw Lewis oraz ich charakterystyka zostaty omé-
wione w innym artykule [36].

STRUKTURA TRANSFERAZ ABO

Transferazy ABO zaliczamy do rodziny széstej glikozylo-
transferaz (GT6), enzymow przenoszacych galaktoze lub
N-acetylogalaktozoaming z urydylodifosforanu na akcep-
tor z wytworzeniem wigzania ol1-3 [14]. Charakterystyczna
ich cecha jest obecnos¢ motywu DVD (kwas asparaginowy,

walina, kwas asparaginowy), ktéry koordynacyjnie wia-
ze niezbedny dla aktywnosci enzymatycznej jon manga-
nowy [6]. W 2007 r. w bazie danych CAZY (http://www.
cazy.org) znajdowaty sig 103 sekwencje glikozylotransfe-
raz nalezacych do rodziny GT6. U cztowieka do rodziny
GT6 naleza: transferaza ABO, syntetaza Forssman (nie-
aktywna) i syntaza iGB3, odpowiedzialna za synteze gli-
kolipidéw serii Globo.

Istotna cecha transferaz ABO jest przenoszenie reszty
N-acetylogalaktozaminy lub galaktozy na resztg galaktozy
z podstawiona fukoza, czyli antygen H. Krystaliczna struk-
tura transferaz ABO zostata opracowana przez Patenaude
i wsp. [37]. Wykazano, ze topologia transferaz ABO przypo-
mina struktur¢ nieaktywnej u cztowieka transferazy galak-
tozy a1-3 [6,12]: faficuch polipeptydowy transferazy ABO
tworzy dwie domeny wiazace, pomi¢dzy ktérymi znajduje
si¢ szczelina z miejscem aktywnym. Szczelina ma okoto
13 A szerokosci i zawiera dwie reszty aminokwasowe, r6z-
ne w transferazach A i B, ktérych obecnos¢ jest niezbed-
na do okreslenia swoistosci enzymu. Fragment N-korico-
wy zawiera ,.kieszen Rossmana” — fragment, ktéry wiaze
cukier potaczony z nukleotydem. Disacharydowy akcep-
tor jest rozpoznawany przez domeng C-koncowa (ryc. 4).
Glikozylotransferazy ABO tworzace wiazanie o-glikozy-
dowe sg zaliczane do transferaz zachowujacych (retaining)
konformacj¢ o cukru zwiazanego z nukleotydem, ktéry
jest donorem w reakcji przylaczania (w przeciwienstwie
do transferaz odwracajacych — inverting). Nazwa pochodzi
stad, ze w UDP-cukrze wiazanie glikozydowe jest typu o,
a wigzanie przylaczonego cukru (galaktozy lub N-acetylo-
galaktozaminy) jest réwniez typu o, czyli enzym zachowu-
je konformacj¢ pomigdzy cukrem a czasteczka. Podobnie
jak w przypadku wigkszosci glikozylotransferaz, centrum
katalityczne enzymu zawiera motyw DVD (Asp211, Val212
i Asp213). Dwie reszty kwasu asparaginowego wiaza jon
Mn?*, ktérego rola polega na koordynacyjnym wiazaniu
reszt fosforanowych w UDP-cukrze.

Domena wiazaca akceptor jest umiejscowiona w obre-
bie reszt aminokwasowych 228-337, a rozpoznawanym
fragmentem tancucha jest Fucal-2Gal, czyli antygen
H. Kluczowymi resztami zaangazowanymi w rozpozna-
wanie tego antygenu sa: His233, Glu303 i Thr245, kt6-
re wiaza czasteczke galaktozy, oraz Asp326, ktéra wia-
ze fukozg¢. Dodatkowo, obie reszty akceptora (Gal i Fuc)
tworza silne wiazania z grupa B-fosforanowa UDP zwia-
zanego z donorem, co sugeruje, ze wigzanie tej czastecz-
ki jest niezbednym krokiem poprzedzajacym rozpoznanie
akceptora (ryc. SA).

Wsréd glikozylotransferaz wykazujacych rézna swoistosé,
glikozylotransferazy A i B naleza do najbardziej homo-
logicznych, poniewaz réznia si¢ tylko czterema reszta-
mi aminokwasowymi. Wiazanie dwoch réznych monosa-
charydéw w domenie wiazacej donor jest uzaleznione od
obecnosci r6znych aminokwaséw w czterech pozycjach:
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Ryc. 4. Przestrzenna struktura transferazy B. Enzym skfada sie z dwéch
domen rozdzielonych szerokg szczeling z centrum aktywnym,
wigzacym substraty, ktére zaznaczono kolorem granatowym:
antygen H (akceptor) i UDP (donor). Aminokwasy Asp211i Asp213
(kolor pomaraniczowy) wchodzg w sktad motywu DVD wiazacego
koordynacyjnie jon Mn?* (pomarariczowa kula). Aminokwasy,
ktére w transferazie B s3 inne niz w transferazie A (Gly176,
Ser235, Met266 i Ala268) zaznaczono kolorem fioletowym.
Nieuporzadkowana petle obejmujaca reszty 179-194 przedstawiono
zielong przerywana linia. Ryc. opracowana za pomoca programu
PyMol na podstawie struktury 1LZJ z Protein Data Bank

176, 235, 266 i 268. Reszty Arg/Gly 176 i Gly/Ser 235
nie tworza bezposrednich wiazan z czasteczka donora,
przez co ich znaczenie dla swoistosci enzymu jest mniej-
sze, chociaz ich obecnos¢ ma znaczenie dla aktywnosci.
Nieuporzadkowana pgtla, obejmujaca reszty 179-194 od-
grywa role w uwalnianiu produktu; wykazano, ze obecnosé
glicyny w pozycji 176 (tak jak w transferazie B) powodu-
je 11-krotne obnizenie liczby obrotéw enzymu. Krytyczna
reszta Gly/Ser w pozycji 235 nie oddziatuje bezposrednio
z donorem, ale powoduje, ze alifatyczny fragment akcep-
tora w glikozylotransferazach A i B przyjmuje rézne po-
zycje. Uwaza sig, ze taka zmiana pozycji akceptora jest
przyczyna trzykrotnego podwyzszenia stalej K dla GTA
w poréwnaniu z GTB [37].

Zmiana ktérejkolwiek z dwoch pozostatych reszt (Leu/Met
266 i Gly/Ala 268) ma znaczacy wptyw na swoistos¢ en-
zymu. Badania kinetyczne wykazaly, ze zamiana leucyny
na metioning w pozycji 266 ma wigkszy wpltyw na zmia-
n¢ swoistosci, niz obecnos¢ reszty Gly lub Ala w pozy-
cji 268. Aminokwas w pozycji 266 (Leu/Met) znajduje
si¢ w miejscu umozliwiajacym kontakt z grupa hydrok-
sylowa (w przypadku GTB) lub acetamidowa (w przy-
padku GTA), natomiast Gly/Ala 268 wiaze si¢ z grupami
hydroksylowymi przy trzecim i czwartym weglu donora,
identycznymi w obu przytaczanych monosacharydach.
Mozna wigc powiedzied, ze obecnos¢ leucyny lub me-
tioniny w pozycji 266 decyduje bezposrednio o wiaza-

niu réznych cukréw, czyli odpowiednio N-acetylogalak-
tozaminy w grupie A i galaktozy w grupie B, a znaczenie
reszty 268 jest mniejsze. W przypadku transferazy B oba
aminokwasy (Met266 i Ala268) maja wigksze taricuchy
boczne, niz w przypadku transferazy A (Leu266, Gly268),
przez co domena wiazaca w GTB moze zwigza¢ galak-
toze, ale nie jest w stanie przytaczy¢ N-acetylogalakto-
zaminy, poniewaz jej czasteczka ma wigksze rozmiary.
Glikozylotransferaza A ma szczeling o zbyt duzej objeto-
$ci, aby galaktoza mogta utworzy¢ wiazania ze wszystki-
mi niezbgdnymi resztami aminokwasowymi. Ponadto, ob-
nizone dno szczeliny w miejscu aktywnym GTA pozwala
na odstoniecie histydyny w pozycji 233, ktéra moze utwo-
rzy¢ wiazanie wodorowe z grupa acetamidowa N-acetylo-
galaktozaminy, dzigki czemu cukier ten moze by¢ wiasci-
wie umiejscowiony (ryc. 5B).

Swoistos¢ enzymu moze si¢ zmieni¢ rowniez w wyniku
zmiany reszty aminokwasowej innej niz 266 i 268. Jak wy-
kazali Marcus i wsp., podstawienie proliny 234 przez se-
ryn¢ powoduje, ze transferaza B moze przenosi¢ nie tyl-
ko UDP-Gal, ale i UDP-GalNAc, a wigc enzym taki moze
syntetyzowac zarowno antygeny A, jak i antygeny B. Jest to
spowodowane tym, ze reszta seryny w miejscu 234 poprzez
oddzialywania steryczne wplywa na potozenie krytycznej
reszty Met 266, co z kolei umozliwia zwiazanie si¢ N-ace-
tylogalaktozaminy w miejscu aktywnym GTB [29].

Pobcrupy w uktaDzIE ABO

Oprocz trzech podstawowych grup (A, B i O) wyr6znia-
my wiele podgrup rézniagcych si¢ giéwnie iloscia antyge-
nu obecnego na krwinkach. Wynika to z réznorodnych
rzadkich mutacji w genach kodujacych transferazy gru-
powe, co niejednokrotnie przektada si¢ na zmiany aktyw-
nosci enzymu i w nastgpstwie na ilosciowa zmiang eks-
presji antygenu. Aktywnos¢ transferaz kodowanych przez
poszczegdlne allele jest zalezna od ilosci mutacji w genie
oraz od tego, czy mutacje te dotycza reszt uznawanych za
krytyczne (takimi resztami sg np. reszty réznicujace swo-
istos¢ transferaz A i B). Og6lnie, malejaca aktywnos¢ trans-
feraz uktada si¢ w szereg dajacy podgrupy z malejaca ilo-
$ciag antygenu [49]:

e dlaalleli A AI>A2>A3>Ax>Ael

 dla alleli B: B>B3>Bx>Bel

W obrebie podgrup moga wystgpowac rézne dodatko-
we mutacje.

Grupa A i jej podgrupy

Grupa A1l jest podstawowa, konsensowa i najprawdopo-
dobniej najstarsza ewolucyjnie grupa krwi; dodatkowo wy-
rézniamy wiele jej podgrup rézniacych si¢ pojedynczymi
mutacjami (tabela 2A) [9,47]. Najczgsciej sa to substytu-
cje, ktore nie powoduja zmian fenotypowych, naleza do
nich podgrupy:

A101 - klasyczny, podstawowy,

A102 — charakteryzuje si¢ obecnoscia znaczacej muta-

cji C467T (Prol56Leu); mutacja ta nie zmienia jednak

swoistosci transferazy ani jej aktywnosci,

A103 — tak jak A102 plus dodatkowo C564T,

A104 - tak jak A101 plus A297G,

A112 - tak jak A102 plus A297G,

8
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Ryc. 5. A. Schemat miejsca aktywnego transferazy B z uwzglednieniem wiazar miedzy resztami aminokwasowymi centrum aktywnego oraz taricuchem H
i UDP-galaktoza. B. Schematyczne przedstawienie centrum aktywnego transferaz A i B. Transferaza B nie moze zwiaza¢ UDP-N-acetylogalaktozaminy,
poniewaz centrum aktywne zawiera wieksze reszty aminokwasowe (Met266 i Ala268), ktdre ograniczaja dostep dla wiekszego substratu.
W przypadku transferazy A, mniejsze reszty aminokwasowe (Gly268 i Leu266) pozwalaja na zwiazanie wiekszego cukru. Ponadto, obnizone dno
szczeliny w GTA pozwala na utworzenie wigzania wodorowego miedzy His233 i grupa acetamidowa N-acetylogalaktozy, dzieki czemu cukier
ten moze by¢ whasciwie umiejscowiony

A113 — jak A101 i dodatkowo mutacja C526G (Leul56Pro) oraz delecje jednej z trzech cytozyn pomig-

(Argl76Gly), ktéra to mutacja jest identyczna z jedna dzy nukleotydem 1059-1061. Ta ostatnia zmiana powo-

z mutacji odrézniajacych transferazy A od B [49]. duje przesunigcie ramy odczytu i przesunigcie kodonu

zatrzymania, co powoduje wydluzenie taficucha poli-

Podgrupa A2: allel A2 jest réwniez polimorficzny i w jego peptydowego enzymu o 21 aminokwaséw. Aktywnosé

obrgbie mozna wyrézni¢ wiele mutacji; podgrupa A2 enzymatyczna biatka powstatego w wyniku transkrypcji

jest czesto spotykana w Europie, na Bliskim Wschodzie takiego genu jest obnizona o co najmniej 50%, w wyni-

iw Afryce [49]. ku czego liczba antygenéw A na powierzchni erytrocy-

A201 — najczesciej wystepujaca podgrupa zawiera téw grupy A2 jest réwniez znaczaco nizsza. Pozostate
dwie charakterystyczne mutacje: substytucje C467T warianty grupy A2 to:
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Tabela 1. Znaczace roznice pomiedzy transferazami AiB

Numer nukleotydu 297 526 657 703 796 803 930

Numer aminokwasu (99) (176) (219) (235) (266) (268) (310)
GTA A (Thr) C(Arg) C (His) G (Gly) ((Leu) G (Gly) G (Leu)
GTB G (Thr) G (Gly) T (His) A (Ser) A (Met) C(Ala) A (Leu)

Mutacje zmieniajace swoistos¢ enzymu zaznaczone pogrubiong czcionka.

A202 — C1054T (Arg352Trp),

A203 - C1054G (Arg352Gly),

A204 — ma cztery mutacje A297G, C526G (Argl76Gly),
C657T, G703A (Gly235Ser) jak w grupie B oraz dwie
analogiczne do O: C771T, G829A (Val277Met), co su-
geruje, ze jest to allel hybrydowy. Jezeli allel ten wy-
stepuje z allelem O to daje grupg Al, a jezeli z B to po-
wstaje A2B,

A206 — del1060C,

A206 — A1009G (Arg337Gly),

Podgrupa A3: w grupie tej wyrézni¢ mozemy dwie pod-
grupy prowadzace do powstania fenotypu A3, charaktery-
zujacego si¢ znacznym obnizeniem ilosci antygenéw A na
erytrocytach [4,49]:

A301 — G871A (Asp291Asn),

A302 — G829A (Val277Met) jak w 0201, 1060delC jak

w A201

Molekularne podstawy tego fenotypu nie sa do korica po-
znane, dotad zsekwencjonowano tylko 6 i 7 ekson allelu
A3. Ze wzgledu na obecnos¢ mutacji znalezionych wcze-
$niej w innych allelach mozliwe jest réwniez, ze A3 jest
hybrydowym allelem powstalym z potaczenia A201-0201-
A201 [4].

Podgrupa Ax: fenotyp ten wykazuje znaczny spadek ak-
tywnosci transferazy; jako gtéwna mutacje wyrdzniajaca
t¢ podgrupe podaje si¢ substytucj¢ T646A (1le216Phe),
najprawdopodobniej majaca znaczny wpltyw na zmniej-
szenie aktywnosci enzymu. Co ciekawe, zadna z mutacji
wystepujacych w allelach Ax nie jest charakterystyczna
tylko dla nich; nasuwa to przypuszczenie, ze podgrupa ta
powstaje w wyniku taczenia si¢ dwéch alleli - A lub B/O2
(0301) z O1v (0201):

Ax01 — T646A,

Ax02 — A297G, T646A, G681A, C771T, G829A,

Ax03 — T646A, G681A C771T, G829A,

Ax04 — T646A, G68I1A.

Dziedziczenie tej grupy jest dosy¢ skomplikowane, w nie-
ktérych przypadkach jest ono zgodne z zasadami Mendla,
ale sa rowniez udokumentowane przypadki odstgpstw od
tych regut. Podejrzewa sig, ze wyttumaczeniem moze by¢
zjawisko wzmocnienia allelicznego (oméwionego w dal-
szej czgsci pracy) [31,34,49].

Podgrupa Ael: bardzo rzadka, charakteryzujaca si¢ inser-
cja G w obregbie siedmiu guanin pomigdzy nukleotydami
798-804. Mutacja ta powoduje zmiang ramy odczytu i prze-
sunigcie kodonu zatrzymania, co powoduje wydluzenie
faiicucha polipeptydowego o 37 aminokwaséw, obnizajac

tym samym aktywno$¢ enzymatyczna biatka. Stwierdzono
réwniez podstawienie w miejscu splajsingowym eksonu
6 w pozycji +5 (konsensowe miejsce GTAAGT zmienia
si¢ na GTAAAT). W wyniku takiego podstawienia caty
ekson 6 zostaje wycigty w czasie potranskrypcyjnej ob-
robki mRNA [44]. Fenotypowo grupa ta objawia si¢ bra-
kiem aglutynacji z przeciwcialami anty-A i anty-AB, ale
erytrocyty takie silnie reaguja z anty-H. Zazwyczaj w 0so-
czu obecne sa przeciwciata anty-A:

Ael01 — ins800G,

Ael02 — A102 (C476T) i T646A oraz G681 A jak w 0201,

zawiera wigc mutacj¢ Phe216lle, ktéra znacznie zmniej-

sza aktywnos¢ enzymu.

Podgrupa Am: fenotyp ten charakteryzuje obnizona ilos¢
antygenu na krwinkach, podczas gdy jego ilos¢ w slinie po-
zostaje niezmieniona. Mutacja G664 A (Val222Met) moze
obnizaé aktywnos¢ enzymu, mozliwe jest réwniez, ze ist-
nieja mutacje w regionie promotorowym, zmniejszajace
wydajnos¢ transkrypcji [2,28].

Podgrupa Aend: zmiana w miejscu splajsingowym w in-
tronie 6, A do G w pozycji +4.

Podgrupa Abantu: jest allelem rekombinowanym, po-
wstalym w wyniku polaczenia si¢ alleli O/v (0201) 1 A2
z miejscem crossing-over w eksonie piatym. Delecja gu-
aniny w czwartym intronie zmienia miejsce splajsingo-
we, co powoduje wytaczanie z transkryptu catego ekso-
nu czwartego [16].

Grupa B i jej podgrupy

Grupa B rézni si¢ od konsensowej Al siedmioma muta-
cjami nukleotydowymi, z czego cztery powoduja zmiang
aminokwasu (tabela 1).

Zmiany aminokwaséw prowadza do zmiany swoistosci en-
zymu, ktéry uzyskuje w ten sposéb swoistosS¢ wobec ga-
laktozy zamiast N-acetylogalaktozaminy, a aktywnos¢ en-
zymu ulega obnizeniu. Grupa B, podobnie jak A, nie jest
genotypowo homogenna i mozna ja podzieli¢ na wiele pod-
grup (tabela 2B) [49].

Podgrupa B1 — zaliczamy do niej:

B101 - klasyczna, zawiera mutacje wymienione w tabeli 1,
B102 — nie ma mutacji nukleotydu 930,

B103 — nie ma mutacji nukleotydu 657,

B107 — nie ma mutacji nukleotydu 526, ktéra jest jed-
na z mutacji znaczacych, odrézniajacych grupg A i B.
Swoistos$¢ enzymu pozostaje niezmieniona,

B108 — nie ma mutacji nukleotydu 297.
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Podgrupa B301 wykazuje mutacj¢ na miejscu +5 trzecie-
go intronu, ktdre jest miejscem splajsingowym. Zamiana
guaniny na adening powoduje zmiany w obrébce potran-
skrypcyjnej mRNA, czego skutkiem jest brak eksonu
3 w koricowym transkrypcie. Biatko takie ma niekom-
pletny fragment transbtonowy i w wigkszosci pozostaje
w cytoplazmie [51]. Ponadto allele takie maja substytu-
cje C1054T (Arg352Trp). Erytrocyty tej grupy wyka-
zuja staba aglutynacje erytrocytéw przez przeciwcia-
a anty-B.

Podgrupa Bx ma mutacje G871 A (Asp291 Asn). Aktywnos¢
enzymu jest obnizona.

Podgrupa Bel ma mutacje prowadzace do tak znacznego
obnizenia transkrypcji, ze aktywnos¢ transferazy B jest
praktycznie niewykrywalna:

Bel 01 — T641G (Met214Arg),

Bel 02 — G669T (Glu223Asp).

Do tych dwéch podtypéw [49] doda¢ mozna kolejny z mu-
tacja C502T, zidentyfikowany przez Sun i wsp., mutacja ta,
cho¢ nieznaczaca, jest podawana przez autoréw jako przy-
czyna powstawania fenotypu Bel [43].

Podgrupa Bm: antygen B jest bardzo trudny do wykry-
cia, nie reaguje z przeciwciatami anty-B i anty-AB, a sta-
ba aktywnos¢ transferazy B powoduje, ze jedynie nie-
wielki procent antygenéw H jest podstawiony galaktoza.
Przyczyna jego powstawania nie jest doktadnie znana, naj-
prawdopodobniej jest wynikiem mutacji w obrgbie genu
ABO [42,50].

Podgrupa B(A): w przypadku tej grupy na krwinkach znaj-
duje si¢ prawidlowa ilo$¢ antygenu B i dodatkowo pewna
ilo$¢ antygenu A, ktéry mozna zidentyfikowac za pomo-
ca monoklonalnych przeciwciat anty-A. Obecnos¢ antyge-
nu A na krwinkach typowanych jako B tlumaczy si¢ nie-
co zmieniona swoisto$cia enzymu kodowanego przez allel
B(A). Enzym taki moze przenosi¢ nie tylko galaktoze, ale
i N-acetylogalaktozaming. Zjawisko to wystgpuje rowniez
w przypadku krwinek typowanych jako B, z tym ze w przy-
padku allelu B(A) efekt ten jest wzmocniony poprzez mu-
tacje nukleotydow krytycznych dla ré6znicowania si¢ grup
A i B (tabela 2B); wyrézniamy trzy podgrupy powoduja-
ce powstanie fenotypu B(A):

B(A)01 — (w poréwnaniu z allelem B101): T657C (mu-

tacja cicha), A703G (Ser235Gly),

B(A)02 — (w poréwnaniu z allelem BI01): C700G

(Pro234Ala) mutacja ta zmienia nie tylko krytyczna

reszte (G703A, Gly235Ser), ale i reszte z nia sasiadu-

jaca, co moze mie¢ wptyw na budowe centrum katali-

tycznego i zmiang swoistosci enzymu,

B(A) var — C657T oraz G703A (Gly235Ser).

Podgrupa cisAB: fenotypowo objawia si¢ w identyczny
sposob jak AB, czyli jednoczesng ekspresja na krwinkach
antygenéw A i B. Typowa grupa AB, nazywana réwniez
transAB, powstaje w wyniku kodominacji dwéch alleli (za-
réowno A jak i B), co prowadzi do powstania dwoch enzy-
moéw o réznych aktywnosciach. Natomiast cisSAB powstaje,
kiedy jeden allel koduje enzym o aktywnosci transferazo-
wej zaréwno A jak i B [48]. Zmiana jednego z czterech
aminokwasow swoistych dla grupy B powoduje zmiang

w centrum aktywnym, w wyniku czego enzym uzysku-
je zdolnos¢ do przenoszenia reszt zaréwno galaktozy jak
i N-acetylogalaktozminy;
cisABO1 — (w poréwnaniu z grupa A102): G803C
(Gly268Ala) (czyli dodatkowo mutacja C476T —
Prol56Leu),
cisAB02 — (w poréwnaniu z grupa B101): A796C,
cisAB0O3 — (w poréwnaniu z grupa B101) C700T
(Pro234Ser) [48].

Grupa O i jej podgrupy

Fenotyp O charakteryzuje si¢ brakiem determinant anty-
genowych A i B na erytrocytach. Allel O w wyniku mu-
tacji stracil zdolno$¢ do kodowania aktywnych postaci
enzymow. Grupa ta jest niezwykle zréznicowana, w ba-
zie alleli ABO na stronie Blood Group Antygen Mutation
Database [5] znajduje si¢ 68 alleli o r6znych sekwencjach
(cze$¢ z nich przedstawiono w tabeli 2C). Mozna jed-
nak wyr6zni¢ dwie grupy zasadniczo rézniace si¢ mig-
dzy soba [15,33]. Pierwsza z nich jest grupa alleli zawie-
rajacych konstytutywna delecje guaniny w pozycji 261,
ktéra powoduje pojawienie si¢ wczesniejszego kodonu
zatrzymania. Zmiana ta jest gtdbwnym powodem utraty
aktywnosci przez enzym, poniewaz powstate biatko jest
ztozone tylko z 88 aminokwasow i brak w nim centrum
aktywnego, w wyniku czego nie ma mozliwosci katali-
zowania reakcji przeniesienia reszty cukrowej na odpo-
wiedni donor. Najczesciej spotykany allel 0101 jest iden-
tyczny z allelem A701, a jedyna réznica migdzy nimi jest
delecja w pozycji 261. Allele grupy O moga zawieraé
rowniez inne mutacje, zaréwno identyczne z mutacjami
w grupach A i B jak i zupelnie nowe, charakterystyczne
tylko dla danego allelu O. Do tych pierwszych (zawie-
rajacych mutacje znane wczes$niej z allelu A lub B) za-
liczymy allele, takie jak: 0102 (T579C), O117 (768A),
czy 0107 (mutacja C467T charakterystyczna dla allelu
A102) oraz O110 (substytucja C657T — typowa dla al-
lelu B101).

Jezeli oprocz delecji nukleotydu 261 (261delG), allel za-
wiera rowniez mutacj¢ A297G, to zaliczany jest do grupy
O1v, nazywanej inaczej O201 [7]. Zaliczamy tu allele, ta-
kie jak: 0205 z podstawieniami T646A, G681A, C771T,
G829A; 0212 majacy dodatkowa substytucje G351 A w po-
réownaniu z 0205, czy 0209 z dodatkowa w stosunku do
0205 zamiang G542A (tabela 2C).

Allele O niezawierajace delecji 261G maja charaktery-
styczng substytucj¢ G802A. Mutacja ta powoduje zmiang
Gly268Arg, a jej obecnos¢ uniemozliwia wigzanie sub-
stratu w miejscu aktywnym enzymu [1]. Do grupy tej za-
liczamy allele, takie jak 0303, O304, 0302 czy O301.
Wszystkie one maja mutacje G802A oraz inne dodatko-
we mutacje. Ostatnie doniesienia wskazuja jednak na to,
ze w niektérych przypadkach niedelecyjne allele O moga
kodowa¢ biatko majace niewielka aktywnos¢ transferazo-
wa, zdolne do wytwarzania antygenu A. Aktywnos$¢ ka-
talityczna takiego enzymu jest bardzo mata, a antygeny
wykrywane sa jedynie bardzo czulymi metodami typu ab-
sorpcja — elucja [40].

Schematy najwazniejszych alleli ABO oraz biatek przez
nie kodowanych przedstawiono na ryc. 6.
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Tabela 2A. Punktowe mutacje obecne w allelach grup A, B, O w poréwnaniu z konsensowym allelem A 101

Ekson

A

7

Nukleotyd

467 526 564 646 657 664
Allel

681 703 771 829 871

798~ 1059
804 1009 1054 1061

A101 A C C C T C G

G G C G G A C

A102 T

A103 T C

A104 G

A112 G T

A113 G

A201 T

delC

A202

A203

A204 G G T

A205

delC

A206 T

A301

A302

A delC

Ax01

Ax02 G

Ax03

> | = | = | =

Ax04

Ael07

delG

Ael02 T A

Am A

Aminokwas

k Thr  Pro  Arg Arg Phe His Val
onsensowy

Pro Gy Pro Vall Asp  Arg Arg

Aminokwas

- Leu  Gly lle Met
zmieniony

Gly  Ser Met  Asn  Gly Trp/Gly

MoZLIWE MECHANIZMY POWSTAWANIA WARIANTOW ABO

Rekombinacja w obrebie genu ABO - allele
hybrydowe

Niektore allele genu ABO powstaja w wyniku rekombinacji,
czyli taczenia si¢ dwoch réznych alleli. Istnieja dwa mecha-
nizmy mogace prowadzi¢ do powstawania takich hybrydo-
wych genéw: crossing-over i konwersja genéw. Jesli frag-
ment jednego allelu otoczony jest przez inny, to mamy do
czynienia z konwersja gendw, natomiast jesli jedna czgs$¢
genu pochodzi od jednego, a druga od innego allelu, to mé-
wimy o crossing-over. Takie wtasnie mechanizmy moga by¢
odpowiedzialne za ogromna réznorodnos$¢ alleli uktadu gru-
powego ABO. Wedtug przegladowego artykutu Yip z 2002

roku prawie potowa alleli, z wymienionych siedemdziesigciu
jeden, powstata w wyniku rekombinacji [34,41,49].

Crossing-over

Allele powstale w wyniku crossing-over sktadaja sie
z dwoéch czesci pochodzacych od dwdéch réznych alleli.
Dzigki analizom SNP (single nucleotide polymorphism
— pojedyncze zmiany nukleotydéw) w intronach mozna
stwierdzi¢ czy przyczyna powstania podgrupy byta wy-
miana czesci chromosomu oraz dosy¢ doktadnie okresli¢
miejsce ich taczenia (przyktady alleli na ryc. 7A).

W zaleznosci od tego, ktéry z eksonéw pochodzi z kt6-
rego allelu, moga powstawaé rézne podgrupy. Na przy-
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Tabela 2B. Punktowe mutacje obecne w allelach grup A, B, O w poréwnaniu z konsensowym allelem A 101

Ekson

B
6 7

ukleotyd
Allel 297 467 526 641 657 669 700 703 79 803 871 930 1054

A101 A C T C G C G G C

B101 G T A

B102 G
G
G

ol ||/
—

B103
B107
B108
B301
Bx
Bel01
Bel02
B(A)o1
B(A)02
cisABOT T
cisAB02 G G T A

— || =A==
b= s i e — i s = T = (=~ B — ) B i e }

=2 20 = W I W [ N B W ) }
{2 N = W I W I I 2 N N 2 T I}
()
> | > | > > > > >N
=
> ||

I Y T o Y I o W Y YR Y o Y YA N YA Y YA Y YO Y Y Y W I W Y o W B o |

Aminokwas

k Thr Pro Arg Met His Glu Pro Gly Leu
onsensowy

(]
=

Asp Leu Arg

Aminokwas

- - - Gly Arg - Asp Ala Ser Met  Ala Asn - -
zamieniony

Tabela 2C. Punktowe mutacje obecne w allelach grup A, B, O w poréwnaniu z konsensowym allelem A 101

Ekson
0
2 3 4 6 7

Nukleotyd

Alel 53 106 188 189 220 261 297 467 526 646 681 771 802 829 893 927 1096
e

A101 G G G C C G A C C T G C G G C C G
0101 del G

0201 T A T T delG G A A T A

0203 del G T T

0301 T T

0302 A
0303 T T G G A A
Ii\minokwas Arg  Val Arg Po Val Thr Pro Arg Phe Pro Pro Gly Val Ala Tyr
0Nnsensowy
Aminokwas o, phe His Sr - - lew Gy - - - Ag - Val Stop
zamieniony
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A
261 467 526 703 796 802 803 1060
A1 | ]
A2 | |
B | | | [ | I
or [
orv [l
0z | | | |
B A1 A2 B 0 (1-1v)
156 266 268

02
268
17§ i:

Ryc. 6. A. Otwarte ramy odczytu (dtugos¢ podana

Otwarta rama
odczytu w parach zasad) gtéwnych alleli ABO oraz
1065 miejsca mutacji powodujacych zmiane
1128 aminokwasu (czarne kreski) w sekwencji
1065 nukleotydowej w poréwnaniu z konsensowym
354 allelemA7. §ekwencje prawiq%owq (sgnsownq)
i przedstawiono w postaci puste] ramki,
1065 asekwengje nonsensowna (ze zmieniong ramkg

odczytu) w postaci wypetnionego prostokata.
Allel A2 zawiera mutacje w pozycjach 467 1060;
allel B w pozycjach 526, 703,796 1 803; allele
07 i07vw pozycji 261, a allel 02 w pozycjach
5261 802. B. Schematyczny obraz taricuchéw
polipeptydowych kodowanych przez geny ABO.
Zaznaczono numery reszt aminokwasowych,
ktdre s3 inne niz w konsensowym allelu A /

=

LA

%

)

ktad rekombinacja O101-O201 powoduje powstanie gru-
py 0202, a 0201-0101 grupy O103. Rézne sa tez miejsca
rekombinacji dla tych alleli; miejsce dla O202 znajdu-
je sie pomigdzy nukleotydami 235-446 intronu szdste-
go, a dla 0103 pomigdzy 950-1011 tego samego intronu.
Przyktadem alleli, ktére powstaly w wyniku crossing-
over moga by¢ réwniez allele: B/08 powstaty w wyni-
ku potaczenia AI102 i B101, oraz Al12 ztozony z A104
i B102. Miejsce rekombinacji w obu przypadkach znajdu-
je si¢ w intronie szostym [30]. Wyr6zni¢ mozna co naj-
mniej pie¢ miejsc rekombinacji wspélnych dla wielu alle-
li: sa to nukleotydy 188-226, 280-446, 786-891, 950-1011
(wszystkie w intronie 6) i od 1013 nukleotydu w intronie
6 do 526 w eksonie 7 [30]. Czgstsze wystgpowanie rekom-
binacji crossing-over w obrgbie genu ABO moze by¢ zwia-
zane z sekwencjami chi (5’-GCTGGTGG-3") i chi-podob-
nymi (5’-GCTGGCGG-3’), ktére wystepuja przy 3’-koncu
széstego eksonu (nukleotydy 853-860) i ktére pokrywaja
si¢ z jednym z pigciu czgstych miejsc rekombinacji wy-
mienianych przez Ogasaware, oraz w intronie trzecim (nt.
269-276) [32,49]. Sekwencje te sa okreslane jako ,.gora-
ce miejsca”’, czyli miejsca inicjacji procesu crossing-over
(chi — crossover hotspot instigator).

Wykazano, ze w organizmach prokariotycznych sekwen-
cje te stymuluja nukleazg RecBCD, ktora jest enzymem
mogacym inicjowaé homologiczng rekombinacj¢. Enzym
RecBCD (ztozony z trzech podjednostek) wykazuje aktyw-
nos¢ helikazy, egzonukleazy, endonukleazy oraz ATP-azy
zaleznej od DNA. Biatko to przesuwa si¢ wzdtuz dwuni-
ciowego DNA, rozwijajac je i nacinajac. Po napotkaniu se-
kwencji chi nacinana jest ni¢ 3’, a nastgpnie podjednost-
ka majaca aktywnos¢ nukleazowa ulega dezaktywacji.
W wyniku tego powstaje jednoniciowe DNA rozpoznawa-
ne przez bialko RecA, a powstaty w ten sposéb kompleks
RecA-ssDNA atakuje homologiczny chromosom i przesu-
wa si¢ wzdhuz niego w poszukiwaniu komplementarnych
sekwencji. Pomiedzy komplementarna sekwencja a nicia
zwiazana z biatkiem RecA tworza si¢ wiazania wodoro-
we 1 powstaje trypleks. Nastgpnie ni¢ z sekwencja chi od-
suwa druga z nici dwuniciowego DNA, ktéra to ni¢ moze

nastgpnie parowac z nicia ,,pozostawiona” przez ni¢ 3’ ma-
jaca sekwencje chi [3]. Do tej pory udowodniono znacze-
nie sekwencji chi w rekombinacji u Prokaryota (gtéwnie
u bakterii E. coli) niemniej jednak to, Ze miejsca crossing-
over znajduja si¢ czgsto na dlugim ramieniu chromosomu 9
(czyli w locus genu ABO) moze $wiadczy¢ o tym, ze réw-
niez u ludzi sekwencje chi moga by¢ zaangazowane jako
,.hot-spot” wymiany czesci chromosomow.

Konwersja genow

Drugim typem rekombinacji wplywajacym na réznorod-
nos¢ alleli ABO jest konwersja genéw. Znane sa dwa me-
chanizmy dajace taki efekt. Pierwszy z nich wystgpuje,
jesli podczas replikacji jedna z nici znajdzie si¢ podczas
mejozy pomiedzy rozplecionymi ni¢mi homologicznego
chromosomu; na matrycy homologicznego chromosomu
dosyntetyzowany jest wtedy fragment genu. W drugi me-
chanizm zaangazowane sa systemy naprawcze DNA: wy-
stepuje wtedy, kiedy nastgpuje btedne parowanie zasad
i enzymy naprawcze na podstawie drugiej, losowo wybra-
nej nici naprawiaja ten btad. Jezeli wybrana ni¢ pochodzi
z chromosomu homologicznego, méwimy o konwersji ge-
noéw. Zrekombinowany gen, ktéry powstat w wyniku dzia-
ania jednego z wymienionych mechanizméw, ma krétki
fragment sekwencji pochodzacej z drugiego allelu. Proces
ten rézni si¢ od crossing-over tym, ze nie zachodzi tu wy-
miana cz¢sci chromosomu, ale wiaczenie fragmentu jed-
nego genu w drugi, homologiczny [45].

Allele ABO, ktére powstaty w ten sposob, maja jedna lub
kilka mutacji pochodzacych z innego allelu. Jako przy-
ktad mozna wymienic¢ allel B/07, ktéry nie ma charakte-
rystycznej dla alleli B substytucji C526G, tylko sekwencje
zgodna z konsensowym allelem A /0!I (ryc. 7B). Dziatanie
tego mechanizmu ttumaczy réwniez powstanie alleli cis-
AB, ktére maja cz¢s¢ mutacji, takich jak allel A, a czgs$¢
jak B. Oprocz tego istnieja rowniez allele, ktére powsta-
ty w wyniku wigcej niz jednej konwersji. Takim allelem
jest np. A110, ktéry prawdopodobnie jest ztozony z alle-
li A-B-A-O2-A.
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A Ekson 6 intron Ekson 7 Ryc.7.A. Przyk_iadylalleh ABO powstg’rych w wynlku
280-446 rekombinacji crossing-over w intronie miedzy
e | 8108 eksonami 6 i 7. Nazwy alleli podlegajacych
A102 B101 rekombinacji podano ponizej eksonéw, a nazwe
| ;:78”9'_ A112 nowego allela po prawej stronie rysunku.
B101 A102 Przyblizone potozenie miejsca rekombinacji
| _ 0202 0znaczono czerwonym Ifolorem oraz nL_Jmerami
T 0201 nukleotyddéw (numeraqa od poczatku mtron_u).
950-1011 B. Przyktady alleli ABO powstatych w wyniku
E | o103 konwersji genéw w eksonie 7. Nazwy alleli
0201 ot1o1 podlegajacych rekombinadji podano ponize]
Ekson 7 eksondw, a nazwe nowego allela po prawej
B A646T stronie rysunku. Zaznaczono miejsca, w ktérych
T Asor wystapita konwersja gendw, oraz mutagje
e S 4101 nukleotydowe wprowadzone w wyniku
| | B107 konwersji
B101 A101 B101
803
cisAB 01
A101 B101 AT01

Wzmocnienie alleliczne (allelic enhancement)

Zjawisko to polega na wzmacnianiu ekspresji jednego z alleli
przez drugi homologiczny allel. W wyniku takiego mecha-
nizmu jeden z alleli, ktérego ekspresja jest staba lub nie ma
jej weale, w wyniku obecnosci drugiego allelu daje sygnat
wigkszy niz spodziewany. Mechanizm dziatania alleliczne-
go wzmocnienia nie jest do korica poznany, aczkolwiek ist-
nieja dwie hipotezy tlumaczace jego powstawanie.

Pierwsza zaproponowana przez Hosseini-Maff i wsp. [15]
podaje jako mozliwa przyczyng powstawania wzmocnienia
allelicznego mitotyczna rekombinacj¢ w komoérkach szpiku
kostnego. W jej wyniku, za posrednictwem rekombinacji
homologicznej lub konwersji genéw, miatoby dochodzi¢ do
wymiany czg¢s$ci chromosomu pomi¢dzy dwoma allelami.
W ten sposéb, z dwéch niefunkcjonalnych alleli (np. O1
i O2) powstalyby podczas rekombinacji dwa nowe, z kt6-
rych jeden mogiby kodowaé biatko majace aktywnos¢ en-
zymatyczna. Autorzy jako potencjalne miejsca rekombina-
cji wymieniaja opisane wczesniej sekwencje chi.

Autorzy drugiej hipotezy [35] sugeruja, ze wzmacnianie
odbywa si¢ nie na poziomie genu, ale bialka, a ,,0stabio-
na” mutacjami transferaza moze by¢é wzmacniana przez
pelnej dtugosci peptyd. Wzmocnienie odbywatoby si¢
poprzez stabilizowanie struktury nieaktywnego normal-
nie enzymu w wyniku tworzenia dimeru pomigdzy nieak-
tywnym biatkiem a biatkiem ulegajacym ekspresji z dru-
giego allelu.

Jednym z przyktadéw ilustrujacych dziatanie wzmocnienia
allelicznego jest opisany przez Cho i wsp. [9] allel Avar.
W zaleznosci od allelu, z ktérym jest wspotdziedziczo-
ny, allel taki moze prowadzi¢ do powstania réznych feno-
typow. Jesli wspétdziedziczonym allelem jest O, powsta-
je grupa krwi O, jesli za$ takim allelem jest B, to ujawnia
sig staba grupa A potaczona z B (A, B).

Podobny mechanizm opisano réwniez w przypadku gru-
py Ax. Wykazano, ze jesli allel Ax jest wspétdziedziczony

z allelem B, to na erytrocytach jest podwyzszona ekspre-
sja antygenu A. Jezeli natomiast allel ten jest dziedziczo-
ny wspdlnie z O, to ekspresja antygenu A jest obnizona.
W tym przypadku mechanizm jest podobny: allel B zdaje
si¢ wzmacniac ekspresje antygenu A [35].

Regulacja ekspresji genu ABO

Gen ABO znajduje si¢ pod kontrola konstytutywnego
promotora znajdujacego si¢ tuz przed miejscem inicjacji
transkrypcji (oznaczanym jako +1), oraz alternatywne-
go promotora umiejscowionego bezposrednio za 5’-kon-
cem wysp GC [21,23,46]. Oprécz tego w regionie powy-
zej miejsca poczatku transkrypcji znajduja si¢ sekwencje
regulatorowe (ryc. 8).

Jedna z nich jest obszar pomigdzy —117 a +31 nukleoty-
dem. W regionie tym znajduja si¢ liczne wyspy GC, be-
dace miejscem przylaczenia si¢ czynnika Spl (wiaze sig
on do sekwencji pomigdzy —22 a —14 nukleotydem regio-
nu powyzej miejsca poczatku transkrypcji). Czynnik ten
jest biatkiem kontrolujacym transkrypcjeg.

Wyspy GC sa réwniez potencjalnym miejscem metylacji,
wplywajacym na przylaczanie si¢ czynnika Sp1l. Zaleznos¢
miedzy metylacja a wzmacnianiem jest odwrotnie propor-
cjonalna — im bardziej metylowane sa cytozyny w parach
GC, tym stabiej wiaze si¢ bialko wzmacniajace i w rezul-
tacie transkryptu jest mniej. Hipermetylacja moze nawet
doprowadzi¢ do zupetnego braku ekspresji genu [13,24].

Elementami mogacymi mie¢ wplyw na wzmocnienie trans-
krypcji sa réwniez tandemowo powtarzajace si¢ minisateli-
tarne sekwencje w regionie od —3899 do —3618. Do miejsc
tych wiaze si¢ czynnik transkrypcyjny CBF/NF-Y, rozpo-
znajacy sekwencje¢ CCAAT [25]. Wykazano, ze liczba tych
powtdrzen jest zalezna od grupy krwi, a im wigcej powtd-
rzen, tym proces transkrypcji jest bardziej efektywny. Allele
Al102(0301) maja po jednym powtdrzeniu, a allele A2, B,
0101v(0201) po cztery [8]. Wigcej wzmacniaczy w przy-
padku genu B prawdopodobnie powoduje podwyzszona eks-
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-117 do +31
wyspy GC

-3899 do -3618 -191 do -119
sekwencje minisatelitarne N-box

Ryc. 8. Schemat budowy regionu promotorowego genu
ABO. Powyzej genu zaznaczono sekwencje
regulatorowe, ponizej czynniki transkrypcyjne,

| i Region U' Region
p! L1} I

| ktdre sie do nich wiaz. Czynniki CBF/NF-Y oraz

Ekson |

czynniki czynniki biatka
CBF/NF-Y RACP Spl

miejsce startu
transkrypcji (+1)

Spl powoduja wzrost transkrypcji, natomiast
czynnik RACAP dziata hamujaco

presje mRNA dla tego genu, co czgsciowo moze kompenso-
wac obnizong aktywnos¢ enzymatyczng transferazy B [8].

Oprécz sekwencji wzmacniajacych, wptyw na transkrypcje
moga mie¢ réwniez sekwencje hamujace. Negatywnym re-
gulatorem transkrypcji jest potozony w obrebie nukleotydéw
od —191 do —119 tzw. N-box o sekwencji CACNAG. Element
ten rozpoznawany jest przez czynniki jadrowe, ktére nie sa
jeszcze dokladnie okreslone, a stosuje si¢ do nich wspdlna
nazwe RACP (repressor for the ABO constitutive promoter
— represor konstytutywnego promotora ABO) [22]. N-box
jest réwniez rozpoznawany przez czynniki z rodziny bHLH,
ktére mogg oddziatywac z kompleksem deacetylujacym hi-
stony, co réwniez wplywa na hamowanie transkrypcji.

Dodatkowymi czynnikami wptywajacymi na regulacje eks-
presji moga by¢ réwniez czynniki translacyjne oraz loka-

lizacja w aparacie Golgiego.

PismiENNICTWO

NazewnicTwo

Nomenklatura alleli ABO jest bardzo niejednorodna, ponie-
waz prawie kazdy autor ma wtasny pomyst na nazewnictwo
poszczegdlnych alleli; na przyktad podstawowy allel A 701
jest réwniez okreslany jako A'"', ABO*A 101, ABO*A(Pro).
Najwigksza niejednorodnos¢ napotkamy przy nazewnic-
twie alleli O, ktére sa najbardziej zréznicowane, a w do-
datku daja taki sam fenotyp. Dodatkowym utrudnieniem
sg liczne mutacje w obrgbie intronéw, przez co pojawiaja
si¢ allele o takim samym nazewnictwie a z indeksem ,,in-
tronic” lub ,,exonic” [8].

PobziEkowANIE

Autorzy dzigkuja Pani Profesor Elwirze Lisowskiej za prze-
czytanie manuskryptu i cenne uwagi.

[1] Amado M., Bennett E.P., Carneiro F., Clausen H.: Characterization of
the histo-blood group O(2) gene and its protein product. Vox Sang.,
2000; 79: 219-226

[2] Asamura H., Ota M., Takayanagi K., Saito S., Tsukada K., Fukushima
H.: Molecular genetic analysis of the Am phenotype of the ABO blo-
od group system. Vox Sang., 2002; 83: 263-267

[3] Baj J., Markiewicz Z.: Biologia molekularna bakterii. Wydawnictwo
Naukowe PWN 2006

[4] Barjas-Castro M.L., Carvalho M.H., Locatelli M.F., Bordin S., Saad
S.T.: Molecular heterogeneity of the A3 subgroup. Clin. Lab. Haematol.,
2000; 22: 73-78

[5] Blumenfeld O.O., Patnaik S.K.: Allelic genes of blood group antigens:
a source of human mutations and cSNPs documented in the Blood Group
Antigen Gene Mutation Database. Human Mutat., 2004, 23: 8-16

[6] Boix E., Zhang Y., Swaminathan G.J., Brew K., Acharya K.R.:
Structural basis of ordered binding of donor and acceptor substrates
to the retaining glycosyltransferase, alpha-1,3-galactosyltransferase.
J. Biol. Chem., 2002; 277: 28310-28318

[7] Bugert P., Rutten L., Goerg S., Kluter H.: Characterization of a novel
O(1) variant allele at the ABO blood group locus. Tissue Antigens,
2001; 58: 422-424

[8] Chester M.A., Olsson M.L.: The ABO blood group gene: a locus of con-
siderable genetic diversity. Transfus Med Rev., 2001, 15: 177-200

[9] Cho D., Shin M.G., Yazer M.H., Kee S.J., Shin J.H., Suh S.P., Jeon
M.J., Song J.W., Ki C.S., Ryang D.W.: The genetic and phenotypic
basis of blood group A subtypes in Koreans. Transfus. Med., 2005;
15: 329-334

[10] Decastello A. von, Sturli A.: Ueber die Isoagglutinine im Serum gesun-
der und kranker Menschen. Muenchener Mediziniesche Wochenschrif,
1902; 49: 1090-1095

[11] Dungern E. von, Hirszfeld L.: Uber Vererbung gruppenspezifi-
scher Strukturen des Blutes. Z Immun. Forsch. Exper. Ther., 1910; 6:
284-292

[12] Gastinel L.N., Bignon C., Misra A.K., Hindsgaul O., Shaper J.H.,
Joziasse D.H.: Bovine alphal,3-galactosyltransferase catalytic doma-

in structure and its relationship with ABO histo-blood group and gly-
cosphingolipid glycosyltransferases. EMBO J., 2001; 20: 638—649

[13] Hata Y., Kominato Y., Yamamoto F.I., Takizawa H.: Characterization
of the human ABO gene promoter in erythroid cell lineage. Vox Sang.,
2002; 82: 39-46

[14] Hennet T.: The galactosyltransferase family. Cell. Mol. Life Sci., 2002;
59: 1081-1095

[15] Hosseini-Maaf B., Irshaid N.M., Hellberg A., Wagner T., Levene C.,
Hustinx H., Steffensen R., Chester M.A., Olsson M.L.: New and unu-
sual O alleles at the ABO locus are implicated in unexpected blood
group phenotypes. Transfusion, 2005; 45: 70-81

[16] Hosseini-Maaf B., Smart E., Chester M.A., Olsson M.L.: The A
phenotype in the ABO blood group system is due to a splice-site mu-
tation in a hybrid between a new Ol-like allelic lineage and the A2
allele. Vox Sang., 2005; 88: 256-264

[17] Kelly R.J., Ernst L.K., Larsen R.D., Bryant J.G., Robinson J.S., Lowe J.B.:
Molecular basis for H blood group deficiency in Bombay (Oh) and para-
Bombay individuals. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1994; 91: 58435847

[18] Kelly R.J., Rouquier S., Giorgi D., Lennon G.G., Lowe J.B.: Sequence
and expression of a candidate for the human secretor blood group al-
pha (1,2)fucosyltransferase gene (FUT2): Homozygosity for an enzy-
me-inactivating nonsense mutation commonly correlates with the non-
secretor phenotype. J. Biol. Chem., 1995; 270: 4640-4649

[19] Koda Y., Soejima M., Kimura H.: The polymorphisms of fucosyltrans-
ferases. Leg. Med. (Tokyo), 2001; 3: 2—14

[20] Koda Y., Soejima M., Liu Y., Kimura H.: Molecular basis for secre-
tor type alpha(l,2)-fucosyltransferase gene deficiency in a Japanese
population: a fusion gene generated by unequal crossover responsible
for the enzyme deficiency. Am. J. Hum. Genet., 1996; 59: 343-350

[21] Kominato Y., Hata Y., Matsui K., Takizawa H.: Regulation of ABO
gene expression. Leg. Med. (Tokyo), 2005; 7: 263-265

[22] Kominato Y., Hata Y., Matsui K., Takizawa H., Tsukada J., Nakajima
T., Kaneko Y., Kishi K.: Transcriptional regulation of the human ABO
histo-blood group genes is dependent on the N box upstream of the
proximal promoter. Transfusion, 2004; 44: 1741-1749

[23] Kominato Y., Hata Y., Takizawa H., Matsumoto K., Yasui K., Tsukada
J., Yamamoto F.: Alternative promoter identified between a hyper-
methylated upstream region of repetitive elements and a CpG island
in human ABO histo-blood group genes. J. Biol. Chem., 2002; 277:
37936-37948

16



Smolarek D. i wsp. - Molekularne podstawy uktadu grupowego ABO

[24] Kominato Y., Hata Y., Takizawa H., Tsuchiya T., Tsukada J., Yamamoto
F.: Expression of human histo-blood group ABO genes is dependent
upon DNA methylation of the promoter region. J. Biol. Chem., 1999;
274: 37240-53720

[25] Kominato Y., Tsuchiya T., Hata N., Takizawa H., Yamamoto F.:
Transcription of human ABO histo-blood group genes is dependent
upon binding of transcription factor CBF/NF-Y to minisatellite sequ-
ence. J. Biol. Chem., 1997; 272: 25890-25898

[26] Landsteiner K.: Zur Kenntnis des antifermentativen, lytischen und ag-
glutinierenden Wirkungen des Blutserums und der Lymphe. Zentralbl.
Bakteriol., 1900; 27: 357-362

[27] Landsteiner K.: Ueber Agglutinationserschienunegn normalen menschli-
chen Blutes. Wiener Klinische Wochenschrift., 1901; 46: 1132-1134

[28] Lin M., Hou M.J., Twu Y.C., Yu L.C.: A novel A allele with 664G>A
mutation identified in a family with the Am phenotype. Transfusion,
2005; 45: 63—-69

[29] Marcus S.L., Polakowski R., Seto N.O., Leinala E., Borisova S.,
Blancher A., Roubinet F., Evans S.V., Palcic M.M.: A single point mu-
tation reverses the donor specificity of human blood group B-synthesi-
zing galactosyltransferase. J. Biol. Chem., 2003; 278: 12403-12405

[30] Ogasawara K., Yabe R., Uchikawa M., Nakata K., Watanabe J.,
Takahashi Y., Tokunaga K.: Recombination and gene conversion-like
events may contribute to ABO gene diversity causing various pheno-
types. Immunogenetics, 2001; 53: 190-199

[31] Olsson M.L., Chester M. A.: Heterogeneity of the blood group Ax al-
lele: genetic recombination of common alleles can result in the Ax
phenotype. Transfus. Med., 1998; 8: 231-238

[32] Olsson M.L., Chester M. A.: Polymorphism and recombination events
at the ABO locus: a major challenge for genomic ABO blood grouping
strategies. Transfus. Med. 2001, 11: 295-313

[33] Olsson M.L., Guerreiro J.F., Zago M.A., Chester M.A.: Molecular
analysis of the O alleles at the blood group ABO locus in populations
of different ethnic origin reveals novel crossing-over events and point
mutations. Biochem. Biophys. Res. Commun., 1997; 234: 779-782

[34] Olsson M.L., Irshaid N.M., Hosseini-Maaf B., Hellberg A., Moulds
M.K., Sareneva H., Chester M.A.: Genomic analysis of clinical sam-
ples with serologic ABO blood grouping discrepancies: identification
of 15 novel A and B subgroup alleles. Blood, 2001; 98: 1585-1593

[35] Olsson M.L., Michalewska B., Hellberg A., Walaszczyk A., Chester
M.A.: A clue to the basis of allelic enhancement: occurrence of the Ax
subgroup in the offspring of blood group O parents. Transfus. Med.,
2005; 15: 435-442

[36] Orczyk-Pawilowicz M.: The role of fucosylation of glycoconjugates
in health and disease. Post. Hig. Med. Dosw., 2007; 61: 240-252

[37] Patenaude S.I., Seto N.O., Borisova S.N., Szpacenko A., Marcus S.L.,
Palcic M.M., Evans S.V.:The structural basis for specificity in hu-
man ABO(H) blood group biosynthesis. Nat. Struct. Biol., 2002; 9:
685-690

[38] Schwarz H.P., Dorner F.: Karl Landsteiner and his major contributions
to haematology. Br. J. Haematol., 2003; 121: 556-565

[39] Seltsam A., Blasczyk R.: Missense mutations outside the catalytic
domain of the ABO glycosyltransferase can cause weak blood group
A and B phenotypes. Transfusion, 2005; 45: 1663—1669

[40] Seltsam A., Das Gupta C., Wagner F.F., Blasczyk R.: Nondeletional
ABO*O alleles express weak blood group A phenotypes. Transfusion,
2005; 45: 359-365

[41] Seltsam A., Hallensleben M., Kollmann A., Blasczyk R.: The nature
of diversity and diversification at the ABO locus. Blood, 2003; 102:
3035-3042

[42] Sousa N., Anicchino-Bizzacchi J.M., Leite E.M., Locatelli M.F.,
Albuquerque D., Costa F.F., Barjas-Castro M.L.: Association of ABO
gene mutations resulting in a rare B subgroup. Vox Sang., 2005; 88:
31-34

[43] Sun C.F.,, Chen D.P., Lin K.T., Wang W.T., Wang Y.C., Yu L.C.:
Molecular genetic analysis of the Bel phenotype. Vox Sang., 2003;
85:216-220

[44] Sun C.F., Yu L.C., Chen L.P, Chou D.L., Twu Y.C., Wang W.T., Lin
M.: Molecular genetic analysis for the Ael and A3 alleles. Transfusion,
2003; 43: 1138-1144

[45] Watson J., Baker T., Bell S., Gann A., Levine M., Losick R.: Molecular
Biology of the Gene, Benjamin Cummings, 2004

[46] Yamamoto F.: Review: ABO blood group system--ABH oligosaccha-
ride antigens, anti-A and anti-B, A and B glycosyltransferases, and
ABO genes. Immunohematol., 2004; 20: 3-22

[47] Yamamoto F., Marken J., Tsuji T., White. T, Clausen H., Hakomori S.:
Cloning and characterization of DNA complementary to human UDP-
GalNAc: Fucol »2Galoll -3GalNAc transferase (histo-blood group
A transferase) mRNA. J. Biol. Chem., 1990; 265: 1146-1151

[48] Yazer M.H.: What a difference 2 nucleotides make: a short review of
ABO genetics. Transfus. Med. Rev., 2005; 19: 200-209

[49] Yip S.P.: Sequence variation at the human ABO locus. Ann. Hum.
Genet., 2002; 66: 1-27

[50] Yoshida A., Yamato K., Dave V., Yamaguchi H., Okubo Y.: A case of
weak blood group B expression (Bm) associated with abnormal blo-
od group galactosyltransferase. Blood, 1982; 59: 323-327

[51] YuL.C., Twu Y.C., Chou M.L., Chang C.Y., Wu C.Y., Lin M.: Molecular
genetic analysis for the B(3) allele. Blood, 2002; 100: 1490—1492

17




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments false
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /SyntheticBoldness 1.000000
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002000d>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002000d>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /GRE <>
    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002000d>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e000d>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /POL <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


