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Editoriale

Con il termine di gruppo sanguigno viene individuato un sistema di
antigeni localizzato sulla membrana dei globuli rossi la cui sintesi avviene
con una precisa regolazione genetica. Nel caso del gruppo ABO la sintesi €
sotto il controllo degli alleli A1, A2, B, 0 i cui loci sono localizzati sul braccio
lungo del cromosoma 9.

Sulla membrana antigenica sono in realta presenti oltre 300 determinanti
antigenici la cui struttura € determinata dai geni localizzati su numerosi loci
cromosomici. La conoscenza di questi aspetti della Medicina rappresenta la
base teorica della Medicina Trasfusionale di oggi.

L’uso del sangue come medicamento, somministrato sia localmente che
per via orale, risale a tempi remoti. La prima esperienza di trasfusione si re-
gistra, tuttavia, solo nel 1818 quando James Blundell trasfuse un uomo con il
sangue di un altro uomo dopo precedenti esperimenti fatti tra animale-ani-
male e animale-uomo.

Prima ancora che Landsteiner, nel 1900, dimostrasse I‘agglutinazione dei
globuli rossi umani da parte del siero umano, la trasfusione divenne un po-
polare mezzo terapeutico.

Da allora le conoscenze si sono accumulate rapidamente: venne descritto
il sistema ABO (per questo motivo Landsteiner ricevette il premio Nobel per
la Medicina), il gruppo MN, P, il sistema Rh e successivamente tanti altri ma
di interesse sicuramente inferiore a quello ABO che costituisce il tema di
guesta interessante monografia.

Abbiamo gia avuto modo di conoscere ed apprezzare il dottor Giuseppe
Fanetti che ha collaborato a questa collana sia dal 1986 e che, divenuto
Primario del Centro di Immuno-ematologia e Trasfusionale dell’Ospedale
“Le Scotte” di Siena, succedendo alla sua Maestra, la Prof.ssa A. Maria
Befani, continua ancora a collaborare con uguale entusiasmo di anni fa.
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Il dottor Fanetti € Specialista in Analisi Chimico-Cliniche e Microbiologi-
che, in Tecnica e Direzione Ospedaliera ed in Immunoematologia.

Assistente presso il Servizio di Immunoematologia e Trasfusionale del-
I’'Ospedale di Siena ne & diventato successivamente Aiuto Corresponsabile e
quindi Primario.

Il dottor Fanetti & inoltre docente di Biochimica Ematologia, immuno-
ematologia Forense e Immunologia nelle Scuole di Specializzazione di Bio-
chimica Clinica, Medicina Legale e Ostetricia.

Tutto questo rappresenta una ulteriore garanzia per questo volume cosi
affascinante che ripercorre con la profonda conoscenza di un esperto tutti gli

aspetti teorici e tecnici del sistema ABO arrivando ad esaminarne i piu mo-
derni legati allo sviluppo delle sonde molecolari.

Sergio Rassu
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Introduzione

Il sistema ABO ¢ il primo sistema gruppo-ematico conosciuto ed e quello
che ha portato un primo contributo determinante alla conoscenza degli anti-
geni gruppoematici e ad un corretto impiego della terapia trasfusionale.

I determinanti antigenici di questo sistema, che assumono complesse
relazioni topochimiche con la membrana eritrocitaria, sono presenti anche in
altre cellule, in secreti ed escreti dell’organismo. Esso presenta alcune carat-
teristiche peculiari rispetto ad altri sistemi gruppo-ematici come la presenza
pressoché costante di anticorpi “naturali” corrispondenti agli antigeni assen-
ti sulle proprie emazie e, per la sua particolare biosintesi, ha permesso lo
sviluppo di importanti acquisizioni, non solo in campo immunoematologico,
ma anche biochimico, genetico, immunologico e trapiantologico.

Non solo, ma la scoperta di cambiamenti di questi antigeni durante I’'on-
togenesi e nell’oncogenesi, ha ridestato un nuovo interesse nei suoi confron-
ti.

Per questi motivi abbiamo ritenuto opportuno sintetizzare in queste note
I’evoluzione delle ricerche su questo sistema, iniziando da quelle empiriche
di Landsteiner che ne hanno permesso la scoperta ed una prima caratterizza-
zione sierologica a quelle biochimiche che hanno chiarito la biosintesi dei
suoi antigeni, fino alle piu recenti che utilizzano metodiche di biologia
molecolare.

Quest’ultime, iniziate da pochi anni, lasciano prevedere notevoli sviluppi
che, ovviamente, non si limitano ad una miglior conoscenza di questo si-
stema e dei suoi sottogruppi, ma anche di altri sistemi gruppo-ematici non
ancora sufficientemente conosciuti o, attualmente, definiti solo con metodi-
che sierologiche o biochimiche.
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Sierologia del sistema ABO

L’identificazione di questo sistema gruppoematico o, piu esattamente
isto-ematico, dato che e presente in molti tessuti dell’organismo, si deve a
Landsteiner il quale nel 1900, mettendo a contatto il siero con gli eritrociti di
persone diverse, osservo che alcuni, a differenza di altri, davano luogo ad
una agglutinazione delle emazie.

Egli concluse che questo era dovuto alla presenza o all’assenza sulla
superficie eritrocitaria di due antigeni o agglutinogeni definiti A e B.

Dato inoltre che I’esperimento venne effettuato su persone mai trasfuse o
guantomeno non immunizzate, Landsteiner dedusse che ogni individuo
possiede nel suo siero anticorpi naturali diretti verso I'antigene assente nei
suoi eritrociti.

Pertanto il soggetto, se appartenente al gruppo A, deve possedere nel
siero anticorpi anti-B, se di gruppo B, anticorpi anti-A e, se di gruppo 0, anti-
A e anti-B.

Nel 1902 Von Decastello e Sturli, continuando questi esperimenti, identi-
ficarono il gruppo AB.

Questo sistema gruppo-ematico, intendendo per sistema gruppoematico,
un gruppo di determinanti antigenici controllati da geni che occupano lo
stesso locus cromosomico o loci tra loro strettamente “linked” poteva essere
definito, sulla base delle conoscenze dell’epoca, composto da quattro gruppi
(Tabella 1).

Reazione delle emazie Reazione di emazie
Gruppo con i sieri: con fenotipo:
anti-A anti-B A A
A + - - +
B - + + -
(@) - + +
AB + + - -

Tabella 1. Definizione seirologica del sistema ABO.
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Queste ricerche permisero anche di stabilire che la tipizzazione del fe-
notipo ABO comporta necessariamente:

- la ricerca degli antigeni (Agglutinogeni) sugli eritrociti: Prova diretta

- la ricerca degli anticorpi (Isoemoagglutinine) nel siero: Prova indiretta

Gli antigeni di questo sistema furono individuati, oltre che su gli eritro-
citi, in molti tessuti, nella saliva, nel latte ed in altri secreti ed escreti e fu di-
mostrato che nella loro biosintesi erano coinvolti anche altri sistemi genetici.

Nel 1924 Bernstein defini le modalita con cui questi antigeni vengono
ereditati ed ipotizz0 I’esistenza di un singolo locus con tre alleli A,Be 0 con i
geni A e B codominanti ed entrambi dominanti su 0 recessivo o, come in
seguito venne definito, “amorfo”, cioé incapace di codificare alcun antigene.

Ciascun genitore trasmette al figlio uno dei tre possibili alleli che possono
dar luogo ai fenotipi ed ai genotipi come indicato nella successiva (Tabella
2).

Fenotipo ABO Genotipo
A A/A A/0
B B/B B/O
o] 0/0
AB A/B

Tabella 2. Possibili genotipi dei 4 fenotipi ABO secondo Bernstein.

La genetica di questo sistema si amplio in seguito alle scoperte di Van
Durgen e Hirszefeld i quali, nel 1911, notarono che, se alcuni sieri anti-A,
ottenuti da soggetti di fenotipo B, venivano adsorbiti con emazie di alcuni
soggetti di fenotipo A, essi continuavano ad agglutinare gli eritrociti di
molti soggetti di gruppo A.
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Essi conclusero che dovevano esistere due tipi di antigeni A, denominati
Al e A2 e che i sieri anti-A contengono due tipi di anticorpi:

- anti-A che reagisce con tutte le emazie A o AB

- anti-Al che reagisce solo con eritrociti Al o A1B.

Evidentemente per I'adsorbimento dei sieri anti-A erano state utilizzate
emazie A2 che, legandosi all’anti-A, avevano lasciato nel siero la specificita
anti-Al.

La genetica di questo sistema doveva cosi ammettere che il locusABO ¢
occupato da quattro alleli: Al, A2, B e 0 e non da tre, come stabilito in pre-
cedenza e questo, ovviamente, comportava I’esistenza di 6 fenotipi e 10
genotipi, infatti il numero di genotipi possibili per un numero di alleli o
complessi genici n é dato dalla formula:

n/2 (n +1)
Era stato inoltre notato che alcuni soggetti, in base ai risultati delle inda-

gini sierologiche, non potevano essere classificati né come Al, né come A2 e
furono cosi definiti A “intermedi” o A “int”.

Fenotipi Genotipi
Al Al/Al
Al/A2
Al1/0
A2 A2/A2
A2/0
B B/B
B/O
AlB Al/B
A2B A2/B
o] 0/0

Tabella 3. Possibili fenotipi e genotipi secondo Van Dungern e Hirszfeld.

Il Caleidoscopio
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Al fine di definire le caratteristiche di questi sottogruppi Hirszfeld avan-
z0 I'ipotesi dell’esistenza di uno spettro di antigeni A di “forza” progressiva-
mente decrescente da Al fino a O. In parallelo a questo decremento di reat-
tivita si aveva un incremento di reattivita verso un “precursore” definito H.

In seguito alla scoperta del fenotipo “Bombay” da parte di Bhende e Coll.
ed ai successivi studi di Ceppellini e Levine e Coll. degli anni ‘50, Watkins e
Morgan ipotizzarono che su una sostanza di base, o sostanza precursore,
agisse un altro sistema genetico, diallelico: Hh, indipendente dall’ ABO.

Il fenotipo Bombay poteva essere il risultato del rarissimo genotipo
omozigote h/h che impediva la trasformazione sull’emazie della sostanza di
base in antigene H, essendo il gene h “amorfo”, cioé incapace di produrre
alcun antigene.

Secondo questa ipotesi una coppia di geni alleli Hh controlla la produzio-
ne di un antigene H trasformando una sostanza definita “precursore” di na-
tura mucopolisaccaridica. Il gene H & dominante su h che ¢ recessivo o, piu
esattamente “amorfo”, comunque non in grado di convertire la sostanza pre-
cursore in antigene H e questo avviene nei soggetti omozigoti hh.

Una volta formatosi I’antigene H, agiscono, i geni del sistema ABO e,
mentre i primi due: A e B, agiscono sull’antigene H producendo quantitativi
o tipi diversi di antigeni A o B a seconda che I'individuo sia Al, A2 o sia
provvisto di altri “sottogruppi” di A e B, il gene 0, essendo “amorfo”, non ef-
fettua alcuna conversione dell’antigene H cosicché I’eritrocita contiene solo i
determinanti antigenici H.

I rarissimi soggetti di fenotipo “Bombay”, che, come abbiamo visto, sono
omozigoti hh, non sono in grado di trasformare la sostanza “precursore” in
antigene H e pertanto i loro eritrociti non presentano nessun antigene né del
sistema Hh, né del sistema ABO, ma, avendo ereditato i geni ABO, possono
trasmetterli alla loro prole. Il loro fenotipo viene descritto come Oh.

Secondo ricerche successive e tipizzando altre famiglie con questo feno-
tipo particolare, sono stati trovati alcuni soggetti che non mostravano una
assenza completa degli antigeni A e B infatti i loro eritrociti, se cimentati con
sieri anti-A o anti-B, mostravano una seppur debole agglutinazione.

Questi fenotipi furono definiti: para-Bombay e fu ipotizzato che, pur in
presenza del gene h in forma omozigote, si possa formare una modesta
guantita di antigene H, sulla quale si legano i determinanti antigenici A o B.

L’antigene H é sierologicamente riconoscibile da due tipi di anticorpi: il
primo é un’agglutinina “fredda” che compare nel siero di soggetti, normal-
mente Al o A1B, sulle cui emazie I'antigene H e presente in scarsa quantita,
I’altro & prodotto dai rarissimi soggetti di fenotipo “Bombay™.

Altre ipotesi sulla genetica di questo sistema e, successive ricerche, hanno
permesso di dimostrare la presenza degli antigeni codificati da questo siste-
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ma anche nei secreti di alcuni soggetti dipendentemente da un altro sistema
genetico Se/se, non solo, ma e stato anche dimostrato che in questa biosin-
tesi interviene anche un sistema genetico Le/le che codifica gli antigeni Le-
wis, i quali, essendo circolanti nel plasma, vengono solo adsorbiti sulla
membrana eritrocitaria.

Sottogruppi Al e A2

La definizione dei sottogruppi Al e A2 é stata oggetto di controversie ed &
stato a lungo dibattuto se le differenze fra i due antigeni fossero qualitative o
guantitative.

Il numero dei determinanti antigenici diminuisce effettivamente dal
fenotipo Al all’A2, ma il fatto che soggetti con fenotipo A2 o altri fenotipi A
piu “deboli” possano produrre anti-Al confermo la presenza di differenze
strutturali fra i vari antigeni A.

La tipizzazione dei due antigeni Al e A2 puo essere eseguita:

- sierologicamente, con I'impiego di siero anti-Al di origine umana

- con “Lectina” anti-Al, estratta dai semi di Dolichos biflorus.

Anche con la immunodiffusione, utilizzando sieri immuni anti-A, fu di-
mostrato che, mentre esiste una identita tra cellule contenenti Al e A2, era
presente nelle cellule Al una “banda” addizionale di precipitato assente in
A2,

Un’altra ipotesi imputava la differenza, non solo al diverso numero dei
determinanti antigenici, ma anche alla loro accessibilita differenziale agli
anticorpi IgM o IgG.

Fenotipi A e B deboli

Oltre all’antigene A2 fu successivamente individuato un antigene, de-
finito A3, che mostrava, una volta cimentato con sieri anti-A, una ag-
glutinazione definita a “campo misto” o “mixed-field” in quanto, insieme ad
alcune emazie agglutinate , si notano altre che non mostrano tale reazione.
Sono stati inoltre identificati altri fenotipi, sia A che B, che mostravano
reazioni sierologiche particolari e comunque diverse rispetto ai “classici”
antigeni A e B. Per questo sono stati definiti: fenotipi deboli.

L’identificazione sierologica di questi puo richiedere, oltre alle tecniche di
agglutinazione e di adsorbimento-eluizione, anche I’analisi, nei soggetti
secreti, della saliva, nonché le modalita di trasmissione.
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L’identificazione di questi fenotipi, se puo essere relativamente semplice
per gli antigeni deboli A, & normalmente pit complessa per gli antigeni B in
guanto molti di questi presentano delle caratteristi che peculiari nell’ambito
delle singole famiglie.

Alcune proprieta immunoematologiche che hanno in comune i Fenotipi
A e B “deboli”, utili in laboratorio per la loro identificazione, possono essere
cosi sintetizzate:

- la loro agglutinabiita risulta spesso migliorata se vengono utilizzati sieri
anti-A,B provenienti da soggetti O immunizzati verso le glicoproteine
purificate A e B per la possibile presenza di anticorpi “cross-reagenti”

- il pretrattamento con enzimi, particolarmente con la papaina, facilita la
loro agglutinazione

- benche il loro potere agglutinante sia inferiore agli eritrociti A e B
“normali”, i fenotipi “deboli” presentano una miglior posibilita di eluizione
degli anticorpi, se adsorbiti, in conseguenza della minor affinita degli anti-
corpi specifici. Questo permette di effettuare tipizzazioni migliori con le
modifiche di adsorbimento-eluizione che con quelle di emoagglutinazione

- alcuni di questi fenotipi deboli possono essere messi in evidenza con
anticorpi monoclonali.

Questa situazione sierologica crea evidentemente difficolta nella tipizza-
zione di questi eritrociti in quanto si pud avere una discrepanza fra la ricerca
degli agglutinogeni sugli eritrociti, che risultano di fenotipo O e I'assenza di
isoemoagglutinine anti-A.

Da questo si comprende come sia necessario, allorche viene fatta una ti-
pizzazione di questo sistema, eseguire la ricerca sia degli agglutinogeni sulle
emazie che dei rispettivi anticorpi nel siero.

L’importanza pratica dell’identificazione di questi fenotipi € ovvia se si
considera il caso in cui questa tipizzazione riguarda non tanto un ricevente
terapia trasfusionale, tipizzato erroneamente come O, in quanto sara tra-
sfuso esclusivamente con sangue O, ma il caso in cui I'errata tipizzazione ri-
guarda un donatore “A o B debole”, tipizzato come O ed il suo sangue
trasfuso ad un ricevente O.

Non solo, ma una errata tipizzazione di questi fenotipi puo creare dei
problemi di ordine Medico-Legale, come vedremo successivamente a pro-
posito del fenotipo “cis-AB”, in caso di disconoscimento della paternita.

Le caratteristiche sierologiche dei principali fenotipi “deboli” dell’anti-
gene A sono riassunte nella successiva Tabella 4.
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Il fenotipo cis-AB”

Nel 1964 fu descritta una famiglia in cui due figli di un padre con fe-
notipo 0 e quindi con genotipo O/0 e di una madre con fenotipo A2B, ri-
sultavano entrambi di fenotipo A2B, come se i geni A e B, invece di essere in
posizione trans, situati cioé ciascuno su un cromosoma della stessa coppia,
fossero situati I'uno accanto all’altro sullo stesso cromosoma e quindi in po-
sizione cis (Fig. 1).

Successivamente sono state descritte altre famiglie con questo tipo di tra-
smissione genetica degli antigeni del sistema ABO.

Abbiamo ritenuto opportuno segnalare questo fenotipo, sia per sottoli-
neare, come abbiamo detto in precedenza per i” fenotipi deboli”, le conse-
guenze Medico-Legali che possono derivare da un mancato riconoscimento
nelle perizie per I’esclusione di paternita, sia perche, come vedremo nel
capitolo dedicato alla biologia molecolare di questo sistema, sono state re-
centemente impiegate le biotecnologie per caratterizzarlo a livello di ge-
netica molecolare.

Prima di concludere questa parte dedicata alla scoperta e caratteriz-
zazione sierologica del sistema ABO, riteniamo opportuno ricordare che
questi antigeni compaiono piu precocemente nei tessuti ecto ed endodermici
rispetto al tessuto emopoietico e quindi agli eritrociti che, come & noto é di
natura mesenchimale. Nella successiva figura 2 abbiamo schematizzato I’on-
togenesi di questi antigeni nei vari tessuti e la loro correlazione con altri si-
stemi genetici coinvolti nella loro biosintesi.

Le strutture con attivita gruppo-specifica ABO sono state identificate in

tutti gli organismi, dall’E. Coli all’'uomo e, nella filogenesi, gli antigeni ABH
sulla membrana eritrocitaria dell’'uomo risultano di pit recente comparsa.
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A3: Le emazie reagiscono con un campo misto, con anti-A, B.Nel siero non sono
presenti anti-A (reattivi con emazie A2).La saliva dei Secretori (Se) contiene
antigeni A e H. Non reagiscono con la lectina anti-Al di Dolichos biflorus

Aint: L’emazie reagiscono fortemente con gli antisieri policlonali anti-A e antiA,B
Nel siero non € presente anti-A
La saliva dei Se contiene antigeni Ae H

AX: Le emazie vengono agglutinate piu fortemente e a campo misto da anti-A,B
policlonali che da anti-A policlonale
Non reagiscono con lectina anti-Al da Dolichos biflorus

Am Gli eritrociti con questo fenotipo non sono agglutinati o solo molto debol-
mente con i sieri anti-A e non mostrano nessuna agglutinazione o debolissi-
ma con i sieri anti-AB né con lectina anti-Al
Nella saliva dei Se & presente sia la sostanza H che A, mentre il loro siero non
contiene né anti-A, né anti-Al

Aend: L’emazie non reagiscono con lectina anti-Al
Nel siero non sono presenti anti-Al né anti-A2

Acel: L’emazie non vengono agglutinate nella prova diretta né con lectina anti-Al
Si evidenzia solo con metodiche di adsorbimento-eluzione.ll siero non contie-
ne anti-A reattivi con emazie A2

A bantu: L’emazie non reagiscono lectina anti-Al

A lae: L’emazie non vengono agglutinate nella prova diretta ma si evidenzia solo con
metodiche di adsorbimento-eluizione

A finn: L’emazie non reagiscono con lectina anti-Al e, nel siero non & presente anti-A
reattivo con emazie A2h

A hAm: L’emazie hanno una guantita della sostanza H inferiore alla norma

Tabella 4. Caratteristiche sierologiche dei principali sottogruppi di A.

A2B o

Figura 1. Trasmissione del fenotipo cis-AB.
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ABH ABH
Indipendenti dai Dipendenti dai
geni SeelLe geni SeelLe
Ghiandole
ECTODERMA o 47‘ ENDODERMA
salivari

Neuroni ‘ MESODERMA ‘ Mucose
primitivi respiratorie

digestive
Epidermide Plasma
Rene

Midollo

0SSe0
Endotelio
vascolare

ERITROCITI Linfociti

Figura 2. Ontogenesi degli Antigeni ABH.

Mucosa Epidermide Endotelio Eritrociti

Specie digestiva vascolare

Ratto + + - -
Coniglio + - - -
Marmoset + + - -
Babbuino + + + -
Uomo + + + +
Legenda: += presenza, -= assenza degli antigeni ABO

Tabella 5. Presenza in vari tessuti di varie specie degli antigeni ABH.
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Gli anticorpi del sistema ABO

Abbiamo in precedenza visto come questo sistema isto-ematico sia stato
scoperto e caratterizzato grazie alle sue peculiari proprieta sierologiche.
Infatti, alla presenza o assenza dei suoi antigeni (agglutinogeni), corrisponde
I’assenza o la presenza nel siero dei rispettivi anticorpi (isoemoagglutinine).
Abbiamo anche visto come sia indispensabile per la sua tipizzazione la du-
plice ricerca degli antigeni sugli eritrociti e dei rispettivi anticorpi nel siero
per cui riteniamo opportuna una breve sintesi di questi, senza ricordare le
varie ipotesi formulate per la loro produzione, che esulano dalle presenti
note. Ci limitiamo cioé alla descrizione del loro camportamento sierologico
esclusivamente in funzione della determinazione degli antigeni eritrocitari
ABO.

Gli anticorpi di questo sistema che si riscontrano regolarmente in corri-
spondenza dell’assenza dei rispettivi antigeni sugli eritrociti venivano de-
finiti naturali.

Nel corso della vita e, sotto I'influenza di diverse stimolazioni antige-
niche, possano comparire anticorpi della stessa specificita dei naturali, ma
con differenti proprieta.

Questi vengono definiti: Immuni.

Relativamente alla specificita degli anticorpi di questo sistema ista-
ematico & come vedremo successivamente, rivolta verso i trisaccaridi immu-
nodominanti:

- anti-A: N-Acetilgalattosamina 1->3 Fucosio 1->2 galattasio-R

- anti-B: Galattosio 1->3 Fucosio 1->2 galattosio-R

Nei soggetti con fenotipo O sona stati messi in evidenza anticorpi mono-
specifici anti-A, anti-B e anti-A,B.

Questi ultimi sono anticorpi che presentano una affinita con entrambi i
trisaccaridi immunodominanti.

La loro formazione é condizionata dai classici meccanismi della tolle-
ranza immunitaria e sembrano essere prodotti da una sattopopolazione di
linfociti B, CD 5 positivi.

La distinzione in anticorpi’naturali” come appartenenti alla classe IgM
ed “immuni” appartenenti alla classe 1gG ¢ relativa in quanto entrambe le
classi sono presenti sia tra i naturali che tra gli immuni anche se le IgM sono
prevalenti tra i primi e le 1gG tra i secondi. Inoltre sono presenti anche anti-
corpi della classe IgA.
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Relativamente alle sottoclassi, le 1gG1 e IgG2 sono quelle maggiormente
rappresentate, mentre le IgG3 e le 1gG4 sono presenti in minima quantita

Anticorpi naturali

Comprendono 1’anti-A dei soggetti B, I’anti-B dei soggetti A e I'anti-A,
anti-B e anti-A,B dei soggetti O.

Oltre questi si devono ricordare gli anticorpi “irregolari” anti-Al che si
ritrovano nei soggetti con fenotipo A2 e A2B e I'anti-H che si puo ritrovare
in alcuni soggetti Al, AIB, B ed in tutti i soggetti con fenotipo “Bombay”.

Anti-Al: come abbiamo visto in precedenza i sieri dei soggetti Be O
contengono una miscela di anti-A e anti-Al. L’anti-Al é anche presente nel’l-
2% dei soggetti A2 e nel 25% dei soggetti A2B. E’ generalmente presente nei
soggetti Ax e A el ed incostantemente nei soggetti con fenotipo Ax e A el.

Anti-A: esistona tre tipi di anti-H: uno attivo a 37°C che si osserva nei
soggetti con fenotipo Bombay, uno “freddo” con optimun termico a 4°C che
si osserva prevalentemente nei soggetti Al, AIB oB non secretori di sostanze
gruppo-specifiche ed uno che viene formato come autoanticorpo.

In generale le loro proprieta possono essere riassunte come illustrato di
seguito.

Anticorpi “naturali”

- sono presenti secondo il fenotipo del soggetto

- compaiono senza una apparente stimolazione antigenica

- sono agglutinanti in salina

- sono prevalentemente IgM, ma anche IgG e IgA

- hanno un “optimum” termico a 4°C, ma conservano la loro attivita ag-
glutinante anche a 37°C

- generalmente non sono emolitici

- sono termolabili: vengono distrutti a 70°C in 10 minuti e a 63°Cin 1 ora
(questa proprieta viene utilizzata in laboratorio per la diagnostica della
Malattia emolitica del neonato da ABO)

- sono neutralizzabili dalle sostanze gruppo specifiche umane ed animali
(sostanze di Witebsky)
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Anticorpi “immuni”

- compaiono in seguito ad una stimolazione antigenica

- non sono agglutinanti in salina, ma necessitano di “adiuvanti” come en-
zimi, albumina o il test all’antiglobulina per dare la reaziane di emoag-
glutinaziane

- sono costituiti in prevabenza da IgG che attraversano la placenta, ma
possono anche appartenere alla classe IgM

- 'optimum di reaziane ¢ a 37°C

- sono emolitici

- resistono alle temperature che distruggono le IgM

- sono difficilmente neutralizzabili dalle sostanze gruppo specifiche

Autoanticorpi

Si possono, seppure raramente, riscontrare autoanticorpi anti-A, anti-B e
anti-H. Questi vengono messi in evidenza o con il test all’antiglobulina o con
tecniche di fissazione-eluiziane.

Anticorpi monoclonali

La tecnologia degli ibridomi per la produzione degli anticorpi monoclo-
nali ha permesso la produzione di anticorpi specifici anche per il sistema
ABO.

Questi vengono utibizzati nel Laboratorio di Immunoematolagia sempre
in maggior misura in quanto mostrano una avidita e specificita paragonabile
e, molte volte superiore, rispetto ai policlonali, non solo, ma con questo tipo
di anticorpi e possibile evidenziare dei fenotipi Ax, ed altri fenotipi “deboli”,
non dimostrabili con i policlonali.

Vengono inoltre impiegati anche per lo studio di determinanti antigenici
particolari di questo sistema.

Questa biotecnologia presenta inoltre il vantaggio, nella produzione degli
antisieri per la tipizzazione del sistema ABO, di evitare I'immunizzazione
dei donatori.

E’ noto infatti che la produzione dei sieri policlonali anti-A e anti-B pud
essere ottenuta dal siero di donatori rispettivamente B ed A, ma i migliori
reagenti vengono ottenuti immunizzando donatori volontari con le sostanze
gruppo-specifiche. | primi contengono tuttavia anche anticorpi specifici ver-
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so altri determinanti antigenici presenti sulle emazie che devono essere eli-
minati per evitare reazioni aspecifiche nella tipizzaziane del fenatipa ABO. |
secondi, ottenuti con I'immunizzazione volontaria di donatori, & una pratica
non esente da rischi ed i reagenti non sono sempre soddisfacenti in termini
di qualita. Necessitano inoltre accurati controlli per ogni lotto usato.

Gli anticorpi monoclonali viceversa presentano il vantaggio della spe-
cificitd, costanza nel tempo ed una migliore “versatilitd” per I'impiego con
strumenti automatici.

Nella parte successiva, dedicata alla biochimica di questo sistema gruppo
ematico, vedremo che le glicosiltransferasi ABO aggiungono gli specifici
idrati di carbonio a residui di galattosio fucosilato per formare gli apteni tri-
saccaridici che servono come gruppi immunodominanti per i gruppi ABO.
Questi apteni trisaccaridici sono legati a molecole con attivita ABH, integrali
di membrana o solubili, tramite 5 0 6 catene con struttura diversa. Le catene
tipo 1 e tipo 2 con gli epitopi A e B saranno successivamente esaminate, ma
recentemente sono state descritte anche catene Tipo 3, 4,5 e 6.

Tutte queste strutture hanno una specifica azione immunogena e cioé
sono in grado di produrre una risposta anticorpale. In particolare:

- gli epitopi ABO sugli eritrociti sono prevalentemente legati a catene
Tipo 2 per cui una eventuale immunizzaziane provoca una risposta immune
con produzione di anticorpi emolitici

- gli epitopi ABO sulla catena Tipo 1 sono stati trovati nel fegato e sem-
brano coinvolti nella produzione di anticorpi responsabili del rigetto nel tra-
pianto di questo organo

- anticorpi specifici verso le catene Tipo 3 e Tipo 4 sembrano essere impli-
cati nel rigetto del trapianto di cuore e di rene, organi nei quali gli epitopi
ABO sono legati a queste catene.

Gli anticorpi anti-A presenti nei sieri iperimmuni riconoscono gli epitopi
ABO indipendentemente dal tipo di catena alla quale sono legati.

Metodiche sierologiche per la tipizzazione degli antigeni
ABO

La fenotipizzazione eritrocitaria di questo sistema deve essere eseguita,
sia con la ricerca degli antigeni (agglutinogeni) sugli eritrociti con una rea-
zione di emoagglutinazione: Test diretto, sia con una indagine sul siero per
la identificazione degli anticorpi (isoemoagglutinine) usando emazie con fe-
notipo noto: A, Al, B, 0 ed un autocontrollo con il siero del soggetto da tipiz-
zare cimentato con i propri eritrociti: Test indiretto.
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Le due indagini, come abbiamo visto in precedenza, si completano reci-
procamente e ciascuna serve come controllo dell’altra.

Una eventuale discrepanza tra il Test diretto e I’indiretto puo essere
dovuta a:

- errori tecnici

- caratteristiche fenotipiche particolari dell’emazie
- caratteristiche particolari del siero

- poliagglutinabilita degli eritrociti

Riassumeremo successivamente le cause di alcune discrepanze che piu

frequentemente si possono riscontrare nel laboratorio di Immunoematologia
per questa fenotipizzazione.
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Errori tecnicli

Gli errori tecnici possono essere dovuti a: reagenti, strumenti, interpreta-
zione dei risultati.

Questi errori possono condurre a risultati: falsamente positivi a falsa-
mente negativi.

| pitt comuni errori tecnici sono

- Non corretta identificazione dei campioni o dei materiali impiegati

- Errori di interpretazione e di registrazione dei risultati

- Omessa aggiunta dell’antisiero nella prova diretta a del siero nella
prova indiretta

- Rapporto siero/emazie non corretto

- Una eccessiva centrifugazione che puo portare a risultati falsamente po-
sitivi o una centrifugazione insufficiente che puo portare a risultati falsa-
mente negativi.

Caratteristiche fenotipiche particolari
delle emazie

- Se gli eritrociti sono sospesi nel loro stesso siero, un eventuale im-
pilamento puo simulare una agglutinazione. Questo fenomeno puo essere
causato da una disproteinemia, dalla presenza di macromolecole estranee o
dalla presenza, nel sangue del funicolo, di gelatina di Wharton.

- Il campione da tipizzare puo essere composto da una miscela di diverse
popolazioni eritrocitarie se il “propositus” e stato recentemente trasfuso o ha
ricevuto un trapianto di midollo.

- L’espressione degli antigeni A e B puo essere particolarmente debole in
presenza di un genotipo raro o in pazienti emapatici.

- L’emazie possono essere poliagglutinabili per la presenza sulla super-
ficie cellulare di strutture abnormi acquisite o ereditarie o per I’esposizione
di “criptoantigeni” cross-reagenti in seguito ad infezioni.

- Presenza di una attivita “B-like” acquisita derivante dall’azione di germi
Gram negativi deacetilanti o da patolagie neoplastiche.

- Se il test € eseguito su eritrociti sospesi nel proprio siero, gli anticorpi
presenti nel reagente possono essere neutralizzati dalla presenza nel siero, in
elevata concentraziane di sostanze gruppospecifiche A o B.
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Caratteristiche particolari del siero

- Disproteinemie, iperfibrinogenemie,”plasma-expanders”, mezzi di con-
trasto, farmaci, possono determinare la formazione di impilamenti delle
emazie che possono essere scambiati per una agglutinazione

- Nel siero puo essere presente un anticorpo irregolare o un autoanticor-
po anti-1 in grado di reagire con antigeni presenti su emazie Al o B utilizzate
per I'esecuzione del test. L’anti-Al presente nel siero dei soggetti A2 0A2B &
in grado di agglutinare emazie Al.

- Nei neonati non sono presenti nel siero anticorpi specifici per questo si-
stema in quanto non ancora iniziata la sintesi, ma possono essere presenti
anticorpi IgG acquisiti dalla madre durante la vita fetale.

- Nei soggetti anziani o in pazienti con immunodeficit congeniti o acqui-
siti il titolo degli anticorpi puo essere ridotto o addirittura non essere pre-
senti.
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Poliagglutinabilita degli eritrociti

Gli eritrociti vengono definiti “poliagglutinabili” allorché si ha una rea-
zione di emoagglutinazione con la maggioranza dei sieri umani “normali”.
Si tratta di una reazione antigene-anticorpo aspecifica dovuta alla pre-
senza sulle emazie o di un antigene anormale o di un antigene “criptico” che
viene esposto e riconosciuto dalla maggioranza dei sieri che cantengono il
corrispondente anticorpo.
Questo fenomeno puo essere:
- determinato geneticamente (Cad e Hempas)
- acquisito e provocato:
da microorganismi (T,Tk,B acquisito)
fenomeni pre-leucemici (Tn)

Gli eritrociti poliagglutinabili presentano le seguenti caratteristiche:

- sono agglutinati dalla maggior parte dei sieri di adulti

- non sono agglutinati da sieri di cordone

- non mostrano il fenomeno dell’autoagglutinazione

-s ono evidenziati dall’impiego di alcune lectine che ne permettono la
classificazione (Tab. 6)

Un ulteriolre metodo di identificazione é I'impiego di anticorpi mono-
clonali, dopo adsorbimento dal terreno di coltura impiegato per la loro pro-
duzione, degli anticorpi specifici verso gli antigeni responsabili della poliag-
glutinabibita.

T Tn Tk Cad
Arachis hypogea ++++ - ++++ -
Salvia sclarea - +H++ _ _
Glycine soja ++++ ++ - ++
Dolichos biflorus - ++++ - 4+

Tabella 6. Classificazione degli eritrociti poliagglutinabili.
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Biochimica del sistema ABO

Le indagini sierologiche effettuate su questo sistema, oltre alla sua identi-
ficazione e caratterizzazione, hanno permesso di chiarire che gli antigeni
ABH sono presenti, non solo sugli eritrociti, ma anche in molti altri tessuti e
nei secreti di circa il 75% degli individui, definiti per questo secretori, dipen-
dentemente da un altro sistema genetico Se/se.

E’ stato inoltre dimostrato che nella loro biosintesi intervengono altri
sistemi genetici come il sistema H/h, Le/le, P, T/Tn, I/i con modalita piu
complesse rispetto agli antigeni proteici.

Il classico concetto: un gene, un antigene, non puo quindi essere applicato
a questi antigeni, dato che si verifica per la sintesi di questi il fenomeno della
epistasi, una situazione cioé in cui I’espressione fenotipica di un genotipo ad
un locus dipende dal genotipo di altri loci.

La localizzazione dei geni che codificano gli antigeni ABO ¢ infatti nella
parte distale del braccio lungo del cromosoma 9 mentre i geni del sistema
H/h che, come vedremo, codificano I’'antigene H, substrato accettore dei
disaccaridi immunodominanti A e B, e localizzato nel cromosoma 19.

Le conoscenze successive di questa sistema sono state possibili grazie a
studi biochimici ed impiegando metodiche sempre piu specifiche. Le prime
indagini sierologiche venivano infatti effettuate, oltre che sugli eritrociti,
tramite I'isolamento e la purificazione delle sostanze A, B e H da secrezioni
biologiche a causa delle difficolta di ottenere adeguate quantita di sostanze
attive dagli eritrociti.

Ulteriori studi biochimici su questo sistema iniziarono negli anni ‘60 ed in
parte hanno confermato le precedenti indagini sierologiche e cioe che le
specificita ABH sono legate alla componente saccaridica ed al tipo di legame
che quattro zuccheri assumono nella parte terminale di una catena saccaridi-
ca definita sostanza di base sulla quale, secondo I'ipotesi di Watkins e Mor-
gan si ha la biosintesi degli antigeni ABH, ma anche di altri come i Lewis, P,
I ei. I saccaridi immunodominanti sono elencati nella figura 3.

In base alle conoscenze genetiche e biochimiche fu ipotizzata che I’espres-
sione degli antigeni ABH fosse controllata da geni alleli a “semialleli” A e B
in grado di legare gli zuccheri immunodominanti su due catene definite
Tipo 1 e Tipo 2, sulle quali agisce in precedenza il gene H che, a sua volta, le-
ga una molecola di fucosio su una struttura definita “sostanza precursore”
per formare I'antigene H.
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- D-Galattosio

- L-Fucosio

- N-Acetil-D-Galattosamina (NacGal)

DDDO

- N-Acetil-Glucosammina (NacGluc)

Figura 3. Saccaridi immunodominanti.

Gli eritrociti di fenotipo O si caratterizzano per I’assenza sia degli anti-
geni A che B sulla membrana eritrocitaria, ma come vedremo successiva-
mente, presentano una maggior quantita di sostanza H.

Gli eritrociti con fenotipo AB presentano i due saccaridi immuno-
dominanti.

L’approccio biochimico per lo studio di questi determinanti antigenici
iniziod con I'impiego di enzimi che “isolavano” le varie specificita dalla intera
sostanza gruppo-specifica.

In particolare le sostanze A e B, dopo trattamento enzimatico, furono
convertite in modo da dare una specificita H con il rilascio rispettivamente
di N-acetilgalattosamina e galattosio.

Successivamente, con I'impiego di una fucosidasi fu modificata la
specificita H in Le(a) liberando L-fucosio. Infine, con un ulteriore enzima, la
sostanza Le(a) perse la sua specificita e rimase una struttura che reagiva
fortemente con un antisiero anti-pneumococco Tipo XIV il quale risultd
quindi il precursore molecolare a cui vengono aggiunte le varie unita
saccaridiche responsabili delle specificita antigeniche.

Facendo il “percorso” inverso si & potuti risalire alla intera struttura delle
catene che determinano le specificita ABH.

Uno schema della biosintesi degli antigeni A,B,H e Lewis & riassunto
nella figura 7.

Questi studi hanno quindi confermato I'ipotesi di Watkins e Morgan che
prevedevano la progressiva azione dei geni H, A e B, ma anche Lewis, i
quali, tramite la sintesi di glicosiltransferasi, catalizzata 1’aggiunta a queste
catene gli idrati di carbonio in diverse posizioni, determinando le varie
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Nella successiva figura 4 sono sintetizzati, in parallelo ai geni di questo
sistema, gli enzimi da essi codificati, gli antigeni, nonché la struttura
biochimica dei monosaccaridi immunodominanti.

Le catene tipo 1 e tipo 2 differiscono tra loro per il tipo di legame con cui
il galattasio (Gal) terminale si unisce con la N-acetilglucosamina sul termi-
nale secondo lo schema successivo (Figura 5).

Il C in posizione 1 del galattosio, uno zucchero a 6 atomi di C puo legarsi
sia al C in posizione 3 che a quello in posizione 4 della N-Acetil glucosamina
(NacGluc) come indicato nello schema precedente.

Le catene tipo 1 e tipo 2 si ritrovano prevalentemente nelle secrezioni, nei
liquidi biologici ed in vari tessuti mentre sugli eritrociti vengono sintetizzate
catene tipo 2. Le catene tipo 1 che si ritrovano su queste cellule sono dovute
ad un adsorbimento dal plasma.
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Figura 4. Geni, enzimi, antigeni e epitopi del sistema ABH.
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Questi studi biochimici hanno quindi

permesso di comprendere le speci-

ficita immunodominanti A e B e, dalla successiva Figura 6, si pud notare la

loro sorprendente somiglianza.

La differenza € infatti determinata unicamente dalla sostituzione del
radiale in posizione 2: un gruppo -NH-CO-CH;, caratteristico di A che,

sostituito da OH, determina la specificita

B.
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Figura 6. Carboidrati responsabili delle specificita A e B.
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Figura 7. Struttura chimica proposta da Watkins per le sostanze gruppo-
specifiche A, B, H e Lewis.
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Analizzando lo schema precedente riteniamo utili alcune considerazioni
che permettono di meglio comprendere e spiegare la presenza di questi de-
terminanti antigenici, non solo sulla membrana eritrocitaria, ma anche in al-
tri liquidi biologici, nonché le interazioni che si hanno con altri sistemi ge-
netici ad esso correlati.

E’ opportuno comunque precisare che alcune reazioni che avvengono
nella biosintesi di questi antigeni ed in particolare alcune relative al sistema
Lewis, come vedremo successivamente, sono state oggetto di revisione nel
corso di ulteriori e piu recenti ricerche.

- Gli oligosaccaridi immunodominanti A e B possono essere aggiunti solo
a catene in cui sia gia presente fucosio e questo spiega anche il motivo per
cui, allorché H ¢ assente, come nei soggetti se/se, non possano comparire nei
secreti le sostanze A e B.

- La catena tipo 1 ha il terminale beta-galattosio legato in posizione 1>3
mentre la catena tipo 2 in posiziane 1>4. Il gene H & in grado di controllare
I’aggiunta dell’antigene H nella posizione terminale di entrambi i tipi di
catena con I'aggiunta di L-fucosio. Anche il gene Lewis (Le) aggiunge L-fu-
cosio, ma in posizione subterminale, per produrre Le(a) solo ad una catena
di tipo 1. Pertanto, quando sona presenti entrambi i geni H e Le, le sostitu-
zioni con L-fucosio sono presenti in due posizioni di una catena tipo 1 e que-
sto da origine ad una struttura con specificita Le(b) che risulta pertanto pro-
dotta dalla interazione dei geni H e Le.

- Le varie glicosiltransferasi non effettuano sempre la conversione di tutte
le catene disponibili ed inoltre esiste una competizione per i vari substrati es-
senziali: i geni H e Le ad esempio sono in competizione mediante la sostanza
precursore per le catene di tipo 1.

- Quando H e assente come nel caso dei non secretori, sono presenti nelle
secrezioni considerevoli quantita di sostanza Le(a), ma nei secretori, predo-
minano H e Le(b) e Le(a) risulta presente in quantita modestissima.

- H e Le(b) coesistono in quanto solo la catena tipo 1 puo essere conver-
tita in Le(b).

- Quando sono presenti entrambe le transferasi H ed A, molte delle
catene precursori sono convertite, prima in strutture H attive e poi in strut-
ture A attive; una conversione simile viene effettuata in B dalle transferasi H
e B.

I terminali N-acetilgalattosamina e D-galattasio delle catene “masche-
rano” la specificita H della struttura a cui sono aggiunte, ma, come detto in
precedenza, poiche le conversioni non sono mai complete, un soggetto che
abbia per esempio i geni A, H, Se e Le avra nella saliva gli antigeni A, H,
Le(a) e Le(b) anche se Le(a) sara presente in piccola quantita e la quantita di
H sara naturalmente inferiore di quanto lo sia nelle persone di gruppo O nei
cui fluidi H rimane non convertita in tutte le catene di tipo 2, anche se molte
di tipo 1 saranno convertite in Le(b).
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La presenza comunque di questi antigeni nei vari tessuti e liquidi biolo-
gici esula dalle presenti note che si limitano alla analisi di questi antigeni
sulla membrana eritrocitaria.

Abbiamo comunque riassunto nella successiva Tabella 7 le combinazioni
geniche che danno origine alle attivita A, B, H, Le(a) e Le(b) sugli eritrociti e
nei secreti.

E’ opportuno precisare che, relativamente agli antigeni Lewis, sono state
identificate ulteriori specificita: c, d, x, ma, in base a queste piu recenti
ricerche, e stata negata I’'appartenenza di questi antigeni ad un vero e
proprio sistema gruppo-ematico.

Gli idrati di carbonio presenti sugli eritrociti possono venir legati, tramite
il D-glucosio e la sfingosina o molecole di acidi grassi, in questi casi la so-
stanza gruppo-ematica & un glicosfingolipide oppure la catena oligosacca-
ridica & legata ad una catena peptidica, generalmente tramite la N-acetil-D-
glucosamina ed asparagina ed allora la sostanza é una glicoproteina.

Le glicoproteine che si trovano prevalentemente nelle secrezioni le catene
oligosaccaridi che sono legate, tramite la N-acetil-D-galattosamina o serina o
treonina.

Gli antigeni eritrocitari ABH presenti sulla membrana eritrocitaria sono
costituiti prevalentemente da glicosfingolipidi e ciascun lipide della mole-
cola & formato da un residuo di sfingosina al quale é attaccata in acido gras-
so ed una catena saccaridica.

Combinazioni Antigeni sugli eritrociti Sostanze nei secreti
geniche

Le(a) Le(b) A B H Le(a) Le(b)
ABO.H.Se.Le - + + + + + +
ABO.H.sese.Le
ABO.H.Se.lele
ABO.H.sese.lele
ABO.hh. Se o
sese.Le*
ABO.hh. Se o - - - - - - - - - -

sese.lele*

+

+ -

+

+

+
!

+ + + +
+ + + + T

+ + + + >

*Genotipo Bombay

Tabella 7. Combinazioni geniche che danno luogo all’attivita A, B, H, Le(a)
e Le(b) sugli eritrociti e nei secreti.
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Il composto formato dalla sfingosina e I’acido grasso da origine a cerami-
di i quali costituiscono ma parte del “bilayer” della membrana eritrocitaria.

Le catene steariliche sono localizzate sulle porzioni degli sfingolipidi
orientate verso la superficie esterna della membrana e, oltre alle specificita
ABH, contengono le specificita degli altri sistemi genetici correlati: H/h, 1/i
eP.

Ciascuna catena € sintetizzata tramite I’aggiunta sequenziale di una mo-
lecola saccaridica iniziando dal glucosio piu “interno” e tutte le catene oligo-
saccaridi che “immunodominanti” sono legate con in legame 0-glicosidico,
tramite il glucosio, al C in posizione 1 della sfingosina.

I carboidrati terminali associati ai glicolipidi sono analoghi a quelli legati
alle glicoproteine, tuttavia lo “scheletro” delle due strutture biochimiche e
diverso, segno di vie biosintetiche differenti. | carboidrati con attivita ABH
associati ai glicolipidi di membrana formano strutture definite paraglo-
bosidi. Le strutture saccaridiche con attivita ABH sono eterogenee e variano
da catene semplici e relativamente corte a strutture complesse e molto ra-
mificate. Queste differenti ramificazioni sono state associate alle differenze
sierologiche riscontrate ad esempio nei fenotipi Al e A2 e sono state oggetto
di dibattito fra i vari ricercatori. Alcuni ipotizzavano infatti che i due geni Al
e A2 producessero transferasi con diversa attivita enzimatica, mentre per
altri, le differenze fenotipiche dei due antigeni si dovevano ricondurre ad
una diversa accessibilita delle transferasi ai vari substrati diversamente ra-
mificati.

Le ricerche biochimiche sulle transferasi con metodiche radioimmu-
nologiche, cromatografiche e termodinamiche hanno dimostrato che gli alleli
Al e A2 producono due molecole con diversa attivita enzimatica: pH, punto
isoelettrico, costante di Michaelis e questo poteva spiegare le differenze che
si riscontrano negli antigeni prodotti dai due alleli.

Impiegando la cromatografia su colonna e su strato sottile i glicolipidi
ABH, estratti dalle membrane eritrocitarie, mostravano diverse “bande”
caratteristiche. Due delle componenti che migrano “velocemente”, definite
Aa H1 e Ab H2 e due camponenti che migrano lentamente, definite Ac H3 e
Ad H4, furono assegnate a specie “ramificate” e “non ramificate” che porta-
vano rispettivamente i determinanti A e H.

In base a queste ricerche fu ipotizzata anche che le specificita Al e A2
derivassero da ramificazioni complete e incomplete cioe queste strutture
subirebbero una conversione pit 0 meno ampia ed in particolare, mentre
nelle emazie Al sarebbero trasformati tutti i substrati H: HI, H2, H3 e H4,
nelle emazie A2 sarebbero trasformati solo i substrati Hl e H2 o, secondo
altre e piu recenti ricerche, le transferasi codificate dagli alleli A2 o0 “A
deboli” sarebbero relativamente incapaci di catalizzare I’aggiunta dell’N-
acetilgalattosamina ad H, a differenza dell’allele A.
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E’ stato inoltre dimostrato che le glicosiltransferasi sono enzimi che ca-
talizzano reazioni di transglicosilazione tra un complesso “zucchero-nu-
cleotide” che finge da “donatore” su un substrato “accettore” e sono coin-
volte nella biosintesi di gliconiugati come glicoproteine, glicosaminoglicani e
glicolipidi.

Nel caso del sistema ABH, secondo queste ricerche, la biosintesi poteva
essere spiegata come schematizzato nella successiva Figura 8.

Ulteriori progressi nelle conoscenze sulla biochimica degli antigeni di
guesto sistema si sono avuti grazie alle piu recenti metodologie di chimica
analitica come la spettrometria di massa, la spettroscopia NMR (Nuclear ma-
gnetic resonance) nonche con I'impiego della Western blot e degli anticorpi
monoclonali.

Queste e, come vedremo successivamente, le biotecnologie, hanno dimo-
strato che le glicosiltransferasi A e B sono delle proteine di 41 Kd composte
da 353 aminoacidi con un residuo di 21 peptidi che & clivato dopo la sintesi
ed é quindi assente nella farina solubile della molecola. La diversa specificita
verso gli idrati di carbonio di queste glicosiltransferasi derivano dalla pre-
senza di quattro diversi aminoacidi nelle loro catene.

Il sistema ABO

‘ Antigene H (O) ‘
Gal 1-R
P
UDP-Nacgal 1-Fue E UDP-Gal
UDP j UDP
Nacgal 1 Gal 1
3 3
Gal-R Gal-R
2 2
L-Fucl L-Fucl

Figura 8.
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I determinanti antigenici ABH vengono sintetizzati su catene oligasacca-
ridiche legate a lipidi (glicosfingolipidi), o proteine (glicoprateine) a come
oligosaccaridi isolati.

Nelle glicoproteine con attivitda ABH la glicosilazione puo avvenire nel
sito dell’asparagina, legando la N-acetilgalattosamina ad un gruppo ami-
nico: N-linked o della serina o treonina, legando la N-acetilgalattosamina
tramite I’ossigeno: O-linked.

L’estensione e la costruzione delle catene oligosaccaridiche differisce nei
vari glicoconiugati.

Gli N-linked vengono glicosilati con una struttura ramificata di mannosio
che, successivamente, si estende con un numero variabile di catene di N-
acetil-lattosamina. Gli O-linked sono stati identificati come costruiti o su una
catena disaccaridica o su strutture complesse e ramificate di lactosamina.

Con la citometria a flusso si & inoltre potuto caratterizzare la disposizione
ed il numero dei determinanti di questo sistema sulla membrana, nella suc-
cessiva Tabella 8 sono riportati i risultati di queste ricerche su alcuni fenotipi
eritrocitari in parallelo a risultati ottenuti con altre metodologie.

Abbiamo visto in precedenza che le catene che determinano i vari
polimorfismi ABH sona diversamente distribute nei vari tessuti e liquidi
biologici, non solo, ma tramite I’interazione con altri sistemi genetici sono
correlate con altri antigeni gruppo-ematici.

Ad esempio gli antigeni | e i sono correlati dal punto di vista topochimico
con gli antigeni ABH infatti la specificita | & presente nei precursori delle so-
stanze ABH.

E’ interessante a questo proposito ricordare che I'antigene | & il prodotto
di una conversione dell’antigene i infatti gli eritrociti, mentre alla nascita
presentano una reattivita i, questa si converte dapo la nascita in I.

Questo cambiamento, in base agli studi biochimici sopra ricordati, sem-
bra derivare dalla progressiva “ramificaziane” che gli antigeni H della cate-
na Tipo 2 subiscono durante lo sviluppo.

Fenotipo citofluorimetria altri metodi
Al 1.07+£0.28 0.81-1.17 x 10°/RBC
A2 0.21 +0.09 0.24 - 0.29 x 10°/RBC
AlB 1.98 £ 0.58 0.46 - 0.85 x 10°/RBC

Tabella 8. Numero di determinanti antigenici su eritrociti A determinati in
citofluorimetria e con altri metodi.
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In particolare, mentre I'antigene i & costituito da una catena lineare e
ripetitiva:

Gal 1—>4 Nacgluc —>3 Gal —>4 Glicosil-Ceramide

I’antigene | & invece formato da ma catena “ramificata”:

Gal 1—>4 NacGluc
1—>6

Gal 1—>4 Nacgluc —>3 —>4 Glicosil-Ceramide
Gal 1—>4 NacGluc

Modifiche dell’espressione di questi antigeni sono state trovate associate
ad alcune patologie, casi in aumento della espressione di i ed una depres-
sione di | & stata riscontrata in alcune leucemie acute, in stati di emolisi cro-
nica ed in alcune forme diseritrapoietiche congenite.

Autoanticorpi “freddi” anti-l1 e/o anti-i si riscontrano frequentemente
nelle malattie emolitiche autoimmuni idiopatiche o secondarie ad infezioni
virali.

La “perdita” dei determinanti A é stata dimostrata in alcune leucemie. In
alcuni casi di neoplasie, particolarmente del colon con infezioni savrapposte,
si & notata la comparsa insolita di una reattivitd B negli eritrociti, prevalen-
temente in soggetti Al: il cosiddetto “B acquisito”. Questo fenomeno ¢ legato
alla deacetilazione della N-acetil-galattosamina per cui il determinante
antigenico viene riconosciuto non piu dai sieri anti-A bensi dagli anti-B.

Questa situazione puo essere riconosciuta con I'impiego di anticorpi
monoclonali anti-B con specificita piu “stretta”.

Lo studio biochimico degli antigeni della membrana eritrocitaria su sog-
getti “normali” o con varie emopatie ed in soggetti portatori dei cosiddetti
fenotipi silbenti o minis-minus, cioé soggetti con depressione totale o
parziale di alcuni antigeni, effettuato in parallelo agli studi sulla struttura
molecolare della membrana eritrocitania ha permesso di suddividere questi
antigeni in tre gruppi principali:

- antigeni la cui funzione ¢ legata esclusivamente alla composizione delle
catene carboidratiche

- antigeni associati alle sialoglicoproteine A,Be C

- antigeni di natura glicoproteica o polipeptidica

Questi studi hanno inoltre permesso di chiarire che questi antigeni sono
tutti esposti alla superficie della membrana: quelli di natura glicosfingobipi-
dica fanno parte della lamina esterna dello strato bilipidico costitutivo della
membrana mentre quelli di natura proteica sono associati alle proteine in-
trinseche che attraversano la membrana oppure alle proteine GPI-linked
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situate all’esterno della cellula ed ancorate a questa da parte di glicosil-fosfa-
tidil-inositolo.

Queste ed altre ricerche hanno permesso anche di comprendere che
queste molecole sono funzionalmente collegate con le proteine del
membranoscheletro enitrocitario e svolgono, oltre che funzioni di trasporto e
recettoriali anche stabilizzatrici per la cellula, particolarmente allorché essa
attraversa i sinusoidi splenici.
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Biologia molecolare del sistema ABO

Negli anni ‘80, utilizzando tecniche di biologia molecolare, & iniziato un
nuovo approccio per lo studio di questo sistema e si é cercato di individuare
il meccanismo genetico che controlla, a livello molecolare, I’espressione degli
antigeni ABO.

Con le stesse metodologie, sono stati effettuati studi per definire anche i
sottogruppi di questa ed anche di altri sistemi gruppo-ematici come il Kell,
Rh, Duffy e MNSs.

Dato che le biotecnologie stanno trovando in crescente impiego, non solo
in studi di genetica di “base”, ma anche nella diagnostica delle emopatie,
nella ricerca di acidi nucleici virali in campioni biologici ed in particolare nel
sangue, nonché in indagini di attribuzione ed esclusione di paternita, tutti
argomenti che interessano gli Immunoematologi ai quali sono rivolte le
presenti note, abbiamo ritenuto opportuno descrivere alcune nozioni su
queste metodologie relative allo studio del sistema ABO.

Prima di descrivere le metodologie che hanno permesso di comprendere
il meccanismo di azione a livello molecolare dei geni che partecipano alla
biosintesi degli antigeni A e B e spiegano il polimorfismo di questo sistema
isto-ematico, abbiamo ritenuto opportuno ricordare brevemente alcune no-
zioni sulla sintesi proteica per chiarire in particolare I’assenza di questi anti-
geni nel fenotipo O.

La sintesi proteica

La molecola di DNA, artefice principale della sintesi proteica, & come no-
to, caratterizzata da una struttura a doppia elica e possiede alcune proprieta
peculiari:

- quella di produrre copie di se stessa: Replicazione

- quella di dirigere la sintesi del’RNA: Trascrizione.

Queste proprieta permettono alle cellule di produrre polipeptidi con una
sequenza aminoacidica codificata in funzione delle basi nucleotidiche del
corrispondente DNA il quale, come ¢ noto, porta “impresso” il codice che
dirige la sintesi proteica.

Per poter produrre in polipeptide & necessario che il segmento di DNA
che lo codifica venga “copiato” in un RNA messaggero (RNAmM) provvisto
di una sequenza di basi complementare al DNA.
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Nella sequenza del RNAm trascritto sono codificate in maniera comple-
mentare al DNA che ¢ servito da “stampo” le triplette che formeranno le se-
guenze aminoacidiche del polipeptide.

L’unita del codice ¢ il codone, ossia una tripletta di basi specifica per ogni
aminoacido, cosicché la sequenza dei nucleotidi del’lRNAmM determina
I’ordine degli aminoacidi nella catena polipetidica (Figura 9):

/ DNA-TTCTTT CAACTC TTA AAG CGG ATATCA AAA

Trascrizione

Y

RNAmM-AAG AAA GUU AGA AUU UUC GUU UAU AGU UuUU

}

Traduzione

\ aminoac.-Glu Lis Cis Gli Tir Leu Gil Leu Met Fen

Figura 9.

Cornice di lettura

In una sequenza di RNAm le triplette che, come abbiamo visto, indicano
in aminoacido, vengono lette tre per volta iniziando da un codone AUG che
funge da segnale per I'inizio della traduzione.

Se la lettura delle triplette avviene saltando un nucleotide della catena di
RNAmM, ad esempio per una delezione, tutta la lettura viene ad essere mo-
dificata:

Triplette
di basi ABC/ DEF/ GHI/ MN/ OPQ
aminoacidi al—a2— a3—ad—ab polipeptide

Se una mutazione porta alla delezione ad esempio della base G, i primi
due aminoacidi della catena polipeptidica saranno normali, ma il resto della
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sequenza di base verra letta in modo non corretto perché la cornice di lettura
risulta spostata dalla delezione di G.

Lo spostamento della cornice di lettura avviene anche in caso di inserzio-
ne di una base in una tripletta.

G
ABC/ DEF/ HIL/ MNO/ PQR
aminoacidi al —a2 ax—ad—ab
polipeptide normale alterato

Una volta sintetizzato, ’'RNAmM con I’'RNA di trasferimento (RNAt) e
I’'RNA ribosomiale (RNAr) danno infine origine ai polipeptidi che, nel caso
del sistema ABO, come abbiamo in precedenza visto, sono le transferasi
responsabili delle specificita A e B.

Le conoscenze di questa biosintesi hanno permesso di chiarire, come
vedremo successivamente, che I’assenza degli antigeni A e B nel fenotipo O,
derivano dalla delezione di una singola base nucleotidica nella porzione del
DNA codificante le transferasi e responsabile dello spostamento della cor-
nice di lettura con conseguente sintesi di una proteina sprovvista di attivita
transferasica.

Un ulteriore contributo ala conoscenza dei meccanismi che stanno alla
base della genetica molecolare del sistema ABO é venuto dalla caratteriz-
zazione e I’isolamento in farina solubile della transferasi A da tessuto pol-
monare e dalla mucosa intestinale.

Con I'impiego delle biotecnologie & possibile infatti, avendo una proteina
purificata, I'isolamento e la clonazione del suo gene o del suo DNA comple-
mentare (DNAC) che, a sua volta, puo servire come sonda per identificare il
gene in una Genoteca, determinare la sua sequenza nucleotidica e conoscere
quindi la sua struttura a livello molecolare.

Ricordiamo che le genoteche o “library” sono collezioni di tante sequenze
isolate che possono essere studiate e caratterizzate separatamente fra loro.

Si parla di library genomica, se i frammenti di DNA clonato originano
direttamente dal genoma cellulare, digerito mediante enzimi di restrizione,
oppure di library a cDNA se le molecole di DNA clonate sono ottenute
ricopiando, mediante transcriptasi inversa, le molecole di RNAmM presenti in
una cellula.

In una genoteca e passibile identificare il clone che porta un gene o
comunque una sequenza nucleotidica particolare.
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| 1 11
base base —» base

v U C A G V

U

Phe O Tyr O Cys 0O C

U Ser H FINE FINE A

Leu O FINE Try G

U

M M His+ O C

C Leu Pro Arg + H A

Ll L Gin O G

U

lleu [] [ Asn O Ser O C

A || A

INIZIO Thr L Lys+ O Arg+ O G

U

] Asp- 0O C

G Val H Gly H A

Ala U Glu- 0O G

Figura 10. Schema di triplette espresse nel “linguaggio” dell’RNAm.

Naturalmente i due tipi di genoteca non sono equivalenti e vengono
utilizzati per scopi diversi: la library genomica viene utilizzata per indivi-
duare e mappare geni a frammenti di DNA a livello del genoma, mentre la
library a cDNA é utilizzata per vedere se un certo gene ¢ trascritto sotto
forma di RNAmM nonche per caratterizzare le differenze esistenti fra la forma
genomica di un gene ed il suo trascritto.

Utilizzando quindi una sequenza amminoacidica parziale della transfe-
rasi A e, tramite tecniche di clonazione e successivo sequenziamento, € stato
possibile identificare la sequenza nucleotidica del DNA che codifica la
sintesi di queste proteine.

La costruziane di quattro genoteche di cDNA, ottenute da linee cellulari
di isto-gruppo ABO conosciuto, ha permesso di dimostrare che esse
esprimono RNAm simili a quelli della transferasi A.

La successiva caratterizzazione dei vari cloni di cDNA ha inoltre permes-
so di identificare alcune differenze nucleotidiche che potevano essere re-
sponsabili del polimorfismo ABO.
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In particobare sono state individiate quattro differenze nucleotidiche fra
gli alleli A e B che codificano per quattro diversi aminoacidi responsabili
della diversa struttura primaria delle transferasi A e B e quindi della loro
diversa specificita zucchero-nucleotide che &, come abbiamo visto, alla base
della biosintesi degli antigeni A e B.

Relativamente ai cDNA degli alleli O é stata confermata la singola
delezione nucleotidica nella porzione codificante del DNA responsabile
della spostamento della cornice di lettura e della sintesi di una proteina
sprovvista di attivita transferasica.

Le differenze puntiformi nelle sequenze nucleotidiche riscontrate sono
riassunte nella tabella 9.

Con le biotecnologie ¢ stato possibile confermare il polimorfismo di que-
sto sistema isto-ematico anche con lo studio del DNA genomico ottenuto da
linee cellulari con fenotipo ABO conosciuto.

L’analisi delle sequenze nucleotidiche dei cloni di cDNA ha permesso in-
fatti di identificare dei “siti di taglio” per enzimi di restrizione specifici per
ciascun allele ABO nelle posizioni nelle quali era stata osservata una so-
stituzione nucleotidica ed ha permesso anche la conferma della delezione di
una base nell’allele O.

Proteina
Determinazione Preparazione di
della sequenza anticorpi specifici
Sintesidi Analisi della genoteca
sonda di DNA con Western blot

Analisi della genoteca
con Southern blot — > GENE o0 DNAc

Inserzione in un P GENE o DNAc \ Sequenza aminoacida

vettore di espressione dedotta

Trasformazione di E. coli Preparazione

o altra cellula ospite peptidi sintetici

PROTEINA Preparazione di anticorpi
specifici per la proteina
codificata

Figura 11. Esempi di applicazioni della biotecnologie.
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Gli enzimi di restriziane, come ~ nato, passana essere titibizzati per
caratterizzare, a liveblo molecolare, in tratta di DNA, in gene o I'intero
genoma.

La “digestione” del DNA can questi enzimi permette infatti di mappare
con precisione i “siti di riconoscimento” e, se questa viene fatta utilizzanda
piu enzimi, si attiene ma “mappa” dettagliata.

Piccole differenze fra molecole di DNA infatti possano essere identificate
separando i loro frammenti di restrizione mediante gel-elettroforesi in
guanto i vari frammenti migrano nel gel con una velocita inversamente
proporzionale al logaritmo del loro peso molecolare.

Le differenze puntiformi delle catene nucleotidiche che caratterizzano gli
alleli A, B e 0 sona alla base della “creazione” e della “eliminazione” di siti di
restrizione specifici per alcuni di questi enzimi e sono state utilizzate, in
associazione con la Reazione di polimerizzazione a catena (PCR), per
effettuare, can ma metodologia relativamente semplice e veloce, la
genotipizzazione del sistema ABO in cellule ematiche o su micro quantita di
campioni biologici.

ALLELLI A B o
Base n°

258 G G Delezione

523 Cc G C

700 G A G

793 C A Cc
Legenda:
G =guanina C = citosina A= adenina

Tabella 9. Differenze nucleotidiche riscontrate fra gli alleli ABO.
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Reazione di polimerizzazione a catena
(PCR)

La PCR ¢ una biotecnologia che permette I'amplificazione di sequenze
specifiche di DNA. | tratti della sequenza di DNA da amplificare sono
delimitati dall’impiego di due oligonucleotidi sintetici: Primer che
“ibridizzano”, cioé si legano in maniera complementare al DNA “stampo”.

Il processo di amplificazione si realizza attraverso la denaturazione,
appaiamento ed estensione tramite variazioni di temperatura di una miscela
contenente il segmento di DNA da amplificare, i primer, nucleotidi che da-
ranno origine ai nuovi frammenti di DNA da amplificare e la Tag-poli-
merasi.

Alla fine della procedura il frammento di DNA in esame viene am-
plificato milioni di volte.

Tale metodologia é attualmente usata, oltre che in studi di genetica di
base e applicata, nella diagnostica virologica e nella Medicina Forense in
guanto, una dei grandi vantaggi dell’impiego della PCR é quella di poter uti-
lizzare microcampioni biologici senza la necessita di estrarre e purificare gli
acidi nucleici.

E’ possibile comunque ipotizzare che, con le ricerche applicative
attualmente in corso, la completa automazione del procedimento ciclico di
amplificazione e di tutte le fasi della procedura, questa metodica possa
trovare applicazione anche nel Laboratorio di Immunoematologia, sia per la
tipizzazione tessutale (HLA), ma anche eritrocitaria.

Studi sono attualmente in corso per I'identificazione negli amniociti di
donne Rh negative, di antigeni Rh fetali per il monitoraggio e la profilassi
della malattia emolitica del neonato.

Amplificando con la PCR i frammenti di restrizione ottenuti “digerendo”
le catene nucleotidiche che formano gli alleli ABC é stato possibile risalire
alla genotipizzazione di questo sistema. L’analisi dei frammenti di restrizio-
ne, ottenuti dopo digestione con gli enzimi Kpn | e Alu |, permette I'osserva-
zione di segmenti di DNA di diverso peso molecolare, in funzione del geno-
tipo ABO del campione in esame, che verranno individuati nel gel come
“bande fluorescenti” alla luce U.V. per la presenza nei frammenti stessi del-
I’Etidio Bromuro.

Una di queste metodiche prevede una prima fase in cui vengono am-
plificate con questa biotecnologia le sequenze nucleotidiche del DNA appar-
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tenenti al locus ABO all’interno delle quali sono compresi i nucleotidi 257 e
700 che, come abbiamo visto in precedenza, permettono di differenziare, il
primo (258), il gene O dal gene A, il secondo (700) il gene O dal gene B.

In particolare, utilizzando una coppia di primers, che per semplificare
indicheremo P1 e P2, viene amplificata una sequenza di 200 paia di basi (pb)
che include il nucleotide 258 mentre, con un’altra coppia di primers, indicata
con P3 e P4, viene amplificato un segmento di DNA di 128 pb. che
comprende il nucleotide n.700.

Una volta ottenuta I’'amplificazione dei due frammenti, si procede ad
analisi di restrizione degli stessi mediante digestione enzimaticautilizzando,
per I'amplificato con P1 e P2 I’enzima di restrizione Kpn | che ha un sito di
clivaggio GGTAC/C e per il frammento amplificato con i primers P3 e P4
I’'enzima di restrizione Alu I che ha un sito di clivaggio AG/CT.

Dallo schema successivo possiamo notare come la delezione, ovvero I'as-
senza nella posizione 258 della Guanina (G), sul frammento di DNA am-
plificato dai primers P1 e P2, caratteristica dell’allele O, si determina, a tale
livello, la creazione di uno specifico sito di restrizione per I'enzima Kpn I:

253 258 Alleli
GTGGTGACCCCT AeB
GTGGT- ACCCCT o)

Kpm |

Il “taglio enzimatico” con I’enzima Kpn | & quindi indicativo della
presenza dell’allele O per la delezione della Guanina e la formazione del sito
di clivaggio per I’enzima di restrizione.

La non “digestione” con questo enzima di restrizione € invece indicativo
dell’assenza dell’allele O e quindi della presenza degli alleli A e/o B.

Le varie combinazioni genotipiche possibili possono essere cosi
schematizzate:

- nella omozigosi O/0 si ha la formazione di due siti di restrizione per
Kpn | e la digestione dei frammenti di 199 pb. in due frammenti di 171 pb e
28 pb (Figural2);
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delezione G
258 /
AI Iele O ANANAANAAAAANAAANAAANANNANAAANANAN / ANANANANNAANNAAAA
P1 171 pb 28 pb
Lo 199 pb ----------me e >
28 pb 171 pb
/ P2
A| |e|e O ANAAAAANAAANAN / AAAAAANAANAAAANANAANANANANANAANANANAN
258
delezione G
Figura 12.

- nella eterozigosi O/A o O/B si ha la formazione di un singolo sito di
clivaggio per Kpn | sull’allele O e nessuna digestione negli alleli A e/o B per
cui si avra la formazione di tre frammenti di DNA: uno di 200 pb derivanti
dall’allele O che, come abbiamo visto in precedenza, un sito di clivaggio per

Kpn I.
delezione G
2587
Allele O AAAANAANAAANAAAAANAAAA [ AAAAAAAAANANAAAAA
P1
D S 200 pb -=--=-==mmmmmee >
258 P2
Alleli Ae/o0B aarnaa G/ AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAAAAAA
Figura 13.

- nel caso dell’assenza dell’allele O come nei genotipi A/A, B/B o A/B si
avra la formazione esclusiva di frammenti di 200 pb dovuti alb’assenza del
sito di clivaggio per Kpn 1.
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Alleli Ae/oB

258

AAANANAANNNNNANNNNANNANANANNNNANANNANAN

P1 G
< 200 pb >

G P2

Alleli A e/0B AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

258

Figura 14.

Il sistema ABO

Nella Figura 15 € rappresentata la disposizione delle “bande fluorescenti”
visibili in gel d’agarosio, dopo separazione elettroforetica dei frammenti di
DNA amplificati con i primer P1 e P2 e cantenenti il nucleotide 258 che si
originano dalla digestione con Kpn | nei diversi genotipi del sistema ABO.

200 pb
171 pb

28 pb

Figura 15.

0/0 A/O0 A/A B/O B/B A/B

Con un procedimento analago ed utilizzando due primers, definiti P3 e
P4, viene amplificata una sequenza di cDNA del locis ABO di 128 pb
contenente il nicleotide n. 700.

Il trattamento di questi frammenti amplificati con I’enzima di restrizione
Alu | permette di differenziare gli alleli A e O dall’allele B in quanto, mentre
i primi due alleli contengono nella posizione 700 la guanina (G), I’allele B
contiene I'adenina (A) e, la presenza di quest’ultimo nucleotide crea un sito
di clivaggio per questo enzima di restrizione come rappresentato nella

figura 16.
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Alleli

697 700
A O CCCGGGTTC
B CCCAGGTTC

Alu |

Figura 16.

Le varie combinazioni genotipiche possono essere cosi schematizzate:

- negli omozigoti B/B si avra la formazione di due siti di clivaggio per
Alu |, dovuti alla presenza dell’adenina nella posizione 700 e la formazione
di due frammenti di 88 pb e 40 pb (Figura 17).

700/
Allele B AAAAAAAANAAAAAANAAN [ AAMAANAAAANAN
P3 88 pb A 40 pb
e 128 pb --------mmmeeem >
40pb/ A 88 pb P4
Allele B AAAAAAAN | AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAANAA
700

Figura 17.

-negli eterazigoti per I’allele B (A/B, B/0O) si avra la formazione di tre
frammenti, ma di 128 pb che si ottiene dagli alleli A e/o O che non hanno
I’A in posizione 700 e quindi non permettono la formazione di un sito per
Abi | e due frammenti rispettivamente di 88 pb e 40 pb derivanti dalla
digestione di Alu I dell’allele B che ha, come detto in precedenza, I’'Ain
posizione 700 (Figura 18).

La mancata digestione enzimatica dei frammenti di 128 pb da parte di
Alu I infine indichera I’'assenza dell’allele B e quindi della presenza dei
genotipi A/A, A/0e 0/0 (Figura 19).

Nella Figura 20 é rappresentata la disposizione delle bande “fluorescenti”
visibili su gel d’agarosio dopo separazione elettroforetica e derivanti dalla
digestione dei frammenti di cDNA con I’enzima di restrizione Alu | nei
diversi genotipi del sistema ABO.
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Comparando quindi i risultati delle digestioni enzimatiche con Kpn | e
Alu | si puo quindi risalire all’attribuzione del genotipo ABO nel campione

in esame.
700
Alleli Ae/0 O  AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
P3 G
S 128 pb -------------- >
<----40 pb <----88 pb ----- >
700 P4
Allele B AAANNAAAA [ A AAAAAAAAANAAAAAAANAN
Figura 18.
700
allele Ae/0 O AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
P3 G
G 128 pb --------------- >
G P4
700
Allele Ae/0 O  AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAANAA
Figura 19.
o/0 A/O0 A/A B/O B/B A/B
128 pb - —_
88 pb _ —
40 pb _— —
Figura 20.
Kpnl Alul
Digestione completa 0/0 B/B
Digestione parziale A/0,B/0 A/B,B/0O
Assenza di digestione A/A, A/B, B/B A/A, A/O,0/0

Tabella 10. Interpretazione del genotipo ABO dai prodotti di amplificazio -
ne del cDNA con gli enzimi di restrizione Kpm I e Alu 1.
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Conclusioni

Allo stato attuale delle conoscenze, le ricerche biochimiche e di biologia
molecolare effettuate sul sistema isto-ematico ABO hanno permesso di
chiarire che:

I geni A e B codificano delle glicosiltransferasi che catalizzano su varie
molecole lipidiche e proteiche I'inserimento di oligosaccaridi immunodomi-
nanti responsabili delle specificita A e B mentre il gene O da origine ad una
molecola sprovvista di tale attivita enzimatica.

Le regioni codificanti degli alleli A e B mostrano tra loro un elevato grado
di omologia (99%) e le differenze fra i due alleli si limitano a sette nucleotidi.
Quattro di queste provocano cambiamenti nelle sequenze delle proteine co-
dificate (transferasi), ed in particolare provocano il cambiamento di quattro
aminoacidi.

Le altre tre sequenze nucleotidiche diverse sono silenti, non provocano
cioe nessun cambiamento della sequenza aminoacidica delle transferasi.

Queste sostituzioni aminoacidiche sono alla base della diversa specificita
delle transferasi nelle reazioni zucchero-nucleotide che portano alla biosin-
tesi degli antigeni A e B che, come abbiamo visto nella parte dedicata alla
biochimica di questo sistema, risultano essere: UDP-Nacgluc per I'antigene
A e UDP-Gal per I'antigene B.

In particolare delle 4 sostituzioni aminoacidiche, mentre la prima (argini-
na in A, glicina in B), non riveste importanza nella determinazione di questa
specificita, la terza e la quarta sostituzione (leucina e glicina in A, metionina
e alanina in B) e, in minor misura la seconda sostituzione, (glicina in A e se-
rina in B) modificano la flessibilita delle due proteine e questo sembra essere
la causa delle due diverse specificita zucchero-nucleotide.

Nei soggetti con fenotipo O si ha la delezione di un singolo nucleotide
che da luogo ad uno spostamento della cornice di lettura che provoca la
traduzione, da parte del’RNAm, di una proteina enzimaticamente inattiva.

Differenze a livello delle sequenze nucleotidiche sono state individuate
anche fra gli alleli Al e A2. In particolare sono state identificate una so-
stituzione ed una delezione di singole basi nella sequenza codificante del-
I'ultimo esone dell’allele A2.

La delezione della singola base ¢ localizzata nella porzione che codifica la
parte carbossi-terminale della transferasi, nella zona cioé dove risiede il sito
attivo della proteina e questa sembra essere la causa della debole attivita e
della diversa cinetica di questa transferasi che provoca una differenza
qualitativa e quantitativa nei carboidrati che costituiscono I'antigene A2.
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La causa della debole attivita transferasica dei fenotipi A3, B3 e degli altri
fenotipi piu “deboli” sembra dovuta alla sostituzione di una singola base.
Questo provoca un cambiamento di un aminoacido con conseguente mo-
difica dell’alfa-elica della proteina codificata e decremento della sua attivita
transferasica.

Nel caso dei fenotipi deboli e particolarmente i fenotipi B sembra
comunque che la genetica molecolare sia eterogenea e si diversifichi tra i vari
fenotipi.

- Cis-AB: anche per questo raro fenotipo che fu inizialmente ipotizzato es-
sere il frutto di un crossing-over intragenico fra gli alleli A e B sono state ef-
fettuate ricerche di genetica molecolare. Da queste sembra che una mu-
tazione puntiforme che avviene nel DNA di questi soggetti dia origine ad
una transferasi con attivita bifunzionale.

Da quanto in precedenza descritto si pud comprendere come queste bio-
tecnologie siano di estrema utilita non solo per una maggior comprensione
della genetica molecolare del sistema ABO, ma possano servire anche per lo
studio di altri sistemi gruppo-ematici.

Dato inoltre che questi geni sono stati conservati nel corso della evolu-
zione, probabilmente ci permetteranno di meglio comprendere le loro fun-
zioni biologiche che, allo stato attuale delle conoscenze, non sono ancora suf-
ficientemente chiarite.

E’ prevedibile inoltre che i fenotipi eritrocitari e particolarmente i “rari” o
alcuni ancora non individuati potranno essere accuratamente documentati
anche nel DNA senza le ricerche sierologiche le quali, almeno a breve
termine, non potranno ovviamente essere sostituite.

Non solo, ma se si considera che I’espressione di questi antigeni isto-
ematici va incontro a notevoli cambiamenti durante la differenziazione e
I’oncogenesi si comprende anche I'interesse pratico che tali ricerche possono
avere in futuro.
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