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RESUMEN

En base a un andlisis l6gico-matematico de las ecuaciones para el sistema ABO,
planteadas por Felix Bernstein en 1924, un grupo de la Facultad de Filosofia y
Letras (Padilla et af 1996) desarroll6 un conjunto de férmulas matematicas e
introdujo una nueva variable, “s”, asociada a la frecuencia del gameto AB,
compatible con la existencia de dos genes ligados para este sistema. Al utilizar
estas nuevas formulas con datos de poblaciones reales, se encontré que la
sumatorta de las frecuencias clerra a la unidad, a diferencia de lo obtenido al usar
las ecuaciones de Bernstein (que consideran un solo gen multialélico para el
sistema ABQ), en donde casi nunca la sumatoria de las frecuencias cierra a la
unidad. Estos antecedentes permitieron suponer la existencia de alelos recesivos en
individuos AB (siendo esto imposible de acuerdo con la teorfa actual de un solo
gen).

Recientemente se han clonado y caracterizado los genes que codifican para
las glicosiltransferasas que sintetizan los ant{genos A y B (Yamamoto et al. 1990), y
se han desarrollado metodologfas de PCR que permiten analizar molecularmente
este sisterna, El gen de la glicosiltransferasa del tipo O estd inactivado por una
delecién en el sitlo 261, la cual crea un sitio de reconocimiento para la enzima
Kpnl; esta caracterfstica nos permité buscar alelos recesivos del tipo O en 15
individuos AB, de los cuales en un caso se observé la presencia de alelos recesivos.
Se demostré que este caso no tiene los dos alelos A y B, ademas del recesivo ya
detectado, y el andlisis en otras dos posiciones del gen (297 y 701) indic6 la
presencia de un alelo del tipo A, por lo que este individuo puede tratarse de un
caso ciss AB (subtipo poco frecuente en el que un solo alelo codifica para una
enzima bifuncional).

Estos datos sugieren que la existencia de dos genes para el sistema ABO es
poco probable. La nueva variable “s” propuesta puede significar que en las
poblaciones existen alelos del tipo cis-AB, los cuales codifican para transferasas
bifuncionales; la frecuencia de esta clase de alelos que forman gametos AB
quedarfa representada por esta cuarta variable. Fenémenos que implican pequefios

desajustes o desbalaces en la expresion de los grupos ABO en la poblacion también
pueden estar representados por la variable “s".
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[ INTRODUCCION

1, ANTECEDENTLS

En esta introduccion se pretende abarcar un panorama general sobre distintos
aspectos del sistema ABO. Fivesla primera parte se detinen algunos términos, y se
describe como se dio inicio a este proyecto. El resto de ly introduccion se organizo
en base a la cronologia de cada uno de los descubrimientos gue se han publicado
sobre este sistema, hasta terminar con los datos mds recientes en biologia
molecular. Aunque la lesis estd relacionada principalmente con el drea de biologia
molecular, considero que es importante mostrar la complejidad del sistema v
conservar una idea global de este tema.

La denominacion “antigene de grupo sanguineo” ha sido aplicada a
moléculas antigénicas que se localizan en la membrana de los eritrocitos, aunque
también se han encontrado en la mayoria de los tipos celulares epiteliaies y en
otros tejidos. Estudios filogenéticos han establecido que los antfgenos ABH
aparecen tempranamente en la evolucion en tejidos ectodérmicos vy endodérmicos
de vertebrados cuyos eritrocitos no presentan antfgenos y en [orma mds tardia en
tejidos mesenquimatosos (Oriol e! al. 1992). Solo el hombre y algunos simios
antropoides, el orangutan y el gorila, expresan antigenos ABH en eritrocitos
ademds de expresarlos en otros tejidos (Oriol ef al. 1986), por lo que es més correcto
utilizar la denominacion “grupo histo-sanguineo ABO” en lugar de grupo
sangufneo inicamente.

A pesar de fa importancia del conocimiento del grupp ABO para los
transplantes de 6rganos, asl como para las transfusiones, y pese a su importancia
en diferentes campos de la medicina (en particular la medicina legal), el sistema
ABO todavia es poco conocido. Recientemente se ha empezado a comprender
cdmo se construyen las moléculas de este grupo histo-sanguineo, v a entrever, a
través de situaciones patologicas como los céinceres v algunas infecciones, cudles
pueden ser sus funciones (Hakomori 1993).

1.1. EL “PROYECTO ABO".

A principios de siglo, Landsteiner observa gue los eritrocitos se aglutinan en
presencia de distintos tipos de sueros humanos, v de este modo pudo determinar,
en 1900, los tipos de sueros que aglutinaban a distintos tipos de globulos, Defina
asi los grupos sanguineos, descubrimiento por el que recibio el premio Nobel de
medicina en 1930. Como resultado de sus trabajos y los desarrollados por A.



Decastello v A. Sturli, en Viena, se distinguen 4 prupos sanguineos principales,
llamados A, B, AB v ).

Posteriormente, en 1908, Epstein y Ottenberg sugirieron que tos grupos ABO
eran heredados como caracler mendeliano dominante, v ello fue comprobado en
1910 por Dungern v Hirzfeld, aun cuando el modo exadlo del proceso hereditaro
no fue determinado sino hasta 1924 por Bernstein, quien postula la teoria de los
alelos maltiples, en la cual propone la existencia de un solo gen para definir el tipu
sangufneo (Bernstein 1924), pero establece la posibilidad de que el locus
correspondiente a este gen pueda ser ocupado por uno de los tres alelos distintos
(I, 1By 10).

Hugo Padilla y Gabricl Gardufio Soto (Facultad de Filosofia y Letras) han
analizado el 4rea 16gica de la teoria de Bernstein y han encontrado errores en las
bases de su planteamiento (Padilla et al. 1996). Considerando la existencia de dos
genes ligados, con sus respectivos alelos, desarrollaron formulas que describen los
grupos histo-sanguineos en las poblaciores con mayor precision. Este grupo
analizo fos datos de distintas poblaciones, tanto desde la perspectiva de Bernstein -
-donde las frecuencias alélicas o gaméticas p, 4 y r se asocian a los alelos o gametos
A B y O, respectivamente-- como bajo la perspectiva de 4 variables, p, q, ry s
asociadas a los gametos Ab, aB, ab y AB. El hailazgo matemdtico a partir del nuevo
planteamiento que incluye dos genes ligados fue sorprendente, ya que en todas las
poblaciones estudiadas (Mourant 1977) la sumatoria de las frecuencias p, ¢, ry
siempre cierra a la unidad, a diferencia de lo obtenido al usar las ecuaciones de
Bernstein, donde la sumatoria de las frecuencias p, q v r solo cierra a la unidad en
un 2% de todas las poblaciones estudiadas.

El conjunto de las nuevas férmulas es el siguiente:

Considerando que la sumatoria de las frecuencias gameéticas es: pry+r+s=1, la
representacion de los fenotipos en una poblacion estarfa dada por

A=2prip?

B=2pr+ g2

0=r

AB= 2 4 2sp 4 Tag + Dor v 2y

Con este hallazgo, el grupo de la Facultad de Filosoffa y Letras interacciono
en 1993 con el laboratorio del Dr. Garcia Carranca, del Instituto de Investigaciones
Biomédicas, con ¢l fin de obtener datos experimentales que apoyaran esta nueva
teorta; desde entonces estos dos grupos de trabajo han colaborado en “el proyecto
ABQ" para elucidar este problema, tanto a nivel tedrico como a nivel experimental.



2. ESTRUCTURA BIOQUIMICA DEL ANTIGENO ABO

En 1960, oligosacaridos obtenidos de mucinas puriiicados de Huidos de guistes
ovdricos fueron ¢l material para analizar la naturaleza quimica de las estrucuras
que determinan los grupos histo-sanguineos (A, B v 1) (Morgan v Watkins 1939,
Kabat 1973; Ginsbury 1972)

La degradacion  secuencial de estas cadenas de ohigosaciridos con
exoglicosidasas revel6 que el remover un solo residuo de azicar no- reductor
resultaba en la pérdida de la antigenicidad v se desarrollaba una especificidad
anligénica nueva v distinta (Watkins 1962). Este procedimiento pudo repetirse
seciencialmente en la cadena tanto como la disponibilidad de exoglicosidasas v de
anticuerpos lo permitio, demostrando que cada estructura nueva de carbohidratos
funciona como un determinante antigénico, y que la antigenicidad de cada
estructura depende de [a adicion de una sola unidad de azacar. De esta manera se
identificaron tres determinantes antigénicos mfnimos di o trisacaridos para cada
grupo sangineo; para ¢l determinante H se identificd el disacdrido

Fue e |

v
2

Gatp 1R
y para los determinantes Ay B los trisacaridos

Fucal
¥

¢
GalNAcu 193 Gal j 19R
para ¢l antigeno A v

Fucal
¥
2
Gale 193 Gal B 1R

para ¢l antigeno B.

Los individuos del grupo histo-sanguineo A o B se caracterizan por la
presencia de antigenos A o B, respectivamente. Los individuos del grupo histo-

sangufneo O expresan el antigeno O (H) precursor de los antigenos A v B, como se
explicard mas adelante.



Estos determmantes se encuentraiy en los extremos no reductores de cadenas
oligosacéridas. Estas cadenas forman parte de gheoprotemas v gheolipidos de la
superficie de los eritracitos y otros tejidos. En secreciones de quistes ovaricos v
glandulas mucosas del tracto intestinal, tracto genital v respiratorio sehan
detectado como parle de glcoproteinas macromoleculares (mucings). Tambien se
encuentran como oligosacdridos libres en leche v orina ( (Watkins 1980; Watkins ¢f
al. 1988).

Las glicoproteinas que poseen cadenas de carbohidratos con epitopes ABH
unen estas cadenas en dos formas; por glicosilacion del grupo-amino de una
asparagina que forme parte de la secuencia consenso NXS/ 1 (glicosilacion lipo N),
o bien, a través del grupo hidroxilo de una serina o treonina (glicosilacion tipo O).
En el caso de loy glicolipidos, la biosintesis de estas cadenas de carbohidratos se
inicia en una ceramida (N-fatiacil-esfingosina) (Hakomori y Kannagi 1986).

Existe un gran polimorfismo estructural en estos antigenos inducido por la
variacion de la cadena precursora. Se han clasificado los determinantes ABH en
base a 6 tipos de cadenas precursoras de acuerdo con la estructura def disacdrido
base, as! pues existen 6 estructuras que funcionan como sitios aceptores para la
construccion del epitope H:

Tipo 1 ......Galp1-3GlcNacl-R

Tipo 2. Galp1-4GleNacl-R

Tipo 3......Galu!-3GalNac1-R

Tipo4 ... Galp1-3GleNact-R

Tipo5 ... ...e. Calf1-3Gall-R

Tipo6 Galpl-4Cle-R

Cada isotipo de los antigenos ABO tiene un patron de expresion
caracterfstico en los tejidos y fluidos:

Bl antigeno ABO sintetizado a partir de la cadena precursora tipo 1 cstd
presente en la mayor parte de fos epitelios secretores (tales como ¢l epitelio de las
glandulas salivales, mamarias, etc) esto es, en tejidos derivados de endodermo. En
el caso de erilrocitos y linfocitos, estos antigenos son expresados debido a la
absorcion de glicolipidos circulantes del plasma (Marcus 1969). Antigenos ABO
que poseen estructuras base tipo 2 estdn presentes en tejidos derivaclos del
ectodermo o del mesoderme, principalmente en los glébulos rojos y en fas ofras
células sangufneas y epiteliales (Hakomori 1993). Estos epitopes en las otras
cadenas han sido descritos en la superficie de células normales v tumorales en



cantidades pequenas, comparadas con los dos primeros apos. b tipo b en
glicoconjugados de tejdo epitelial de intestino, pulmones v glandula submaxilar,
el tipo 4 asociadv a glicolipidos, particularmente los de riion humano (King 1994,
Clausen et al. 1989, v se sabe que la sintesis de las estructuras base 3 v 4 esta
influenciada por otros sistemas ademds del sistema ABO {en el caso de estracturas
tipo 3 asociadas o A}, ¢l tipo 3 se ha sintetizado artificiahmente v hasta ahora no se
ha encontrado en tejidos vivos; v el tipo 6 estd presente en seereciones exoctings
como teche v ovina {Oriol 1990),

2.1 DESARROLLO EMBRIONARIO

Para tener un panorama mas completo de los conocimientos de los grupos
sanguineos, es necesario mencionar algunas particularidades durante el desareollo
embrionario. El estudio de estos antigenos en el embrion ha demostrado la
existencia de una nueva subdivision en las cadenas del tipo 2. Fn el adulto
predomina la cadena tipo 2 denominada “ramificada” o antigeno I Esta cadena se
sintetiza por la adicion de varias cadenas cortas a una estructura base, la cual
recibe el nombre de cadena “no ramificada” o antigeno «, que estd presente en el
feto. Las cadenas ramificadas contienen varios antipenos de tos grupos histo-
sanguineos, mientras que las cadenas no ramificadas Hevan soto uno. De este modo
las células fetales estan menos expuestas que las cefulas adultas a los anticuerpos
anti-A y anti-B dirigidos contra los grupos histo-sanguineos. Este fenomeno podria
contribuir a proteger al feto def sistema inmunitario de la madre st esta ultima s
de otro grupo (FHakomori 1981),

En los embriones humanos mds pequenos que se han estudiado (3-8mm, que
corresponden a la quinta semana de desarrollo), la mayorfa de los tejidos expresan
antigenos ABH, independientemente del fenotipo secretor del individuo. Los
antigenos ABH epiteliales alcanzan su expresion méxima a los 35mm (aprox. 9
semanas), después de 1o cual la expresion disminuye (Szulman 1964). Es muy
inferesante que en algunos organos esta disminucion coincide con la aparicion de

algunas funciones especificas de los drganos, como la secrecion de mucosidad en ¢l
tracto digestivo (Szulman 1965).



3. GLICOSILTRANSFERASAS Y SINTESIS DEL ANTIGENO ABO

Al descubrirse fas estructuras antigenicas de los grupes histo-sanguineos, Watkin
en 1959 predice que los genes ABO, H v Lewis coditican para glicosiltransterasas
gue afaden el ultimo azicar a estructuras precursoras, v de esta manera se
sintetiza cada determinante antigenico. Esta propuesta fue confirmada mds tarde
por la caracterizacion de diversas glicosiltransterasas humanas por Watking v
Ginnsburg en 1972 (Watkins 1972, Ginnsburg 1972). Los antigenos ABH no son
procluctos primarios de genes, sino que son productes de una reaccion enzimatica
catalizada por “glicosiltransterasas”. Se encontro que individuos A poseen
actividad de «l-3 N-acetil-galactosaminil-transferasa {transterasa A), mientras que
individuos B tienen actividad de wl-} galactosil-transferasa (lransferasa B)
Individuos AB poscen ambas, y los individuos O ninguna.

Hoy se sabe que la glicosilacion es un procese complejo que involucra a un
gran nimero de genes; cada uno codifica una glicosiltransferasa particular que
cataliza la adicion de un monosacarido especifico a un sustrato aceptor bien
definido (Paulson ef af. 1989) v por lo tanto, para que se exprese ¢ antigeno del
grupo histo-sanguineo  ABO  deben estar  presentes en la célula  las
glicosiltransferasas que sintetizan las cadenas precursoras Es importante subrayar
que el praducto de la reaccion de una enzima se convierte en el sustrato para la
reaccion que sigue, siendo éste el mecanismo gencral para la sintesis de cadenas de
oligosacaridos (Watkins 1986). La concentracion necesaria de substrato donador,
esto es, azucares activados por nucledtidos, v cofactores como iones metdlicos
también son requisitos para la sintesis (Watkins et ul. 1988).

3.1, LAS GLICOSILTRANSFER ASAS DEL GRUPQ ABO

311 Genes “Secretor” y “H"

La glicosiltransfersa M sintetiza el epitope H, sustrato para la construccion del
epltope ABO: cada cadena precursora (tipos 1, 2, 3, 4, 5 0 6) puede recibir una
fucosa unida en «!-2 a la galactosa terminal para formar ¢l determinante H
monofucosilado (figura 1); no hay que olvidar yue esta enzima esta codificada por
dos genes, uno llamado H y otro llamado Se, como se detalla mas adelante.
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FIGURA 1. Estructura de los antigenos ABH v sus relaciones biosintéticas.



St ha planteado la exstencia de - dos genes distintos yue codifiian para
ghicosiltransferasas gue son capaces de sintetizar, de manera independiente, ol
epitape H: el gen 11 v ol gen S (Lemieux 1978 bsta posibilidad ha swdo
largamente discutida en la ultima decada, v Tos expenimentos que se han publicado
han apuntado en este sentido (Kumazaky v Yoshuda 1984, Betteridge v Watkins
1985; L.e Pendu of . 1983). S ha wdentificado una uf-2 fucosiltransforass que actua
preferencialmente sobre Ja cadena precursora tipo 2, a la cual se le ha denominado
como codificada por el gen H, a diferencia del gen Se, yue codifica también una ul-
2 fucosiltransterasa que actug preferencialmente sobre la vadena tipo 1 (Oriol 1981,
Sarnesto el al 1992, Larseny of al 1990). La actividad de estas epzimas sobre s
estructuras 3, 4, 3 v 6 atn no e ha estudiado (Clausen 1989)

Todos los entracitos expresan antigenos ABH excepto aguellos mdividuos
yue poseen un fenotipo muy poco comun denomsnado Bombay Se ha demostrada,
gracias a los trabajos de caracterizacion y clonacion del gen H (Larsen el ol. 1990h),
que estos individuos tienen este gen inactivado por una mutacion sin sentido
(Kelly et al. 1994), por lo tante se considera que en los eritrocitos o gen H es |a
forma activa que participa en la sintesis de los antigenos ABO

Por otre lado, la mayoria de los individuos son capaces dy secretar tos
antigenos de los grupos histo-sanguineos (Watkins 1980) Alrededor del 80%
excretan los antigenos A, B o H en la leche, la sdliva, ¢f jugo gdstrico, of esperma,
etc. Estos sujetos se dicen secretores, en oposicion al 20% restante que se llaman no
secretores Este fendmeno estd relacionado con ol gen Se Aungue este control
genético s conoce desde ol principio de los afios 10, todavia no se conocen
completamente los mecanismos bioquimicos y genéticos implicados. En los sujetos
secretores, el gen Se dominante es fa forma activa en los epitelios glandulares,
donde estimula I produccion del antigeno H por el tejido (que lo secreta), lo que
es incapaz de hacer la forma se recesiva,

3.1.2. Glicosiltransferasas ABO

El paso final de la sintesis del epltope ABO ¢s catalizado por la glicosiltransferasa
A o B: ol determinante H monofucositado recibird una GalNAc (transferida por la
glicosiltransferasa A) o una Gal (transferida la glicosiltransferasa B) para formar Jos
epitopes A o B mientras que los individuos O (H) carecen de esta actividad v
mantienen ¢l antigeno H sin modificar. Asf pues, el lorus ABO codifica para una
enzima glicosiltransferasa que afade otro aziicar al antigeno O(H). El alelo A



produce una eizima que athza el cotactor UBEN-Acet] galactosamina. formando
el antigeno A, v el alelo B assu ves produce una enzima que ubliza come eofactor
UDP Galactosa (figura 1),

Una observacion importante v muy discutida hasta ahora es que ambas
enzimas de los prupos histo-sanguineos tienen la capacidad potencial de sintetizar
el determinante antigenico contrano (Watkins 1986), la ghicosiltransferasa B puede
transferir GalNAc en lugar de Gala su substrato, v viceversa: Estas observacones
se han hecho bajo ciertas condiciones experimentales i erfro v se ha refutado gue
no existe alguna pravba m oo que sostenga esta afirmacion (Schachter 19%4).

3.2 GLICOSH.TRANSFERASAS N GENERAL
Se-ha estimado que se requieren mas de 106 glicosiltransferasas para sintetizar la
mavoria de las estructuras de gheanos que hasta ahora se conocen (Stultset vt al
1989). A la fecha solo una pequeda parte de estas glicosiltransterasas ha sido
purificada homogéneamente para obtener la secuencia de aminodcidos v el cONA
correspondiente. Los intentos de aislar estas enzimas no han sido faciles va que
existen en cantidades minimas en células v tjidos, v omuchas de o las
glicosiltransferasas estdn unidas a la membrana, por st es que hasta la fecha se
han podido purificar v clonar muy pocas de elfas

Existe poca homologia entre las glicosiltransterasas que han podido
caracterizarse a nivel gendmico, incluso entre glicosittransierasas que utilizan ol
mismo  sustrato donador v/o aceptor - (excepto lo tamilia de al-3/4
fucosiltransferasas). No se ha encontrado un patron comun de estructura de
intrones-cxones, ni una correlacion entre los exones v los dominios protercos
(Joziasse ef ul 1992), aunque si existe homologia a mvel estructural, va que fa
estructura de los dominios de estas enzimas es similar entre ellas

3.2.1 Estructura
Todas las glicosiltransferasas que se localizan en Golgr son monomericas (Kleene y
Berger 1993) y comparten estructuras con dominios proteicos similares. La
secuencia de aminodcidos que se dedujo de la glicosiltransferasa A indica que
posec una estructura de dominios similar @ la va descrita para las otras
glicosiltransferasas clonaclas v caracterizadas hasta hov {Joziasse ef al. 1992), cuyos
dominios son los siguientes

El amino-terminal consiste en una cola citoplasmica corta que posee cargas
positivas, las cuales se cree gque son necesarias para adquirir una topologia de



membrana correcta Poseen - domimio transinembranal - cuva secuena
hidrotobica sirve para diviger a by enzima hacia L membrana de Golgr v para su
anclaje en fa membrana La vegpon def tallo en e tumen (con 30 a 100 gninodcidos
accesibles o rompimiento catalibeo por proteasss) podria servir como bisagra
flexible para ol dominio catalitico, v finalmente un dominio catalitico globular
compacto, resistente a proteasas. Fnoesta zona v o region ded tallo pueden
encontrarse sitios de Tostorilacion v sitios de gheostlacion. De-acuerdo - este
modelo, estas glicosiltransferasas de Golgi comparten la topologia de proteinas de
membrana tipo Il {Kleene v Berger 1997),

Estas transferasas poseen dos sitios de union, una regon de umon para ¢l
azucar (donador) v otro para of sustrato (aceplor), generalmente este ultimo puede
acomadar mas de un azucar terminal, o una porcion del aceptor lejana ab sitio de
reaccion. No se conoce la estructura tridimensional de estos dominios (Joziasse ¢l
al. 1992), por lo cual aun no es posible entender como residuos de aminodcidos gue
se encuentran muy separados entre s{ pueden acercarse para crear tanto los sitios
de uni6n al sustrato como los sitios cataliticos en estas enzimas (Schachter 1994),

3.2.2 Proceso de glicosilacion

Todos los procesos de glicosilacion se Hevan a cabo en ef Reticulo Endoplasmico v
en el Aparato de Golgi, incluvendo la sintesis de las cadenas de carbohidrates que
en su extremo no reductor poseen un antigeno ABCY. Coma yva se ha mencionado,
estas cadenas de carbohidratos pueden estar unidas a proteimas o a hipidos.

La glicosilacion de residuos de asparagina en proteinas (N-glicosilacion) es
iniciada en el Tumen del reticulo endopldsmico rugoso (RER), donde una
transferasa transtiere el olhigosacanido GleNAoMansGley unido a un dolicol-fosfato.
Sustracciones subsecuentes por exoglicosidasas en el RER dejan una estructura
base minima de GleNAcMan: para ser glicosilada posteriormente por N-
acetilglucosaminiltransferasas v otras transferasas presentes en ¢l complejo de
Colgi (para una revision ver Kornferld y Kornferld 1985).

La glicosilacion en serina y treonina (O-glicosilacion) es iniciada por la
adicion de un monosacarido de GalNAc catalizado por una transferasa localizada
probablemente en vis-Golgi o RER tardio (Dekker v Strous 1990; Sadler 1984; Tooze
¢l al. 1988). Hasta ahora no se ha encontrado una secuencia consenso, aunque se ha
observado una correlacion debil con residuos de prolina v glicina adyacentes al
sitio de glicosilacion,



Menos informacion existe en - topogratia para o biosintesis de- Jos
glicoesfingolipidos La ceramida es sintehizada en el reticulo endoplasmico (Walter
et al. 1983) y datos recientes de Trinchera (Trinchera el al 1991} sugieren que la
adicion inicial del monosacarido de glucosa ocurre en el lado citoplasmico del
aparato de Golg

la sintesis de la altima parte de las cadenas e carbohidratos de
glicoproteinas y glicolipidos se cree que se lleva a cabo por la accion dv
glicosiltransferasas localizadas en el aparato de Golgi. Muchos estudios han
indicado que las glicosiltransferasas en Golgi presentan una organizacion en las
cisternas de c1s a trans dependiendo del orden de su actividad secuencial (Roth
1987); de acuerdo con este dato, las ABO glicosiltransferasas se han localizado en el
fado trans de la pila de cisternas del aparato de Golgi (Paulson et al. 1989; Roth
1988).

Existen también formas solubles de estas transferasas que seguramente son
producto de las proteasas endégenas sobre las glicosiltransferasas unidas a
membrana. Estas enzimas solubles se detectan en leche v luidos corporales (suer,
por ejemplo). La falta de homologia entre las distintas plicosiltransferasas sugicre
que existen proteasas especificas implicaclas en la liberacion del dominio soluble v
por lo tanto serla una forma de control para remover del aparato de Golgi alguna
glicosiltransferasa en particular, aungue no existen datos experimentales que
apoyen esta hiptesis (Clausen ef al. 1992).

4.BSTRUCTURA MOLECULAR

En el afio 1976, el sitio del locis ABO humano es mapeado en el cromosoma 934,
unido al loci para el sindrome de nail-patella (NA) v al de adenilato cinasa (AKI)
(Westervel ¢f al. 1976; Ferguson-Smith et al. 1976), v recientemente se han
confirmado estos datos por hibridizacion m sl en cromosomas metafdsicos
(Bennet et al. 1995).

Hace relativamente poco fue posible purificar homogéneamente la
glicosiltranferasa A de los grupos histo-sanguineos (Clausen el al. 199(;
Navaratnam ef al. 1990) de tejido de pulmén humano v de mucosa intestinal, con lo
que se obtuvo la secuencia parcial de aminodcicdos de esta enzima. En base a esla
secuencia parcial, se utilizaron oligonuclettidos complementarios al gene para
sintetizar (con el método de RT-PCR) pequefias sondas que fueron usadas para
hibridar con una librerfa de cDNA de la linca celular MKN45 humana; de csta



forma se clont v secuenaao un DNA complementario que codilia para- esta
transterasa (Yamamolo efal [490).

A partir de este trabajo, se ha podido conacer cada ver mas las bases
moleculares de las plicosiltransterasas codificadas por varios subgrupos de alelos
enel focus ABO humano {Yamamoto el al. 19900; Yamamoto ¢f ol 1992; Yamamoto
el 199%, Yamamoto el al 1993 Yamamoto ol al 199%; Yamamotoel al 1993)

4.1 ESTRUCTURA DEL GEN ABO

Fste pen vonsiste de 7 exones yue abarcan 18 kb del DNA {figura 2 E tamao de
los exones varia de 28 a 688 pb. v fa mayor parte de la secuencia codificante se
encuentra en ef exon 7 (Bennet el ul. 1995)

La region hidrotobica, que al parecer o5 ef dominio transmembranal e fa
enzima (residuos de aminodcidos 17-37), esta codifica-la casi en su totalidad en ¢f
exdn 2, con los dltimos 4 aminodcidos de esta region localizados en el exon 3; of
extremo amino-terminal de fa forma soluble de la transferasa A (el aminodeido 34,
es dlecir, el probable sitio de corte proteolitico) en el exon 4 (Yamamoto el . 1993)

1.2 TRANSCRITOS ABO

Eixiste evidencia def uso alternativo de exones en fos transcritos del pene ABO en
diferentes drganos humanos (Bennet ef al. 1995). Con la teenica de RT-PCR,
utilizando oligonucleatidos localizados en exon 1 v VIl se han detectado
mensajeros que difieren en tamafio. Es importante mencionar yue e procesamiento
alternativo de los transcritos de fos genes ABO podria excluir Jos exones [fI-1V sin
producirse cambios en el marco de lectura, Este no fue of caso para la mayorfa de
estos transcritos, en fos que se ha encontrado que no contienen ef exon V1. Se sabe
que la falta de este exdn (que posee la delecion del sitio 261 para la mayorfa de los
alelos tipo O) introduce un codan de terminacién v por fo tanto se produce una
proteina truncada ¢ inactiva (Yamamoto ef al. 1995)
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FIGURA 2. Organizacion genomica del locus ABO. Los numeros entre los exones (cajas negras) indwan el tamano en pares
de bases de cada intréon. En la parte inferior se indican las bases en las quu termman v/ o imcan los distintos exones
(Bennet et al. 1995).



4.3 HOMOLOGIA CON OTROS GENES

De las pocas excepeiones en las que se observa homologia génica entre
glicosiltransferasas es fa homologia entre las transterasas del grupo histo-
sangufneo ABO con la ul-3 galactosiltransferasa encantrada en animales ({Joziasse
el ol 1989; Larsen of ol 1989%; Yamamaoto v Hahomort 990} Ta -3 Gall v la
transferasa B transtieren of msme azucar (galactosa) v crean el o tpo - de
enlace glicosidico {¢]-3) pero utilizan distintos sustratos aceptores Bl sitie aceptor
para I transferasa B (recordemos que es el epitope H) consiste en una fucosa unida
a una galactosa por mediu de un enlace ul-2 mientras que los aceptores para la «l-
3 GalT no tienen esta fucosa (Yamamoto ef al. 1995)

La homologfa se limita a los dos ultimos exones de ambas genes ABQ {exon
Viy Vi) y del gene murino para la «l-3 Gal T (exon VI v 1X), lo que supicre gue
ocurrié algin tipo de “barajeo de exones” en el curso de fa evolucion de estos
genes. Es interesante ademas que estos dos genes comparten una estructura similar
en la organizacion del marco de fectura (Bennet ef al. 1995)

La al-3 GalT estd presente en todos fos animales excepto en jos monos del
viejo mundo, y tiene una estructura primaria y tamaio similar a otras transterasas
(Joziasse et al. 1989; Joziasse ef al. 1992; Shaper 1989). Este pene en el hombre
contiene clefectos estructurales (Larsen ef al. 1990a).

Joziasse v colaboradores (Joziasse ef ol 1991) identitica dos secuencias «1-3
galactosiltransferasas en humanos. Una estd organizada como un pseudo-gene que
no contiene intrones v se localiza en el cromosoma [24t4-q15 (clona HGT-2), v
tiene en los tres marcos de lectura maltiples inserciones v deleciones v codones sin
sentido. La otra secuencia s contiene intrones v reside en el cromosoma 9 en y433-
q34 (Henion ef al. 1994; Shaper ¢t al. 1992), por lo gue al menos una de estos genes
co-localiza con el focus ABO (Bennet ef al 1995). Este pseudogene no procesado
contiene dos mutaciones y un codén sin sentido gue rompen el marco de lectura.

La similitud entre estos genes en el humano {55% de identidad) indica (ue
posiblemente todos ellos se derivan de un mismo gene ancestrat del que hubo
duplicacién genica y la divergencia subsecuente (Scachter 1994). Lo pseudogenes
no funcionales probablemente reemplazaron al gen tuncional para la wl-3 GalT en
Jos monos del viejo mundo algin tiempo después de la divergencia de los monos
del nuevo mundo y Jos del viejo munda (Bennet et al. 1995) .

En un intento por encontrar otros genes homologos, Yamamoto cloné un
fragmento "homalogo pero no idéntico” a ninguno de estos dos genes; la funcién
de este gene (llamado hgtd) no ha sido determinada {Yamamoto e al. {991).



44 ALELOS ABO

La comparacion enlre Jas secuencias de nucleotidos de regiones coditicantes en
distintos alelos ABO ha lievado a la wentificacion de dilerencias (mutaciones) que
pedrian conferir especificidades diferentes v por To tanto explicar las: distintas
actividades de las transferasas codificadas por estos alelos (Yamamoto 1995).
Enlafigura 3 se resumen las mutaciones que se han reportado hasta ahora para los

alelos descritos, v en el texto se explicard con mas detalle las caracteristicas de cada
uno

44.1, Los tres alelos principales: A', B, O

Después de obtener la secuencia del aleto A, se construyeron (ONAs de lineas
celulares de adenocarcinoma de colon de tipo O, AB v B. Se encontré que existen 7
diferencias entre los alelos Ay B, v que de éstas solo 4 { posiciones 326, 703, 796 y
803) tmplican cambios en 4 aminodcidos que se encuentran en el sitio catalitico de
la enzima; por lo tanto estos cambios son fos que atectan al reconocimiento del tipo
de cofactor que la enzima utiliza. Fabricando hibridos de estos dos ¢DNAs, se ha
demostrado que 2 aminodcidos son cruciales para la especiticidad de fa actividad
enzimatica: Leucina 266 v Glicina 268 confieren a la enzima A Ja capacidad de
reconocer la N-acelilgalactosamina. Metionina 266 v Alamina 268 hacen que la
enzima B reconozea una galactosa (Yamamoto of ol 1990b), aunque estudios
posteriores en ef alelo crs-AB han indicado que los otros dos aminodcidos también
tienen un papel muy importante (Yamamoto et al, 1993b)

En la mavorfa de los alelos tipo O se ha encontrado que existe una delecion en
la posicion 261 que cambia el marco de lectura y provoca que la traduccion termine
de manera prematura produciendose una proteina truncada (Yamamoto 1990). El

primer alelo de este tipo reportado (O'} posee una secuencia identica al alelo A,
excepto por esta delecion.
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FIGURA 3 Comparacion entre las secuencias nucleotidicas de los alelos del sisterna ABO humano Fnalgunos subtipos «
menciona el numero de casos analizados.



Yoshuda  (Yoshida ef al 1979 adentihico conanticuerpos policlonales
glicosiltransierasas A o B en el suero de indiiduos O, sugiriendo Ly evstenaa de
una profeimnd mactiva similar a fas transterasa A o B Fnestudios posteriores poi
Greenwell y Watkins (Greenwell et al 1987) se demostro que existe actividad muy
debil, similar a la transterasa A7 en plasma concentrado de mdividuos O par {o
Gue se sugino gque todos fos mdividuos son potencalmente capaces de sintetizae
antigenos A o B (Watkine 198R). La explicacion mas factible para este tenomeno ha
sido el descubrimiento de nuevos tipos de alelos O que podrian tener una mimima
actividad enzimatica Fneoun andlisis de 300 donadores daneses (Grunnel e al
1994), se encontre un nuevo tipo dealele O (Hamado O sincladelecion 201,
caracterizada como Ben Lo posicion 526 v A en la posicion 703 con una sustitucion
caracteristica en la posicion 802 (esta mutacion produce un cambio de plicina 208 a
arginina 268; esto produce distorsiones en ¢l sitio catabitico, lo que convierte a esta
proteing en una enzima no funcional), v se ha sugerido que esta enzima padria ser
la que Yoshida habfa detectado Yamamoto también reportd un tereer tipo de alelo
O {OY, con delecion en 261, v una sustitucion caracteristicd del alelo B Podrian
encontrarse otra tipo de alelos O, st se toma en cuenta Tos analisis de Johnson
Hopkison (1992) en el que detectan 4 productos diterenles en individuos O por
medio de electoforesis desnaturalizante de los productos de PCRdel exon
correspondiente a la zona 261

4.4.2, Subtipos menores: A2, A’, Ay, Am, Adl, B, B+, B, B¢

Ademis de los subgrupos AT o A% existen otres subgrupos débiles AY Ar Ay
AY, al igual que para el alelo B existen los subgrupos correspondientes B, B, By
B, aunque son menos trecuentes (Yamamoto 1995)

Las bases quimicas de los subgrupos han sido poco entendida. No se sabe st
existe una diferencia cualitativa en la estructura del antigeno de estos subgrupos o
si la diferencia radica tinicamente en la actividad de las gicosiltransferasas ABO
(Economidou ¢f al. 1964; Mohn ef al. 1977; Kisailus v Kabat 1973). La clasificacion
de estos sugrupos se estableci6 en base a tres criterios distintos. el grado de
aglutinacion de los eritrocitos, la presencia o ausencia de anticuerpos en el suero v
la presencia 0 ausencia de sustancia inmunodominante en la saliva (Yamamoto
1995). La teorfa més aceptada es que estos subgrupos se diferencian entre si por la
cantidad de antigeno que se detecta en la superficie de los entrocitos.

Existen estudios yue indican que la actividad enzimatica de la transferasa A
es menor a la de AY, v que la de otros subtipos es ain menor (Scachter et al. 1973,



Cartron et al 1978) L anabisis molecudar dealgunos deestos subgrupos ha
comprobado gue algunos de ollos tienen mutaciones caractensticas gue datecan fa
actividad enzimatica En otros casos no se ha podido homogeneizar el lipo de
mutaciones de acuerde al subgrupo (como en ol caso de individuos Ay BY
{(Yamamoto 1995). Esta falta de intormacion se debe principalmente a la pequena
cantidad de individuos de estos grupos raros que se ha analizado (se reporta para
cada subtipo o subgrupo de 2 a 4 individuos), v par otra parte, los datos hasta hov
obtenidos (de Ja mavor parte de los subgrupos v alelos raros,) se refieren
inicamente a los dos exones mavores, v no se han analizado cambios en fos
extremos amino-terminales (Clausen 1994). Variaciones en el codon de inicio, en la
secuencia de la seital transmembranal ast como en la region dol tallo oy
posiblemente el inicio del dominio cataltico podran sigmficar cambios importantes
para la proteina resultante, en la citolocalizacion o para ol corte proteolitico
(Paulson ef al. 19890 )

4.4.3. Alelos del tipo cis-AB
Se ha caracterizado un grupo llamado “cis-AB”, detectado va desde los afios 70 en
familias de individuos AB gue producian descendencia AB (Hummel et al. 1977).

Estos individuos solo pueden detectarse en familias en las que existe
descendencia proveniente de padres ais-AB x Oy aparecen hijos con fenotipo AB
{figura 4). Otras 2 posibilidades para su deteccion por analisis familiar son las
cruzas del genotipo cs-AB/O X AQ 0 BO, y que la descendencia sea de fenotipo O.
Cualquier otra posibilidad se comporta dentro de las opciones caleuladas para
cualquier cruza AB con cualquiera de los 4 fenotipos, por To gue no es posible
detectarlo.

Estos individuos cis-AB expresan simultancamente antigenos A y B que estn
especificados por una sola unidad genética en un cromosoma. El término cis-AB se
utilizé para discriminar este genotipo AB del genotipo AB ordinario en el cual dos
alelos (A y B) estdn presentes en dos cromosomas separados (trans). El andlisis
molecular indica que se trata de un alelo que codifica una transferasa con actividad
enzimética doble, tanto de A coma de B, ya que los 2 casos analizados tuvieron una
sustitucion similar a B en el nucledtido 803, mientras que el resto del alelo es
idéntico a A (Yamamoto ef al. 1993b).

Otro alelo con estas caracterfsticas de bifuncionalidad es ¢l llamado B®; no
se sabe cuantos alelos polimérficos con esta caracterfslica pueden existir en la
poblacién sin haberse detectado
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FIGURA 4. Arbol geneal6gico de la familia Lam/G (portadores del alelo cis-AB).
Bl fenotipo fue detectado en la tercera generacion, resultado de la cruza AB x O
{(Hummel ! al. 1977).



Incliso con penotiptiicacion a nived molecatar con las teaueas gue sehan
reportado recientemente (coma se deseribe mds adelante), no es posible wentiticar
molecularmente a estos individuos @ menos que se atdice Ta secuenciacion del
CDONA correspondiente S1es posible obtener datos que no correspondan con la
tenotipiticacton, por eemplo, siun individuo es fenotipiticado como Ay os
resultados e 1o genotipificacion demuestran que es un heterocigoto para AL es
posible gue se trate de un individuo as-AB, v podria constderarse el clonar v
secuenclar sy genoma, aungue cabe lambien fa posiblilidad de an error en la
tenotipificacion La manera mas sepura de detectar estos casos es caands la
herenaia del alelo enctorma s seha comprobado a traves de estidios famitiares

15 GENOTIPIFIC ACION MOEFCUTAR DEL GENE ABO GHILIZANDO LA
TEONICA DEPCR

4.5.1. Generalidades

La teenica de reaccion en cadena e la polimerasa (PCR) permite ampliticar
mulones de veces regiones pequenas del genoma, siempre v cuando se conozea fa
secuencia de ambos lados de fa region de interes. El método de PCR se basa en la
amplificacion de DNA i eitro, catalizada por una polimerasa extraida de una
bacteria termolilica (por o que resiste altas  temperaturas)  utilizando 2
oligonucleotidos sinteticos, cada uno complementario a ambas hebras en los dos
extremos de fa region a ampliticar: fa polimerasa copia fa secuencia de DNA Gue
existe eatre los dos ofigonucleotidos

Se comienza con pequends cantidades de DNA (generalmente de extractos de
genomas completos), v se amplifica la region en fragmentos que pueden ser
visualizados mediante electrotoresis con alguna tincion o autorradiografia.

El DNA es amplificado mediante cambios de temperatura que se repiten
ciclicamente: ef primer paso es la desnaturalizacion det DNA por unincremento de
temperatura {960C) lo que permite fa separacion de las cadenas complementarias
de DNA; posteriormente hay una disminucion de temperatura {25-65°C) lo cual
permite la union o alincamiento del DNA con las dos secuencias de
oligonuclestidos (el exceso de oligonucledtidos en la reaccion permite que hibriden
especificamente o fa secuencia del DNA - de interés); v finalmente hay un
incremento de temperatura (720C) en ol cual fa polimerasa copia la secuencia del
DNA (unicndo  nucleotidos  trifosfato)  desde ¢l extremo 3-OH de cada
wligonucleatido. Estos tres pasos se repiten durante certo numero de ciclos, Jo gue



permite un incremento exponencial en eb numero de copras de DNA, alrededor de
lon 35 ciclos s alcanza una meseta en la que se acumulan mas templados v mads
oligonucleotidos de los que la enzima puede extender durante ol ciclo, v el
incremento en el namero de copias se vuelve tineal

Do esta maners, partiendo de pequenas: cantidades de DNA, es posible
caracterizar v analizar regones de interes en el genonia

4.5.2, Genotipificacion por PCR

E! analisis molecular de los genes ABO en el DNA genomico depende de 1a
exislencia de sitios de restriccion alelo-especificos que se han encontrado en las
secuencias del CONA de individuos A, By O (Yamamoto ef al. 19900).

Estos sitios de restriccion se detectan utilizando la reaccion en cadena de Lo
polimerasa {PCR) con oligonucleotidos que amplifican regiones del gene que
contienen sitios caractertsticos de cada alelo (figura 3).

El DNA amplificado se corta con la enzima de restriccion que correspondla,
para después analizar el fragmento en electroforesis, v se obtiene una correlacion
perfecta entre la presencia de los fragmentos de restriccion y ¢t fenotipo de la
muestra. £ modelo ha sido corroborade por varios laboratorios utilizando técnicas
similares {Matsuki et o, 1994; O Keele v Bobrovic 1993; Olsson y Chester 1995,
Stroncek et al 1995; Ugozzoli v Wallace 1992; Chang, ef al 1992). Grunnet v su
equipo (Grunnet e al. 1994) analizaron 300 individuos de distintos fenotipos, v en
general se encontra correlacion con lo descrito, aungue se ha planteado la
existencia de polimorfismos en fa poblacion que no se detectan con este método.
Recientemente un grupo japonés publico la deteecion y caracterizacion de este tipo
de alelos con la técnica de SSCP (Ogasawara et al. 19%), con lo que inicia poco a

paco el camino hacia la caracterizacion molecular de los polimorfismos aléticos en
las pablaciones,
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FIGURA 5 Estrategia molecular para la genotipificacion del sistema ABO Se mdican {os sitios de restriceton afelo
especificos que se¢ han reportado para los exones VI v VIl del gen. Hacia arriba se muestran alpunos tragmentos
amplificados en este trabajo. indicando ¢l nombre de los miciadores (flechas) utilizados



I PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

E:n base a la evidencia teonica que propane considerar dos genes ligados, se planteo
como postbilidad la existencia de alelos recesivos en individuos AB (siendo esto
mposidle de acuerdo con o teona de Bernstem), v fue necesario plantear v
desarrollar una estrategia experimental del problema que resolviera de manera
sencilla esta cuestion.

Como s menciond en la introduccion, la delecion del gen para la
glicosiltransferasa O en {a-posicion 261 crea un sitio de reconocimiento para la
enzima Kpnl Esta caracteristica nos permitio buscar alelos del tipo O {recesivos)
en individuos AB, y nos permili, ademds, la separacion de este alelo recesivo para
analizar por secuenciacion directa fos alelos dominantes que no son corlados con
esta enzima, y de esta forma evaluar si es posible la existencia de individuos trans
AB con alelos recesivos



NI HIPOTESIS

La falta de precision en las formulas de Bernstein se debe o fa existencia de dos
gens ligados en o sistema ABO Por o tanto, siexisten dos genes figados entonees
se detectaran alelos recesivos en individuos AB.

I HIPOTESIS ALTERNA

La falta de precision en las formulas de Bernstein se debe a la existencia de alelos
del tipo c1s-AB (representados en las nuevas formulas por la variable *s").



[V OBJETIVOS
| GENERAL

Analrzar molecularmente of gen que vodifica para el grupo histe-sanguimes ARG
en individuos ABcon ol finde aportar evidencias que peemitan evaluar sise frata
de dos genes gados,

2 PARTICULARES

v Implementar la téenica de PCR reportada para penotipiiicar molecularmente s
prupos sanguinens {Yamamoto 0l 1990h, Chang ef al 19920 Keele y
Dovrovik 1993)

o Analizar el sitio 261 con estas Leenicas para buscar dlelis recesivos en mdividues
tipificadns como AB

¢ Implementar una estrategra sencilla que permta demostrar motecularmente la
existencia de individuos fras AR que contengan alelos recesivo



V MATERIAL Y METODOS

1. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA

Se colectaron 26 muestras du sangre periferica de distintos fenotipos, (15 AB, VA,
2BY 60), de donadores del Centro Medico Siglo XXy de alypunos donadores del
laboratorio

LTFENQOTIPIFICACION

La sangre se clasiico mediante of método de aglutinacion de - eritrocitos,
utilizando anticuerpos monoclonales anti-A, anti-B y anti-AR de raton (Sanohi
Pasteur) conla metodologia siguiente

Se preparo una suspension det 3 al 3% (V/V) dv sangre on solucion salina
isotonica (0.85%). Se deposito en tubos eppendort una gota del antisuero
apropiado v s¢ afadio una gota de suspension de sangre en cada tubo Se
homopeneizo la mezela con un movimiento de agitacion suave v se centrifugo
durante 1 minuto a 2000 rpm- El deposito de centrifugacion de cada uno de los
tubos se resuspendio y se examind macroscopicamente si existia aglutinacion: si
el deposito de centrifugacion persisté se considera un resultado positivo pues
indica la presencia del antigeno correspondiente. Si no persiste, el resultado es
negativo, pues no ha sido detectada la presencia del antigeno correspondiente

1.2EXTRACCION DEL DNA GENOMICO

El rendimiento de DNA con esta metodologia es de aprox. 10-30 mg de DNA por
cada mililitro de sangre y s obticne sin degradacion (Kempter 1992) Se tomaron
15ml de sangre y se mezclaron con 2.5 ml de EDTA 0.5% (pH=7.6) para evitar su
coagulacion (no se uso heparina porque inhibe enzimas de restriccion y a la Taq
polimerasa). Se dividio la muestra en dos v se centrifugd durante 10 minutos a
3000rpm. A partir de aqui las muestras se trabajaron por separado v de torma
idéntica. Se tomd con una pipeta Pasteur la capa de leucocitos (capa blanca) que se
forma en la interfase entre e} suero v los eritrocitos, sin importar que haya
eritrocitos contaminantes. Se pas6 la capa a un tubo limpio v esterilizado (Corex,
Falcon). Se agregé al tubo de 30 a 40 ml de solucion RCLB (Tris pH7.6 10mM,
MgClz 5mM, NaCl 10mM). El tubo se cubri6 con parafilm y se agit6 fuertemente.
Se centrifugd durante 10 minutos a 3000 rpm. v se eliming el subrenadante, de
preferencia usando vacio (es necesarto tener cuidado de no eliminar la pastilla de
leucocitos que queda en el fondo del tubo). Se repitieron los pasos de lavado con



RCLB al menos dos veees mas, hasta que la pastilla de leucoatos estuvo blanca
Esta pastilla s¢ puede guardar por una semana o -200C despues de los lavados, +
para guardarla debe estar totalmente seca: Se resuspendio L pastilla en 886 ml do
NaCl 5 mM agitando fuertemente con una pipeta Gilson de 1000uE v se paso la
muestra a un tubo eppendor! Seagrego al tubo o ml de SDS al 10" v se agito con
fucrza, Se agregaron 308 mi de NaCl saturado al tubo v se agito otra vez el tubo
(estas agitaciones son necesarias ¢ importantes). Se centrifugo el tubo 30 minutos o
15krpm v se tomé el sobrenadante para realizar con ¢ 2 extracciones fendlicas
(25:241 fenolcloroformuisoamilico). I DNA se precipito con 1 volumen de
isopropanal o 2 volumenes de etanol (no e necesario agregar sal en a
precipitacion).

1.3 CUANTIFICACION DEL DNA

Se preparararon diluciones de las muestras de DNA u - oligonucleotidos
(generalmente [:100, aunque dependia de la cantidad de muestra que habfa). Se
hicieron 2 mediciones por espectrofotometria de cada muestra a 260 y 280 nm.
Una densidad optica equivalente a 1 a 260 nm corresponde aproximadamente a
(Maniatis ef al. 82):

50 ug/ml de DNA de doble cadena.

40 pg/ml de DNA de cadena sencilla v RNA,

Se obtuvo la relacion entre ambas lecturas (260/280), lo que provee una
estimacion cle la pureza de los dcidos nucleicos. Las preparaciones puras de DNA
y RNA tienen una relacién entre sus densidades Opticas 260/280 de 18 y 2.0
respectivamente. Si hay contaminacion con proteinas o fenol la relacion serd
significativamente menor que los valores antetiores v no puede hacerse una
cuantificacion exacta,

Se analizo también la concentracion y calidad del DNA en geles de agarosa al
1%, tefiidos con bromuro de etidio (0.5 pg/ml).

2. AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DEL GEN ABO MEDIANTE EL
METODO DE PCR

Todos los oligonucledticos utilizados en las reacciones en cadena de la
polimerasa {PCR) fueron sintetizados por la Unidad de Analisis de Aminoécidos
y Sintesis de Oligonucledtidos del Instituto de [nvestigaciones Biomédicas.



2.1 ESTANDARIZACION DIF LA TECNICA DEPCR

Las condiciones reportadas en los articules no siempre son las optimas, va que
esta tecnica es muy sensible v depende de una gran cantidad de variables, por o
que es necesario que en cada laboratorio se estandancen las condiciones de
amplificacion

Las condiciones iniciales que se utilizaron para la estandarizacion son las
siguientes (Rolfs ¢! al. 1992): 1 unidad de Taqu Polimerasa v su buffer
correspondiente, 100 a 200 M ANTPs, 0.5 pM de oligonucleatidos, 100 a 500 ng
de DNA v de 0.5a 5mM para encontrar el dptimo de magnesio,

2.2 AMPLIFICACION DEL SITIO 26!

2.2.1 Amplificacion estindar

Se utilizaron los oligonucledtidos reportados por O Keete v Dovrovik (O Keete v
Dovrovik 1993).

Con estos oligonucleotidos se obtuvo un ampliticacion mas vficiente, por lo que
no fue necesario utilizar marca radicactiva.

AO1 5-TGACACCGTGGAAGGATGTCCTCGT-Y (Situado entre Tas bases 231 a
255 de la cadena senticlo del exon V1),

AO2 5-TGAACTGCTCGTTGAGGATGT-3 (Situadlo entre las bases 2804 303 de
la cadena antisentido en e} exén VI del gen).

Ambos amplifican un fragmento de 99 6 100 pares de bases, que contiene el sitio
261 del exon VI del gen. En el caso de los alelos O se obtiene una banda de 70 pb
al digerir este fragmento con la enzima Kpnl.

El DNA {de 100 a 500 ng dependiendo de la calidad de la muestra} fue
amplificado en 50 pl de una solucion que contiene: 1.5 mM de MgClz, 25 pmoles
de cada oligonucledtido para una concentracion final de 05 yM, 200uM de
dideoxinucledtidos dATP, dGTP, dCTP v dTTP (Gibco BRL), 1 unidad de Tay
polimerasa (Pelquin Elmer Cetus) y su buffer correspondiente. Se utilizo el
termociclador Gene Amp PCR System 9600 (Perkin Elmer Cetus) con una
desnaturalizacion inicial de Sminutos (“Hot Start”), seguida de 35 ciclos de
reaccion: desnaturalizacion a 94 » por 24 segundos, alineamiento a 60+ por 30
segundos v extension a 72 por 1 minuto v 50 segundos, con una extension final
de 72 por 2 minutos Las muestras se guardaron a -2F C para su analisis
posterior.



2.2.2 Amplificacion con marca radioacliva

Para vstos ensavos se utilizaron los oligonudeotidos reportades por Chang s
colaboradeves (Chang el al 1492}

INX40 3 -AATGICOAU AGTO ACTCTCGUC-Y (ubicado del naddeotido 41 al o0
def antisentido v ehintron B el pen)

cDINA2W 3 -CACUGTGOHAAGGATGTUCTOY tubicado en fos nucieotdos 233
a 292 de la vadena sentido debason )

Ambos oligonucleotwdos amplifican un tragmento de 199 00 200 pares de bases
que contiene of sitio 261 del exon V9 En el caso de unalelo O ~e oblicne una
banda e 171 pares de bases al digerir este fragmwento con fa enziia Kpnd
LFDNA (de 1000 300 ng) fue ampliticado en 30 3! de una sotucion gue contene
L3 mM de MeCl 1250M de dideoxinucleatidos (dA TP, dGITP  dTTP o dOIT
dGTP v dTTPY dependiendo del nucleatido marcado gque se utilive), TpCu deo ™
dATE 0« PRACTP (Amersham), 1.3 pM de oligonucleatidos (N0 v cDNAZ Y
1 unidad de Tag potimerasa (Pelkin Elmer Cetus) v su bufter correspondiente. B
DNA se amplifico en un termonclader de PCR {Gen Amp PCR Svstem 9600
Perkin-Flmer) utilizando el método de cera de pavatina (ngpdd Vi ™ VR Gems
Pelkin Elmer Cetus #N8OR-0100) para evitar amhhicaciones mwespeciicas La
solucton se sometio a 25 ciclos de incubacion H grados por ? minules para
desnaturalizar [a doble cadena de IPNAL R grados por 2 nunutos para alinear fos
oligonucledtidos v 72 grados por ¥ minutos para la extension de las cadenas Tas
muestras se guardaron & 200 C para su analisis posterio

23 AMPLIFICACION DEL SO 70%

Se utilizaron los oligonucledtidos reportados por Yanumoety v Hakonvon
(Yamamoto v Hakomart 1990)

Fv 29 3 |CGTTCTGCTAA A ACCAAGY (ubicacdo et Ta vadena antisentido el
altimo intron del gen).

Fy-47 3 - TGCTGOAGGTGCLUGCCTAL 3 ubicads en fas bases 312 a 33 de la
cadena sentido del exon VI

Estos ofigonuciedtidos amphitican un tragmento de o2l pares de bases gue
contiene el sitio 703 del exon VIE del gon En oste seginonto del pene exsten
varios silios Hpa 1 ademas del caracteristico de los alelos A Por esta razon ol
fragmento obtenido por PCR se digiere en vanos pedazos independientemente
del genotipo de ta muestra), en todos los casos debe dvsaparecer el tragmento de
621 ph v se obtiene una banda de WY pares de bases, o yue sirve como mdicadar



de una digestion completa. Sesiste el sitio Hpall en e nudeotido: 708
caracteristico de los alelos A en of pel aparecera una banda de 188 pares de
bases; si este sitio no esta presente en la muestra analizada, s obtendra una
banda de 205 pares de bases que no fue digerida por esta enzima

ELDNA (de 1000 500 ng) tue ampliticado en 50 pl de una solucion que contiene
1.5 mM de MgCl, 25 pmoles de cada oligonuctedtido para una concentracion hinal
de 0.5 uM, 200pM de dideoxinucledtidos dATP, dG1P, dCH"y dTTP {Gibeo BRL),
I unidad de Taq polimerasa (Pelquin Elmer Cetus) v su butter correspondiente v la
reaccion se sometio a 28 ciclos: desnaturalizacion o 94+ por 30 segundos,
alincamiente a 57 por M) sepundos v extension a 72 por 20 segundos, con una
extension final de 72 por 7 minutos. Las muestras se guardaron a -200 C para su
andlisis posterior

3. GENOTIPIFICACION

3.1 DIGESTION DE LOS FRAGMEN 108 CON ENZIMAS DE RESTRICCION

En 30 ul totales de reaccion se utilizaron de 15 a 30 pl de la reaccion de PCR que
contiene ¢l fragmento a digerir (sin ninguna preparacion previa), o buffer
correspondiente v 4 unidades de la enzima Kpnl (Amersham) o la enzima Hpa ll
(Gibeo BRL), segtin sva el caso.

En todes los ensayos de restriccion con Kpnl se utilizo como control a un
individuo fenotipificado como O para asegurar la digestion completa de los
alelos que contengan el sitio de restriccion correspondiente. Se dejo la reaccién
por 1 hora a 37°C, v se utilizaron los 15 6 30 d de la reaccion para correrlos en
gel de acrilamida al 6%.

Este mismo procedimiento se utilizd para todas las amplificaciones.

No es necesaria ninguna preparacion previa del producto amplificado por PCR ya
que en la reaccion de PCR se utilizan concentraciones tan bajas dv sales que no
afectan las reacciones de restriccion (Rolfs et al. 1992).

3.2 GELES DE ACRILAMIDA

Para visualizar los productos de PCR y los de digestion se prepararon 10 ml de
acrilamida 6% en TBE1X (0.089M Tris-base, 0.089M de dcido borico v 0.002M de
EDTA) a los yue se afiadieron 40 p! de TMED (Biorad) y 120 ul de Persulfato de
Amonio al 10% para polimerizarla. Se pas6 répidamente la acrilamida sobre un
vidrio de 7.5cm x 5cm al cual se le colocod un peine sostenido por pinzas (la

v



distancia entre el peine v el vidro serd aprovimadamente of grosor de una hop de
papel). La acrilamuda no st derrama debido a la tension superbioal que genera ol
liquide Se depo polimerizar y se colocod el gel en TBE T ven la camana de
electroforesis. Se cargaron fas muestras de DNA enlos pozos adadiendo por cada
muestra de 1 a 2ul de colorante indicador de cornda (azul de brometenel 002",
xilencianol 0.02% v Glicerol 50%). Para las muestras de 30 pl se utilizaron pozos
grandes. Se corrio en todos los casos un marcador de peso molecular fladder 1(ph
Gibco BRI} para determinar f tamao de las bandas Para teair of gel se sumergio
éste por 15 minutos en una solucion de bromuro de elidio 0.2 pg/ml

El mismo procedimiento puede utilizarse con 80 ml de solucion deacrilamida
(para polimerizarla se utilizan 600 pl de persultato de amonio al T0% v 80 ul de
TEMED) ¢n un vidrio de 15em x 20 e

Las bandas de DNA se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta de
onda corta. Cuandao se corrieron productos radioactivos of gel se seco v se sometio
a autorradiograf(a.

4, SECUENCIACION DE PRODUCTOS DE PCR EN EL EXON VI

4.1 OBTENCION DE FRAGMENTOS,

Los 30 ! de la digestion con Kpni se corrieron por una hora en un gel de agarosa
de bajo punto de fusion al 2% en TBE. 1x con 1yg de Bromuro de etidio por cada 10
ml y se corrié ademds un marcador de peso molecular (ladder 100pb Gibeo BRI.).
Las bandas de DNA se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta de
onda larga para no dafiar el DNA. Se corté con un bisturi la banda de 100 pares de
bases que no ha sido digerida por la enzima Kpnl y se puso ¢ fragmento en un
eppendorf de 1.5ml. Se calentt este tube a 65-68 grados para derretir a agarosa; se
aford a 450 pl con agua desionizada v estéril v se le agregd 1 pg de IRNA. Se
aftadio un volumen de Fenol (450 ul). Es importante que of fenol esté a temperatura
ambiente para extraer la mayor cantidad posible de agarosa. Se dejo a 65 grados
por 30 segundos v se agitd fuertemente. Se centrifugod durante 3minutos a 14 000
rpm; se recuper¢ el sobrenadante en otro tubo eppendort v se realizaron 2
limpiezas con 1 volumen de cloroformoiisoamilico 241 (450 pl), se agito
fuertemente con Vortex v se centrifugo otra vez durante 3minulos a 14000rpm. El
sobrenadante se dividio en dos tubos eppendori de 1.5ml. Se agregd a cada tubo 1
volumen de acetato de amonio 7.5 M (225 pl) y 2 ¥ volumenes de etanol absoluto
(562.5 ply y se dejo precipitar el DNA por 15 minutes en hielo seco.



Se centrifugo durante Sminutos a 14000rpm v Lo pastilla de DNA se Javo 2 veces
con etanol al 70% Hav que centritugar despues de cada lavado porgque T pastitla
es muy pequedia y puede desprenderse del fondo. Se dejo el tubo abierto hasta que
se evapord el etanol, y se resuspendio la pastilla en 20 pl de apua

Se cuantifico la cantidad de DNA obtenido con el metodo va descrite

4.2SECUENCIACION DIRECTA DE FRAGMENTOS DI CR

En cada uno de los pasos es importante homogeneizar todo o que se utilice Para
esta reaccion se utilizo ol Kit de secuenciacion de productos de Perkin Flmer
(AmpliCycle sequencing Kit N8US-0175)

En 10 pl se diluyeron de 50 a 100 ng del alelo dommante a secuenciar junto con 6l
pmoles del oligonuciedtido AOT (diluir de preferencia con agua estéril v
desionizada); la muestra se desnaturalizo durante 2 minutos a 96 grados en un
tubo eppendorf cerrado. En otro tubo se mezclaron en 30 pl totales (“mix”): los 10
ul que se desnaturalizaren en el paso anterior,, 1U de Tagu Polimerasa (Pelkin
Elmer), 4 ul del butfer correspondiente al Kit y 2 pCu de w P dAT? 0 o P2 ACTP
(Amersham).

En 4 tubos diferentes para PCR (perkin elmer) marcados A, G, C o 1 se agregaron 2
ul de la solucion con dideoxinucledtidos que correspondan, v a cada tubo se le
aiadieron 6 ul del “mix”. El fragmento se secuencic en un termociclador (modelo
9600, Pelkin Elmer) con una desnaturalizacion inicial a 96 prados durante
Aminutos, seguida de 25 ciclos de desnaturalizacion a 96 grados por 30 segundos,
alineamiento a 55 grados por 30 segundos v extension a 72 grados por 0
segundos. Al terminar la reaccion, se agrego a cada tubo 4 pil de solucron STOP del

Kit.

43 GEL DE SECUENCIA

Se prepard un gel de secuencia con una solucion de acrilamida-bisacrilamida al 8%
con urea /M en TBE Ix. El gel se precorrio por 20 a 45minutos a 1800 volts, en un
rango de 50 a 75 Watts.

Las muestras se desnaturalizaron por 3 minutos en ol termociclador Se corrieron 3
ul de cada reaccion por 1 hora en el orden: A, G, C, T Ei gel se seca v se somete a
autorradiograffa.



VI RESULTADOS

1, OBTENCION DE MUESTRAS DL SANGRE

|as mugstras de sangre perilerica se procesaron como se describe en materiales y
métodos para {a extraccion v cuantificacion del DNA. Se colectaron principalmente
aquellas muestras que fueron fenotipificadas como AB, con ¢l fin de analizar en cllas
la posible existencia de alelos recesivos. De las 26 muestras colectadas se obtuvieron
15 individuos AB, Yindividuos A, 2 individuos By 6 0

2. ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE PCR
Se probaron distintas condiciones de reaccion para la ampliticacion de algunos sitios
el gen, hasta obtener la banda del tamaio esperado

Se mucstra un ejemplo det proceso de estandarizacion de la tecnica de PCR un el
sitio 703, en el que se utilizan distintas concentraciones de cloruro de magnesio en la
reaccion hasta encontrar la concentracion en la que se obtiene un namero menor de
bandas inespecificas (2 mM). Se probaron ofras concentraciones de enzima,
nucledtidos y de oligonucleotidos, sin lograr desaparecer las bandas inespecificas
(datos nio mostrados). En el primer carril puede verse una reaccién amplificada en un
ndmero menor de ciclos (los Gltimos carriles se sometieron a 35 ciclos, el primero a
28) en ol que se aumentd la concentracion de nucledtidos, con lo que se logra yue la
banda inespecifica desaparczca. En estas condiciones se electuaron las reacciones de
amplificacion para este sitio (descritas cn materiales v métodos).



FIGURA 1. Estandarizacion de la técnica de PCR en el exon VI En los carriles 3
al 6 se utilizé una concentracion final de 250 pM de dioxinucledtidos (ANTPs) v
distintas concentraciones de cloruro de magnesio (MgCl) de 4mM, 3mM, 2mM y
{mM respectivamente. Los carriles 1 v 2 corresponden a la misma reaccion (2mM
MgCl'y 500 mM dNTPs) sometida a distintos ciclos (35 para el carril 2, y 28 para

el carril 1),



3. METODOS DE AMPLIFICACION POR PCR

31 TECNICAS PARA RLSITIO 201

Se amplificd por PCR el DNA genomico de 15 individuos fenotipificados como AB,
incluidos en 2 casos a sus familias (tal como se describe en materiales y métodos) y se
obtuvieron fragmentos que contienen el sitio 261 del gen del grupo histo-sanguineo
ABO. Se wtilizaron dos teenicas con dos pares de oligonucleotidos diferentes
(descritos en maleriales v métodos); ambos flanquean ef sitio 261, Esta posicion en
los alelos O se caracteriza por una delecion que crea un sitio de restriccion para fa
enzima Kpnl, o cual nos permitio buscar alelos O en los individuos AB que se
analizaron,

Los dos mélodos utilizados para amplificar el sitio 261 por PCR arrojaron
resultados similares. Fn ambos métodos se obtuvo la banda esperada segin Lo
reportado: 199-20) pares de bases para los oligonucledtidos INX40 v cDNA 333
(Chang et af 1992) v e 99-100 pares de bases para los oligonucleotidos AOT y A2
(O Keefe v Duvrovik 1993), como puede verse en las figuras 2 v 3, 1o que indica una
amplificacion especifica del exon VEgue contiene el sitio 261 que nos interesa

No se ulilizaron los oligonuclettidos que para esta region propene Yamamoto
(Yamamoto el dl. 1990) va que se ubican en regiones de los intrones que no estan
reportadas, ademas de la inconveniencia de visualizar los fragmentos con Southern
Blott,

El primer par de oligonuclectidos que se utilizo tiene la desventaja del marcaje
con fosforo radioactivo, v la ventaja sobre la técnica reportada por Yamamato, de
que ahorra los pasos del Southern Blott, haciendo la amplificacion, la digestion y el
andlisis del fragmento directamente, como se describe en materiales y métodos. Con
el segundo par de oligonucledtidos se obtuvo una mejor amplificacion y no fue
necesatio utilizar marcaje radioactivo para visualizar fos alelos recesivos cortados
con Kpnl, por lo que fa mavor parte de las genotipificaciones se hicieron con esta
segunda técnica.



Al digerir con fa enzima Kpnl e producto de PR obtenida por-os dos
métodos, fue posible la doteccidn en gel def alelo recesivo O, como puede verse en
todas las restricciones de individuos fenotipificados como O (figuras 2, 3 y 5): en las
figuras se observa una banda de menor tamafio para los oligos INX40'y cDNA y de
70 pb para AO1/AQ2, 1o que indica la restriccion completa del fragmento en el sitio
261. Cuando se obtiene esta banda significa que la enzima ha cortado en of sitio de
restriccion caracterfstico de algunos alelos O. Estas digestiones sirvieron como
controles de restriccion: si la restriccion de estas muestras es completa, significa yue
la enzima funciond de manera correcta.

En todos los individuos analizados que fueron fenotipificados como O se
obtuvo el corte completo del fragmento amplificado por PCR, por lo que no se
detectaron individuos del tipo O7

S muestran ademés otros fenotipos A o B en los que se detectaron alelos
recesivos (figuras 2 y 3) al obtener las banclas de menor tamafio ya descritas, y como
era de esperarse se obticnen fragmentos que no son cortados; estos alelos (A o B)
corresponden a las banclas de 100 6 200 pares de bases que no tienen este sitio de
testriccion para Kpnl. Todos los individuos A o B analizados en este sitio resultaron
portadores de un alelo con delecion en 261.



FIGURA 2 Autorradiografia de la reaccion PCR con los oligonucledtidos inX40 v
cDNA333 (con (+) y sin (-) Kpnl)
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FIGURA 3. Amplificacion de distintos fenotipos con (+) v sin () Kpnl atilizando
los oligonucteotidos AOT/ AO2.

[ TP TN



A2 ANALISIS DE INDIVIDUQOS AB EN E1LSITIO 201

3.2.1. Casos con andlisis familiar
Se realizd un estudio familiar en dos de tos 13 casos AD (lipurada v b

En las dos familias, los padres fueron fenotipificados como A uno v 8 el otro.
Todos los padres analizados resultaron portadores de un alelo recesivo (los
individuos de cada familia se indican en la figura). £n la primera famitia (figura 4n)
es muy claro como los hermanos del individuo AB heredan los alelos O de ambos
padres. En ninguno de estos dos casos AB se encontaron alelos recesivos

FIGURA 4. Andlisis familiares en ef sitio 261. En todos los cartiles se muestra el
producto de la digestion con la enzima Kpnl.



12,2, Casos aislados

De as 15 muestras AB se obtuvo corte parcial sole en an caso (tigura 3, carnl 2) Este
caso podria ser clave st pudiera probarse yue posve Tos dos alelos, ants A, camo B,
ademis del alelo O que se detectd con este ensayo.

11 12 13 14

% T8

100pb

A8 AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB 0

FIGURA 5. Andlisis del sitio 261 en individuos AB. En todos los carriles se
muestra la digestion con la enzima Kpnl.



323, Secuenciacion de alelos dominantes
Su disedio fa estrategia de separar en pel de agiarosa fos alelos dominantes que ne han

sicdo cortados de aquellos alelos recesivos que si se cortaron cun la enzima Kprd, Una
ver separados, la banda de mayor tamadio (alelos dominantes) se purifico y se
secuenci con ¢f Kit de secuenciacion de productos de PCR (Perkin Elmer). Esta
técnica se aplicd al individuo AB que posee un alelo recesivo, a un individuo AB que
no present ningtin corte, v a un individuo B heterocigoto.

Al utilizar esta téenica se demostro que con ella ¢s posible detectar los dos
alelos A, y B, como en ef caso del individuo AB en el que no se obluv corte con la
enzima Kpn! (figura 6a). [a secuencia de ambos alelos aparece como una banda
doble que indica la presencia de adenina en ef sitio 297, caracteristica de los alelos A,
y de guaning en este mismo sitio, caracteristica de los alelos B, segin lo reporlado
(Yamamoto et af. 1990). En ef caso del individuo B {figura 8b), la secuencia coincide

con la reportada en ef sitio 297 para los alelos B.

La secuenciacion de los alelos dominantes del individuo fenotipificado como
AB, e of que se encontaron alelos recesivos, demostrd que no se trata de un
individuo tnus-AB como se esperaba (Figura 6c), sino que ¢f individuo posee un
alelo similar a los alelos A en [a posicion 297.

Esta tdcnica tiene la ventaja de que es un método rpido y sencillo en ef que no
es necesaria fa clonacion del fragmento, v puede utilizarse para el andlisis de alelos
dominantes en esta region def exn V1.



FIGURA 6. Secuenciacion en of sitio 297 (llecha) del exan Ven un individuo AB
(a), enuno B {b) v en el indlividuo AB en el que se obtuvo corte con Kpni )



33 REGION 703

El individuo AB, al gue se fe encontraran alelos recesivos, fue tpiticado coma A en
esta posicion coma puede verse en la figura 7, carnl 4, gue miuestra fa digestion con
Hpall de los fragmentos ampliticados en la region 703 Se observa un sol
fragmento de 188 pares de bases, lo que indica la presencia det sitio de restriccion
para Hpall, caracteristico de los alelos A. Este sitio se utilizo de apoyo para los
datos, como un método para tipificar con mavor certeza ¢l genotipo de este
individuo en otra zona del gen, de acuerdo con los reportes de genotipificacion
publicados (Yamamoto ef al. 1990).

Es importante scfialar que la reaccion de PCR amplitica todos los alelos
presentes; en este caso sabemos que existe un alelo O para este individuo,
detectado en el andlisis del sitio 261, y con esta informacion podemos afirmar que
este alelo O en e sitio 703 posec una guanina. Para ¢l otro alelo sabemos que en
este sitio también posee una guanina, por la digestion total de la muestra, y enel .
sitio 297 posee una adenina. 5i se hubiera obtenido una digestion parcial para la
muestra, indicando la presencia de adenina (caracteristica de los alelos B), ademds
de la guanina caracteristica de los alelos A, no se podria afirmar con certeza a cudl
de los alelos corresponde cadla sitio; las estrategias para lograr diferenciar uno u
otro se comentardn en la discusion de resultados .

La restriccion fue completa ya que se obtuvo, en todos los casos, la banda de
300 pares de bases esperada, como se describe en materiales y métodos. Se analizo
ademés a un individuo fenotipificado como O, a uno como A v a otro como B, y en
todos 1os casos se encontrd correlacion entre el fenotipo v la genotipificacion
molecular de este sitio (figura 7, carriles 1,2, 3y 3)
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FIGURA 7. Anélisis por PCR del sitio 703, En todos los carriles s muestra la
digestion con la enzima Hpall.



Vil DISCUSION DE RESULTADOS
1. LA TECNICA DE PCR Y SUS APLICACIONES

11 APLICACIONES DEI. METODO DE SECUENCIACION
Una desventaja del método de PCR cuando se trabaja con genes polimarticos es la
dificultad para distinguir un alelo del otro al analizar los [ragmentos obtenidos de
la amplificacion.

fn esta tesis se propone un método de separacion de alelos para su
caracterizacion por secuenciacion en el exon VI Esto permite  detectar
palimorfismos en esta region, v caracterizarlos a nivel poblacional. La desventaja
principal de! método propuesto es que no funciona para la caracterizacion del alelo
completo, y ése ha sido uno de los problemas principales a los que sc han
enfrentado los investigadores del drea molecular del sistema ABO.

Para los sitios caracteristicos de cada alelo en otros exones, diferentes al exén
V1, no es posible utilizar la estrategia de secuenciacion planteada en esta tesis, ya
que es imposible distinguir a qué alelo pertenecen los [ragmentos amplificados por
PCR. Recordemos que la manera de distinguir entre un alelo dominante y uno
recesivo es por medio del andlisis del sitio 261 (en el exon VI) que tiene la delecion
(y esto (nicamente para los casos de los alelos tipo O que tengan este sitio), y lo
que se ha reportado es que ¢l alelo tipo O mds comtn en la poblacion es el que
tiene una secuencia (a excepcion de esta delecién) idéntica al alelo A, por lo que no
existe otro sitio caracter{stico de estos alelos recesivos que se localice en el exon VI
( que conticne codificada la mayor parte de la protelna). la unica manera de
asegurar que estos sitios del exén VII corresponden a uno o al otro alelo, es
obteniendo el cDNA correspondiente a cada alelo {por lo tanto, es necesario un
cultivo celular o un tejido para obtener los RNA mensajeros) y amplificar estas
clonas como ha hecho Yamamoto con los alelos principales A%, B y O (Yamamoto
et al. 1990, Yamamoto ef al. 1990b).

1.2 APLICACIONES COMO METODO DE TIPIFICACION EN HOSPITALES

En un principio se pensé en una aplicacién inmediata de esta técnica como una
herramienta para la tipificacion de los grupos sanguincos en hospitales en los casos
poco claros, pero se le hacen algunas objeciones:

1. El costo de la técnica es muy alto para la gran cantidad de muestras que se
manejan en los hospitales. La estandarizacion de la técnica no es tarea facil y



requiere tambien un alto costo para la institucion. Ls necesario esperar af
desarrollo de nuevas estrategias que permitan gue esta técnica sea un método mas
sencillo y mas accesible, de forma que la estandarizacion no sea tan laboriosa para
los genomas humanos.

2. Por otro lado es necesario mayor conocimento de los subtipos sanguineos para
puder analizar otros sitios que podrian ser claves para una genotipificacion més
exacta. La mayor parte de los estudios se ha realizado sobre los dos altimos exones
del gen, v la estructura molecular de los primeros exones es poco conocida para
muchos de los subtipos. También se conoce poco sobre los subtipos que existen en
cada pais, que seguramente poseen variaciones caracterfsticas de la zona,
dependiendo del origen de la poblacion estudiada.

Estas variaciones no se detectan con los métodos de genotipificacion hasta
ahora reportados. Para el andlisis de la secuencia del exon VI puede utilizarse la
técnica reportada en esta tesis, que es més sencilla y rdpida que la clonacion y
posterior secuenciacion de los fragmentos. La aplicacion de esta técnica en
poblaciones mayores podria aportar datos interesantes —hay que recordar que ya
se ha reportado la existencia de al menos cuatro productos distintos de individuos
O por medio de electroforesis desnaturalizante de los productos de PCR de este
exén (Johnson y Hopkinson 1992)--, y més recientemente la secuenciacion de més
alelos polimérficos en la poblacion japonesa (Ogasawara et al. 1996).

2. EL PROYECTO ABO

Esta segunda parte de la discusion la dividf de acuerdo al desarrollo del proyecto:
desde las primeras ideas que se tuvieron cuando el proyecto comenzaba, los
tesultados experimentales, y finalmente las ideas que se han discutido més
recientemente.

Cuando se inicié el proyecto de esta tesis en 1992, los tinicos reportes
disponibles sobre la estructura molecular del gen ABO eran aquellos en los que se
habfa clonado y caracterizado este gen (Yamamoto y Hakomori 1990; Yamamoto e
al. 1990a; Yamamoto et al. 1990b; Yamamoto et al. 1991; Yamamoto et al. 1992),
Conforme se desarrollo el proyecto fueron apareciendo reportes més especificos
sobre los subtipos sangufneos (Yamamoto et al. 1993n; Yamamoto et al. 1993b;
Yamamoto et al. 1993¢; Yamamoto ef al. 93d), y finalmente los primeros reportes
sobre la estructura de intrones y exones del gen (Bennet e! al. 1995; Yamamoto
1995). Con toda esta literatura, atn era posible cuestionar la existencia de un solo
gen para el sistema ABO. Se hicieron dos observaciones que es necesario resaltar:



1. Los subtipos del sistema ABO {AtY, BIM, c1s-AB, etc) se han caracteriza o en
todos los reportes secuenciando fragmentos amplificados por PCR en distintas
zonas del gen, sin haber obtenido el cDNA correspondiente a cada subtipo.
Particularmente en los reportes del subtipo «is-AB (Yamamoto ¢f al. 1993b) se
analizan tnicamente dos individuos, y el andlisis se realiz6 con fragmentos del
gen, amplificados por PCR que fueron clonados y secuenciados. ;Como asegurar
que no se trataba de individuos como los que buscdbamos? La secuenciacion de los
exones VI y VII fue hecha en pedazos (los fragmentos de PCR) que luego se
reconstruyeron y se reportaron como parte de un solo gen. Si en verdad existen
dos genes ligados, cabe la posibilidad de que la secuencias pudieran ser parte de
uno de los genes y parte del otro, y de esta manera los dos genes no se detectaron.
Este reporte fue importante para el proyecto, ya que de encontrarse individuos AB
con alelos recesivos, ahora era necesario comprobar que estos casos fueran
individuos trans AB, por lo tanto, que no se trataran de alelos cis-AB como los
reportados.

2. El alelo O! fue el primer tipo de alelo recesivo reportado, y es homélogo al alelo
A excepto por la delecién en 261 (Yamamoto ¢t al. 1990b). Cuando se hizo énfasis
en la existencia de més de un tipo de alelo recesivo (Jhonson y Jopkinson 1992;
Yamamoto et al. 1993c) se penso que el alelo O? (posicién 291 similar al alelo B)
reportado por Yamamoto podria ser el correspondiente af alelo “b” que se propone
en la teoria de dos genes ligados; posteriormente se report6 otro tipo de alelo O
que también tiene posiciones similares al alelo B ( Grunnet ef al. 1994); el alelo O
podtia ser entonces i llamado alelo “a”, y los otros dos alclos recesivos serfan
formas alternas del alelo “b", datos que nos indicaban la posibilidad de dos genes.

2.1 ANALISIS MOLECULAR DE LOS CASOS

2.1.1. Casos individuales
En un individuo AB de 15 que fueron analizados, se demostr6 la presencia de un
alelo recesivo.

El individuo AB en el que se obtuvo corte con la enzima Kpnl qued6
tipificaco en tres sitios: en el sitio 261 se detect6 la presencia de esta delecion
caracteristica de los alelos recesivos; y fue tipificado como A en las posiciones 297 y
703,

Existen dos posibilidades fenot{picas para este caso: puede tratarse de un
individuo A que haya sido fenotipificado como AB por error, o tralarse de un



individuo cs-AB como los reportados (Yamamoto ef al. 1993b). Para demostrar esta
altima posibilidad es necesario analizar el sitio 8073, tipificado como B en los
individuos vs-AB, para o cual serla necesario clonar v secuenciar esta region (y
realmente la posibilidad mas real es caracterizarlo por partes, como lo hizo
Yamamato, con la desventaja de gue no se iene o certeza del origen de los
fragmentos). Quedé demostrado que no se trata de un individuo trins AB,

La incertidumbre en cuanto al fenotipo de este caso demuestra que es
necesario ser muy cuidadoso con la tipificacion de sangres en los hospitales,
considerando la importancia que implica una transtusion sanguinea para ta salud
humana. En aquellos individues cuya tipificacion no puede ser muy clara con

ninguno de los dos métodos (como es el caso de esta tesis) la transtusion sanguinea
o la donacién representa un peligto.

2.1.2. Casos familiares

Se comprobo la presencia de alelos recesivos en los padres y/o hermanos de los
tres individuos AB y no se encontraron alelos recesivos en ellos. St suponemaos que
existe un mayor polimorfismo del que se conoce hasta ahora en los alelos recesivos,
y que algunos de etlos no poseen la delecion 261 (como ya se ha reportado para of
alelo 0%, en estos tres casos se comprobd que ambos padres poscen alelos
recesivos que si poseen esta delecion, y estos alelos no se transmitieron a los hijos
AB.

De los resultados anteriores es evidente que atn se requiere un andlisis de
una poblacion mucho mayor que la muestra analizada en este estudio para afirmar
con certeza que no existen individuos trans AB que posean alelos recesivos, Lo que
puede afirmarse es que no se encontraron individuos trans AB que poseen estos
alelos y por lo tanto no se encontrd evidencia que permita demostrar la existencia
de dos genes ligados para el sistema ABO. Por ahora la metodologia esta disenada

para hacer este andlisis molecular en un nimere mas amplio de individuos y
genotipificarlos en los sitios 261, 297 y 703.

2.2, ;UNO O DOS GENES?

221, Explicaciones para el ajuste de 1as férmulas.

En los antecedentes de esta tesis se describen paso a paso cada uno de los niveles
en los que es posible estudiar al sistema ABO. Los primeros conocimientos
biogufmicos llevaron a los genetistas a plantear teorias que imptican una relacion
directa entre la estructura bioqufmica con la presencia de un gen para ella, aunque



hoy sabemos que no es tan simple como eso. Entre la estructura bioguinica y ol
gen del sistema ABO se encuentran diversos niveles que poco a poco han ido
conociéndose: la construccion secuencial de las cadenas de carbohidratos, las
enzimas ABO v otras implicadas, la expresion de los genes para estas enzimas, la
caracterizacion molecular de los genes... Por lo tanto, [ repulacion de La sintesis de
las cadenas de carbohidratos es muy compleja ¢ implica diversos niveles, y
cualquiera dle cllos puede afectar el producto final.

Es posible especular sobre fa explicacion del ajuste de las férmulas no
tnicamente contemplando la existencia de dos genes, sino tomando en cuenta la
existencia de estos niveles, v retomando la informacion que hasta ahora se conoce.
a) En un primer nivel mas general, podemos mencionar que 1a expresion de o
antigenos A o B no depende tinicamente del gen ABO, depende ademas de la
existencia de otros genes que codifican para glicosiltransferasas que sintetizan las
cadenas precursoras a cstos antigenos, por ejemplo los genes Se y H (Lemicux
1978), dos genes que codifican para enzimas capaces de sintetizar de mancra
independiente ¢l epltope H, precursor directo de los antigenos A o B. Iis decir,
existe la posibilidad de que otros genes esten influyendo en una cascada de
expresion génica para cstos antigenos, y al ser genes poco conocidos (recordemos
que el tema de la glicobiologfa es muy nuevo y existen muy pocas
glicosiltransferasas clonadas) no se han tomado en cuenta como factores que
afectan la expresion final de los antigenos ABO.

b) En otro nivel, se puede mencionar que no se sabe si los genes para estas enzimas
comparten sistemas de regulacion génica que dependen de otros genes. La
expresion de cstos antigenos es un sistema regulado, como se ha demostraco
durante el desarrollo embrionario (Szulman 1964 y 1965), y la expresion diferencial
de estos antigenos dependiente del grado de diferenciacién o maduracién celular
(Dablesteen ef al. 1982, Vedtofte ¢f al. 1984) y del tipo celular (Oriol 1990). Las
formulas que hasta hoy existen consideran inicamente los genes para los grupos
sanguineos ;Y si estos genes dependen directamente de otros cuyos mecanismos
de regulacion no se conocen? ;Podria ser esta la explicacion para el ajuste de estas
nuevas férmulas? ; Podria ser que estas férmulas describen la regulacién génica del
sistema ABO y de otros genes?

¢) Un tetcer nivel que habria que tomar en cuenta son los transcritos del gen. Se ha
demostrado la existencia de variaciones en los transcritos, dependiendo del tipo de
tejido. Esta puede ser la explicacion para la expresion diferencial en los tejidos,
aunque también podria especularse fa existencia de una cantidad minima de



poblacion cuya expresion antigénica no concuerda con ol gene que posee, debido a
variaciones en la secuencia de fos mensajeros para este gen, por lo cual fa enszima
expresada tiene actividad distinta al de Ta enzima codificada en el DNA

d) Por otro lado, a pesar de no haber encontrade evidencias para la existencia dve
dos genes, esta posibilidad puede tambien considerarse, va gue podria suceder que
estos Jos genes estan tan cerca unw de otro gue el mvel de recombinacion sea muy
bajo y no se detecten en la poblacion méas que raramente debido a que estan
asociados a los alelos dominantes A v B, y no han podido ser detectados por ol
analisis molecular ya que no tienen la delecion en el sitio 261.

No es posible afirmar nunguna de estas posibilidades, aungue tampoco es
posible descartarlas. Cualquiera de ellas pudiera ser la explicacion real, o podrian
serlo las tres primeras posibilidades juntas, va que todos estos tenomenos implican
pequefios desajustes v desbalances en la expresion de los grupos sanguineos ABO
en la poblacion, y la variable "s” propuesta en la teorfa logica del equipo de
filosoffa puede significar y representar estos desajustes.

2.2.2 Otra explicacion: los alelos bifuncionales

Para nuestro equipo de trabajo, la explicacion que parece ser méds logica es la
existencia de una cantidad significativa de individuos en la poblacion que poseen
alelos del tipo cis-AB o similares (como el B\, u otros que hasta hoy no se
conocen, lo cual estd representado por la variable “s” (gameto AB) en la que se
engloban aquéllos subtipos que codifiquen para una transferasa bifuncional.
Existen reportes sobre la posible doble actividad de estas transferasas (Watkins 88).
Si esto ocurre in pivo, este fendmeno también queda incluido dentro de la nueva
variable “s".

Es importante recalcar la poca informacidn que se tiene sobre ios
polimorfismos que existen para este gen. Conforme se vaya teniendo més
informacion sobre las bases moleculares, se podran hacer predicciones que se
ajusten mas al funcionamiento de las enzimas, con lo que podran caracterizarse
mejor los sitios que implican cambios importantes en la actividad enzimdtica.
Posiblemente de aqui se obtenga un namero importante de alelos polimorficos que
posean la doble funcion enzimdtica en un solo alelo.

Asl pues, consideramos que las tres primeras variables p, g v r representan los
gametos que Bernstein habla propueste: A, By O; y se plantea la existencia de un
nuevo gameto AB que probablemente representa a una transferasa bifuncional



Se han planteado pues, varias posibilidades abiertas aun a la discusion: la
variable “s” como la representacion de desajustes en la regulacion génica en
publacian los cuales implican la expresion de antigenos que no corresponden a sus
genes respectivos (con cualguicra de los mecanismos va discutidos, incluyendo ¢l
de los alelos tipo as-AB); o simplemente, la existencia de dos genes ligados, con
una cercania tal que no ha sido posible su deteccion molecular.

3. PERSPECTIVAS

La perspectiva mds inmediata es la de un anélisis poblacional mucho mavor, con
un gran ntimero de individuos AB, para descartar la posibilidad de la exislencia de
individuos trans AB con alelos recesivos,

Por otra parte se puede mencionar la deteccion de un mayor numero de
polimorfismos con técnicas méds sencillas y accesibles para caracterizar los
polimorfismos propios de cada region, y desarrollar técnicas aplicables a la
fenotipificacion de una gran cantidad de mucstras en hospitales, tomando en
cuenta los polimorfismos propios de cada region (sobre todo aquellos
polimorfismos que impliquen cambios importantes en la actividad enzimitica).

En el campo de la regulacion, la regién 5'del gen implicada en la regulacion
génica no estd caracterizada, y en esta drea podrian encontrarse datos interesantes
sobre la regulacion génica dol sistema,

Otra de las dreas interesantes y poco conocidas es la funcion de estas
moléculas y las consecuencias que implican las alteraciones de este sistema en los
arganismos (como en el caso del cancer, para el cual se han reportado cambios en
los antfgenos de superficie celular de acuerdo con el grado de desarrollo de la
enfermedad, y atin no se conocen las implicaciones de este fenomeno) por lo que el
estudio de estos antigenos en un modelo celular puede llevar a una explicacion
interesante que conjunte el nivel molecular y el de la regulacion biosintética.



VIl CONCLUSIONES

De 15 individuos AB analizados se encontrd que uno de ellos tiene alefos
recesivos del tipo O'.

Se comprobd que este individuo AB no es del genotipo trans-AB.

No se encontraron evidencias que demuestren fa existencia de dos genes
para el sistema ABO.

La metodologfa de esta tesis puede usarse para un andlisis de poblacion
con una cantidad de muestra que sea significativa, y yue permita la captura
de polimorfismos poco usuales en individuos AB.
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