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RESUMO

O sistema de grupo sanglinec Dombrock & constituido por um par de antigenos
antitéticos, Do® e Do®, e trés antigenos de alta freqgliéncia populacional, Gregory (Gy?),
Holiey (Hy) e Joseph (Jo®). O gene DO, que codifica os antigenos do sistema Dombrock,
foi recentemente clonado e suas bases moleculares foram elucidadas. Os antigenos Do®
e Do”, séo controlados pelos aleios DOA e DOB que estdo associados a froca de frés
nucleotideos no exon 2 do gene DQ: 378C/T, 624T/C e 793A/G, respectivamente. O
fendtipo Jo(a-) esta associado com a substituigdo 350C/T que caracteriza ¢ alelo JO. O
fenétipo Hy-negativo esté associado a presenga de um dos alelos: HY7 ou HY2. O alelo
HY2 é caracterizado pela substituicdo 323G/T. Uma substituicdo adicional 898C/G, no
exon 3, caracteriza 0 gene HY/1. Recentemente dois novos alelos foram descritos: DOB-
SH (378C, 824C, 793G) e DOA-HA (378T, 624T, 793A). Considerande que: as bases
moleculares dos antigenos Dombrock foram elucidadas; que novos alelos tém sido
descritos; a miscigenacio da populacdoe brasileira e que até o momento nenhum estudo
foi realizado sobre a fregiéncia dos genes Dombrock na nossa populacéo, estudamos
450 amostras de DNA, através das fécnicas de PCR-RFLP ¢ Microarrays® - HEA
Beadchip para determinar a freqiiéncia dos alelos DO (DOA, DOB, HY1, HY2, JO). Dois
novos alelos foram identificados baseados em novas combinagdes de SNPs: alelo DOB-
WL (793G, 898G, 323C) e alelo DOA-SH (378C, 624C, 793A). Nossos dados demonstram
uma grande complexidade e heterogeneidade dos alelos Dombrock na populagao

brasileira e confirmam a necessidade do estudo molecular em diferentes populagdes.
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ABSTRACT

Background: The molecular basis of the Do® and Do polymorphism, are associated with
three single-nucleotide polymorphisms (SNPs) on exon 2 of DO gene: 378C>T, 624T>C
and 793A>G, DOA and DOB alleles, respectively. The SNPs 350C>T (JO allele) and
323G>T (HY allele) are associated with: Jo(a-) and Hy-negative phenotype. Recently, two
new DO alleles were identified using the microarray technology, DOB-SH (378C, 624C,
793G) and DOA-HA (378T, 624T, 793A). Although the molecular background of
Dombrock system is well defined, no studies were carried out in the Brazilian popuiation.
Methods: We employed PCR-RFLP based assays and a microarray assay to determine
the frequency of the DO atlleles (DOA, DOB, HY1, HY2 and JO) in Brazilians. We tested
DNA of 288 Brazilians people by PCR-RFLP to determine the 793A>G (DOA/DOB),
323G>T (HY), 350C>T (JO) and 898C>G (HY1/HYZ2) SNPs. We also tested DNA from
162 blood donors by the HEA Beadchip™ (BioArray Solutions, USA) to determine the
378C>T, 624T>C, 793A>G (DOA/DOB), 350C>T (JO allele) and 323G>T (HY) SNPs.
Results: Two novel alleles combinations were found in our samples: the 793G SNP (DOB
aliele) associated with 898G and 323G (DOB-WL) and the SNPs 378C, 624C, 793A and
323G (DOA-SH). We aiso found the DOB-SH and DOA-HA alleles recently reported.
Conclusion: Our data demonstrate high heterogeneity of DO alleles in the Brazilian
population and highlight the importance of testing a cohort of different populations to
determine the DO allele combinations and establish reliable genotyping to predict the

Do%/Do® antigen status.

Abstract
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O sistema de grupo sanglinec Dombrock foi descoberto em 1965, com a
identificagcdo de um anticorpo no soro de uma paciente de sobrenome Dombrock, que
definiu o primeiro antigeno do sistema, denominado Do® (SWANSON et al., 1965). O
antigeno Do®, par antitético de Do* foi descrito somente ocito anos mais tarde por
MOLTHAN et al. (1973).

Iniciaimente, os anticorpos anti-Do® e anti-Do®, definiram trés fenétipos, Do(a+b-),
Do(a-b+), Do(a+b+), com diferentes freqliéncias entre os grupos étnicos estudados. No
entanto, devido & escassez de anti-soros os estudos de freqliéncia dos fendtipos
Dombrock s&o derivados de investigacies realizadas apenas com anti-Do® (SWANSON
et al., 1965; POLESKY & SWANSON, 1966; CHANDANAYINGYONG et al., 1967;
NAKAJIMA et al., 1979; NAKAJIMA & MOULDS, 1980).

O sistema de grupo sanglineo Dombrock (Sistema 014 — ISBT) foi reconhecido
pela Sociedade Intemacional de Transfusdo Sanglinea (ISBT) somente em 1985
(LEWIS et al., 1986).

Em 1995, trés antigenos de alta freqiiéncia populacional foram adicionados ao
sistema Dombrock: Gregory (Gy®), Holtey (Hy) e Joseph (Jo®) (DANIELS et al, 1995). Os
antigenos Gy* e Hy foram descritos independentemente em 1967, como antigenos de
alta freqliéncia populacional (>99%), por SWANSON et al. ¢ SCHMIDT et al.
respectivamente. Somente, oito anos mais tarde estes antigenos foram fenotipicamente
correlacionados, pela observacdo de que eritrocitos de individuos Caucasianos com

fenétipo Gy(a-) s&o também Hy-negativo, e eritrdcitos descendentes de Africanos com
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fendtipo Hy-negativo apresentavam baixa expressédo do antigeno Gy* (MOULDS et al.,
1975).

O antigenc Jo® foi descrito isoladamente em 1972 como um antigeno de alta
freqiéncia popqiacional (JENSEN et al.). Posteriormente, este antigeno foi também
correlacionado aos antigenos Gy® e Hy, pela observac&o de que eritrocitos com fendtipo
Gy(a-) ou Hy-negativo sdo também Jo(a-) WWEAVER et al., 1984; BROWN, 1985).

Estudos de fenotipagem e de correlagdo entre os antigenos Gy®, Hy e Jof,
identificaram trés novos fenétipos raros que foram incluidos ac sistema Dombrock: 1) O
fendtipo Gy(a-) representando o fendtipo “null” do sistema Dombrock, associado a
auséncia da proteina Dombrock e conseqUentemente a perda da expressdo dos
antigenos Dombrock; ) O fendtipo Hy-negativo, sempre associado a presenga do
antigeno Do® e M) o fendtipo Jo{a-) sempre associado & presenga do antigeno Do®. O
antigeno Do® associado ao fenétipo Jo{a-) e o antigeno Do® associado ao fenétipo Hy-
negativo, podem apresentar um enfraqueciménto da sua expressfo antigénica (BANKS
et al., 1995; DANIELS et al., 1995).

Os antigenos Dombrock s&0 expressos sobre uma proteina “ancorada’ na
membrana do eritrocito humano através de uma molécula de glicosifosfatidilinositol
(TELEN et al., 1990).

As primeiras evidéncias sobre a localizaggéo dos antigenos Dombrock, foram
obtidas através de anélises realizadas em eritrocitos de pacientes portadores de
Hemoglobindria Paroxistica Notuma (HPN) e apontavam para a hipdtese de que os

antigenos Gy®, Hy, Do® e Do® exerciam a fungdo de proteinas reguladoras do
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complemento. “Decay Accelerating Factor” (DAF, CD55) e “Membrane Inhibitor of
Reactive Lysis” (MIRL, CD89) (TELEN et al., 1980). No entanio, atraves de analises
moleculares, o gene Dombrock (DO) foi identificado como um membro da familia de
genes ADP-ribosiltransferase (ART4) e atuaimente, tem sua fung@o relacionada a
atividade enzimatica (GUBIN et al., 2000).

Apos a descoberta do sistema Dombrock, os anticorpos anti-Do® e anti-Do”
passaram a ser associados a relatos de reacbes hemolificas transfusionais agudas ou
tardias e, diversos estudos tém sido publicados a respeito da importancia clinica destes
anticorpos (MOHENG et al., 1985; KRUSKALL et al., 1986; JUDD et al., 1991;
HALVERSON et al., 1994; SHIREY et al., 1998; BAUMGARTEN et al., 2006).

Os anticorpes anti-Dombrock pertencem a classe das imunoglobulinas G e,
portanio, sdo detectados por técnicas de hemaglutinagdo que incluem o uso da
antiglobulina humana. Anti-Do® e anti-Do” s&o dificeis de serem identificados na rotina
transfusional, pelo fato destes anticorpos estarem usualmente presenies em amostras de
soro de pacientes politransfundidos contendo mdaltiplos aloanticorpos. (STRUPP et al,
1987; MOULDS et al, 1975).

Apesar dos antigenos Do® e DoP estarem bem desenvolvidos ao nascimento e,
embora existam relatos de recém nascidos com teste direto da antiglobulina humana
positivo, pela presencga de anticorpos anti-Do® na superficie das suas hemacias, nunca se
constatou Doenca Hemolitica Perinatal por anticorpos anti-Do® ou anti-Do® (SWANSON

et al., 1965; MOLTHAN et al., 1973; POLESKY et al., 1968; ROXBY et al., 1994).

Introdugdo
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A fenotipagem do sistema Dombrock através de técnicas sorologicas €
notoriamente dificil, devido & variabilidade da expressao dos antigends, associados aos
fendtipos HY-negativo e Jo(a-) e a dificuidade na obtencéo de soro contendo anticorpos
anti-Dombrock (REID, 2003, 2005; MOULDS et al., 1975, BANKS et al., 1995).

O polimorfismo Dombrock foi primariamente relacionado ac Cromossomo um
(LEWIS et al., 1978), porém estudos posteriores demonstraram que o gene Dombrock
encontra-se no brago curto do cromossomo 12 (EIBERG et al., 1996; GUBIN et al.,
2000). A localizagio dos antigenos Dombrock e do gene DO fomeceram evidéncias que
abriram caminho para os estudos que levaram a identificacéo e mapeamento do gene
Dombrock (DO) e a caracterizagdo molecular da proteina Dorhbrock e dos antigenos Do®
e Do®.

A glicoproteina Dombrock € composta por 314 aminoacidos e possui 0 peso
molecular de 50kD. E codificada pelo gene DO (Gen Bank - AF290204, XM_017877,
AY899803.1) locaiizado no cromossomo 12p1 23 com 14 Kb, sendo que o cDNA isolado
de células eritréides humanas consiste de 3 exons com 1102 pb (GUBIN et al, 2000).

Os resultados da clonagem e seqUenciamento do gene DO elucidaram as bases
moleculares dos antigenos do sistema Dombrock. Os genes alelos DOA e DOB estao
associados a troca de trés nucieotideos (Single Nucleotide Polymorphisms — SNPs) no
exon 2 do gene DO, respectivamente: 378C/T, 624T/C e 793A/G. Os SNPs 378C/T e
624T/C s&o silenciosos e portanto, nao levam a substituicho de aminoacidos (126

Tirosina e 208 Leucina, respectivamente) na glicoproteina Dombrock (Tabela 1). O SNP
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793A/G promove a substituicdo do aminoécido Asparigina (Do®) pelo Acido Aspartico

(Dob) na posigao 256 (Figuras 1 e 2) (GUBIN et al, 2000).

Tabela 1: Bases moleculares que definem os fenétipos Dombrock.

Alelos nt323 aa108 nt350 aa117 nt378 nt624 nt793 aa265 nt898 aa 300

DOA G Gly C Thr C T A Asn Cc Leu
DOB G Gly (o] Thr T C G Asp (o] Leu
HY1 1 Val Cc Thr c C G Asp G Val
HY2 T Val c Thr Cc c G Asp c Leu
JO G Gly il lle T i A Asn C Leu
DOA-HA G Gly C Thr T T A Asn nd nd
DOB-SH G Gly Cc Thr C C G Asp nd nd

nt — nucleotideo. aa - aminoacido. nd -bases moleculares ndo determinadas.
» Sombreado em cinza escuro: SNPs que promovem substituicdes de aminoécidos.
» Sombreado em cinza claro: SNPs silenciosos.

RIOS et al., 2002 analisaram amostras de DNA de doadores com os fenétipos
Hy-negativo e Jo(a—). Os resultados revelaram que o fenétipo Jo(a-) esté associado com a
troca de 2 nucleotideos na sequiéncia do gene DOA (exon 2), que caracterizam o gene JO:
SNP 350C/T, que promove a substituicdo do aminoacido Threonina para Isoleucina na
posicdo 117 (Thr117lle) da cadeia polipeptidica da proteina Dombrock e o SNP silencioso

378C/T (Figuras 1 e 2 e Tabela 1) (RIOS et al., 2002a).
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a) NHz b) NH2 c) NHJ

108 —— Gly 108 —— val 108 —+— Gly
117 —4+— Thr 11 1= Thy 118 == |ls
_|_Asn/As 1 As —l
265 1 ook 265 p 265 —— Asn
300 —+ Leu 300 —— Leu/Val 300 _E Leu
Fendtipo Dombrock Holley-negativo Joseph-negativo
Do(b+) Hy- Do(a+) Jo(a-)

Figura 1: Localizagbes das substituicdes dos aminoacidos associados
aos fenétipos Dombrock: a) Do?/Do; b) Holley negativo (Hy-); c) Joseph
negativo (Jo(a-)).

Exon 1 Exon 2 Exon 3

i 243 pb 709 pb 129 pb

gDNA 5 \ /;/—\GB\ - 3
H
1.815 pb :’f DOAID 10.982 pb f! \

§
898C>G}

STBCIT 624T/C 793A!G \

H
mRNA *—
o9pb | 144pb 305 3socr 709pb 89pb | 39pb
; HY  Jo i
‘ i
i !
i ]
: 108, 0417 H 128 (Hoo8 & 5265 300 |
Proteina I I T : b ] s142a
Gly/Val Thr/lle Tyr Leu  Asn-Do’ Leu
Asp-Dcvh
23-44 aa GPl-anchor

17-30 aa

Figura 2: Representacdo esquematica do gene Dombrock (DO).
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O fendtipo Hy-negativo esta associado & presenca de dois alelos: HY7 e HY2. O
alelo HY?2 é caracterizado por 2 SNPs, na sequéncia do gene DOB (exon 2): SNP 323G/T
que promove a substituigdo do aminoacido Glicina por Valina na posig&o 108 (Gly108Val)
da cadeia polipeptidica da proteina Dombrock e o SNP silencioso 378T/C. Um SNP
adicional 898C/G, no exon 3, que promove a substituicdo do aminoacido Leucina por
Valina na posigdo 300 (Leu300Val), caracteriza o gene HY7. A diminuigdo da expressao
dos antigenos Gy* e Do” nas hemacias de pessoas com o fenétipo Hy-negativo foi
relacionada & presenca do nucleotideo 898G (RIOS et al, 2002a).

O fenétipo Gy(a-) (Do null) foi associado a 4 mecanismos moleculares

independentes (RIOS et al, 2001b; RIOS et al, 2002b; LUCIEN et al, 2002) (Tabela 2).

Tabela 2 - Bases moleculares associadas aos fenétipos Dombrock nuil.

; Substituicdo do Referéncias
Gy(a-) Macanitmes moeciaree aminoécido bibliogréficas
GY1,2, 3 Mutagdo a/g no sitio de splice  Néo transcri¢do do exon 2 RIOS et al,
DO null; Gy(a-) do intron 1 do alelo DOB 2001b
GY4 Mutag&o t/c no sitio de splice  Néo transcrigao do exon 2 RIOS et al,
DO null; Gy(a-) do intron 1 do alelo DOB 2002b
GY5 P 442C/T 2 - alel RIOS et al,
o {SoRiEsh GIn148STOP
DO null; Gy(a-) JO) 2002b
T Delegédo 343-350 Exon 2 — 1145 + X LUCIEN et al,
: = +
X2 Ol Gy alelo DOA 2002

Introdugdo
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Os estudos relativos & freqliéncia dos antigenos e dos genes Dombrock
estavam até recentemente restritos apenas & freqiiéncia do antigeno Do® devido &
escassez de anti-soros de boa qualidade. A elucidagdic das bases moieculares do
sistema Dombrock e o desenvolvimento e padronizagio de técnicas de genotipagem
molecular permitiram que novos estudos sobre a fregiiéncia dos aleios DO fossem
realizados em diferentes populacdes e que novos polimorfismos fossem identificados
(STORRY et al, 2003, ARAUJO et _al, 2003; LiU et al, 2003; HASHMI et al, 2005).
Recentemente, foram descritos dois novos alelos Dombrock, DOB-SH (378C, 624C,
793G) e DOA-HA (378T, 624T, 793A), que ndo alteram a estrutura ou expresséo dos
antigenos Dombrock, descritos anteriormente (HASHMI et al, 2005).

Considerando que as bases moleculares dos antigenos Dombrock foram
elucidadas, que novos alelos tém sido descritos, a miscigenacdo da populacao brasileira
e, que até o presente momento, nenhum estudo foi realizado sobre a freqliéncia dos
genes Dombrock nesta populagido, acreditamos que novos alelos possam ser
identificados.

Além disto, a importancia clinica e a dificuldade na fenotipagem dos antigenos
deste sistema nos faz acreditar que a genotipagem Dombrock pode ser uma ferramenta
atil na rotina transfusional.

Diante da complexidade do sistema Dombrock, estudos de freqiéncias
génicas em diferentes populacdes sdo importantes para a definicéio dos haplétipos DO e

padronizacdo de técnicas moleculares que possam ser aplicadas na clinica.

Introducdo
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Considerando a importéncia clinica e a dificuidade na determinagéo dos antigenos
do sistema de grupo sanglineo Dombrock e, o fato de ndo existirem estudos de

freqiiéncia dos polimorfismos DO na populacdo brasileira, nossos objetivos foram :

« Determinar a frequéncia dos alelos Dombrock na populagéo brasileira;

Identificar novos polimorfismos do sistema Dombrock;

Validar téchicas moleculares de genotipagem dos alelos DO.

Realizar analises da expresséo dos antigenos Dombrock.

Objetivos
Il
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A.MATERIAL

1. Amostras

Apbs consentimento informado foram coletadas 450 amostras de sangue
periférico, anticoaguladas com EDTA. 288 amostras foram cothidas de doadores
atendidos no Hemocentro da Faculdade de Medicina de Marilia e 162 amostras de
doadores voluntdrios de sangue atendidos no Hemocentro da Unicamp entre o periodo

de junho de 2003 a janeiro de 2005.

2. Antisoros
Foram utilizados dois antisoros monoclonais murinos em estudos de expressao
dos antigenos Dombrock: anti-proteina Dombrock (MIMA-52) e anti-DO® (MIMA-123),

gentiimente cedidos pela Dra Marion Reid do New York Blood Center, NY, USA.

3. Cartbes gel

Para a realizacdo da fenotipagem Dombrock, com os antisoros monocionais
murinos MIMA-52 e MIMA-123, foram utilizados cartdes de gel centrifugagdo ID-Card
“PNH test’ (DiaMed-AG) compostos por 6 microtubos contendo gel Sephadex G 100 e

soro antiglobulina 1gG anti-mouse.

4, Suspensdo de hemacias
Foram preparadas suspensdes de hemacias a 1% em solucéo safina tamponada

(0.86%) pH 7.2 (PBS).

Material e Métodos
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5. Solucdo de salina 0,86%
A solugdo de salina a 0,86% foi preparada utilizando-se 8,6 gramas de NaCi (PA)

em 1000 ml de H-O destiiada.

6. Solugdo de fosfato dibasico de sédio anidro 0,1 m (Na:HPO,)
A solucdo de NaHPQ, foi preparada diluindo-se 14,21 gramas de Na;HPO4

(anidro) em 100C m! destilida.

7. Solucdo de fosfato de potassio monobasico anidro 0,1 m (KH.PO4)
A solucio de KH,POQ, foi preparada diluindo-se 13.6 gramas de KH2HPO4 (anidro)

em 1000 ml destilada.

8. Solugdo salina (0,86%) tamponada pH 7,2
A solugdo salina tamponada foi preparada a partir de 900 ml de solugdo salina,

adicionando-se 70 mi de Na;HPQ4 e 30 ml de KHzPO,.

9. Kit de extragdo de DNA
O Kit, EZ-DNA Genomic DNA [solation, utilizado para exitracgo das amostras de

DNA foi obtido da Biologica! Industries Ltd — Kibbutz Beit Haemek — 25115, israel.

10. dNTPs
Os nucleotideos dATP, dCTP, dGTP, dTTP foram obtidos da Invitrogen®,
Carisbad, CA. A concentragdo de dNTPs 2 mM utilizada nas reagbes de PCR foi obtida

diluindo-se 20 pl de cada nucleotideo em 820 pl de dgua deionizada e destilada (ddH:0).

Material e Métodos
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11. Taqg DNA polimerase
A enzima Taq DNA polymerase, utilizada nas reacdes de PCR, foi obtida da
Invitrogen®, Carlsbad, CA. O kit é composto de: § unidades/ul de enzima, 1 ml de

tampao 10 X (200 mM Tris-HCI (pH 8.4) e 500 mM de KCL) e 1 ml de MgCl; 50 mM.

12. Solugdo estoque de tampdo Tris-Borato-EDTA (10x) (TBE)

Este tampéo foi preparado, dissolvendo-se 108 g de Tris (Sigma Chemical CO ®
St Louis), 55 g de acido bérico {Sigma Chemical CO ® St Louis) e 40 ml de EDTA 0,5 M,
pH 8.0 (Sigma Chemical CO ® St Louis), diluido em quantidade suficiente para (g.s.p.)

1000 ml de agua deionizada e destilada (ddH-0).

13. Solugdo de uso tampdao Tris-Borato-EDTA (1x) (TBE)
A solucao de uso foi preparada diluindo-se 100 mi da solucao estoque Tris-Borato-

EDTA em 800 ml de agua destilada.

14. Gel de agarose a 3%

A solug@o de agarose foi preparada dissolvendo-se 3 g de agarose (Gibco BRL ®,
Gaithersburg, MD) em 100 mi de TBE 1X. Esta solugdo era aquecida em formo de

microondas, durante 1 minuto e, apds resfriamento, adicionava-se 50 pug de brometo de

etidio (Gibco BRL ®, Gaithersburg, MD).

BIBLIOTECA CENTRAL
DESENVOLVIMENTD
COLEGAO
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15. Gel de agarose a 2%
A solugo de agarose foi preparada dissolvendo-se 2 g de agarose (Gibco BRL ®,
Gaithersburg, MD) em 100 ml de TBE 1X Esta soluco era aquecida em formno de

microondas, durante 1 minuto e, apés resfriamento, adicionava-se 50 ug de brometo de

gtidio (Gibco BRL ®, Gaithersburg, MD).

16. Marcadores moleculares

Marcadores moleculares de 25 pb, 50 pb e 100 pb, foram obtidos da Invitrogen®,

Carisbad, CA

17. Enzimas de restrigdo
As enzimas de restricao, Eam1105l, Bsa Ji, Xcem |, Alw 26|, utilizadas nas analises

foram obtidas da New England Biolab ®, MBI Fermentas ®, Amherst, NY.

18. Big Dye
Este reagente utilizado no preparo das reagdes para 0 seqliénciamento automatico

de DNA foi obtido da BD Half-term, GenPak, Perkin E!mer Biosystems .

19. Concert rapid gel extraction system
Este kit obtido da invitrogen®, Carisbad, CA, foi utilizado na extragéo e purificacéo
do DNA contido em gel de agarose para subsegliente reacdo de sequénciamento

automatico de DNA .

Material e Métodes
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20. Concert rapid PCR purification system
O Kit utilizado na purificacdo da reagdo de PCR para subseqlente reacdo de

seqiiénciamento automatico de DNA foi obfido da Invitrogen ®, Carlsbad, CA.

Material e Métodos
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B.METODOS

1. Extragdo do DNA

As extracbes de DNA foram realizadas em um tubo cbnico de plastico com
volume de 1,5 ml, a partir de uma aliquota 500 pl de sangue total, adicionando-se 1000 ul
de solu!t;.éo de lise de hemacias. A reag8o era homogeneizada lentamente por inversao do
tubo, durante 10 minutos. Apds a lise, a reagdo era centrifugada a 13.000 rpm, durante 3
minutos e, apds centrifugagdo, descartava-se 0 scbrenadante com o auxilio de uma pipeta
automatica. A operacdo era repetida com 500 pi da solucéo de lise. Apos a segunda lise
adicionava-se 500 pl de EZ-DNA, e a reagéo era homogeneizada e incubada por & minutos

a temperatura ambiente.

2. Precipitagdo do DNA com etanol.

Para precipitagéo do peliet de DNA adicionava-se 500 ul de etanol absoluto. A
reacdo era homogeneizada e incubada por 3 minutos a temperatura ambiente. Apds 2
precipitacio do pellet de DNA a reac&o era centrifugada a 13.000 rpm durante 3 minutos e
o sobrenadante retirado com o0 auxilio de uma pipeta automatica. O pellet de DNA era
lavado por duas vezes adicionando-se a cada lavagem 500u com etanol a 95% e, apés
homogeneizacio, a reagdo era centrifugada a 13.000 rpm durante 1 minuto. O
sobrenadante era entfio desprezado por inversdo do tubo e, apds secar a temperatura

ambiente. O peliet de DNA era entéo suspenso em 100 ul de tampéo TrisEDTA pH 8,0.

Muterial e Métodos
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2. Genotipagem Dombrock por PCR-RFLP

Para a determinagdo da frequéncia dos alelos Dombrock e identificagdo de
novos polimorfismos Dombrock, foram realizadas andlises moleculares através das
técnicas de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), seguida da anélise dos produtos
de PCR por digestdo com a utilizagéo de endonucleases de restrigdo (RFLP). As analises
moleculares realizadas pela técnica de PCR-RFLP foram utilizadas para investigar a
presenca de 4 SNPs (323G/T, 350C/T, 793A/G e 898C/G). As sequéncias gendmicas do
gene DO foram amplificadas pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se
como “templates” DNA genomico total. Foram utilizados trés pares de primers com as
sequiéncias descritas por RIOS et al., 2002. Os ciclos de amplificag@o foram realizados em
um termociclador Perkin Elmer 9700 (Foster City, CA) e variaram de acordo com o par de

“primers” utilizados (Tabela 3).

Tabela 3: Primers e enzimas de restri¢io utilizadas nas anélises por PCR-RFLP

Enzimas Fragmentos
Primers CICLOS DE AMPLIFICAGAO Produto de de
restrigdo restrigdo
DoABF 5-CACTTTAATGCCTACACAGGGACCAGTCGA-3' 257pb Eam1105| 230, 27 196, 34,
93A/
DoABR 5-TATGTGCTCAGGTTCCCAGTTGACCTCAACGACAAC-3' @ ) (as] 2700k
95°C por 15 minutos; 94°C por 20 segundos; 62°C por 20
segundos; 72°C por 20 segundos; durante 35 ciclos. Entdo
72°C por 10 minutos; e 4°C.
DoX2F 5-TCAGTACCAAGGCTGTAGCA-3' 220 pb Bsa JI 120,92, 8 212, 8
32 323G -
Do378R 5-AGTAAAGTCAGAATGAACATTGCACAAT-3' (F2aa) ¢ ) (3’_2’3-)'-
| 67
95°C por 15 minutos; 94°C por 20 segundos; 58°C por 20 (3);3’31'” 1(3563? 290
segundos; 72°C por 20 segundos; durante 35 ciclos. Entao (350T-JO)
72°C por 10 minutos; e 4°C.
DoEx3F 5-TCAATGGATAGATGAGGTAG-3' 291 pb Alw 261 291 170, 121
898C/G 8 898G
DOEXSR  5-TGGTTTCAGCAGAAGTATGAS' ¢ ) e (Bed
95°C por 15 minutos; 94°C por 20 segundos; 55°C por 20
segundos; 72°C por 20 segundos; durante 35 ciclos. Entao
72°C por 10 minutos; e 4°C.
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A reagio em cadeia da Polimerase (PCR), utiliza 20 a 200 ng de DNA, 50 pmol
de cada primer, 2 nmot de cada dNTP, 1,0 U de Taq DNA polimerase e tampao em um
volume final de 50 pl.

Os produtos de PCR ampiificados foram submetidos a acao de endonucleases
de restrigio: Eam 1105 |, Bsa JI, Xcm |, Alw 28I, de acorde com o protocolo recomendado
pelo fabricante. A andlise dos fragmentos obtidos com digestdo enzimética foi realizada

ap6s eletroforese em ge! de agarose a 3%.

3.1 Genotipagem DOA/DOB

A genotipagem DOA/DOB (SNP 793A/G) foi realizada através da reagdo em
cadeia da pofimerase (PCR), utilizando-se o par de primers DoABF e DoABR, que permite
a amplificagéio de um produte com 257 pb, do exon 2 do gene DO ( Tabela 3 ).

O produto obtido por PCR era submetido & agdo da enzima de restricio Eam1
1051, que reconhece como sitio especifico de clivagem a seqliéncia gendmica
5 GACNNNYNNGTC...3. Dessa forma, quando o alelo DOA esté presente, a enzima
Eam1 105 reconhece apenas um sitio de clivagem no produto da PCR gerando dois
fragmentos de restrigdo, um com 230 pb e outro com 27 pb (ndo observadc na
eletroforese). No produto de PCR onde o alelo DOB esta presente a enzima Eam? 105l
reconhece um segundo sitio de restrigio, no fragmento de 230 pb, dando origem a mais
dois fragmentos de restrigdo, um com 196 pb e outro com 34 pb. Os fragmentos de
restricio apresentavam diferentes padrbes de migrac&o quando submetidos a eletroforese

em gel de agarose a 3% (Figura 3).
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257 pb

+— 230 pb
<— 196 pb

Figura 3: PCR-RFLP para genotipagem DOA/DOB (793A/G). Linha 1;
Marcador de peso molecular. Linhas 2 e 5: amostras DOB/DOB. Linhas 3 e 4:
amostras DOA/DOB. Linha 6 : amostra DOA/DOA. Linha 7: produto de PCR.

3.2. Genotipagem Holley (HY)

A genotipagem HY foi realizada através da rea¢do em cadeia da polimerase
(PCR), utilizando-se o par de primers, DoX2F/Do378R, que permite a amplificagéo de um
produto com 220 pb, do exon 2 do gene DO ( Tabela 3 ).

O produto obtido por PCR era submetido a acdo da enzima de restricdo Bsa J/
que reconhece como sitio especifico de clivagem a sequéncia gendmica
5...CYCNNGG...3". Dessa forma, na auséncia do nucleotideo 323T (alelo HY), a enzima
Bsa JI reconhece dois sitios de clivagem no produto da PCR, que davam origem a 3
fragmentos de restricdo: um com 120 pb, outro com 92 pb e um terceiro fragmento com 8
pb, ndo visualizado na eletroforese. Na presenga do alelo HY o segundo sitio de restricdo é
abolido e apenas dois fragmentos de restricdo sdo gerados apods a reagdo de RFLP, um

com 212 pb e outro com 8 pb (Figura 4).
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Figura 4: PCR-RFLP para genotipagem HY (323G/T): Linha 1: marcador de peso

molecular. Linha 2 amostra HY/DO. Linhas 3, 4 e 5: amostras normais. Linha 6: produto de PCR.

3.3 Genotipagem Joseph (JO)

A genotipagem JO foi realizada através da reag@o em cadeia da polimerase
(PCR), utilizando-se o par de primers, DoX2F/Do378R, que permite a amplificagéo de um
produto com 220 pb, do exon 2 do gene DO ( Tabela 3 ).

O produto obtido por PCR era submetido & agéo da enzima de restricdo Xcm |
que reconhece como sitio especifico de clivagem a sequéncia gendmica
5 CCANNNNNJINNNNTGG...3. Dessa forma, na auséncia do nucleotideo 350T (alelo
JO), a enzima Xcm | reconhece um sitio de clivagem no produto da PCR que da origem a 2
fragmentos de restrigio: um com 167 pb e outro com 53 pb. Na presenca do alelo JO o

sitio de restricao é abolido e o produto da PCR permanece com 220 pb (Figura 5).
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Figura 5: PCR-RFLP para genotipagem JO (350C/T). Linha 1: Marcador de
peso molecular. Linha 2: amostra JO/DO. Linhas 3-8: amostras normais. Linha 9: amostra
produto de PCR.

3.4. Genotipagem dos alelos HY1/HY2

A genotipagem dos alelos HY1/HY2 (SNP 898C/G) foi realizada através da
reagao em cadeia' da polimerase (PCR), utilizando-se o par de primers, DOEx3F/DoEX3R
que permite a amplificagéo de um produto com 291 pb, do exon 3 do gene DO ( Tabela 3 ).

O produto obtido por PCR com era submetido & acéo da enzima de restrigao
Alw 261 que reconhece que reconhece como sitio especifico de clivagem a seqléncia
gendmica 5'...GTCTC(1/5)4...3". Dessa forma, na presenga do SNP 898G, a enzima Alw
26/ reconhece um sitio de clivagem no produto de PCR que d& origem a dois fragmentos e
restricdo, um com 170 pb e outro com 121 pb. Na auséncia do nucleotideo 898G o sitio de

restricéio é abolido e o produto da PCR permanece com 291 pb (Figura 6).
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Figura 6. PCR-RFLP para genotipagem SNP 898C/G. Linha1: marcador de peso
molecular. Linhas 2, 3 e 4: amostras 898C/C. Linhas 5 e 7. amostras 898C/G. Linha6:
amostra 898G/G. Linha 8: produto de PCR.

4. Genotipagem Dombrock por Microarrays®

A andlise molecular por microarrays é realizada através de uma Unica reagéo de
PCR-multiplex seguida de uma reacgdo de “elongamento” (extens@o) de cada produto
gerado pelo PCR, apés hibridizagdo com seu alelo especifico, em um sistema chamado
“bead arrays” (BeadChip™ Technology, BioArrays Solutions Ltd., Warren, NJ, USA). As-
anélise moleculares envolvendo esta técnica foram utilizadas para investigar a presenca de

5 SNPs ( 323G/T, 350C/T,793A/G, 378C/T e 624T/C).
4.1 Reacdo de PCR multiplex e sele¢do da fita DNA

A amplificagéo foi realizada em um Unico tubo utilizando-se aliquotas de DNA

gendmico, extraidas de sangue periférico. Todos os ensaios incluiam amostras controle
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com gendtipos conhecidos nas formas: homozigoto para o “alelo A", homozigoto para o
“alelo B” e heterozigoto (A/B), de cada SNP analisado.

A reacdo de PCR foi realizada utilizando-se entre 100 e 250 ng de DNA, solugao
tampéo (10 mmol/L Tris-HCI, pH 8,0, 50mmol/L. de KCi, 0,1% Triton X-100), 3,5 mmol/l
MgCl,, 200 pmol/L de cada dNTP e 5 unidades de DNA polimerase. O excesso de primers
dNTP era removido pela adicdo de ExoSAPIT (Amersham Pharmacia Biotech, Piscaiaway
NJ).

Na reacdo de PCR muitiplex foi utilizado um painel composto por 14 pares de
“primers” alelos especificos, desenvolvido para identificar 18 SNPs relacionados a
antigenos de grupos sanguineos (placa HEA-18) e, entre eles 5 SNPs (323G/T, 350C/T,
793A/G, 378C/IT e 624T/C) associados as bases moleculares dos alelos Dombrock
(DOAIDOB, HY, JO).

O produto gerado pela rea¢do de PCR resulta em 14 segmentos de DNA, os
quais apos purificagdo sdo submetidos a uma reac&o de elongamento com sondas de
oligonucleotideos aielos especfficos ligadas covalentemente a microesferas (beads) de
uma lamina de vidro, formando um sistema de chips.

A selegdo da fita tnica (simples) de DNA foi realizada pela digestdo enzimética
do produto de PCR contendo primers fosforilados, incubando o produto de PCR com 0,5
unidades de A-exonuclease (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway NJ) a 37°C por 25

minutos, seguida da inativagio da enzima a 75°C por 10 minutos.

Material e Métodos
25



4.2 Reagio de extensio da fita simples de DNA

A extensao foi realizada peia técnica de “elongation-mediated multiplex analysis
of polymorphisms” (eMAP) que consiste de pares de sondas de oligonucieotideos alelo-
especificos compostas por 20 a 21 nucleotideos sintetizadas de forma a conter um
nucleotideo na regidio 3’ variavel de acordo com 0s polimorfismos analisados e Um grupo
5'-amino-terminal covalentemente ligado com uma carboxila sobre as “beads”.

A reacso foi realizada utilizando-se uma aliquota de 10yl de DNA de fita simples
(amplicons) de cada amostra € um mesmo volume de um cocktail contendo 3 unidades da
enzima Thermo Sequenase (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway NJ), tampéo
enzimatico TAMRA-desoxicitosina (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway NJ) e 1
pmo! de cada dNTP néo marcada.

Um volume de 15p! desta mistura foi colocado em um Beadchip™ montado em
uma lamina de vidro. A reagdo foi incubada a 53°C por 15 minutos e ent&o lavada 3 vezes
com agua destitada. O protocolo utilizado na reacao de microarray enconira-se simplificado
na Figura 7.

4.3 Aquisigao e anélise das imagens da reagéo de Microamray

As imagens do BeadChip™ eram ent&o adquiridas e os dados analisados. Apos
a identificacéo do cddigo de barras a imagem era escaneada e adquirida de cada chip. O
software combinava a imagem do ensaio com a informagdo pré-existente nas beads e

gerava resultados como graficos em barras ou gendtipos (AA, AB, BB) (Figura 8).
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AMPLIFICAGAO m-PCR
PURIFICACAO DO PRODUTO DE PCR:
remogao dos “primers” e dNTPs.

HIBRIDIZACAO E EXTENSAO

DNA POLYMERASE +
dNTPs + DNTP marcada

AQUISICAO E ANALISE DA IMAGEM

Figura 7: Protocolo simplificado da reagdo de microarray. a) reacao de
PCR multiplex. b) selegéo da fita simples de DNA. c) Hibridizagao e extensao.
d) aquisigéo e analise.

5. Seqiiénciamento direto de DNA genémico - gene DO

As amostras que apresentaram novas combinagdes entre os SNPs estudados
(novos alelos Dombrock), foram sequenciadas através de sequenciamento direto do
produto de PCR . Os produtos de PCR foram eluidos do gel de agarose a 1% utilizando-se
o Kit de extragBo Concert rapid gel extraction system ou purificados direto do tubo de PCR
com o auxilio do Concert rapid PCR purification system e sequienciados diretamente em
ambas diregdes com o reagente Big Dye, em um sequenciador automatico ABI 373XL

(Perkin Elmer Biosystems, Foster City, CA, USA).
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Figura 8: Representagiio esquematica da aquisicdo da imagem do BeadChip.
a) auséncia de hibridizagdo (reagdo negativa). b) Hibridizagéo e extenséo sobre a

bead (reagdo positiva). c) aquisicédo da imagem.

6. Analise da expressdo do antigeno Do® e da proteina Dombrock (DO).

Foram realizadas andlises da expressdo dos antigenos Dombrock através das
técnicas de fenotipagem eritrocitaria e citometria de fluxo, com a utilizagéo de anti-soros
monoclonais anti-Do® e anti-proteina Dombrock (anti-DO) obtidos do New York Blood
Center.

6.1. Fenotipagem eritrocitaria

A fenotipagem eritrocitaria foi realizada através do método de hemaglutinagao

em coluna de gel. Foram utilizados dois microtubos para cada amostra, devidamente
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identificados com o nimero da amostra e o anti-soro utilizado para fenotipagem. Em cada
um dos microtubos foi adicionada uma aliquota de 50 ul de hemacias em teste, a 1% em
solugdo fisiolégica tamponada. A seguir, 25 pl dos anti-soros anti-Do® (MIMA-123) e anti-
DO (MIMA-52) nos microtubos correspondentes. Apds a incubacéo de 15 minutos em
incubadora a 37°C os cartdes foram submetidos a centrifugagdo a 1200 rpm por 10
minutos.

A leitura das reagdes foi realizada em fungao dos padrdes de aglutinagdo das
hemacias, sendo consideradas positivas para o antigeno as amostras que apresentavam

reacao de aglutinagdo de 1+ a 4+ (Figura 9).

a) b)
L3 - ‘
- ~ ‘1 | & b o - - & ' |
B Gl sl .
4+ 3+ 2+ 1+ 0 0 Do” |DO | o [Do”| DO| et &
: i DO(b'l')
a ]

Figura 9: Fenotipagem sangiiinea Dombrock. a) intensidade das reagdes de
hemaglutinagio; b) cartio de fenotipagem Dombrock, demonstrando a
interpretagdo de dois dos possiveis resultados obtidos na fenotipagem.

A interpretacdo dos resultados foi realizada conforme os seguintes critérios:
reacdo positiva (hemaglutinagdo) com o anti-DO e negativa com anti-Do° considerou-se o

fenétipo Do(a+b-) e a ocorréncia de hemaglutinag&o com os dois anti-soros considerou-se
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duas possibilidades fenotipicas, Do(a+b+) ou Do(a-b+), definidos posteriormente pelos

resuliados da genotipagem.

6.2. Citometria de fluxo

A expressio do antigeno Do® e da proteina DO foi avaliada por citometria de
fluxo, utilizando os anticorpos menoclonais murinos, anti-Do® (MIMA 123) e anti-Proteina
Dombrock (MIMA-52) e incluiram 7 amostras com diferentes gendtipos Dombrock: uma
amostra DOA/DOA (controle negativo para Do e controle positivo para proteina Do), uma
amostra DOB/DOB (controle positivo para Do® e proteina Do); duas amostras DOA/DOB
898C homozigotas (controles positivos para Do® e proteina Do) e trés amostras DOA/DOB
898C/G heterozigotas (amostras testes).

Foram preparadas suspensdes de hemacias lavadas e diluidas a 1% em PBS,
de cada um dos gendtipos selecionados e entdo, 100 ul de cada suspenséo era incubado
com 50 ul de cada antisoro, em tubos distintos por 30 minutos em banho maria a 37°C.
Apds a incubagdo, as hemécias eram lavadas por duas vezes com 2 ml de PBS, por
centrifugaco a 3.400 rpm durante 30 segundos a cada vez. Apds a lavagem as hemacias
eram incubadas com 20 ul anti-imunoglobulina+FITC (isotiocianato de fluoresceina),
durante 20 minutos em temperatura ambiente e apds a incubagéo, repetia-se a lavagem
das hemécias e entdo era preparada uma suspensdo de hemécias a 0,2%, adicionando-se
500 yl de PBS.

As amostras foram analisadas utilizando-se 0 equipamento de citometria de fuxo
FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson and Company) equipado com um laser de

argénio de 15-mW, operando a 488 nm e detector de fluorescéncia com um filtro de 525-
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BP (bandpass). Os dados foram analisados pelo software modular system FACStation
Data Management system featuring Macintosh® computer and Cell Quest™. Cada
suspensdo de hemacias foi inicialmente analisada por tamanho e granularidade para
marcacio do “gate’, ajustado com detector ajustado para amplificacéo logaritmica. Apds
aquisicio dos dados a andlise foi realizada por dot plot (FL1 e FL2) ou histograma de

parametro unico (FL1).
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1. Resultados da Genotipagem Dombrock

A genotipagem foi realizada em 450 amostras de DNA utilizando-se as técnicas
de PCR-RFLP ( 288 amostras ) e Microarrays® - HEA Beadchip ( 162 amostras ). Foi
investigado a presenga dos SNPs 793A/G (alelo DOA/DOB), 323G/T (alelo HY), 350C/T
(alelo JO), o SNP 898C/G (HY7) e 0s SNP 378C/T e 624T/C.

Os genétipos foram definidos peta combinacéo entre os SNPs que caracterizam
cada um dos alelos Dombrock, de acordo com critérios descritos na literatura por Rios et
al (2002). Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 4.

A andlise dos resultados revelou uma nova combinago entre ¢ alelo DOB (793G
e 323G) associado a 898G, associagiio esta que define um novo alelo por nés designado
DOB-WL. Outra combinacéo encontrada foi entre o alelo DOA (793A) associada a 624C
que também define um novo alelo, por nés designado de DQOA-SH {Tabela 5).

Das 288 amosiras de DNA estudas por PCR-RFLP, 29 (10%) foram genotipadas
como DOAIDOA (T93A/A), 114 (39,6%) como DOA/DOB (T93A/G) e, 132 (45,8%) como
DOB/DOB (793G/G). Das 114 amostras genotipadas como DOA/DOB, 36 eram 898C/G
(DOAIDOB-WL), representando 12,5% do total de amostras. Das 132 amostras
genotipadas como DOB/DOB, 39 (13,54%) eram 898C/G (DOBIDOB-WL) e 1 (0,35%) era
898G/G (DOB-WL/DOB-WL). Todas as amostras genotipadas como DOAIDOA ou DOAIJO
foram 898C homozigotas. O alelo JO foi encontrado em heterozigose em 7 (2,43%)
amostras genotipadas como JO/DOB e em 1 amostra genotipada como JOIDOA. O alelo
HY esta presente em heterozigose em 5 amostras: 1 HY7/DOA, 1 HY2/DOA , 1 HY2/DOB

e 2 HY1/DOB.
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Tabela 4: Resultados da Genotipagem Dombrock

Db : - SNPs PCR-RFLP  BeadChip
Genotipo R T :
j nt323 nt350 nt793 nt898 nt378 nt624 Total % Total %
DOAIDOA GIG CIC AA CIC CIC TIT 29 10,07 20 12,35
DOA-HAIDOA GIG CIC A TIc TIT 1
DOAIDOB GIG CIC AG CIC CIT TIC 114 3958 71 43,83
DOAIDOB-WL GIG CIC AIG CIG 36 1250
DOA/DOB-SH G/IG CIC AIG cic TiC 1 062
DOA-SHIDOB GIG CIC AG &T & 1 0862
DOA-HAIDOB GIG CIC AIG T TIC 3 185
DOBIDOB GIG CIC GIG CIC TIT CIC 132 4583 64 3951
DOBIDOB-WL GIG CIC GIG CIG 39 1354
DOB-WLIDOB-WL GIG CIC GIG GIG 1 035
JOIDOA GIG TIC AA cc T TT 1 035 2 123
JoiDoB 'GIG TIC AIG CIc TT TIC 7 243 3 185
HYIDOA TIG CIC GIA 2 069 1 062
HY1/DOA TIG CIC GIA GIC 18035
HY2/DOA TG CIC GA CiC 10050.35
HYIDOB TIG CIC GIG 3 104 1 062
HY1/DOB TIG CIC A GIG GIC 2

HY2/DOB TG ciIC GIG CIC

Das 162 amostras estudadas através da genotipagem realizada por
MicroArrays®BeadChip, 20 (12,35%) eram DOAIDOA, 71 (43,83%) eram DOA/DOB e, 64
(39,51%) DOB/DOB. Das 20 amostras genotipadas como DOA/DOA, 1 (0,62%) era DOA-
HA/DOA: Das 71 amostras DOA/DOB, 1(0,62%) era DOA/DOB-SH, 1(0,62%) DOA-
SH/DOB e, 3 (1,85) eram DOA-HA/DOB. O alelo JO estava presente em 5 amostras: 2
(1,23%) JO/DOA e 3 (1,85%) JO/DOB enquanto que 0 alelo HY foi encontrado em 2
amostras: 1 (0,62%) HY/DOA e 1 (0,62%) HY/DOB. O novo alelo DOA-SH foi encontrado

em somente uma amostra (DOA-SH/DOB).
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A frequéncia dos alelos Dombrock nas amostras de Marilia e de Campinas,

obtidas através da genotipagem, encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5: Freqiiéncia dos alelos Dombrock

Ao ~ SNPs ~ Marilia Campinas
elos. ——— e :

- nt 323 nt 350 nt 793 nt 898 nt 378 nt 624 Total % Total %
DOA G C A Cc Cc T 175 30,38 109 33,64
DOA-HA G C A T T 4 1,23
DOA-SH G C A C C ! 1 0,31
DOB G C G C T C 311 53,99 202 62,35
DOB-WL G C G G 77 13,37
poBSH G € G c ¢ 1 0,31
JO G T A C T ii 8§ 1,39 5 1,54
HY T C G C 2 0,62
HY1 T C G G 3 0,52
HY2 T C G

c 25010,35

Do total de 576 alelos analisados por PCR-RFLP, 77 (13,37%) eram DOB-WL. O
alelo DOB foi o mais freqUente, presente em 127 amostras em heterozigose e em 92
amostras em homozigose, representando 311 alelos (53,99% dos alelos encontrados). O
alelo DOA foi encontrado em 29 amostras em homozigose e, em 117 amostras em
heterozigose, representando 175 alelos (30,38% do total de alelos). A freqliéncia do alelo
JO foi 1,4% enquanto que a do alelo HY foi 0,9%. Os resultados obtidos demonstraram
uma grande variedade de alelos Dombrock na populagéo estudada.

Na genotipagem realizada por MicroArrays®, a freqiiéncia dos alelos Dombrock
obtidas foram semelhantes as encontrada pela técnica de PCR-RFLP. Como esta andlise

ndo incluiu a presenga do SNP 898C/G néo foi possivel distinguir os alelos HY7 e HY2.
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2. Seqiiénciamento do alelo DOB-WL.
A presenca de 898G associado a 793G (alelo DOB) que caracteriza o alelo
DOB-WL, foi confirmada pelo seqtenciamento direto do produto de PCR em 3 amostras

de DNA (Figura 10).

o

Lo = 1zo0 [ 130
B A T TE CER C E T T T oG eA TETIREE TGS T T T i iCA TE TICTC TECCTTT

Figura 10: Representacgéo grafica dos resultados obtidos por seqilenciamento do gene DO.
a) amostra homozigota DOB/ DOB (898C/C); b) amostra heterozigota DOB/ DOB-WL
(898C/G); C) amostra homozigota DOB-WL/DOB-WL (898G/G).

3. Expressdo dos antigenos Dombrock

3.1 Resultados da Fenotipagem Dombrock.

A fenotipagem Dombrock foi realizada em 176 amostras de hemacias de
doadores voluntarios de sangue, empregando-se anti-soros monoclonais murinos néo
comerciais: anti-proteina Dombrock (anti-DO) e anti-Do°. Houve concordancia entre os
resultados da fenotipagem e genotipagem em 174 amostras. Duas amostras que
apresentaram na genotipagem o alelo HY (793G/323T) em heterozigose com o alelo DOA

(HY1/DOA e HY2/DOA), n&o reagiram com o anti-soro anti-Do.
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3.2 Resultados da Citometria de Fluxo

Com a finalidade de avaliar a expressdo da proteina Dombrock (DO) e do

antigeno Do® nas amostras que apresentaram o alelo DOB-WL, foi realizada analise por

citometria de fluxo em 7 amostras de hemacias com diferentes gendtipos (DOB/DOB;
DOA/DOB, DOA/DOB-WL, DOA/DOA).

3.2.1 Expressio do antigeno Do®.

A representagdo gréfica da andlise da expressé&o do antigeno Do® por citometria
de fluxo, utilizando o anticorpo monoclonal murino anti-Do® esta apresentada na Figura 11.

A intensidade média de fluorescéncia obtida em cada amostra analisada encontra-se na
Tabela 6.
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Figura 11: Andlise por histograma da expressao do antigeno Do".
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Tabela 6: Resultados da Intensidade média de fluorescéncia, obtida por
citometria de fluxo, para anélise de expressédo do antigeno Do".

Intensidade Amostras
DOA/DOA DOB/DOB DOA/DOB DOA/DOB DOA/DOB-WL DOA/DOB-WL DOA/DOB-WL
Total 8.62 1849 13.70 13.08 14.60 13.34 16.97
M1 8.67 20.81 1586 - 1511 16.56 15.51 18.42

A amostra DOB/DOB apresentou a maior intensidade média de fluorescéncia.

Nao houve reducdo da expressdo do antigeno Do® nas hemécias com o genétipo

DOA/DOB-WL quando comparadas com as hemécias com o genétipo DOA/DOB.

3.2.2 Expressdo da proteina Dombrock

A representagdo grafica da andlise da expresséo da proteina Dombrock (DO)

por citometria de fluxo, utilizando o anticorpo monoclonal murino anti-DO esta apresentada
na Figura 12. A intensidade média de fluorescéncia obtida em cada amostra analisada

encontra-se na Tabela 7. Nao foi observada diminuigdo da expresséo da proteina DO nas

amostras com o alelo DOB-WL.

Tabela 7: Resultados da Intensidade média de fluorescéncia, obtida por
citometria de fluxo, para anélise de expressdo da proteina DO.

Intensidade Amostras
DOA/DOA DOB/DOB DOA/DOB DOA/DOB DOA/DOB-WL DOA/DOB-WL DOA/DOB-WL
All 35.09 37.96 37.90 35.91 36.89 40.66 40.70
M1 35.01 36.60 36.56 35.80 35.52 37.56 39.12
Resultados

38



DOA/DOB DOA/DOB
iy B2 = g
o 8 o
a ¥ ]
= ra}
= I_—I £ S I'—I - H
3 1 E 1 E 1 E
= = L=
= 4
100 107 107 1( :
. 10" 10' 10° 10° 10 100 10° 10° 10" 10 100 100 10" 10° 10
FLi-Height FL1-Height FL1-Height FLi-Haight
DOA/DOB-WL DOA/DOB-WL L DOA/DOB-WL
g By o
» ? £
= = =
g | 1| 3 1 3 I i
o o o
10% 10' 10° 10" 10 100 4ol 10 10° 10° 107 10' 10 10° 10*
FL1-Height FLi-Height FL1-Height

200

DOA/DOA

DOB/DOB

Figura 12: Anélise por histograma da expresséo da proteina DO.
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1. Genotipagem Dombrock

As técnicas de genotipagem molecular t&m sido cada vez mais utilizadas para
diferenciar os alelos Dombrock devido as limitagdes dos reagentes utilizados nos testes de
hemaglutinacdo (REID et al, 2005). Porém, até o momento, os trabalhos encontrados na
literatura, com excegdo de HASHMI (2005), contemplavam apenas a frequéncia dos alelos
DOA e DOB pela determinacg&o do polimorfismo 793A/G e ndo inciuiam a determinagio dos
polimorfismos 323G/T e 350C/T, associados aos alelos HY e JO.

Em nosso estudo, os genétipos Dombrock foram determinados através da
pesquisa dos SNPs: 793A/G (alelos DOA e DOB); 323G/T (alelo HY); 350C/T (alelo JO);
89BC/G; 378C/T e 624 T/C. O resultado demonstrando a perda da express&o do antigeno
Do® em duas amostras genotipadas como 793G devido & presenga do nucleotideo 323T
~ associado ao fendtipo Hy-negativo, leva-nos a crer que a inclusdo da pesquisa do SNP
323C/T é imprescindivel para a dedugéo correta dos fendtipos Dombrock. Podemos concluir
que a genotipagem DOA/DOB baseada apenas na determinago 793A/G pode levar a erros
de interpretacdo do fendtipo Dombrock a partir dos resultados do genétipo.

Os resultados da genotipagem Dombrock em nossas amostras permitiram
identificar dois novos alelos, designados DOB-WL e DOA-SH, a ocorréncia de dois alelos
recentemente descritos, DOB-SH e DOA-HA e ainda determinar a freqliéncia dos alelos em

nossa populacao estudada ( Figura 13).
2. Novo alelo Dombrock DOB-WL

As andlises moleculares realizadas através da técnica de PCR-RFLP, com
inclus&o da pesquisa do SNP 898C/G, permitiram identificar um novo alelo definido pela

associacio do nucleotideo 793G, base molecular do alelo DOB, com 0 nucleotideo 898G,
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anteriormente descrito como sendo invariaveimente associado ao alelo HY7 (RIOS et al,
2002). Todas as amostras genotipadas como DOA/DOA ou DOQA/JO eram 898C
homozigotas, demonstrando que o nucieotideo 898G esta associado aos alelos DOB e HY.

Esta nova associagéo entre os nucleotideos 793G/898G, sem a presenca de
323T, caracteriza o aleio DOB-WL (Figura 14), confirmada por meio do seqlenciamento de
trés amostras primariamente genotipadas como DOB/DOB. 898C/C, 898C/G e 898G/G.
Pela primeira vez foi demonstrado que a presenca do polimorfismo 898C/G n&o esta restrito
a raca, uma vez que foi encontrado em 13.4% da populagdo heterogénea de doadores
estudada e nem parece estar estritamente ligado ao SNP 323T que codifica o fenétipo Hy-
negativo.

A importancia da identificacéo do alelo DOB-WL esta especialmente relacionada
ao fato do SNP 898C/G ievar a substituicao do aminoacido leucina por valina, na posi¢do
300 da proteina Dombrock. Segundo a literatura (RIOS et al, 2002), o fato de estar muito
préximo ao ponto de &ncora-GPl pode influenciar na ligagio e na expresséo da proteina

sobre a membrana do efitrocito.

3. Novo alelo Dombrock DOA-SH

A iécnica de MicroArrays® foi utilizada para analise de 162 amostras e incluiu
"beads’ capazes de identificar os SNPs: 323G/T, 350C/T, 378C/T, 624T/C, 793A/G.

Entre as amostras analisadas foi identificado uma nova combinacdo entre os
SNPs cuia base molecular ainda n&o havia sido descrito na literatura. Esta nova
combinacdo identificada DOA-SH ocorre sobre a base molecular do alelo DOA (378C e
793A) com a froca silenciosa do nucleotideo 624T/C (alelo DOB) (Figura 14). Esta
combinacdo é semelhante ao alelo DOB-SH, exceto pelo SNP 783A/G.
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FIGURA 14: Representacdo esquematica das bases moleculares dos
novos alelos Dombrock.

Outros dois alelos recentemente descritos, DOB-SH (378C, 624C, 793G) e DO-

HA (378T, 624T, 793A) foram também encontrados em nossas amostras. A ocorréncia do
alelo DOB-SH em posigéo trans com o alelo DOA, sugere que DOB-SH esta relacionado
com a expressao do antigeno Do®, enquanto que a ocorréncia do alelo DOA-SH em trans

com o alelo DOB, sugerem a relagdo de DOA-SH com a express&o do antigeno Do®

(HASHMI et al, 2005).

A determinagdo das bases moleculares que codificam os antigenos do Sistema

de grupo sangiiineo Dombrock (Tabela 8) demonstra varios rearranjos entre os alelos

associados a DOA e DOB. Estas véarias combinag¢des de SNPs podem ser explicadas como
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variagdes normais dentro do gene e portanto, esperadas em uma populagéo heterogénea

como a populagéo brasileira.

Estes polimorfismos mostram a importancia de analisar diferentes populagdes
para determinar os haplétipos DO, e podem potencialmente mudar a pratica da medicina
transfusional, pois permitem estabelecer protocolos de genotipagem para dedugé@o segura
do fenétipo Dombrock e assim identificar doadores antigeno negativos para as transfusbes

de pacientes aloimunizados.

Tabela 8: Diferencas entre os nucleotideos e aminoacidos
que determinam os alelos Dombrock.

nt (aa) nt (aa) nt nt nt (aa) nt (aa)
Alelo 323 (106) 350 (117) 378 624 793 (265) 898 (300)
DOA G (Gly) C (Thr) C 1l A (Asn) C (Leu)
DOB G (Gly) C (Thr) T C G (Asp) C (Leu)
DOB-WL G (Gly) C (Thr) T 5 G (Asp) G (Val)
HY1 T (Val) C (Thr) C C G (Asp) G (Val)
HY2 T (Val) C (Thr) C C G (Asp) C (Leu)
JO G (Gly) T (lle) T T A (Asn) C (Leu)
DOA-HA G (Gly) C (Thr) T T A (Asn) A
DOB-SH G (Gly) C (Thr) Cc C G (Asp) "
DOA-SH G (Gly) C (Thr) C C A (Asn) ¥
nt — nucleotideos aa — amino-acidos

4. Freqiiéncia dos alelos Dombrock

As analises moleculares realizadas pelas técnicas de PCR-RFLP e Microarrays®

permitiram determinar a freqiiéncia dos gendtipos DOA/DOA, DOA/DOB, DOB/DOB e dos

alelos HY e JO na populag@o de doadores estudada (Figura 13). Uma grande variedade de
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alelos foi evidenciada em nossas amostras o que € consistente com a heterogeneidade da
populacio brasileira .

E importante ressaltar que quando realizamos os célcuios de frequéncia dos
alelos DO, levando em considerac&o a presenca do alelo DOB-WL, verificamos uma menor
frequéncia do alelo DOB (54%), se comparado com a literatura.

Ao analisarmos os dados da literatura, verificamos que a predominancia do alelo
DOB em nossas amostras & consistente com os dados publicados em outras populagbes
{Tabela 9). No entanto, a freqiéncia do alelo JO por nds encontrada foi mais alta do que a

do alelo HY, o que difere da literatura (tabela 5).
5. Expressido dos antigenos DOMBROCK

A fenotipagem dos antigenos Dombrock é notoriamente dificil devido a
inexisténcia de anti-soros comerciais e ao fato dos antigenos apresentarem variagbes de
expressdo nas hemécias (REID, 2005; RIOS et al, 2002). Dados sobre a freqiiéncia dos
fenétipos Dombrock sdo raramente encontrados na literatura e estéo restritos apenas a
algumas populagdes da Asia, EUA e Europa. A caracterizagio sorolégica da express3o
destes antigenos também é rara e limitada aos fendtipos Holley e Joseph.

Até o presente momento, este trabalho foi 0 Unico que estudou os antigenos
Dombrock na populagdo brasileira (174 amostras de hemacias de doadores voluntarios de
sangue) aitravés da determinagdo da expresséo do antigeno Do® e da proteina Dombrock,
pela técnica de hemagiutinagdo. Foram utilizados anti-soros monocionais murinos,
produzidos no New York Blood Center.

Em 172 das 174 amostras analisadas, houve concordéancia entre os resultados
da fenotipagem e da genotipagem para o antigeno Do e proteina bombrock (DO). No
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entanto, duas amostras genotipadas como DOAIHY (HY1 e HY2) ndo reagiram com anti-
Do, demonstrando que apesar da presenca do nucieotideo 793G (alelo DOB), sua
associagio com 323T (alelo HY) diminui a expressao do antigeno Do®. Este fato confirma
dados da literatura que sugerem que a expressdo do antigeno Do° poderia estar diminuida
na presenca do fenétipo Hy-negativo (MOULDS et al 1975; WEAVER et al, 1984).

Baseados na hipdtese proposta por RIOS et al, 2002 de que a presenga do
nucleotideo 898G poderia levar a diminuigdo da express@o dos antigenos Gy* e Do,
realizamos andlises por citometria de fluxo da expressdo do antigeno Do® e da proteina
Dombrock em amostras que apresentaram o aleio DOB-WL.

Em nossa analise ndo houve diferenga significativa entre os resultados da
intensidade média de fluorescéncia obtida nas amostras com genéiipo DOA/DOB,
independentemente da presenga ou auséncia do nucleotideo 898G, demonstrando desta
forma, que o SNP 898C>G néo interfere na expresséo do antigeno Do®.

Outro dado que deve ser considerado é a diminuigao da intensidade média de
fluorescéncia observada entre as amostras DOA/DOB (15.86; 15.11; 16.56; 15.51; 18.42)
quando comparada com a intensidade média de fluorescéncia da amostra controle positivo
DOBIDOB {20,81). Este resultado demonstra uma variacdo quantitativa de antigenos Do®
na membrana das heméacias, caracterizando um “efeito de dose” do antigeno Do®.

Quando as amostras foram analisadas por citometria de fluxo utilizando-se o
anti-soro anti-proteina Dombrock ndo observamos variacdo na intensidade media de

fluorescéncia, independentemente da presenga do nucieotideo 898G ou do gendtipo
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homozigoto ou heterozigoto para os alelos DOA/DOB, demonstrando assim que a

presenca de 898G n&o alteraria a expresséo do antigeno Gy®°.
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Considerando os objetivos do presente trabalhe e as condicdes em que foi

realizada a caracierizagdo molecular dos antigenos Dombrock em amostiras de DNA de

doadores de sangue brasileiros, podemos concluir que:

—

A realizacdo da genotipagem Dombrock em amostras de DNA de doadores
permitiu identificar e determinar a freqiéncia dos alelos Dombrock em uma

popula¢ao brasileira.

A analise por PCR-RFLP permitiu identificar um novo ailelo DO, por nés
designado DOB-WL, a partir da combinac¢Zo entre os nucleotideos 793G/898G,

sem a presenca de 323G.

O alelo DOB-WL foi descrito até o momento apenas na populagio brasileira e
leva a substituicdo do aminoacido Leucina por Valina na posigéo 300. O
polimorfismo 898C>G n&o interfere na expressdo do antigeno Do® ou da

proteina Dombrock

Pela primeira vez foi demonstrado que o polimorfismo 898C/G néo esta restrito
ao grupo étnico uma vez que foi encontrado em 13.4% da populacao
heterogénea de doadores estudada e nem aparece estritamente ligado a 323T

que codifica o fendtipo Hy-negativo.
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5. Todas as amostras genotipadas como DOA/DOA ou DOA/JO eram 898C
homozigotas, demonstrando q'ue 0 nucleotideo 898G estd associado aos alelos

DOB e HY.

6. A técnica de Microarays® nos pemitiu identificar uma nova combinagao
silenciosa entre SNPs: 624C associado ao alelo DOA, por nos designada DOA-

SH.

7. A ocorréncia do alelo DOB-SH em posicéo trans com o alelo DOA, demonstra
que DOB-SH esté relacionado com a expressdo do antigeno Do, enquanto
que a ocorréncia do alelo DOA-SH em trans com o alelo DOB, demonstra a

relacdo de DOA-SH com a expresséo do antigeno Do®.

8. A express3o do antigeno Do® pode estar diminuida ou ausente na presenca do

fendtipo Hy-negativo.

9. A determinago das bases moleculares que codificam os antigenos do Sistema
de grupo sanglinec Dombrock demonstra varios reamanjos entre os alelos

associados a DOA e DOB.

10. Nossos resultados mostram a importéncia de analisar diferenies populagoes
para determinar os hapiétipos DO, e podem potencialmente mudar a préatica da

medicina transfusional, pois permitem estabelecer protocolos de genotipagem
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para deducdo segura do fendtipo Dombrock e assim identificar doadores

antigeno negativos para as transfusGes de pacientes aloimunizados.

11. Afreqiéncia do alelo JO € mais alta do que a do alelo HY na nossa populagéo.
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Background and Objectives The Do® and Do® polymorphisms are associated with
three single nucleotide polymorphisms (SNPs} in exon 2 of the DO gene: 378C/T,
624T/C and 793A/G for the DOA and DOB alleles, respectively. The SNPs 350C/T {(JO
allele) and 323G/T (HY allele) are associated with the Jo(a-} and Hy-negative pheno-
types. Recently, two new DO alleles [DOB-SH (378C, 624C, 793G) and DOA-HA {3787,
624T, 793A)] were identified using microarray technology. Although the molecular
background of Dombrock alleles is well defined, no studies have been conducted in
the Brazilian population.

Materials and Methods We employed polymerase chain reaction-restriction frag-
ment length polymorphism (PCR-RFEP)-based assays and a microarray assay to
determine the frequency of the DO alleles (DOA, DOB, HY1, HYZ and JO) in Brazil-
jans, We tested DNA of 288 Brazilians from three different ethric groups by PCR-
RFLP to determine the 793A/G (DOA/DOB}, 323G/T {HY), 350C/T (JO) and 898C/G
(HY1{HY2) SNPs. We also tested DNA from 162 blood donors by using the HEA Bead-
chip™ assay to determine the 378C/T, 624T/C, 793A/G (DOA/DORB), 350C/T {JO allele)
and 323G/T {HY) SNPs.

Results Two novel allele combinations were found in our samples: the DOB allele
(793G and 323G) associated with 898G (DOB-WL); and an allele carrying the nucle-
otides 378C, 624C, 793A and 323G (DOA-SH). We also found the DOB-SH and DOA-
HA alleles recently reported.

Conclusions Our data demonstrate high heterogeneity of DO alleles in the Brazilian
population. Our study aiso highlights the importance of testing a cohort of different
populations to determine DO haplotypes and of establishing reliable genotyping tests
for predicting Do*/Do” status.

Key words: Brazilians, Dombrock alleles, genotyping assays, microarray.

Introduction

and Jo? that are closely relaied at the phenotypic levet and are
cartied on a giycosylphosphatidylinositol {GPI)-linked glyco-

The Dombrock blood group system is composed of the major  protein. The Gy{a-) phenotype, associated with Hy-negative
antigens Do® and Do and the high-incidence antigens Hy ~ and Jo{a-), represents the null phenotype. The Hy-negative

phenotype is associated with weak expression of Do® and Jo
antigens, while Jo{a-) is associated with weak expression of

Correspondence: Lilian Castilho, PhD, Hemocentro, Unicamp, Rua Carlos
Chagas, 480, Caixa Postal 6198, CEP 13081-970 Bardo Geraldo, Campinas,
SP, Brazil

E-mail: castilho@unicamp.br

the Do® and Hy antigens [1-6]. The Dombrock antibodies are
weakly reactive and are generally found in serum samples
with multiple antibodies; moreover, the antigens can be weakly
expressed on the red blood cell membrane [7-9]. Therefore,

a
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Dombrock typing has severe Hmitations because the anti-
bodies {especially anti-Do" are rarely available as a single
specificity with strenpth and volume to make accurate typing
possible [6]. As the melecular basis of the Dombrock antigens
has been determined, the ability to distinguisk DOA and DOB
makes it possible to type donors and patients [10,11].

The gene encoding the protein-carrying antigens in the Do
blood group system, DD, consisis of three exons spread over
= 14 kb of genomic DNA. The ¢cDNA transcript is predicted
to encode a protein of 314 amino acids that includes a signal
peptide and a GPI anchor motif [4].

Dombrock system artigens are distinguwished by major
point mutations underiying predicted amino acid sequence
differences as foliows: Asn265 for D0A, Asp265 for DOB,
Val108 for HY (i.e. Hy-} and De117 for JO [Le. Jo{a-)] [10].
The molecular background of the mull phenotype is varied,
with four molecular causes responsible for this variation
[12-14]. There are two forms of the aliele encoding the Hy-
negative phenotype, one with 898G (named HY1) encoding
300Val and the other with 898C {designed HY2) encoding
300Len [2]. It has been suggested that the 898C/G single
nucietide polymorphism (SNP) was a possible reason for the
observed weakened expression of Gya and Dok on red blood
cells from HYI homozygous individuals [2], but specific
studies addressing this issue have not been conducted.

Silent polymorphisms have also been previously associated
with either DOA or DOB alleles, which are now recognized as
simply variation within the D0} gene [4,10,15]. Recently, two
new DO alletes - DOB-SH and DOA-HA - were identified
using a bead array format for typing alleles associated with
blood group antigens [15). The SNPs associated with DO
alleles are given in Table 1.

Although the molecular background of Dombrock alleles
is well defined, no studies have been conducted in the Brazilian

Table 1 Differences between D0 alleles

Nudeotide (amino acid)
Allele 323{(108) 350 (177} 793 (265) 898 (300) 378 624
boA G [Gly) Cfrhn) A [Asn) Clkeu) C T
pos GGl C(Thn G (Asp} CilLeu) T c
HY1 T ival} C(Thr) G (Asp) G {Val) Cc ¢
HY2 T lval) Chn G {Asp} Cileu) C ¢
Jo G (Ghy) T (e A [Asn) C(leu) T T
DOA-HA G (Gly) C (T} A [Asn) NV T T
DOB-SH G (Gly] C [ihr} G (Asp) NT C C
DOA-SH® G (Bly) C (Thr} A {Asn) NT C C
DOB-WE* G (Gly) C [thr} G (Asp) G fval) T C
New alletes.
NT, not tested.

population. The frequency of DO alleles in other populations
(North American, Asians and Europeans) included the
frequencies of the DOA, DOB, HY and J0 alleles, but not the
B898C/G polymorphism. Based on this knowledge, we employed
polynerase chain reaction-restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP)-based assays to determine four
DO SNPs (793A/G, 3500/T, 323G/T and 898C/G) in DNA
samples from Brazilians. We found one new DO allele
(designated DOB-WL) with 898G (like HY1} encoding 300Val
on the molecular background of the DOB alfele.

In testing DNA samples with a BeadChip amray that
included probes for five SNPs (350C/T, 323G/T, 793A/G,
378C/T and 624T/C} a new D@ aliele was found, the DOA-SH
{378C, 624C, 793A and 323(G), predicted to express the Do?
antigen.

Materials and methods

Biood samples

Peripheral blood samples from 450 Brazilian blood donors,
representing a high inter-racial mixture including Europeans,
Japanese, South Americans and African-Americans, were
collected in EDTA after obtaining signed informed consent,
as approved by the Institutional Review Board.

PCR-RFLP

PCR assays were performed on 288 DNA samples from
Brazilian blood donors using 100-200 ng of DNA, 50 pmole
of each primer, 2 nmole of each dNTF, 1 U of Tzg DNA
polymerase, and buffer, in a fotal volume of 50 pl. For each
assay, PCR amplification was performed with the same reaction
and cycling conditions as described previously, except for the
anpealing temperature [2,10]. Amplified DNA fragments
were digested with four different restriction enzymes (EamI1051
for the polymorphism at nucleotide 793, BsaJl for the
polymorphism at nucieotide 323, Xeml for the polymorphism
at nucleotide 350, and Alw26] for the polymorphism at
nucleotide 898}, according to the conditions recommended
by the manufacturers, and were analysed on 3% agarose gels
after being stained with ethidium bromide (Figs 1-4). The
sequence of primers, PCR. annealing temperature, the restric-
tion enzyme used to digest each PCR-amplified product
and the expecied restriction fragment sizes are given in
Table 2.

BeadChip assay

A BeadChip amray (HEA-18 BeadChip; BioArray Solutions,
Warren, NJ, USA), which included probes for five DO SNPs
(nuclectides 378, 624, 793, 323 and 350), was used to
analyse DNA samples from 162 Brazilian blood donors not

© 2006 Blackwell Publishing Ltd. Vor Sanguinis {2006) 91, 81-87
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Fig. 1 Polymerase chain reaction-restriction fragment length
polymorghism (PCR-RFLP) assay using EomTi05] to identify DOA/DOB alleles.
Lane 1, 50-bp ladder; fane 2, DOB/DOB sample; lanes 3 and 4, DOA/DOB
{heterozygous); lane 5, DOA/DOA sample; lane 6, uncut PCR praduct.

1 2 3

5 6 7 8 9

220 bp
167 bp

S3bp

Fig. 2 Polymerase chain reaction-restriction fragment length
palymorphism (PCR-RFLP) assay using Xeml to identify the 350C/T
palymorphisen {40 aflele). Lane 1, 50-bp ladder; fane 2, JO/DO sample: lanes
3-8, wild-type samples; lane 9, uncut PCR product

1 2 3 4 5 6

220 bp

120 bp
92 bp

Fig. 3 Polymerase chain reaction-restriction fragment length
patymorphism (PCR-RFLP) assay using Bsoll to identify the 323G{T
poiymarphism (HY aliele), Lane 1, 50-bp ladder; lane 2, HY1DO sample; tanes
3-5, wild-type samples; lane &, uncut PCR product

tested by PCR-RFLP {15]. The assay used primers for a single
muitiplexed PCR reaction and used allele-specific oligonucle-
otides with a variable 3'-terminal nudeotide for elongation-
mediated multiplex analysis of these DO polymorphisms.

© 2006 Blackwell Publishing Ltd. Var Sanguinis {2006) 91, 81-87

1 2 3 4 5 6 7 8

170 bp
121 bp

Fig. 4 Polymerase chain reaction-restriction fragment length
palymorphisre {PCR-RFLP} assay using Aiw26l to identify the 898C/G
potymorphism. Lane 1, 50-bp ladder; lanes 2-4, wild-type samples; tanes 5
and 7, 898C/G samples; lane 6, 898G/G sample; lane 8, uncut PCR product.

Color-encoded beads displaying the elongation probes were
assembled into planar arrays on semiconductor chips,
permitting the instant imaging of fluorescent elongation
products from the entize array.

After barcode scanning, the assay image was taken auto-
matically from each chip. The software combined the assay
image with the pre-existing bead information and generated
Tesults as bar graphs for allele assignment.

Sequence analysis

In order to confirm the new allele results obtained by PCR-
RFLF and by the BeadChip array, five samples canying the
DOB-WL allele and the sample with the DOA-SH allele were
sequenced. DOB-WL samples were amplified with the
primer pair Do3F/Do3R located in the intronic region
flanking the exon 3 [2]. The DOA-SH sample was amplified
with the primer pair Do2F/Do2R located in the intromic
region flanking exon 2 {2]. PCR products were purified by
¢lution from 1% agarose gels by using a gel extraction kit
(Qiaex I0; Qiagen, Valencia, CA) and were sequenced directly
on a sequencer {ABI 373X1, with Big Dye reagent BD
Half-term; GenPak, Perkin Elmer Biosystems, Foster City,
CA, USA).

Flow cytometry

Expression of the Do® antigen on three red blood cell samples
of the DOAfDOB-WL. genotype was measured on a FACSCal-
ibur flow cytometer {Becton Dickinson, San Jose, CA), using
a monoclonal anti-De® (mouse MIMA-123} {16). The second-
ary antibody was goat anti-mouse immunoglobulin G (IgG),
Fab-fragment, fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugate
{supplied by Interlab; Jackson Imnmunoresearch, Hamburg,
Germany).
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Table 2 Primers used for polymerase chain reaction-restriction fragment length potymorphism {PCR-RFLP) analysis

Primer  Sequence Uncutsize Restriction enzyme  Restriction fragment size {hp)
DoABF  5'-CACTTTAATGCCTACACAGGGACCAGICGA-3 257 bp Eam1198] 230,27 196, 34,27
DoABR 5’ TATGTGCTCAGGTTCCCAGT TRACCTCAACGACRAC-3' [793A>06) {DoAl {D0B)

{annealing temperature 82 °C} [2,10]
DoX2F 5"-TCAGTACCAAGGCTGTAGCA-3' 220bp Bsall (323G=T) 120, 92, 8 (wild type) 212, 8 {variant)
Do378R  5-AGTAAAGTCAGAATGAACATTGCACAAT-3 Xemd 167,53 220

{arnealing temperature 58 °C) [2,10] (350C>T) (witd typel [variant}
DoEx3F 5’—1CAATGGATAGATGAGGTAG-3’ 291 bp Alw36l 291 170, 121
Dobx3R  5'-TGGTTTCAGCAGAAGTAIGA-3' (858C>G) (wiid type} {variant)

{annealing temperature 55 °C) §2,10}
Table 3 Results of Dombrock genotyping polymesase chain reaction- Tabile £ Results of Domurock genotyping using the HEA BeadChip assay
restriction fragment length polymorphism {PCR-RALP) analysis

Nudeotide Nuclcotoe Blood donors
Genotype 323 350 793 378 624 [%0)
Genotype 323 360 793 8538 Total (%)
DOADOA GG CC AA CC T1 18 (M-7)

BOA/DOA G/a cic AA cic 29 (1006) DOA[DOB GG CC A6 T TC 86 {40-7)
DOA/DOB Gi6 e AJG efc 78 (2708 pOBIDOB Gg o @6 1T CC 64 (39-5)
DOADOB-WL GiG cre AfG ClG 36(12-5) 10IDoA GG TIC AA T IT 2019
DOB/DOR GfG Cic GfG cic 972 (319) Joipos GG T AG I TC 31018
DOB/DOB-WL G/8 cfc GG ulc 39 (13:54) HY]DOA s G G CiCoor 1{06)
DOB-WL/DOB-WL  GIG cic GfG G/G 1(0-34} HY!DOB G OC GG CT CfC 1{04)
Jo/ooa 66 T AJA fc 1{039) DOA-HAMDOA Gf5  Cic MNA  TIC T 1(06)
JO/D0B ge T Ae O 7{(243) DOA-HADOB 66 T A6 TH T 308
HY1/DOA /6 cic GfA GfC 1 {034 DOA/DOB-SH GG c/ic AG c/C Tc 1 {c6)
HY2/DOA e c/c 6AdC 1034 DOA-SH/DOB Gl6 CJC  AB T CiC 16
HY1/D0B G cic G/G GiC 2 [0-69) Total 162
HY2/D0B TG cic G/ cic 1(0-34)
Totai 288

Results

PCR-RFLP results

Testing for DO, HY and JO alleles in Brazilian blood
donors showed a great variety of different alleles
(Table 3}.

When samples of these donors were analysed, a novel
alicde combination, the DOB allele (793G and 323G) associated
with 898G (previously described only on a molecular
background of the HY allele} was identified and designated
as the DOB-WL aliele. This new allele encoding 300Val is the
same as HY1 at nucleotide 898 on the molecular background
of DOB.

From 114 samples genotyped as DOA/DOB, 36 were
898C/G (DOA/DOB-WI). From 132 samples genotyped as
DOBJDOB, 39 were 898C/G (DOB/DOB-WI) and one sample

was 898G homozygous {DOB-WL{DOB-WIL). Among the
576 alleles analysed by PCR-RFLF, 77 were DOB-WL
(898G). This represents an overall frequency of 13-4%
for DOB-WL across the population studied. All the
samples genotyped as DOA/DOA or JO/DOA were 898C
homozygous.

Results for DO obtained through the HEA
BeadChip assay

The various combinations of DO alleles obtained through the
HEA BeadChip assay in 162 Brazilian blood donors are given
in Table 4. In testing DNA samples from these donors with
the BeadChip array, which included probes for five DO SNPs,
one new DO allele was found: DOA-SH is the same as HY at
nucleotides 278, 624 and 763 but has wild-type nucleotide
323 and is predicted to express the Doa antigen. We also
found the two recently reporied alleles (DOB-SH 378G, 624C,
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Table 5 Fow cytometry analysis (retative mean

fluorescence intensity) on DOB-WL red blood cells Sampies

using anti-Do® monoclonal antibody

Marker DOAMOA DOB/DOB DOADOB DOA/DOB-WL  DOA/DOB-WL  DOA/DOB-WL

Al 862
M1 867

18-49 1308 14-60 13:34 1697
2081 151 1656 1551 1842

All, all ceils: M1, positive cells.

793G; and DOA-HA 378T, 624T, 7934) {15] in our samples
{Table 4).

Sequencing results

Sequencing studies on five DNA samples that displayed the
DOB-WL allele revealed the presence of 898G associated with
793G (DOB allele) (data not shown), confirming previous
results obtained by PCR-RFLP. The combination of 378C,
624C, 793A and 323G associated with the DOA-SH allele was
also confirmed by sequencing in one DNA sample.

Flow cytometry results

Red blood cells from three samples with the DOA/DOB-WL
genotype were available for analysis by flow cytometry. There
was no reduction of Do® antigen expression on red blood cells
from all three samples. They had an equivalent relative mean
fluorescence intensity comparable to that of the red blood
cells with the DOA/DOB genotype, which were used as a
control {Table 5},

Discussion

We report the frequencies of DO alleles in Brazilian blaod
donors. During this population study, we found two novel
DO alleles, namely DOB-WL and DOA-SH. We also observed
the accurtence of two recently described alleles (DOB-SH
and DOA-HA) and the presence of DOB-SH in trans to
DOA, previously unidentified (Fig. 5) [15]. The occurrence
of DOB-SH in trans to DOA predicts that this allele encodes
the Do® antigen, while the novel allele DOA-SH in trans 1o
DORB is predicted to encode the Do® antigen.

The 898G nucleotide was assodiated with the presence of
the HY1 allele, while 838C was found to be associated with
HY2 [2]. During this study, we unexpectedly found a high
frequency (13-4%) of 898G not invariably associated with the
presence of the HY altele. This new alele, designated DOB-WL,
has 898G {like HY'T) on the molecular background of the DOB allele.

1t was postulated that 898G {which encodes 300Val within
the sequence motif for GPI linkage} may cause reduced
efficiency of protein anchoring to the red blood cell membrane,
thereby weakening the expression of Gy* and Do® antigens
{2]. However, no reduction of Do® antigen expression on the

© 2006 Blackwell Publishing Ltd. Vax Senguinis {2006] 91, 81-87

Exon 2 Exon 3

DOA/DOB

Exon 1

3TBGIT B24TIC 793A/G
mRNA 5 T L ' L ¥

323G/T 35C/T
HY JO

f'—'_Aﬁ
376T 624G 793G 898G
DOBWL | 5 I l[ ] i v
323G 350G

/'_"_A'_""‘\
37BC  B24C  793A

[ ooash | 5 ] L,

3226 3as0C
—N——,
378IC 624C 793G B9EC/G
DOB.SH 5 1 I E I ¥
a236G 3500
prmem—t————
378T 624T 793A BQSIG-'G
DOA-HA 5 - L l l -
3236 3500

Fig. 5 Depiction of [0 alleles showing the various gllele combinations.

DOB-WL red blood cells was observed, as determined by flow
cytometry.

Genotype frequencies for DOA/DOA, DOA/DOB and DOB/
DOB, and for HY and JO alleles in Brazilians demonstrated a
great variety of different alleles, which is consistent with the
fact that the Brazilian population is very diverse, characterized
by an intense racial admixture of fmmigrants from Europe,
Africa and Asia, as well as Indian groups. The predomi-
nance of DOB in this population is consistent with published
data in other populations {15,17-19], but in contrast to the
other populations [15], the frequency of the JU aliele was
demonstrated to be somewhat higher {1-4%) than the HY
allele (0-9%) (Table 6).

Determination of the molecular basis underlying the
antigens in the Dombrock blood group system has shown
various rearrangements between the alleles associated with
DA and DOB. The various SNFs combinations could be explained
as a normal variation within the DO gene and therefore they
were expected in a genetically diverse group of individuals.

In summary, we found two novel DO alleles, namely DOB-
WL and DOA-SH, and observed the occurrence of the DOB-SH
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Table 6 DO alleles in ethnic poputations

New York
Ashenazi  Chinese Israeli Thai  donors Portuguese  Chinese

Allele {00) (o) (k) %) %) (%) (o)
DOADOA 133 0 n-2 2 1 20 1
DOADGA-HA 14 17 53 0 18 NT NT
DOAJO 0 0 8] 0 23 NT NT
Joie 0 c 0 0 Ik NT NT
DOA/HY Q o 05 0 05 NT NT
DOA/DGR 304 121 426 i4 215 46 185
YO [t} 0 Y 0 09 NT NT
DOB/DOA-HA 29 69 53 1 28 NT NT
DOBAO 0 W] i} 0 14 NT NT
RY/OOB-SH 0 0 9 0 1-4 NT NT
HY/HY 0 0 0 o 1-4 NT NT
DOB/RY ¢ 0 G c 142 NT NT
DOB/DOB-SH 0 Q 0 [ o5 NT NT
DOB/DOB 522 793 351 7 38 34 805
References [15 [15] f15] [15} [15]) [17) [i8]
NT, not tested.

and the DO-HA aileles recently described, For the first ime, we
show that the 898C/G polymorphism is neither ethnically
restricted nor appears to be tightly linked to 3237 that encodes
the Hy-negative phenotype.

These findings demonstrate high heterogeneity of DO
alleles in the Brazilian population and highfight the impor-
tance of testing DNA samples from distinct ethnic groups to
achieve a betterunderstanding of the genetic basis associated
with blood group antigens. The possibility of using microarray
or a bead array to identify biood gronp SNPs will provide a
rappid procedure that can detect new alleles in donor cohorts.
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Background: The Dombrock blood group system consists of two antitheti-
cal antigens (Do® and Do® and three high incidence antigens {(Gy". Hy and
Ja%. The molecular background associated with Hy-negative and Jo{a-} was
reported and the mutation 898G was associated with the presence of HY7

allels while 8985 was found assccizied with HY2 The 898 C>G mutation,

within the seguence motif for giycosylphosphatidylingsitel linkage, may
cavse reduced efficiency of anchoring the protein o the RBC membrane.

thereby weakening the expression of Gy* and Do* artigens. Based on this

knowledge. we employed PCR-based assays to determine the DO aleles
(DO A/DO B, HY and JO), the frequency of the 898 C»G mutation and its
association with HY7 and H¥2 in Braziian blood donors. Methods: We
tested DNA from 67 Brazilian bicod donars by PCR-RFLP analysis to
determine the changes on nucleotides; 793 A>G (DO A/DO 8), 323 G=T
{Hy+/Hy-), BI8 C>G (MY 1/HYZ) and 350 C=>T (JO). Results: Seven (10.4%)

samples typed as DO ADOC A, 31 (46.2%) as DO A/DO B and 28 (43.3%)

as DO B/OO B. Two (2.6%) samples were heterozygous for the HY2 ailele

{1 DG B0 Band 1 DO A/DO B) and were 898C. Nineteen (27%) of the

67 DNA samples siudied had the 398 C>5 change (18 heterozygous and 1

homozygous) without the Y7 allels, Table 1. Conclugion: Our resulis

show that the 898G s frequent in our popuiation and is not invariably asso-

ciated with tha presence of HY7 allele. These findings emphasize tha impor-
tance 1o test populations with different ethnic background to define their DO

allele.

Table 1; Results on DO alleies in Brazilians

Number of gamples 323 350 793 898
g9 G c AfS CiG
7 G G AJA CiC
21 G c AG Cic
9 G C GG GG
18 G c GG Cre
1 TG c AG Cic
1 TG C et Gic
1 G C GG GG
Apéndice
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