Zeitschrift for

Z Rechtsmed (1990) 103:587-591 Rechtsmedizin

© Springer-Verlag 1990

As- und A,-Blutgruppensubstanzen:
existieren Strukturunterschiede?

R.Hauser', G.Fechner’ und B. Brinkmann®

nstitut fiir Rechtsmedizin, Medizinische Akademie Gdarisk, Curie Sktodowskiej 3a,
PL-80-210 Gdarisk, Polen

Institut fiir Rechtsmedizin, Westfilische Wilhelms-Universitdt Miinster,
Von-Esmarch-Strasse 86, D-4400 Miinster, Bundesrepublik Deutschland

Eingegangen 20. Oktober 1989

A;- and A,-Blood group substances: structural differences?

Summary. Blood group substances were extracted from erythrocytes of blood
groups A; and A; and seperated using HPTLC. Identification of blood group
A was carried out on the chromatogramm using the PAP-technique. The spe-
cific demonstration of the serologically active glycosphingolipids allowed a
comparison of the A; and A; blood group substance bands. The difference
between the A; and A, Substances appears to be only a quantitative one.
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Zusammenfassung. Aus Erythrozyten der Blutgruppen A; und A, wurden
Blutgruppensubstanzen extrahiert und mittels HPTLC aufgetrennt. An den
Chromatogrammen wurde der A-Nachweis mittels PAP-Technik durchge-
fithrt. Die spezifische Darstellung der serologisch aktiven Glykosphingoli-
pide erlaubt die Banden der A;- und A,-Blutgruppensubstanzen zu verglei-
chen. Die Unterschiede zwischen den A;- und A,-Substanzen scheinen nur
quantitativer Art zu sein.

Schliisselwirter: A;- und A,-Blutgruppensubstanzen, Immunhistochemie
(PAP-Methode) - Glykosphingolipide

Einleitung

Untersuchungen zur Aktivitit von Antigenen der Blutgruppe A, die von Dun-

gern und Hirschfeld initiert wurden [4], und der Nachweis von Agglutininen,
die selektiv Erythrozyten mit dem starken Antigen A agglutinieren, waren die
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Grundlage, um die Blutgruppe A in die Untergruppen A; und A, zu differenzie-
ren.

Seit den Untersuchungen von Thomsen et al. [13] bestehen keine Zweifel an
dem Vorkommen zweier verschiedener Allele: A; und A,. Es ist bekannt, daf
die Blutgruppenaktivitit A von den N-Acetylgalaktosamintransferasen codiert
wird. Diese Transferasen sollen sich in ihren genetisch determinierten kineti-
schen Eigenschaften unterscheiden, nicht in ihrer Substratspezifitit {11]. Infol-
gedessen soll die Transferase A; eine geringere Menge der Substanz H in A; um-
wandeln als die Transferase A;.

Bisher konnte noch nicht eindeutig entschieden werden, ob zwischen den
Blutgruppensubstanzen A; und A, ein qualitativer oder nur ein quantitativer
Unterschied besteht.

Die Untersuchungen haben ergeben, dafl auf einem Erythrozyten der Blut-
gruppe A; 900.000-1.700.000 Determinanten und auf einem Erythrozyten der
Blutgruppe A; 240.000-290.000 Determinanten vorkommen [5, 11]. — In Poly-
glykosylceramid-Priparaten von Erythrozyten der Blutgruppe A; wurden drei-
mal soviel Strukturen A aufgefunden, gemessen am N-Acetylgalaktosamin-In-
halt, wie bei analogen Priparaten der Blutgruppe A; [8]. Ahnliche Resultate er-
gaben sich bei der Untersuchung von Polyglykosylpeptiden [14].

In letzter Zeit wurde nachgewiesen, daf3 Glykolipide der Blutgruppe A eine
ungewohnliche Determinante A beinhalten, bei der die Gruppensequenz A ver-
doppelt ist; GalNAc o 1-3 (Fuk o 1-2 (Gal  1-3 GalNAc a 1-3) Fuk a 1-2)
Gal B 1-4 GlcNAc B 1-3 Gal B 1-4 Gle [3]. Nach Pendu et al. [10] entspricht
diese Struktur dem 3. Prakursorbautyp. Man denkt auch daran, daf} die Diffe-
renzen zwischen den Determinanten A; und A, in ihrer unterschiedlichen steri-
schen Anordnung liegen [12]. Moreno et al. [9] geben an, daB die Blutgruppen-
substanz A; auf dem 1. und 2. Prikursorbautyp aufgebaut ist, dagegen die Blut-
gruppensubstanz A, nur auf dem 2. Prikursorbautyp.

In der vorliegenden Arbeit sollen die strukturellen Unterschiede der Unter-
gruppen A, und A, mittels vergleichender Untersuchung der chromatographisch
aufgetrennten Glykosphingolipide der Blutgruppensubstanzen erfolgen. Die
Glykosphingolipide werden mit Hilfe der PAP-Methode dargestelit.

Material und Methoden

Die zu den Untersuchungen benutzten Erythrozytensedimente stammen von jeweils 5 Perso-
nen der Blutgruppe A; und A,. Bei diesen wurde auch der Lewis-Phénotyp bestimmt. Zur Me-
thodik der Extraktion der ABH-Antigene und ihrer histochemischen Darstellung wird auf die
Literatur verwiesen [1, 2, 6, 7]. Folgende Schritte wurden durchgefiihrt:

. Hiamolyse der Erythrozytensedimente;

. Phosphatpuffer-N-Butanol-Extraktion der erhaltenen Erythrozytenmembranen;
. Dialyse der eingeengten Butanolphasen;

. Extraktion der in der Butanolphase geldsten Substanzen;

. Diinnschichtchromatographie der Extrakte;

. Nachweis der Antigene mittels PAP-Methode.
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Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung sind aus der Abbildung 1a und
b ersichtlich.
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Abb. 1. a (links). Glykosphingolipidmuster verschiedener A-Untergruppen/-Lewis-Konstella-
tionen nach immunchemischer Darstellung (PAP-Methode). b (rechts) (Schema) Teilaus-
schnitt der Positionen 3, 4, 8 und 10 mit Bezeichnung der Zahl der Zuckerglieder (nach 7)

Die Menge des zur Lyse und Extraktion verwendeten Blutes war jeweils die-
selbe, so daB die Chromatogramme auch quantitativ verglichen werden kénnen.
Nach unseren vorhergehenden Untersuchungen [7] werden die AB-Antigene
tragenden Oligoglykosphingolipide durch verschiedene Gruppen mit je 6-, 8-,
12-, 14-gliedrigen Zuckerketten représentiert.

In der vorliegenden Untersuchung sind einige Banden vergleichsweise schwach
exprimiert. Allgemein 14Bt sich auch feststellen, daff die Bandenmuster der
Blutgruppe A; intensiver ausgeprigt sind als die der Blutgruppe A,. Das bedeu-
tet, dal die Mengen der serologisch reagierenden Glykosphingolipide im Ver-
gleich zwischen A; und A; unterschiedlich grofB sind. Beide Untergruppen un-
terscheiden sich also quantitativ.

Dariiber hinaus sind im Vergleich zwischen beiden Blutgruppen keine Diffe-
renzen im chromatographischen Verhalten erkennbar, welche einen RiickschiuB
auf qualitative Unterschiede — im wesentlichen also solche der Molekiilgroe
und des Loslichkeitverhaltens — zulassen. Ganz diskrete Zuckerkettenverschie-
bungen und ganz geringgradige Differenzen der Bandenbreite betreffen beide
Untergruppen gleichermafen und lassen keinen RiickschluB3 auf Assoziation zu
einer der beiden Blutgruppen zu.

Hingegen scheint eine auffillige Lewis-Assoziation zu bestehen. In den Pos.
4 und 10 fehlt das Le(b)-Antigen. Hier fehlen auch im Vergleich zu den iibrigen
Mustern Teile der 8-gliedrigen Glykosphingolipide. Das bedeutet, daB3 fehlende
Glykosphingolipide den gleichen (endodermalen) Ursprung haben wie das Le(b)-
Antigen und ebenfalls aus dem Plasma in die Erythrozytenmembranen absor-
biert sind.

In Pos. 10 fehlt dazu auch Le(a)-Antigen, das in allen iibrigen Positionen
vorhanden ist [nach 7]. Dieser Extrakt weist im Bereich der 6-gliedrigen Glyko-
sphingolipide, im Vergleich zu den anderen Positionen, ein breit zerlegtes Ban-
denmuster auf. Daraus ergibt sich, da3 6-gliedrige Molekiile in ihrem chromato-
graphischen Verhalten in bestimmter Weise von Le(a)-Molekiilen beeinfluit
werden. Nach unseren fritheren Untersuchungen wird die Le(a)-Substanz von 5-
gliedrigen Zuckerketten reprisentiert [7].

Das Fehlen augenfélliger Unterschiede zwischen beiden Blutgruppen 143t
zwei Moglichkeiten offen:
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— zum einen wurden hier Oligoglykosylceramide mit nur max. 14 Zuckermole-
kiilen untersucht. Die Polyglykosylceramide weisen im Vergleich hierzu 20—
60 Zuckerreste pro Molekiil auf und hierdurch auch eine groBBere Zahl von
Determinanten der jeweiligen Blutgruppen. Es 148t sich nicht ausschlieBen,
daB in dieser Molekiilgruppe Unterschiede auch qualitativer Art nachweisbar
wiren.

— Seyfried [12] hilt es fiir moglich, daB den Unterschieden zwischen den Blut-
gruppensubstanzen A; und A, Differenzen in der stereochemischen Struktur
zugrunde liegen. Auch eine solche Hypothese 146t sich durch die vorliegende
Untersuchung weder beweisen noch widerlegen.

Wenig wahrscheinlich ist die Begriindung von qualitativen Unterschieden mit
dem Postulat, dafl die Blutgruppensubstanz A, nur auf dem Prékursorbautyp 2
aufgebaut ist, dagegen die Blutgruppensubstanz A, auf dem Prakursortyp 1 und
2 [9]. Das Vorhandensein des Phinotypes Ay-Le(a—b+) steht zu dieser Hypo-
these im Widerspruch.

Zusammengefallt ergibt sich aus der vorliegenden Untersuchung kein Hin-
weis auf regelmiBig auftretende Strukturunterschiede zwischen A; und A,.

Es ist aber moglich, daf} eventuelle qualitative Differenzen zwischen beiden
Untergruppen sporadisch, irregulidr und zuféllig vorkommen, wie z.B. die be-
schriebene Verdoppelung der Gruppensequenz A in der Determinante der Blut-

gruppe A, [3].
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