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SOUHRN

Transfuzni lé¢ba v Ustavu hematologie a krevni transfuze (UHKT) se stale vyviji v souladu s trendy moderniho transfuzniho
lékarstvi, sméfujicimi k maximalizaci bezpecnosti a personalizaci transfuznich pfipravkd. Imunohematologie propojuje
transfuziologicky Usek s klinickymi oddélenimi. Pri vySettovani slozitych pripadl diagnosticky obtiznych a diskrepantnich
nalez{l spolupracuje Referenéni laboratof s Sirokym spektrem pracovist v Ceské republice (CR) i v zahrani¢i. Referenéni
laborator se podili na vyrobé vzorkd a vykondva supervizi nad cykly externi kontroly (SEKK). V rdmci rozsifovani a zpres-
novani imunohematologické diagnostiky zavadi nové molekuldrné biologické techniky a podili se na jejich vyvoji. Pfi
feseni atypickych ndlezl byla v Referencni laboratofi popsana fada novych alel pro krevné skupinové antigeny. Oddélenf
imunohematologie se rovnéz zabyva vysetfovanim antitrombocytovych a HLA protildtek. Pri fetomaternalni aloimunni
trombocytopenii (FMAIT) a refrakternosti na trombocytové pfipravky vybird vhodné darce a ve spolupraci s aferetickym
oddélenim zajistuje vyrobu vhodnych transfuznich pfipravkd. Rutinni i vyzkumna ¢innost transuziologického Useku je
ddleZita nejen pro lé¢bu pacientt UHKT, ale i pro cely zdravotnicky systém v CR a ma i nadndrodni pfesah.
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Transfusion and immunohematology at the Institute of Haematology and Blood Transfusion

Transfusion therapy at the Institute of Haematology and Blood Transfusion continues to evolve in line with trends of
modern transfusion medicine, aiming to maximize safety and personalization of transfusion products. Immunohematology
links the transfusion section to the clinical departments. The Reference Laboratory cooperates with a wide range of
departments in the Czech Republic and abroad, investigating diagnostically complicated cases and discrepant findings.
It participates in the production of samples and supervises the national proficiency testing scheme (SEKK). It introduces
new molecular biology techniques and participates in their development, thus extending and improving the accuracy of
immunohematology diagnostics. Numerous new blood group alleles have been described by the Reference Laboratory
when assessing atypical findings. The Department of Immunohematology also investigates anti-platelet and anti-HLA
antibodies and selects appropriate donors for patients with Feto-maternal alloimmune thrombocytopenia (FMAIT)
and platelet transfusion refractoriness and provides suitable transfusion products in cooperation with the Apheresis
Department. The routine and research activities of the Transfusiology Division are important not only for the treatment
of UHKT patients, but also for the whole Czech health system. They also have impact abroad.
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Transfuze krve, respektive jejich jednotlivych slozek
ve formé transfuznich pripravki, je stile nepominu-
telnou soucasti 1é¢by stavil, spojenych s jeji nedosta-
tecnou tvorbou nebo ztradtou. Vyroba transfuznich
pripravkil v zatizenich transfuzni sluzby tak propoju-
je transfuzni 1ékafstvi s fadou jinych medicinskych
oborfi. Transfuzni ¢ast Ustavu hematologie a krevni
transfuze (UHKT) je v tomto sméru specificka a 1isi
se od jinych zafizeni svym napojenim prevazné jen
na jeden z oborfi, a to na klinickou hematologii. Co
vSak ,,chybi“ transfuznimu oddéleni v §ifi spektra
spolupracujicich oborti je nahrazeno ¢innosti jiné ¢asti
transfuziologického tiseku, a to oddéleni imunohema-
tologie a zejména jeho ¢asti - Referenc¢ni laboratofi pro
imunohematologii. Tato poskytuje vysoce specializo-
vany diagnosticky imunohematologicky servis vSem
laboratofim v Ceské republice a nékdy i v zahranici
(Slovensko) - ro¢né se jedné o cca 1000 vySetfeni, vétsi-
laboratofe v oblasti kontroly kvality vimunohematolo-
gii, podili se totiz na vyrobé vzorki a vykonava supervizi
nad cykly externi kontroly (SEKK). Nelze opominout ani
zapojeni celého Transfuziologického tseku do pregra-
dudlni i postgradudlni vyuky transfuzniho lékatstvi
a hematologie.

V ramci UHKT pfedstavuje Oddéleni imuno-
hematologie organické laboratorni propojeni
Transfuziologického a Klinického tiseku. VySetfuje
totiz imunohematologické parametry darct krve na
strané jedné, a pacienti vSech oddéleni Klinického
tseku na strané druhé, vcetné ,,fyzického propoje-
ni“ ve formé laboratornich zkousek kompatibility jak
v Cervené, takiv bilé krevni fadé. Tato predtransfuzni
vySetfeni se tradi¢né provadéji s cilem zamezit neza-
doucim imunohematologickym ucink@im transfuze,
a to zejména potransfuznim hemolytickym reakcim,
popf. jinym klinicky vyznamnym nezadoucim efektim
(TRALI - transfusion associated lung injury, refrakternost aj.).
V soucasné dobé jsou kromé klasické chemoterapie
v 1é¢bé hematologickych onemocnéni stdle castéji uzi-
vany moderni postupy ,,biologické 1écby*, vyuzivajici
monoklonalni protilatky a pfipadné jiné formy aktivace
imunitniho systému k eradikaci patologickych bunék
a tkani (vakciny, imunomodulace aj.). Tato biologicka
1écba je Casto ,personalizovana“, tedy jsou vyrabény
a podavany preparaty ,na miru“ - podle individual-
nich parametri daného pacienta. Nartistajici vyznam
imunoterapie pfinasii novy pohled na imunohemato-
logii - potfebu zajisténi ,,personalizované“ transfuzni
terapie. Je potfeba si uvédomit, Ze podani alogenni
transfuze predstavuje mohutny zasah do imunitniho
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systému piijemce - dnes jsou znamy jiz stovky antigent
krevnich bunék ((354 antigenti krevnich skupin erytro-
cytll, HLA (humanleukocyte antigen), HNA (human neutrophil
antigen) a HPA (human platelet antigen)). To, Ze k tvorbé
detekovatelnych aloprotilatek dochézi jen u malého
poctu piijemct (v fadu jednotek procent) neznamena,
Ze jde o marginalni zalezitost. Sama tvorba protilatek
je az pomyslnym ,,vrcholkem ledovce* imunitni odpo-
védi na kontakt s butikami s antigennimi odlisnostmi,
predchazi ji mnoho neviditelnych kroka (identifikace
antigenu, jeho vzajemna prezentace mezi imunokom-
petentnimi bunkami a jejich komunikace riznymi
formami signalnich drah). Tim miiZe dochazet k ,,od-
Cerpavani“ kapacit imunitniho systému, které mohou
chybét jinde - v boji proti malignim burikdm, v obrané
proti infekcim a v neposledni fadé také v mobilizovatel-
nosti protinddorové imunity imunoterapeutickymi po-
stupy. Podavani ,,personalizovanych transfuzi“ - tedy
pripravki, vybiranych s co nejvétsi moznou mirou sho-
dy mezi imunohematologickymi parametry piijemce
a ptipravku, by mohlo vyznamneé prispét k iispésnosti
konvenc¢ni i moderni hematologické terapie.

Aby bylo mozné transfuzni substitucni terapii perso-
nalizovat, je zapottebi rozsifovat a zprestfiovat moznosti
imunohematologické diagnostiky. K tomu v posledni
dobé prispiva rozvoj molekularné biologické diagnos-
tiky, tedy genotypovaci postupy ((PCR, microarray
techniky, v blizké budoucnosti i roz§ifeni sekvenovani
nové generace (NGS) v imunohematologii) [1, 2]. Pro
zavadéninovych technik je dlilezité zmapovani limit
technik soucasnych a publikace novych, dosud nezna-
mych fenotypti a genotypil. Genotypovani je dllezité
ipro stavy, kdy nestadi rutinni sérologicka diagnostika
(urcovani genotypu u pacientii s AIHA, polytransfundo-
vanych, pfilécbé monoklonalnimi protilatkami inter-
ferujicimi s predtransfuznimi testy a pfi nedostupnosti
spolehlivych diagnostickych protilatek).

Na Oddéleni imunohematologie UHKT zavadime
moderni diagnostické metody pro vysSetfovani imu-
nohematologickych parametrt krevnich bunék.
V ramci Referencni laboratofe pro imunohemato-
logii jsme casto konfrontovani s diagnosticky slozi-
tymi a diskrepantnimi nalezy, pfi jejichZ feSeni se
nékdy postésti dostat se ,,za hranice ucebnic* - tedy
popsat nové pfipady fenotypti a genotypil. Ceska stopa
v imunohematologii ma jiz dlouhou historii. Obor
,Spattil svétlo svéta“ nedaleko za hranicemi a tehdy ve
spole¢ném Rakousko-Uhersku [3]. Kratce potom pfinesl
nové poznatky v ABO nas Jan Jansky [4], aleivnedavné
dobé jsme méli moznost prispét do bohaté mozaiky
imunohematologického poznani - blize v pfehlednych
¢lancich v Transfuzi a hematologii dnes 2009 [5] a ve
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Obr. 1. Typovani ABO systému v kartdch DG Gel

U probanda a jeho sestry byl B antigen pfilis slaby a nebyl detekovan. V pfipadé netefe je B antigen detekovatelny diky alelickému zesilenti.

Vnitinim lékatstvi 2012 [6]. V nasledujicim textu jsou
uvedeny dalsi nové imunohematologické poznatky
z poslednich let.

Nova mutace ABO genu, zpusobujici slaby B feno-
typ (B,)

Slabé varianty skupiny B jsou vzacnéjsi nez u sku-
piny A, dosud bylo popsano 38 rtiznych alelickych fo-
rem. V nasi studii jsme charakterizovali novou alelu,
projevujici se vyraznym zeslabenim exprese B antigenu
a asociovanou s fenoménem alelického zesileni v hete-
rozygotni kombinaci s normalni A alelou. Podnétem
pro zkoumani tohoto fenotypu byl diskrepantni nalez
piiurcovani ABO skupiny u 55letého pacienta, kdy pti
urceni aglutinogenti byl nalez odpovidajici skupiné 0,
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Analyzer result: o) NTD

Flow cytometry: Bw Bw

Genotype: ABO*B.01/0.01.01 ABO*B.01/0.01.01

Obr. 2. Vysledky z analyzatoru Galileo
Proband Bw (vlevo), jeho sestra (uprostred) a netef (vpravo).

Pozn.: Reakce anti-B v plazmé probanda a netefe méla za nasledek automatickou interpretaci

vysledk( jako skupina O (proband) a A (neter).

ale pfi komplementarnim stanoveni aglutinin@ v gelo-
vém testu chybéla reakce s B erytrocyty (obr. 1). V aglu-
tina¢nim testu v automatickém analyzatoru vsak byla
zachycena slaba anti-B protilatka a skupina byla tedy
interpretovana jako bézna 0 (obr. 2). Genotypovani
vSak prokazalo pfitomnost B alely a sekvenacni analyza
prokazala dosud nepopsanou bodovou mutaci vexonu 7
ABO genu (c.662G>A). Tato mutace plisobi zdménu gly-
cinu v pozici 221 za asparagin a tato zména primo ovliv-
nuje katalytické ptisobeni B enzymu (galaktosyltrans-
ferazy) - brani ve vyuziti UDP-galaktézového substratu
k syntéze B antigenu. Priitokova cytometrie prokazala
vyrazné zeslabeni az témér chybéni exprese B antige-
nu (u pacienta a jeho sestry), u netefe byl pozorovan
fenomén alelického zesileni diky interferenci s funkéni
A alelou (obr. 3). Fakt, Ze u pacienta
ijeho netefe byla pozorovana slaba
reaktivita anti-B aglutininu vyvo-

lava podezfeni na moznost kvalita-
tivni zmény B antigenu (analogicky
k podskupinam A, a A, a k vysky-
tu nepravidelné protilatky anti-A
u A, podskupiny). Klinicky vyznam
spociva v mozném chybném urceni
ABO a nasledné v mozném podani
ptipravku se slabym B antigenem
(pravdépodobné by nedoslo k téZké
hemolytické reakci, ale je mozné
vyvolani nezddouciho nartstu ti-
tru anti-B protilatky). Prace byla
publikovana na kongresu ISBT 2016
v Dubaji [7].
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Slaby B fenotyp zptisobeny mu-
taci v non-ABO lokalizaci - nova
para-Bombay (FUTI) mutace
Tento ptipad slabé B skupiny ilu-
struje komplexnost ABO systému,
kdy jsou A a B antigeny neseny na

ABO*A1.01/B.01
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Proband 10 !

B 7 nukleotidt - c.13_19dup), kterd zplsobuje
posun cteciho radmce a vznik predcasného
stop-kodénu (p.Arg7Glnfs*93). Nasledné je
hematopoetickd FUT1 fukosyltransferaza
nefunkéni a tudiz nedochazi k syntéze ery-
troidnich H antigenti a nasledné se nemiize
projevit fungujici B transferaza (nema “kam”
syntetizovat D-galaktézu). Pfesto jsou vsak
detekovatelné stopy B antigenu, pochéazejici

“ z naadsorbovanych solubilnich B substanci

Sestra

B (obr. 6). Prace byla publikovana na kongresu
ISBT 2017 v Kodani [8].

Nova nulova Duffy alela FY*A(-69C) jako
podklad chybéni exprese Fy? antigenu
Duffy antigeny jsou neseny glykoprotei-
nem DARC/ACKRI, ktery ma funkci chemo-
kinového receptoru a je kédovan FY* genem
se dvéma alelickymi formami - FY*A (FY*01)

©  aFY*B(FY*02). Nulovy Duffy fenotyp - Fy(a-b-)

-je asociovan s rezistenci k Plasmodium vivax
B infekci a je rozsifen v oblastech s endemic-
kym vyskytem malarie (africka populace),
v kavkazské populaci je extrémné vzacny.
Molekularni podklad ma dva typy - mutace
v oblasti promotoru FY* genu (tzv. GATA mu-
tace) a vzacnéjsi genové zmeény v oblasti exonu
2 (stop-kodény). U prvniho typu je ovlivnéna
pouze erytroidni exprese Duffy antigent, jin-

Obr. 3. Dot plot a histogram

Testovani erytrocytli probanda, sestry a netefe (Cervené linky) s protilatkou anti-B
(clone 9621A8) pomoci pritokové cytometrie. Kontrolni reakce zahrnuji erytrocyty

skupin: B (modra), Bw (ABO*BW.03/0.01.01, oranzova) a O (Cerna).

H-prekurzorovém fetézci, jehoz syntéza je fizena geny
FUTI (v hematopoetické tkani) a FUT2 (v epitelialni,
sekretorské tkani). Jsou-li nefunkéni obé tyto transfe-
razy, chybi na krvinkach zcela H antigen ai A a/nebo B
antigeny (= Bombay fenotyp, O,). Pokud je nefunkéni
jen hematopoeticka FUTI transferaza, mohou byt na
krvinkach detekovany stopy H, respektive A a/nebo B
antigenti, naadsorbované na krvinky ze solubilnich
ABH substanci z plazmy. Pozorovana diskrepance pfti
urceni ABO skupiny se vyskytla u 33leté zdravé Zeny,
vySetfované v souvislosti s téhotenstvim. B antigen
byl zeslabeny az nedetekovatelny, ale chybéla pro-
tilatka anti-B (obr. 4). Na rozdil od jinych slabych
ABO podskupin vSak zcela chybéla reaktivita s anti-H
lektinem (obr. 5). ABO genotyp byl zcela normalni
(ABO*B.01/0.01.01), avSak pii sekvenaci FUTI genu byla
nalezena homozygocie pro novou mutaci (duplikace

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 23, SUPLEMENT 2017

w devtkanich jejejich exprese normalni a tudiz
danijedinci nevytvareji anti-Duffy protilatky.
GATA mutace v africké populaci je podminéna
mutaci T>C v pozici -67 a asociovana s FY*B
alelou. V ptipadé, ktery jsme pozorovali, jsme
detekovali vzacny Fy(a-b-) fenotyp u darce

z fecké mensiny z tureckého Cernomofi. Genotypovani

odhalilo pfitomnost alely FY*X, zplsobujici vyrazné

zeslabeni Fy® antigenu, GATA oblast FY*B alely byla
normaln{ - tedy rutinni PCR metoda detekovala geno-
typ FY*A/FY*BW.01. Tomu ale neodpovidalo tplné chy-
béni exprese Fy? (obr. 7). Sekvenovani odhalilo dosud
neznamou mutaci, a to T>C v pozici -69 v alele FY*A
(obr. 8). Tato mutace plisobi stejnym mechanismem,
jako africka GATA mutace FY*B, brani erytroidni tran-
skripci a tedy syntéze Fy? antigenu. Vyznam poznani
této nové mutace je v tom, Ze pripadni nositelé nu-
lového genotypu nebudou vytvaret anti-Fy? protilat-
ku a ddle v tom, Ze diagnostické krvinky, vyzadujici

FY*A homozygocii, mohou byt na tuto mutaci testova-

ny. Prace byla publikovana v ¢asopise Transfusion [9]

a na kongresu ISBT 2015 v Londyné [10].
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Obr. 4. Typovani ABO systému v gelovych kartdch

V karté BioRad ABO nebyl antigen B detekovan. Slaba exprese antigenu byla pozorovana pouze

v ABO DG Gel.

Ery O ( Ery A1 Pacientf

anti-H

Obr. 5. Typovani antigenu H v gelové karté
BioRad

Negativni reakce s anti-H lektinem u probanda.
Pro kontrolni reakce pouzity erytrocyty skupiny
O (pozitivni reakce) a Al (negativni reakce).

Obr. 6. Testovani erytrocytl metodou pritokové cytometrie
a) Testovdni s anti-A. Kontroly: A2 (pozitivni kontrola, zelend), Aw (weak kontrola, oranzovd), O (negativni kontrola, $edd). Vzorek (Cervend)
odpovidd kontrole ery O.
b) Testovani s anti-B. Kontroly: B (pozitivni kontrola, modra), O (negativni kontrola, Seda), Bw (weak kontrola, oranzova). Vzorek (Cervena) slabé
exprimuje B antigen.
¢) Testovdni s anti-H. Kontroly: O (pozitivni kontrola, fialova), A1 (weak kontrola, oranZova), Bombay (negativni kontrola, Seda). Vzorek (Cervenad)
odpovidd negativni kontrole.

HPA a HLA strategie pri vybéru optimalni
substitucni terapie

Diky rozvoji technik umoznujicich identifikaci pro-
tilatek proti trombocytovym (HPA) antigen@im bylo
mozno v minulych letech zlepS$it diagnostiku Klinic-
kych stavh zptisobenych antitrombocytovymi alopro-
tilaitkami jako je potransfuzni purpura, refrakternost
na podani trombocytii, s transplantaci asociovana alo-
imunni trombocytopenie a fetomaternalni aloimunni
trombocytopenie.

Od roku 1999, kdy jsme tyto nové metody zavedli,
jsme u 105 Zen potvrdili imunizaci trombocytovymi

antigeny jako pfi¢inu trombocytopenie u jejich no-
vorozencli. 16 z téchto Zen jsme sledovali i v nésle-
dujicich graviditach. Jako imunni pfi¢ina trombo-
cytopenie novorozence byla u vét§iny Zen nalezena
aloprotilatka anti-HPA-1a (75 %), druhou nejcastéji
zachycenou aloprotilatkou byla anti-HPA-5b (9 %),
dale jsme detekovali aloprotilatky se specifitou an-
ti-HPA-1b (2 %), anti-HPA-3a (1 %) a anti-HPA-3b
v kombinaci s anti-HPA-1a (1 %), ve Ctyfech pfipa-
dech se nam antitrombocytové protilatky nepodaftilo
specifikovat. Matefské antitrombocytové autopro-
tilatky byly zaznamenany v deseti pfipadech (9 %).
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control
Proband

Obr. 7. Typovani Duffy antigendl metodou sloupcové aglutinace

3 kontrolni reakce (vlevo), proband (obé reakce negativni), dva synové (vpravo)

Nase darce krve jsme otypovali na HPA-la antigen
a nasli jsme 71 vzacnych darc HPA-la negativnich
(frekvence cca 2 % v kavkazské populaci). Od téchto dar-
cii Aferetické oddéleni UHKT pfipravuje trombocytové
HPA-1a negativni pfipravky pro transfuzni terapii tézce
trombocytopenickych novorozenct nebo plodi matek
s aloprotilatkou anti-HPA-1a.

Oddéleni imunohematologie ma ve své naplnii HLA
problematiku. Zajistuje zejména personalizovany vybér
darce krve z hlediska HLA kompatibility pro HLA alo-
senzibilizované pacienty. Pfi refrakternosti na trombo-
cytové pripravky se vhodny darce vyhledava na zakladé
optimalni shody v HLA I. tfidy mezi dircem a ptijem-
cem, vylucuji se darci s HLA fenotypy, proti nimz byly
u pacienta jiz zjistény HLA protilatky. VySetfeni HLA
protilatek se provadi také profylakticky u nemocnych
potencionalné HLA alosenzibilizovanych (polytransfun-

anti-Fy(a)

anti-Fy(b)

dovani pacienti, zejména pred transplantaci
krvetvornych bunék). Odhaleni respondert
(aloimunizovanych pacienttl) miiZe pfi sub-
stitu¢ni terapii trombocytovymi pfipravky
oddalit ¢i zcela pfedejit vzniku refrakternosti,
pokud je respektovana kompatibilita v HLA
I. tfidy mezi darcem a ptijemcem. Podchyceni
respondérili jiz pti velmi nizkych hladinach
HLA protilatek umozniuje zavedeni novych
vysoce citlivych metod pevné faze (ELISA
a LUMINEX testy na HLA, HPA protilatky).
Uvedené metody jsou vyuzivany téz v profy-
laxi TRALI pii vySetfovani darci s moznou
HLA alosenzibilizaci v anamnéze (transfuze,
gravidita), protoZe tuto sice vzicnou, ale ne-
bezpecnou potransfuzni reakci mohou vyvolat
i HLA protilatky pfitomné u darce.

Dal$im piistupem k vyhledavani even-
tudlnich respondérii se miiZe stit typizace
HLA antigent II. tfidy, protoZe nékteré HLA-
DR fenotypy pravdépodobné predstavuji ge-
netickou predispozici k tvorbé aloprotilatek.
ZAVER

Transfuzni 1é¢ba na UHKT se stile vyviji v soula-
du s trendy moderniho transfuzniho 1ékafstvi, smé-
fujicimi k maximalizaci bezpecnosti a personalizaci
transfuznich pfipravké. Imunohematologie pfispiva
k propojovani transfuziologického tiseku s klinicky-
mi oddélenimi a pfi vySetfovani slozitych pripada
v Referencni laboratofi ke spolupraci s Sirokym spek-
trem pracovi$t v CR i v zahrani¢i a svym skromnym
dilem i k roz§ifovani obecného imunohematologického
poznani. Nékteré studované piipady oteviraji nové
pohledy na zazita schémata a prinaseji potencial pro
dalsi vyzkum - naptiklad na vysvétleni ¢eka u nas obje-
veny tzv. “super-para-Bombay” fenotyp [11] nebo zatim
nepublikovany pfipad vymizeni exprese ziskaného dar-
covského RhD antigenu u transplantovaného pacienta
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Obr. 8. Sekvenace .
Chromatogram zobrazuje GATA oblast a pFilehlé ¢asti promotoru FY*A genu. Sipka oznacuje pozici ¢.1-69T/C.
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pri pritomnosti nezménéného RHD genu - oba pfipady
ukazuji na suspektni dosud nezndmé mechanismy
regulace exprese produktli krevné skupinovych genti.

Rutinni i vyzkumna ¢innost transfuziologického
useku je dilleZita nejen pro 1é¢bu pacientii UHKT, ale
i pro cely zdravotnicky systém v CR a ma i nadnarodni
pfesah.
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