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2 Abstrakt

Prace se zabyva genotypovanim erytrocytovych antigenti pomoci microarray technik.
Porovnava vysledky genotypi z microarray metod s fenotypy ziskanymi pomoci
sérologickych technik. Hlavnim cilem prace je zhodnotit miru shodnych vysledkl
(fenotyp — genotyp) a vyuzitelnost microarray technik v imunohematologické laboratofi.
Testovani probihalo v Narodni referenéni laboratofi pro imunohematologii Ustavu
hematologie a krevni transfuze v Praze v obdobi od ledna 2014 do prosince 2015. Pro
genotypizaci byly pouzity metody BLOODchip Reference a ID CORE XT™ od firmy
Progenika Biopharma S. A. Sérologicky byl fenotyp vySetfen metodami sloupcové
aglutinace v gelovych kartach firem Grifols a BioRad. Do studie bylo zahrnuto 78
vzorkd darct diagnostickych erytrocytt, 62 vzorkti pacientli, kde nebylo mozno
sérologicky urcit pfitomnost nckterych antigeni, a 28 pacientli s diskrepantnim
vysledkem pfi stanoveni RhD antigenu. Genotypizace darcovskych vzorkli umozZnila
zachyt variantnich a zeslabenych antigentl, které nebylo mozné detekovat sérologicky.
U vzorkt darcti byla zjisténa 100% shoda mezi vysledky sérologie a genotypovani. U
pacientskych vzorkli byla zjiSténa véEtSi variabilita v porovnani genotypovacich a
sérologickych technik. U vzorkid polytransfundovanych pacientt, nebylo mozné zjistit
vysledek sérologickou metodou z divodu pfitomnosti dvoji populace erytrocytd.
Naproti tomu genotypovani pfineslo pozadované vysledky. U pacientskych vzorkl
s diskrepantnim sérologickym vysledkem u RhD antigenu pfispélo pouZiti microarray
metod K ur¢eni konkrétniho typu RhD antigenu. V nékterych piipadech vSak musely byt
vzorky pro doSetfeni odeslany k sekvenaci. Microarray technologie jsou vyznamnym
pfinosem pro imunohematologické testovani, nicméné vzhledem k ¢asové a financni

naro¢nosti zatim nemohou nahradit sérologicka stanoveni v rutinnim provozu.

Klicova slova

Imunohematologie, Erytrocytovy antigen, Microarray metody, Sérologické metody,
Fenotyp, Genotyp, Genotypovani



3 Abstract

The diploma thesis deals with the erythrocyte antigens genotyping using microarray
techniques. It compares the results of microarray methods with the phenotypes obtained
by serological techniques. The aim of the theses is to evaluate the degree of identical
results (phenotype - genotype) and the applicability of microarray techniques in the
immunohematology laboratory. The testing was carried out in the National Reference
Laboratory, Institute of Hematology and Blood Transfusion, Prague, in the period
January 2014 — December 2015. Methods BLOODchip Reference and ID CORE XT™,
Progenika Biopharma S. A., were used for genotyping. Serological determination of
phenotypes was performed using Grifols and BioRad gel agglutination techniques. The
study encompassed 78 samples of healthy donors of diagnostic red blood cells, 62
patient samples with no possibility to determine the presence of certain antigens by
serological methods, and 28 patient samples with the discrepant result of RhD
determination. Genotyping of the donors” samples enabled to record variant and weak
antigens not detectable by serological methods. Donor samples displayed 100%
conformity of serological and genotyping results. Considerable variability in patients
samples was found in comparism of genotyping and serological techniques. The results
were not possible to detect predominantly in multi-transfused patient samples because
of the presence of double population of red blood cells. On the contrary, genotyping
provided requested results. Using microarray technique contributed to the determination
of the particular RhD antigen in patient samples with discrepant RhD results. However,
some samples had to be sent by the reason of the additional investigation by sequencing
method. Microarray technologies significantly contribute to the immunohematology
testing but for the time being cannot fully substitute routine serological tests by reason

of higher time and cost requirements.

Keywords

Immunohematology, Red Blood Cell Antigen, Microarray methods, Serological
methods, Fenotype, Genotype, Genotyping



4 UVOD

Sérologick¢é metody tvofi zaklad imunohematologickych vySetiovacich technik.
V soucasné dob¢ se vSak i vtomto oboru zacdinaji uplatiiovat metody zalozené¢ na
molekularni biologii. S vyvojem téchto metod stoupd i jejich dostupnost a pocty

laboratofi, které je zavadéji do svého rutinniho provozu.

Zékladem genotypu erytrocytovych antigenti jsou pfevazné jednonukleotidové
polymorfismy. Vzhledem k velkému poctu antigenti pfitomnych na povrchu erytrocyti
je tedy potieba analyzovat ptitomnost vétsiho poc¢tu polymorfismt. Microarray metody
poskytuji moznost analyzy Siroké palety polymorfismii béhem jedné reakce. Finan¢ni i
Casova naro¢nost téchto technik je imérna objemu informaci, které z nich lze ziskat.
Tyto metody jsou vhodné pro testovani genotypu erytrocytovych antigenti u darci krve i
pacientll. V piipad¢ vySetfeni pacientll byva n¢kdy obtizné az nemozné urcit pritomnost
antigend sérologickymi technikami z diivodu senzibilizace erytrocytll protilatkami ¢i

v disledku vysokého poctu podanych transfuznich ptipravki.

Pied uvedenim do praxe je nutno validovat a verifikovat nové postupy pomoci znamych
vzorkli a porovnanim vysledk. Pravé srovnavanim vysledkt sérologickych a

microarray metod se zabyva tato diplomova prace.



5 ZADANI - CiL PRACE

Prace se zabyva porovnanim fenotypu ziskaného pomoci sérologickych technik,
s genotypem z microarray metod BLOODchip Reference a ID CORE (Grifols,
Progenika Biopharma, S.A.).

Cile préace:
e Zhodnotit miru shodnych vysledka (fenotyp = genotyp)

e V piipadé neshody mezi technikami odhalit pfi¢inu a analyzovat nasledny

vySetfovaci postup

e Zhodnotit vyuzitelnost microarray technik v imunohematologické laboratoti

V neposledni fad¢é by prace méla zhodnotit, zda je mozné, aby genetické metody plné

nahradily sérologické testovani erytrocytovych antigent.



6 Teoreticka cast

Do erytrocytové membrany jsou zabudovany struktury oznaCované jako antigeny
krevnich skupin. Tyto antigeny plni v buiice rizné funkce, napt. udrzuji tvar krvinky,
maji enzymatickou aktivitu, ovlivituji adhezi atd. Aktudlné je zndmo vice nez 320

antigent, které se fadi do 33 systémd, tzv. krevnich skupin. (1, 2)
6.1 Systémy krevnich skupin

6.1.1 ABO systém (ISBT 001) a H systém (ISBT 018)

Diky ptirozenému vyskytu a jedineénym vlastnostem aglutinind anti-A a anti-B je tento
systém 2z transfuzniho hlediska nejvyznamnéjsim systémem krevnich skupin. Protilatky
proti antigeniim, které nejsou na krvinkdch dané osoby, maji velmi Casto hemolyticky
potencial a v piipad¢ inkompatibilni transfuze mohou pilisobit velmi zavazné

potransfuzni reakce. (1)

6.1.1.1 Biochemie

Antigeny jsou tvofeny terminalnimi oligosacharidy na membrané erytrocytti a dalsich
krevnich bunék. Vyskytuji se také na vétSiné epitelovych a endotelovych bunék,
Vv télnich tekutinach a sekretech. Antigeny tohoto sytému jsou nepifimymi produkty tii
zakladnich alel ABO a H genu. Tyto alely koduji glykosyltransferazy, které zodpovidaji
za syntézu antigend A a B, ev. absenci glykosylace v ptipadé fenotypu 0. (1)

Gen H umoznuje vznik H-transferdzy. Ta piipojuje fukozu ke galaktéoze v zdkladnim
oligosacharidovém fetézci a dava tak vznik prekurzorovému H fetézci nebo H antigenu.
Vlivem genu A dochazi k syntéze transferazy A, ktera katalyzuje ptipojeni N-acetyl-
galaktosaminu (GalNAc) k H antigenu. Obdobn¢ funguje i gen B, jehoz transferaza
ptipojuje k antigenu H sacharid D-galaktozu (Gal). Gen 0 koduje nefunkéni protein,
tudiZ nemad transferdzovou aktivitu a proto nedochdzi k pfipojeni Zzddného sacharidu na
H antigen. (1, 2)

Zvlastnim piipadem jsou jedinci s fenotypem Bombay. Ti maji genotyp hh, tudiz jim
zcela chybi antigen H. Sérologicky se pak projevuji jako skupina 0, av§ak v plazmé je

ptitomna navic jesté klinicky vyznamna protilatka anti-H. (2)



6.1.1.2 Podskupiny

V ABO systému muze dochazet k riznému kvalitativnimu i1 kvantitativnimu zastoupeni
jednotlivych antigeni, které se oznacuji jako podskupiny. Zdrojem rozdilii jsou mutace
a razna aktivita transferaz. NejcCastéjsi podskupiny tvoii antigeny A1 a Ax. Transferaza
Ay je u¢inngjsi (1 milion antigentl na erytrocytu) a zpracovava vice typt prekurzorovych
fetézcl (typy 2, 3, 4). Oproti tomu transferdza A zpracuje jen fetézec typu 2. Zbylé
fetézce (3 a 4) tak zastanou ve form¢ H antigenu. Na erytrocytu s fenotypem A; je tak
pouze 100000 - 400000 antigent.
nepravidelnou protilatku anti-Az. (ve 2 %

Osoby s podskupinou A, mohou tvofit
Az, v25 % A2B a ve vétSing pripadu
zeslabenych A). (1) Mezi dal$i typy podskupin patii Az, Aend, Ax, Am, Ay, Ael, Aint.

Sérologicka charakteristika téchto podskupin je shrnuta v Tabulce 1.

Reakce erytrocytl s PFitomnost

protilatkou protilatky v séru
Podskupina Anti-A | Anti-A, B Anti-A Anti-Al
A3 d.p. d.p. ne nékdy
Aend d.p d.p. ne nékdy
Ax -/w + nékdy ¢asto
Am -/w -+ ne ne
Ay - - ne ne
Ael - - nékdy ano
Tabulka 1 - Sérologicka charakteristika podskupin Az (d.p. = dvoji populace bunék; ,,w* = weak slaba
aglutinace, ,,+* = pozitivni; ,,-,, = negativni), Pfevzato: zdroj ¢. 3

Podskupiny B jsou velmi raritni. Nékteré mohou tvofit nepravidelnou protilatku anti-B
(Bx, Ber). U dalsich dvou podskupin nebyla dosud popsana tvorba protilatky (Bsz, Bm).
(1,3)

Mezi ziskané zmény patii naptiklad zeslabeni antigenu A v ptipadech pacientil s akutni
myeloidni leukémii. V nékterych ptipadech lze laboratorné detekovat tvorbu ziskaného
antigenu B. Dochazi k tomu pii stfevnich infekcich. Bakteridlni enzymy (deacetylazy)
preménuji GalNAc na galaktosamin, ktery je podobny galaktoze (antigenu B) a reaguje
s nékterymi anti-B protilatkami. (1)

6.1.1.3 Sekretorstvi

V pfitomnosti aktivniho genu FUT2 (neboli Se) dochéazi k tvorbé H, A a B antigenil
vV solubilni form¢. Tyto antigeny jsou pfitomny v sekretech gastrointestinalniho,

genitourinalniho a respira¢niho traktu, matefském mléce, potu, slzdich a amniové
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tekutiné. Osoby, které maji ve svém genu minimélné¢ jednu Se alelu, se nazyvaji
»sekretofi. V ptipadé pritomnosti dvou recesivnich alel (se/se) se jednd o ,,non-
sekretory®. (1,2)

Konecné formy antigent jsou ovlivnény produkty gent pro fukosyltransferazy, které se
podileji na vzniku prekurzorového H fetézce: H (FUT1), Secretor (FUT2), Lewis

(FUT3). Alely A a B jsou kodominantni, zatimco 0 je ve vztahu k nim recesivni. (1, 2)

6.1.1.4 Frekvence

Frekvence zastoupeni jednotlivych krevnich skupin se 1i$i dle geografie a etnického
slozeni populace. Piesné tidaje o procentudlnim zastoupeni se lisi dle pouzitych zdroji.

(1)

6.1.1.5 Molekularni genetika

ABO lokus je lokalizovan na 9. chromozomu (9q34.1-934.2). Obsahuje 7 exont o délce
18 kbp. Sedmy exon je nejdelsi a obsahuje vétsinu kodujici sekvence. V exonu 6 lezi
delece v ptipad¢ ptitomnosti alely 0. (4, 7)

Sekvence alely 0 je identicka se sekvenci A1. Jedinou vyjimkou je delece guaninu na
pozici 261, ktera zpusobi ptred¢asny vznik stop kodonu a zastaveni translace. Tento
polymorfismus nese oznaceni 01. Dalsi alelou je 01v (01-variant), ktera rovnéZ obsahuje
deleci G261 a zaroven 9 dalSich substituci, kterymi se 1isi od alely Al. (8) Tento
polymorfismus nese az 91% puvodnich obyvatel Brazilie. Dalsi variantou je alela 02,
postradajici deleci G261, jeZ se 1isi od Al dvéma rozdilnymi nukleotidy. Na pozici 176
je kdédovan misto argininu glycin (stejn€ jako u B-transferazy) a v misté 268 je naopak
misto glycinu arginin. Tato substituce je pravdépodobné zodpovédnd za nefunkcni
katalytickou aktivitu. (3, 8)

Alely A a B se od sebe lisi sedmi nukleotidovymi substitucemi. Ctyfi z nich maji za
nasledek zménu v translaci do aminokyselin (R176G, G235S, L266M, G268A). Zasadni
vyznam maji posledni dvé, které determinuji specifitu vysledné glykosyltransferazy.
(4,5,7).

Alela podskupiny A2 na rozdil od alely Al obsahuje deleci jednoho ze tii cytosini
v pozici 1059-1061 (CCC>CC). Ta zpuisobi posun stop kodonu, coz vede k prodlouzeni
genového produktu o 21 aminokyselin na C-termindlnim konci proteinu. Zaroven alela
A2 obsahuje substituci C467T, coz vede k zaméné leucinu za prolin na pozici 156. Tuto
substituci obsahuje v japonské populaci i subtyp alely Al (*A102). (3)

11



Lokus H obsahujici 3 exony o délce zhruba 5 kbp lezi na 19. chromozomu (19q13.3).
Na této pozici lezi i gen FUT2 pro Se lokus, ktery se sklada ze 2 exonti o celkové délce
zhruba 25 kbp. (6)

Table 2. Comparison of Nuclectide and Deduced Amino Acid Sequences of the ABO Alleles Identified by PCR-SSCP

Nucleotide and Amino Acid Position

nt 261 297 487 526 B41 B4 65T 669 BB 703 7T T BO3 T798-804 829 am 930 1054 1058-61
Allele  (aa} {1158} (178} (214} (218} {223) {2385) 1266) (268} 277 (29 (352}
*A101 G A c C T T Cc G G G C C G GGGGGGGE G G G c ccc
(Pro} {Arg) (Met) (Phe) {Glu) (Glyl {Leu) (Gly) (Val) (Asp} {Arg)
*A105 __ T - = = - - = = = = - - - - = = ¢t
{Leu) =)
*A106 —_ - = = = = = = = == = = - - - - T -
{Trp}
“A107 — - = - - - = = = = = = = - - - - @& -
(Gly)
*C101 - - T - - - - - - - - - ¢ - - . - = -
{Leu) (Ala)
*A108 — - - = - A= = = = = = = — .
{lle)
*A109 - - = = = -_ - - - - = - — GGGGGGGG — - - = -
-
“A110 - - T = - A = = A = = = = — I —
{Leu} {lie}
*0201 del G — — — A — — A — T — — — A = - - =
]
*R101 - 6 — 6 — — T — — A T = - — A - - = -
{Gly} {Ser} (Mat)
“8101 -G — 6 — — T — — A — A ¢ — - - A - -
(Gly) {Ser) (Met] (Ala)
*B104 - 6 — 6 — — T — — A — A C — B Y T
{Gly) (Ser) (Met) (Als) (Asn)
*B105 - G -— G G - T - - A - A C - - — A - —
(Gly) (Arg) {Ser) (Met) (Ala)
*B106 — G — G —_ — T T - A = A c - _ —_ A - —_
(Gly) (Asp) (Ser) (Met) (Alaj

Only the difference from the nucleotide and amino acid sequences of *A107 are indicated. *0207 and *B107, responsible for common ABO
phenotypes,®? are also indicated.
Abbreviations: nt, nucleotide; aa, amino acid; —, stant of frame shift due to single-base deletion or insertion.

Obr. 1 - Porovnani nukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci alel AB0 identifikovanych pomoci PCR-SSP
(Zdroj ¢. 4)

6.1.2 MNS systém (ISBT 002)

Do tohoto systému spadaji antigeny M, N, S, s, U a ptes 40 dalSich antigenti. Zdkladem
téchto antigent jsou glykoproteiny obsahujici kyselinu sialovou. Proto se oznacuji jako
sialoglykoproteiny. Glykoforiny GPA a GPB =zajistuji elektronegativni potencial a
integritu erytrocytt, jejich interakci s dalsimi buiikami, jsou receptorem pro cytokiny a
patogeny. (2) Konkrétnim piikladem patogenu je parazit, zpusobujici malarii,
Plasmodium falciparum. (10).

Glykoforiny A i B jsou transmembranové proteiny skladajici se ze 3 domén. Glykoforin
A ma extracelularni (72 AK), membranovou (23 AK) a intracelularni doménu (36 AK).
GYPB obsahuje v intracelularni doméné pouze 6 AK, v membranové 20 AK a v
extracelularni 44 AK. (3) Antigeny tohoto systému jsou exprimovany piedevsim na

erytrocytech (cca 1 milion kopii na erytrocyt v piipadé glykoforinu A a 0,2 milionu

12


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK2274/

kopii na erytrocyt u glykoforinu B). (1) Zaroven jsou vSak pfitomny i na renalnim

endotelu ¢i epitelovych bunkach. (15)

6.1.2.1 Frekvence

Frekvence fenotypu v kavkazské populaci je priblizné: M+N+ (50 %), M+N- (28 %),
M-N+ (22 %), S+s+ (44 %), S-s+ (45 %), S+s- (11 %). (3)

Nejcastéjsi vyskyt M+ (ptes 90 %) je u Inuitt, nékterych indidnskych kment, u
Australie, Nové Guinee a oblasti Pacifiku. Frekvence S+ pozitivnich osob je témér
nulova ve vychodni Asii, na Tchaj-wanu a u australskych domorodct. V ¢ernosské
populaci se objevuje fenotyp S-s- a v zavislosti na rozsahu delece GYPB také U- (popf.
U+ var). (1)

6.1.2.2 Genetika

Antigeny jsou produktem dvou part alelickych geni GYPA a GYPB lezicich na
dlouhém raménku 4. chromozomu (4q28.2-913.1). (9) Antigeny M, N jsou definovany
genem GYPA, ktery udava vznik glykoforinu A. Gen GYPA se sklada ze 7 exond o
délce vétsi nez 60 kbp. Obsahuje dvé kodominantni alely M a N, které jsou vysledkem
tii SNP (59C>T, 71G>A, 72G>T). Odpovidajici antigeny M a N se tak od sebe lisi
dvéma aminokyselinami (Ser20Leu, Gly24Glu). Alela MNS*01 pro antigen M koduje
na dvacaté pozici serin a na Ctyfiadvacaté pozici glycin. Alela MNS*02 pro antigen N
koduje na téchto pozicich leucin a glutamat. (3, 20)

Antigeny S, s jsou kodovany genem GYPB udavajicim vznik glykoforinu B. Tento gen
obsahuje 5 exont o délce vétsi nez 58 kbp. Kodominantni alely vznikaji jednim SNP
(143C>T). Antigeny S/s se lisi v jedné aminokyselin¢ (Thr48Met). Alela MNS*03, pro
antigen S, koduje na 29. pozici methionin. Referencni alela MNS*04, pro antigen s,
koduje na stejné pozici threonin. (3, 20)

Do této skupiny je fazen i1 vysokofrekvencni antigen U. Ten mize chybét (v disledku
delece genu GYPB) na erytrocytech Afroamericanti s genotypem S-s-U-. Jemu

korespondujici protilatkou je anti-U. (1)
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6.1.2.3 Sérologie

Protilatky anti-M jsou Cast&js$i, mnohdy "ptirozené" — suspektné poinfekéni, zatimco
anti-N jsou vzacnéjsi. VéEtsinou jsou téidy IgM, reaguji pii nizSich teplotach a nejsou
Klinicky vyznamné. Reaguji-li vS8ak v nepifimém antiglobulinovém testu pii 37 °C,
mohou pusobit potransfuzni reakci ¢i hemolytické onemocnéni novorozence (HON).
Protilatky reaguji silngji s erytrocyty s homozygotnim zastoupenim dané¢ho antigenu nez
s heterozygoty. (1)

Protilatky anti-S, anti-s vétSinou byvaji tfidy 1gG, optimalné reaguji pii 37 °C v
nepiimém antiglobulinovém testu. Jsou povazovany za klinicky vyznamné a maji
potencial pasobit HON ¢i potransfuzni reakce. (1,2)

Antigeny tohoto systému patii do skupiny antigenii destruovatelnych plisobenim
proteolytickych enzymu (napt. papain, bromelin, ficin). Pfi pouziti enzymu dojde
k destrukci extramembrandzni ¢asti glykoforinu, ¢imz se snizi vzajemné odpuzovani
jednotlivych krvinek. Zaroven dojde k odhaleni antigenti, lezicich v blizkosti buné¢né

membrany, které byly puvodné zakryty glykoforiny. (1)

6.1.2.4 Raritni fenotypy

Delece v oblasti genu GYPA pii soucasném zachovani funkcnosti genu GYPB je
oznacovana jako En(a-). Pokud dojde zaroven i kdeleci GYPB, nazyvame tento
genotyp MK. (1) Vlivem interakci GYPA s bilkovinou band 3 dochazi v téchto
piipadech také k deficitu tzv. HFA (high frequency antigen = vysokofrekven¢ni antigen)
Wright b (Wr). (3)

6.1.3 Systém P1Pk (ISBT 003)
Do tohoto systému jsou od roku 2012 fazeny tii antigeny: P1, Pk a P1PK4. (1)

Antigeny jsou strukturné¢ podobné antigenim ABO systému, u kterého zalezi na
plsobeni alelickych transferdz a nésledném ptipojeni monosacharidii k prekurzorovym
fetézcim. (2) V kavkazské populaci ma antigen P1 frekvenci 80 %, vyssi je u Africant,
niz8i naopak u Asiati. (1)

Syntéza antigeni tohoto systétmu je podminéna pfitomnosti enzymu a-1,4
Galaktosyltransferaza, ktera je podminéna genem A4GALT. (12) Tento gen lezi na 22.
chromozomu v oblasti (22q11.3-22913.2), obsahuje 4 exony, pficemZz pro tento
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antigenni systém je zasadni 3. a posledni exon. (11) Transferaza pfipojuje galaktozu na
laktosylkeramid, &imZ vznikd antigen PX. Pokud dojde k piipojeni galaktézy na
paraglobosid, vznikne antigen P1. (12) Referen¢ni alela AAGALT*P1.01 kéduje fenotyp
P1+PX+ (P1). Pro fenotyp P2 neboli P1-Pk+ je nutna p¥itomnost alel A4GALT*P2.01
nebo A4GALT*P2.02. Ob¢ obsahuji nukleotidovou zménu na pozici 42 (42C>T)
V oblasti exonu 2a. Vysledny transkript téchto alel (GU902278) determinuje vysledny

fenotyp P1 nebo P2 tim, Ze otevira ¢teci ramec, ktery zahrnuje i exony 1 a 2a. (11, 12)

Protilatky jsou aktivni pfi nizkych teplotach, vétSinou tfidy IgM a klinicky nevyznamné
(raritné jsou pfi¢inou mirné pozdni potransfuzni reakce, nezpusobuji HON). (1)
Vyznamna je autoprotilatka anti-P1 tfidy 1gG, ¢asto nazyvana jako Donath-
Landsteineritv hemolyzin, kterd muize byt pfi¢inou tézké hemolyzy u pacientll s

autoimunitni hemolytickou anémii (u paroxysmalni chladové hemoglobinurie). (2)

6.1.4 Rh systém (ISBT 004)

V roce 1940 provedli 1ékafi Landsteiner a Wiener experiment imunizace kralikii pomoci
krvinek opice Macacus Rhesus. V séru kralika pak byla detekovana protilatka, reagujici
s vétsinou opicich i lidskych erytrocyti. Tato protilatka dostala nazev anti-Rhesus.
Odtud tedy pochazi nazev ,,Rh“. (1, 2) S postupem ¢asu a vyvojem imunohematologie
se tento systém stal jednim z nejpolymorfnéjSich systému krevnich skupin a v soucasné
dobé do n€ho fadime ptes 50 antigent. Pivodni oznaceni jedincti Rh pozitivni/negativni
dnes odpovida oznaCeni ptitomnosti antigenu D, tudiz uzivame pojmy RhD
pozitivni/negativni. (1)

Nekteré Rh proteiny plni funkci transmembranovych pifenasect. Proteiny RhCcEe a
RhD zajistuji prenos CO2, zatimco Rh glykoproteiny transportuji amonné ionty. (22)
Molekularnim podkladem jsou dva geny se dvéma genovymi produkty, které jsou
soucasti membranového Rh komplexu. Nejvyznamnéjsimi antigeny tohoto systému jsou
C,c,D,E e (2)

Exprese Rh proteinli je podminéna pfitomnosti proteinu RhAG (Rh asociovany
glykoprotein), ktery obsahuje 40 % sekvenc¢ni homologie s Rh proteiny. Dohromady
pak tvofi tetramericky komplex na membrané erytrocytu. Spole¢né¢ s RHD a RHCE
tvoii Rh proteinovou rodinu.(16) Vysledny Rh komplex je tvotfen antigeny z rodiny Rh

proteinti a dal$imi Rh souvisejicimi proteiny. Tato skupina zahrnuje proteiny LW, 1AP,
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GPB, Duffy glykoprotein, bilkovinu pasu 3. LW glykoprotein neboli adhezivni
molekula ICAM4 (intracellular adhesion molecules) slouzi jako ligand pro integrin
LFA-1 (lymphocyte-function-associated antigen-1). (14) Integrin asociovany protein
(IAP) oznacovany jako CD47 je ¢lenem imunoglobulinové rodiny a funguje jako
marker pro makrofagy. Generuje negativni signal zabranujici fagocytdze erytrocytu.
Dalsim proteinem je glykoforin B (GPB) nesouci antigeny S, s, U. U 60-70 % Rhnun
erytrocytl je redukovana exprese GPB, pfedev§im antigenu U. Duffy glykoprotein ma
souvislost pouze &asteénou. V piipadé Rhnm chybi jen antigen Fy5. Céste¢nou
souvislost ma i bilkovina pasu 3 (Band3) neboli anion exchanger (AE1) nesouci
antigeny systému Diego. (3)

Popisovani Rh antigent se fidi nékolika pravidly. Zakladnim je numerickd ISBT
Klasifikace. Dal$i moznosti je tzv. Fischerv tfigenovy systém popisujici téi pary alel a
tedy 8 moznych haplotypt (DCe, dce, DcE, Dce, dcE, dCe, DCE, dCE). Posledni

variantou je Wienerav ,,faktorovy* systém, popsany v Tabulce 2. (1)

Geny Antigeny Haplotyp (Wieneriv systém)
RHD, RHCe D,C,e R1
RHce ce R
RHD, RHcE D,c E Rz
RHD, RHce D,c,e Ro
RHCe Ce r
RHCE C,E re
RHD, RHCE D,CE R:
RHCE C,E rY

Tabulka 2 - Komplexy Rh gent s korespondujicimi antigeny a Wienerovym faktorovym systémem (pi‘evzato:
zdroj ¢.2)

6.1.4.1 Genetika

Rh proteiny jsou kdodovany dvéma opozitn€ orientovanymi geny RHD a RHCE lezicimi
v oblasti 1p36.13-p34.3. (3) Oba tedy lezi na prvnim chromozomu, kazdy obsahuje 10
exonll a jsou od sebe oddéleny genem SMP1. RhD a RhCcEe proteiny prochazi
dvandactkrat buné¢nou membréanou a vytvareji 6 extracelularnich domén. Vzajemné se
od sebe 1isi v 31-35 aminokyselinach.(2)

Oba geny se mohou navzajem ovlivnit. Pokud jsou oba geny na stejném chromozomu a
jeden ovlivni zvySeni €1 snizeni mnozstvi antigenu kodovaného druhym genem, jedna se

o ,.cis efekt”. Paklize kazdy z téchto gent lezi na jiném homolognim chromozomu,
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mluvime o ,trans efektu®. Typickym ptikladem je zeslabeni antigenu D, pokud se
nachazi alela C v trans pozici k alele D (Dce/dCe). (2)
Piibuzny gen RHAG lezi v oblasti 6p11-21 a stejné jako oba pfedchozi obsahuje 10

exonu. (14)
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Obr. 2 - Model topologie proteini RhAG, RhCE a RhD (Zdroj ¢. 14)
6.1.4.2 RhD

Antigen D je charakterizovan souborem epitopii na povrchu extramembrandzni Casti
RhD proteinu. Pfi¢inou fenotypu RhD negativni je delece RHD genu. To plati pro
vétSinu osob kavkazské populace. V dalSich populacich (africkd, asijska) byva gen
pfitomen, ale obsahuje alterace, které znemoznuji expresi vysledného antigenu. (1)
Pravé absence celého proteinu je pficinou silné imunogenicity. Imunitni systém RhD
negativnich osob tak dobife rozpoznavd RhD pozitivni erytrocyty, jez maji navic cely
protein. AZ 80 % RhD negativnich osob vytvaii po kontaktu s D pozitivnimi erytrocyty
protilatky anti-D. (1)

Za stavu normalni exprese se na jednom erytrocytu nachdzi 10 000 - 30 000 antigeni
RhD. Pocet je zavisly na homo/heterozygocii pro tento antigen a na dalSim
feno/genotypovém usporadani, piedev§im na pozici genu pro antigen C. (1)

Frekvence RhD+ fenotypl se mezi populacemi lisi. V kavkazské populaci ma tento
fenotyp 82-88 % populace, v cernosské populaci je to cca 95 %, v oblasti Pacifiku, ve

vychodni Asii a u nékterych indianskych kmeni je frekvence téméi 100 %. (1)
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6.1.4.3 Atypické formy RhD

Sérologickymi technikami je mozné zachytit atypické formy D antigenu. Jednu skupinu
tvofi variantni (ev. parcialni) RhD zptsobené bodovou mutaci ¢i genovou piestavbou
vedouci ke ztraté jednoho ¢i vice epitopt. Jde tedy o kvalitativni zménu. Osoby, jejichz
erytrocyty maji tento fenotyp, mohou tvofit protilatky alo-anti-D proti epitopiim, které
jim samotnym chybé&ji. (1, 14) Dalsi formou je slaby antigen D (D weak) vyznacujici se
snizenym poctem antigenli na erytrocytu. Jednd se tedy o kvantitativni, nikoli
kvalitativni zménu. Proto osoby s fenotypem D weak vétSinou nemaji tendenci vytvaret
protilatky anti-D. (1)

DEL (Del) je oznaceni pro extrémni zeslabeni antigenu D natolik, Ze je sérologickymi
technikami nedetekovatelny. Je mozné jej prokézat pouze elu¢nimi studiemi nebo
pomoci DNA diagnostiky. Gen DEL byva v cis pozici s alelou RHCE*Ce. Vyskytuje se
predev§im ve vychodni Asii (Japonsko, Cina). (1)

Nejcastéjsi D weak v evropské a kavkazské populaci tvoii typy 1, 2, 3, 4.0/4.1. Jejich
molekularni podstata je popsana v tabulce ¢. 3. U téchto typi nebyly zaznamenany
ptipady aloimunizace. Vyjimky tvoii D weak typ 15, typ 7 a typ 4.2 (DAR), u kterych
byla popsana mnoznost tvorby anti-D protilatek. (3)

Nejcastéjsi a klinicky nejvyznamnéjsi je varianta DV'!, u které byly popsiny t&7ké
hemolytické potransfuzni reakce i HON. Charakteristika zakladnich variantnich D

fenotypt je popsana v tabulce ¢. 4. Sila exprese D variant je velmi rozdilna. Od témé&f

normalnich po¢tt kopii (napt. DNB, D'') aZ po vyraznou redukci (napt. DV'Pel), (3)

Nazev ‘ Nukleotidova zména ‘ Proteinova sekvence Exon RHCE
D weak typ 1 809T>G RHD Val270Gly 6 Ce
D weak typ 2 1154G>C RHD Gly385Ala 9 cE
D weak typ 3 8C>G RHD Ser3Cys 1 Ce
D weak typ 5 446C>A RHD Alal49Asp 3 cE
D weak typ 15 845G>A RHD Gly282Asp 6 cE

Tabulka 3 - Nejcéastéjsi typy slabého RhD: Nukleotidové zmény, proteinové sekvence, poloha v exonu,
asociovany haplotyp RHCE (pievzato: zdroj ¢. 3)
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Nukleotidova zména

Proteinova sekvence

DIl 1061C>A Ala354Asp 7
D IVa (RH30+) 186G>T Leu62Phe 2,3,7
410C>T Alal36Val
455A>C Asnl152Thr
1048G>C Asp350His
D VI typ | (BARC-) 505A>C Met169Leu 4,5 cE
509T>G Met170Arg
514A>T Ile172Phe
544T>A Serl82Thr
577G>A Glu193Lys
594A>T Lys198Asn
602C>G Thr201Arg
667T>G Phe223Val
697G>C Glu233GIn
712G>A Val238Met
733G>C Val254Leu
T44C>T silent
787G>A Gly263Arg
800A>T Lys267Met
D VI typ Il (BARC+) | 505A>C Met169Leu 4,56 Ce
509T>G Met170Arg
514A>T Ile172Phe
544T>A Serl82Thr
577G>A Glul93Lys
594A>T Lys198Asn
602C>G Thr201Arg
667T>G Phe223Val
697G>C Glu233GIn
712G>A Val238Met
733G>C Val254Leu
744C>T silent
787G>A Gly263Arg
800A>T Lys267Met
916G>A Val306lle
932A>G Tyr311Cys
D VII (RH:40) 329T>C Leu110Pro 2
DFR1 505A>C Met169Leu Met170Arg 4
509T>G lle172Phe
514A>T
DCs1 667G>T Phe223Val 5
676G>C Ala226Pro
DHMi 848C>T Thr283lle 6
DNB 1063G>A Gly355Ser 7
DAR3.1 602C>G Thr201Arg 4,5,6
(weak partial D 4.0) 667T>G Phe223Val
819G>A silent
DAR4 48G>C Trpl6Cys 1,4,5,6
(weak D 4.1) 602C>G Thr201Arg
667T>G Phe223Val
819G>A silent

Tabulka 4 - Nejc¢astéjsi typy variantniho RhD: Nukleotidové zmény, proteinové sekvence, poloha v exonu,

asociovany haplotyp RHCE (prevzato: zdroj €. 3)
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6.1.4.4 RHCE

Antigeny C/c a E/e jsou kodovany genem RHCE. Rozdil mezi antigeny C a ¢ spociva
v Sesti SNP a nasledném polymorfismu 4 AK, znichz extramembrandzni je pouze
Ser103Pro. Polymorfismus antigenti E a e spociva v jediné substituci pusobici na jednu
AK zménu (Pro226Ala). (1)

Referen¢ni alela RHCE*01 (neboli RHCE*ce) pro haplotyp ,.ce“ obsahuje tzv.
referen¢ni nukleotidy 307C a 676G v exonech 2 a 5. Tato sestava nukleotidi koduje
v pozici 103 prolin a v misté¢ 226 alanin. Dalsi alelou je RHCE*02 (neboli RHCE*Ce)
se zménou nukleotidd oproti referencni alele: 48G>C, 178C>A, 203A>G, 307C>T
s aminokyselinovymi zménami Trp16Cys, Leu60lle, Asn68Ser, Pro103Ser. Pro fenotyp
,»CE* je nutna piitomnost alely RHCE*03 (RHCE*CE) se SNP 676G>C v exonu 5, jehoz
vysledkem je zdména AK v pozici 226 (Ala226Pro). Posledni mozZnosti je kombinace
»CE“ salelou RHCE*04 (RHCE*CE) spolymorfismy vexonech 1, 2, 5
(48G>C,150C>T, 178C>A, 201A>G, 203A>G, 307C>T, 676G>C). (3) Zakladni
ptehled je shrnut v Tabulce 5. (17)

Fenotyp ‘ Alela ‘ SNP ‘ AK zména
ce RHCE*01 307C 103Pro
676G 226Ala
Ce RHCE*02 48G>C, Trpl6Cys
178C>A Leu60lle
203A>G Asn68Ser
307C>T Pro103Ser
cE RHCE*03 676G>C Ala226Pro
CE RHCE*04 48G>C Trpl6Cys
150C>T Leu60lle
178C>A Asn68Ser
201A>G Pro103Ser
203A>G Ala226Pro
307C>T
676G>C

Tabulka 5 - Polymorfismy a AK substituce u zakladnich alel RHCE genu. (pfevzato: zdroj ¢. 17)
6.1.4.5 Atypické formy Rh fenotypl

Forma D-- se vyznacuje absenci vSech RhCcEe proteinli. Jejim podkladem je
homozygocie pro abnormalni Rh haplotypy, u kterych doslo k mutacim nebo
prestavbam v RHCE genu. Absence RhCcEe antigenti miize byt pfi¢inou vyrazného
zesileni exprese RhD antigenu. (19)

Typickym ptikladem je fenotyp Rhnui. Daniels popisuje dva zakladni druhy tohoto

fenotypu: amorfni a regulatorovy. Amorfni typ ma sviyj podklad v mutaci RHCE genu,
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ktera zabranuje transkripci a translaci vyslednych proteinii. U regulatorového typu je na
viné mutace v genu RHAG, kterd znemoziuje expresi RhAG proteinu. Nékteré mutace
v genu RHAG vedou k nizké trovni exprese Rh antigent (fenotyp Rhmod). Tyto

antigeny lze prokazat jen nejcitlivéj$imi technikami. (3, 19)

6.1.4.6 Dalsi Rh antigeny

Antigeny C" a C* jsou vysledkem nukleotidovych zmén v prvnim exonu genu RHCE,
nejcastéji v kombinaci s alelou RHCE*Ce. Antigen C" (RH:8) byl poprvé popsan v roce
1946 a své jméno ziskal diky casté asociaci s antigenem C. ,,W* je podle piijmeni
pacienta (Willis), na jehoZ erytrocytech byl tento antigen popsan. Pro oznaceni antigenu
C* (RH:9) byl pouzito nasledujici pismeno vabeced¢ po ,W* (17)
V kavkazské populaci se C" vyskytuje s frekvenci okolo 2%, zatimco C* je mnohem
raritngjs$i (cca 0,1%). V severni a stiedni Evropé€, predevsim ve Finsku, je incidence
vyssi. Genetickym podkladem pro antigen C" je SNP 122A>G a nasledna zména AK na
pozici 41 (GIn41Arg). Pro antigen C* je podkladem SNP 106G>A s aminokyselinovou
zménou Ala36Thr. (18) Tyto zmény aminokyselin zpisobuji konformaéni alterace
vysledného proteinu, jejichz vysledkem mohou byt kvalitativni 1 kvantitativni
abnormality antigenu C. Nejc¢astéji se oba antigeny vyskytuji v pfitomnosti komplexu
DCe, ale byly popsany i ptfipady kombinaci dCe, dCE a DCE. Velmi raritni je
kombinace CY“+C-c+. Protilatka anti-C" ma potencial zpusobovat HON i HTR.
Protilatka anti-C* je mnohem vzacnéjsi, ojedinéle byly popsany piipady mirnych HON.

(3)
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Obr. 3 - Rh protein - lokalizace C% a C* asociovanych polymorfismii (Zdroj ¢. 18)
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Dal§im ptikladem atypické formy RHCE je antigen VS (e°, RH:20). Jeho zastoupeni je
Vv evropské populaci raritni, zatimco v populaci Cernosské se vyskytuje az ve 40 %.
Genetickym podkladem je polymorfismus v patém exonu genu RHCE 733C>G
s naslednou aminokyselinovou zménou Leu245Val. (16) Nasledkem je konformacni
zména proteinu, asociovana se zeslabenim antigenu e (znacen jako €%). Antigen VS je
produkovan haplotypy Dce®, dce® a d(C)ce®. V prvnich dvou piipadech byla
identifikovana pouze jedna (vySe popsand) mutace. Zaroven se zde vyskytuje kromé
antigenu VS také antigen V (RH:10). Haplotyp d(C)ce® neboli r’S obsahuje hybridni gen
RHD-CE-DS. Ten se sklada z exonti 1, 2, 3 (&asti), 9, 10 genu RHD a exont 4-7 genu
RHCE. Tento gen pak koduje nasledujici aminokyselinové substituce: Leu62Phe (exon
2), Alal37Val (exon 3), Leu245Val (exon 5) a Gly336Cys (exon 7). Pfitomnost serinu
na pozici 103 ve druhém exonu je pravdépodobné zodpovédna za expresi antigenu C a
jeho zeslabeni je ovlivnéno tryptofanem na pozici 16. Haplotyp d(C)ce® v kombinaci
s haplotypem DcE ma za nasledek zeslabeni antigenu D. Pfi¢inou je vzajemna trans
pozice antigenl D a C. Protilatky anti-VS a anti-V nejsou klinicky zavazné a vétSinou

jsou detekovatelné antiglobulinovymi testy. (3)

6.1.4.7 Diagnostika

Pro detekci zakladnich antigent (C, ¢, D, E, e) jsou v sérologii uzivany predev§im
pfislusné piimo aglutinujici IgM protilatky. Pro zachyceni slabych forem RhD jsou
vhodné anti-D IgG protilatky reagujici v antiglobulinovém testu. K urceni variantnich D
antigenl jsou uzivany panely monoklondlnich protildtek zaméfenych na rizné epitopy
(anti-epitopova specificita). (1)

V soucasné dobé¢ se v diagnostice Rh systému stéle vice uplatiiuji genotypovaci metody.
Jsou zasadni pfedevSim pro potvrzeni typt slabych D (D weak), jejichz nositel¢é mohou
dostavat D pozitivni transfuzni pfipravky a t€éhotnym Zenam nemusi byt podan anti-D
imunoglobulin (profylaxe). Dalsi moznosti je pfesné urCeni D variantnich antigend.
Osoby s D variantou by mély dostavat pouze D negativni transfuzni pfipravky, aby
nedoslo k jejich imunizaci. Transfuzni piipravky odebrané osobam s D variantou musi

byt oznaceny jako ,,D pozitivni®. (1)
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6.1.4.8 Protilatky

Rh protilatky spadaji do skupiny klinicky vyznamnych protilatek. VétSinou se tvoii po
imunizaci (transfuzi, t€hotenstvim). Pfevazné jsou tfidy IgG a reaguji pii 37°C
V nepiimém antiglobulinovém testu. Ve vétsiné piipadu jde o aloprotilatky (alo-anti-D, -
C). (2) Rh struktury vsak také byvaji teréem tepelnych autoprotilatek u AIHA
(autoimunni hemolyticka anémie), typicky auto-anti-e, -Ce. (1) Neaktivuji komplement,
ale maji potencial pusobit hemolytické potransfuzni reakce a HON. (2) Schopnost

detekovat Rh antigeny je vySsi u enzymoveé opracovanych erytrocyti. (1)

6.1.5 Lutheran systém (ISBT 005)

Do tohoto systému je aktualn€ fazeno 19 antigend a vSechny jsou lokalizovany na dvou
glykoproteinech (CD239). Tyto glykoproteiny jsou rozdilnymi transkripty jednoho genu
(gen LU) a maji imunoglobulinovou strukturu. Zaroven patii mezi receptory a adhezivni

molekuly (ligandy pro laminin). (1, 16)

Antigeny jsou po narozeni slabé vyvinuté a s vékem zesiluji. Uplatiiuji se v adhezi,
migraci, diferenciaci a proliferaci bun¢k, pii uvoliiovani zralych erytrocytt do periferni
krve. Glykoprotein Lu ma vys$$i expresi na malignich bunkach. Frekvence Lu* ma v
kavkazské a africké populaci zastoupeni okolo 5-8 % (v ostatnich populacich je raritni).
Antigen Lu® se naopak fadi mezi HFA ve viech populacich. (1) Raritné se vyskytuje
tzv. nulovy fenotyp (Lutheran null). Ten byva zplsoben tfemi typy genetickych

mechanismu:

e homozygocii pro nefunk¢ni LU gen,
e heterozygocii pro geneticky nezavisly dominantni regulatorovy gen (In/Lu/),

e hemizygozitou pro X-vazany regulatorovy gen XS2. (16)

Genetickym podkladem pro vznik téchto antigenti je SNP A274G. Pfi vzniku antigenu

Lu? je na pozici 77 kédovan histidin, zatimco u Lu® lezi na této pozici arginin. (20)

Klinicky vyznam protilatek anti-Lu neni pfili§ velky. Mohou zplsobit mirné pozdni
potransfuzni reakce, ale nejsou spojovany s HON kvili slabé expresi na fetalnich

krvinkach. Vétsinou jsou tfidy IgM a 1épe reaguji pii nizsich teplotach.(1,2)
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6.1.6 Kell systém (ISBT 006)

Tento systém je tvoien vice nez 30 glykoproteinovymi antigeny (CD238), které se od
sebe 1isi strukturou proteinu. Svij nazev ziskal podle prvni popsané kazuistiky —

pacientovo piijmeni bylo Kelleher. (1)

Kell glykoproteiny se uplatiiuji pii aktivaci peptidi a vazokonstrikci. Patii do skupiny
M13, ktera zahrnuje zinek-dependentni metaloproteinazy. (23) Glykoproteiny Kell maji
funkci  endothelin-3-konvertujiciho enzymu, jehoz plsobenim vznikd aktivni
endothelin-3. Ten pusobi jako silny cévni konstriktor. (12) Antigeny tohoto systému
jsou exprimovany pievazné¢ na erytrocytech a Sertoliho bunkach, v men$i mife na
bunkach lymfoidnich organt, kardidlniho i pficné pruhovaného svalstva, sleziny c¢i
apendixu. (24). Kell protein obsahuje 732 AK a je v péti oblastech glykosylovan. Je
spojen disulfidickou vazbou s Kx proteinem, jenz je produktem X-vazaného genu XK.
Kx je transmembranovy protein (membranu protina celkem 10 krat) a slouzi jako ko-
transportér neurotransmiter a Na+ a Cl- iontt. (1) Pokud tento protein (v dasledku
mutace ¢i delece genu XK) chybi, jsou vSechny antigeny Kell vyrazné zeslabené.
Imunizované osoby pak mohou vytvaret protilatky anti-Kx a anti-Km. Tento fenotyp je
oznacovan jako McLeodlv syndrom. Byva pozorovan u akantocytézy a svalovych ¢i
neurologickych nemoci. (2) Delece ¢asti chromozomu X, ktera obsahuje gen KX, mize
rovnéz zahrnovat i gen, zodpovédny za vznik X-vazané chronické granulomatozy
(CGD). Hledani kompatibilni transfuze je v téchto ptipadech téméf nemozné. U chlapct
S CGD a syndromem McLeod je doporuceno nepodavat transfuzni ptipravky. (16)
Dalsim typem mutace je Knun fenotyp, ktery se vyznacuje chybénim vSech

glykoproteint Kell systému. Je zpisoben mutaci inaktivujici KEL gen. (3)
Nejvyznamnéjsi alelické pary tvofi:

e K (KEL1 neboli Kell; asi 9 % populace) a k (KEL2 neboli Cellano; pies 99 %
populace)

o Kpa (KELS3 neboli Penny) a Kpb (KEL4 neboli Rautenberg)

o Jsa (KEL6 neboli Sutter) a Jsb (KEL7 neboli Matthews)
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6.1.6.1 Genetika

KEL gen se nachéazi na 7. chromozomu (7q33), obsahuje 19 exonll o délce vice nez 21
kbp. Tento gen je vysoce polymorfni. Antigeny K/k se 1isi jednou substituci SNP
(578C>T), a tudiz zménou jedné aminokyseliny (Thrl93Met). Alela KEL*01.01
(fenotyp Kell) kéduje na pozici 193 methionin, zatimco pro referencni alelu KEL*02
(fenotyp cellano) je zde threonin. Vysoka imunogenicita antigenu Kell je pfipisovana
chybéjicimu glykosylacnimu fetézci. Polymorfismus v podobé¢ zmény AK na pozici 193
totiz méni sekvenci oblasti glykosylaéni vazby. Dal§i polymorfismy zahrnuji Kp°/Kp?
SNP (841C>T) zptisobujici zménu AK na pozici 281 (Arg281Trp), Js®/Js® SNP
(1790T>C) se zménou AK na misté 597 (Leu597Pro). Pro vysokofrekvenéni antigen
KpP to znamena cytosin na pozici 841 a pro vysokofrekvenéni Js® thymin na pozici
1790. (3, 16, 20)

Vzacné se vyskytuje nulovy fenotyp Ko, u kterého chybi vSechny antigeny systému
Kell. Osoby s timto fenotypem mohou po imunizaci vytvaiet protilatku anti-K(u), ktera
reaguje se vSemi antigeny Kell systému (krom¢ fenotypu Ko). Byl popsan i fenotyp
Kmod, pro néjz je typicka velmi slaba exprese antigenti Kell systému. Dalsi zeslabeni,
ovSem tykajici se pouze antigenu Kell, se objevuje u Kell weak fenotypu. Jeho alela
KEL*01.02 obsahuje substituci nukleotidu ¢.577T>A, coZ ma za nésledek AK zménu
Thr193Ser. (17) Sérologickymi technikami je mozné zachytit zeslabeni Kell antigenu
také v pfipadé soufasné pozitivity antigenu Kp? Divodem je pravdépodobné
konformac¢ni zména glykoproteinu zpiisobena substituci Arg>Trp. U 0sob s genotypem
K+k+Kp(at,b+) byva Casté zeslabeni antigenu k. Pfi¢inou je vazba k-Kp? lezici na

jedné alele a zaroven K-KpP na druhé alele. (25)

6.1.6.2 Sérologie

Antigeny systému Kell jsou po antigenu D nejsiln€jsimi imunogeny. Mohou byt
inaktivovany nékterymi chemikaliemi jako na priklad dithiothreitol nebo 2-
aminoethylisothiouranium bromid, které reduku;ji disulfidické vazby. (16)

Protilatky jsou klinicky vyznamné s potencialem pisobit t€zké potransfuzni reakce a
HON (protilatka anti-Kell plisobi imunitni destrukci erytroidnich progenitori). Tyto
protilatky jsou pfedevsim tiidy IgG a vznikaji nasledkem imunizace, ale byly popsany i

ptipady "pfirozenych" poinfekénich protilatek. Radi se do skupiny tzv. tepelnych
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protilatek a dobfe reaguji v nepifimém antiglobulinovém testu. Vzhledem k vysoké
Imunogenicité je doporucovana transfuzni kompatibilita u divek a zen ve fertilnim véku.
(1,2) Podle doporuceni Spolecnosti pro transfuzni Iékaistvi (STL) musi byt vSechny
transfuzi piipravky krve v CR otypovany na Kell antigen. (52)

6.1.7 Lewis systém (ISBT 007)

Dva hlavni antigeny tohoto systému Le? a Le® nejsou alelické (jako vétsina ostatnich
antigentl) a jejich vznik je podobny vzniku antigeni u ABO systému. Jejich syntéza
probiha v plazm¢, sekretech a endodermalnich tkanich. Lewis substance z plazmy
adheruje na erytrocyty a vytvaii tak Lewis antigeny (ty chybéji na erytrocytech
novorozencl Z divodu nefunkénich transferdz). Sila antigenu se mize ménit v
t¢hotenstvi ¢i v souvislosti s onemocnénimi zazivaciho traktu (napi. infekce
Helicobacter pylori). Antigeny Lewis systému funguji jako bunééné ligandy pro E-
selektiny. (1, 2)

Produktem genu Le FUT3 (19p13.3) je fukosyltransferaza. Ta méni fetézec H-
prekurzoru typu 1 (za vzniku Le?) a/nebo H fetdzec typu 1 (za vzniku Le®). Koneény

fenotyp zavisi i na u¢innosti genu Se (FUT2). (1)

Pro fenotyp Le@ ) je zasadni piitomnost alely Le (gen FUT3) a zaroveii inaktivita
FUT2 (se/se), tedy ABH nonsekretor. U fenotypu Le@ ") je to opét alela Le a zaroven
aktivita genu FUT2 (ABH sekretor), ktery pieménuje H-prekurzor na H-tfetézec. Tyto
dva fenotypy Le@"™) a Le@P) jsou ve vétsing populaci nejfrekventovangjsi. V
pfitomnosti homozygocie alely ,le vznika fenotyp Le® ). Varianta Le@*®) je v
kavkazské a africké populaci raritni. Zakladem je slaba exprese FUT2 genu, jejimz
vysledkem je fakt, Ze ne vSechen H-prekurzor bude pfeménén na H-fetézec. Nezménény

H-prekurzor ta miize byt vyuzit pro syntézu antigenu LeP. (1)

Protilatky se tadi mezi tzv. chladové, které reaguji pii nizsich teplotdch. Nejsou
povaZzovany za klinicky vyznamné, avSak byly popsany i raritni ptipady protilatek
reagujicich pii 37 °C v antiglobulinovém testu a/nebo aktivujici komplement, které by

mohly byt pfi¢inou potransfuzni reakce (spiSe u anti-Le?). (1, 2)
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6.1.8 Duffy systém (ISBT 008)

Prvni protilatka byla detekovana v séru polytransfudovaného hemofilika (pan Duffy)
v roce 1950. (1) Antigeny tohoto systému exprimuje mnoho druhti bunék v lidském téle
(ledvinny epitel, bunky sleziny, kostni diené¢ a fetalni jaterni bunky. (26) Duffy
glykoprotein (CD234) byva c¢asto oznaCovan nazvem DARC (Duffy-Antigen
Chemokine Receptor), ktery poukazuje na jeho hlavni funkci. SlouZi totiz jako receptor
pro chemokiny, napiiklad IL-8 (inteleukin 8). Zaroven usnadfuje prunik nékterych
puvodct malarie do erytrocytu (napi. Plasmodium vivax). Plasmodium se navaze na N-
terminalni extracelularni doménu Duffy glykoproteinu prosttednictvim DBP (Duffy
binding protein, Duffy-vazici protein) a poté vstoupi do buiky erytrocytu. (21) V

@b jenz zajidt'uje rezistenci erytrocyti

malarickych oblastech je tak rozsifen fenotyp Fy
k malarické infekci a slouZi tak jako pfirozeny obranny mechanismus. (1) Tento Fynun
fenotyp je zpusoben homozygocii pro nulovou alelu mutaci v GATA-1 vazané oblasti
promotoru Duffy genu. Mutace zabranuje navazani erytrocyt-specifického GATA-1
transkripéniho faktoru. Vysledkem je potlaceni exprese Duffy antigend na erytroidni
tkani, zatimco exprese na ostatnich bunkach zlstavad zachovana. To je divod, proc¢
jedinci s timto fenotypem nevytvaieji aloprotilatky anti-Fy (anti-Fy® ti, ktefi maji mutaci
GATA na FY*B, anti-Fy? ti, ktefi maji mutaci na FY*A). (16)

6.1.8.1 Genetika

Duffy lokus je lokalizovan na 1. chromozomu (1g23.2). Gen DARC obsahuje 2 exony o
délce presahujici 1,5 kbp. O vysledné podobé antigenu rozhoduje SNP ve 125. pozici
(125A>G) a nasledné vznikla AK s potadovym cCislem 42 (Asp42Gly). (20) Referencéni
alela FY*02 kéduje antigen FyP. Slaby typ Fy? (Fy? "¢) je kodovan alelami FY*01W.01
a FY*01W.02. Prvni z nich je zplisobena substituci 256C>T a naslednou zménou AK
(Arg89Cys). Druha obsahuje stejnou substituci a zarovenl substituci 298G>A,
zpusobujici zaménu AK na pozici 100 (Alal00Thr). Casté&jsi zeslabeni antigenu je
pozorovano u Fy°. Zde byly popsany 4 mozné alely. Prvni dvé jsou specifikovany jako
Fy*. Alela FY*02W.01 ma geneticky podklad zmén shodny s alelou FY*01W.02. Dalsi
moznost Fy* obsahuje kromé jiz zminénych substituci 265C>T a 298G>A jeste 145G>T
(Ala49Ser). Posledni dvé alely pro Fy®™ maji sviij podklad v substitucich 266G>A a
901C>T. (3, 17) Fy* je vici Fy* v kodominantnim postaveni, zatimco vici Fy® je

recesivni. Z toho vyplyvaji i sérologické reakce pfi typovani antigentl. (3)
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Mutace v oblasti GATA boxu je zpuisobena substituci thyminu za cytosin v pozici -46 (-
46T>C). Jejim nasledkem je nemoznost navazani GATA-1 erytroidniho transkripniho
faktoru. Tato mutace je zodpovédna za vétsinu Fy@®) fenotypi v ¢ernosské populaci,
ale také u nékterych ¢eskych Romu &i Zidt Askenazi. Existuji vSak i dal$i typy mutaci,
které zpusobuji nulovy fenotyp. Antigeny systému Duffy a jejich frekvence vyskytu
v kavkazské populaci: Fy@* 2" 49 %; Fy@*>) 17 9; Fy@ b 34 04,

6.1.8.2 Sérologie

V laboratornich testech dochazi k destrukci Fy antigent pii pouziti enzymi. Znamy je i
efekt davky u homozygotnich typu. V pifipadé¢ kombinace genotypu Fy?/Fy* jsou
pozorovany slabsi aZ negativni reakce s nékterymi anti-Fy® séry. (3)

Protilatky maji charakter IgG, reaguji v NAT pii 37 °C, byvaji smési aloprotilatek a
mohou aktivovat komplement. Byvaji mdalo casté, avSak maji potencial pulsobit

potransfuzni reakce, ojedinéle i HON. (1,2)

6.1.9 Kidd systém (ISBT 009)

Prvni protilatka anti-Jk* byla detekovana v séru Ameri¢anky (pani Kidd). Nosi¢em
antigent je glykoprotein 0 velikosti 389 AK. Jeho funkci je membranovy transport urey.
(1) Antigeny Kidd systému jsou jednim ze dvou typu lidskych membranovych
transportérd urey a jsou oznacovany jako UT-B (urea transporter B). Zasadni funkci ma
UT-B v ledvinovych sbérnych kanalcich, kde udrzuje koncentraci urey mezi jejich
lumen a intersticiem. Aktivné vychytava ureu do bunék proti koncentra¢nimu gradientu
a tim zabranuje ztratam vody z organismu zapfic¢inénych vysokou koncentraci urey
v moci. (27) U osob, jejichz erytrocyty postradaji Kidd glykoprotein, byla pozorovana
snizena schopnost koncentrovat mocovinu. Polymorfismus Jk¥ nema na funkci
transportéru vliv. (28)

Protein antigenu Kidd prostupuje bunéénou membranou celkem 10krat, pfi¢emz na tieti
extracelularni smycce je navazan N-glykan. N- i C- terminalni ¢asti jsou orientovany do
intracelularniho prostoru. Antigeny Kidd jsou soucasti i dalSich bunék a tkani (napf.

leukocyty, ledviny, mozek, srdce). (27)
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Frekvence v kavkazské populaci JK@* P*) je ptes 50 %. Vzacné se vyskytuje fenotyp Jk@

'2) neboli Jk null. Osoby s timto fenotypem mohou tvofit protilatku anti-Jk®. (1)

Populace/Antigen Kavkazska Afroamericka Asijska
Jk? 77 % 92 % 73 %
JkP 74 % 49 % 76 %

Tabulka 6 - Populaéni zastoupeni antigeniit Jk? a Jk? (pievzato: zdroj &. 1)

6.1.9.1 Genetika

Kidd systém tvofi alelicky par kodominantnich antigenti Jk* a JKP. Je uréen genem
SLC14A1 (Solute carrier family 14, member 1) lokalizovanym na 18. chromozomu
(18q12.3) a spadajicim do rodiny geni transportéri urey. Gen je tvofen 11 exony o
délce vice nez 50 kbp. Prvni tfi a cast ¢tvrtého exonu vSak nejsou piepisovany do
struktury proteini. Polymorfismus nukleotidii na pozici 838 (838A>G) a vysledna AK
na pozici 280 (Asn280Asp) rozhoduji o fenotypovém projevu alely. Referencni alela
JK*02 koduje JK2 (JkP) na pozici 280 aminokyselinu asparagin, zatimco alela JK*01
neboli JK*A (fenotyp Jk?) obsahuje na této pozici aspartat.

U nulovych fenotypt (Jka-b-) bylo popsano 24 moznych alel. Alela JK*01N.01

......

proteind v riznych oblastech genu SLC14A1 jsou zakladem pro vznik dalsich alel. (17)

Antigeny tohoto systému jsou velmi imunogenni a jejich reaktivitu lze v laboratornich
testech zvysit pfidanim enzymu.

Protilatky vznikaji po imunizaci, pfi¢emz vSak dochazi k rychlému zeslabeni (rychla
fagocytoza jimi senzibilizovanych erytrocytit). Vlivem toho jsou tyto protilatky obtizné
detekovatelné pti dal$im predtransfuznim vySetieni (nékdy reaguji jen s homozygotnimi
krvinkami). Vétsina je tfidy 1gG, ale mohou se vyskytovat i ve smési s IgM, ktera
aktivuje komplement. Byvaji pti¢inou tézké hemolyzy, jak akutni tak pozdni. Vzacné
jsou pfi¢inou HON pfi fetomaternalni inkompatibilité. Jedinci s fenotypem Jk@>) Jk:-3
mohou produkovat protilatku anti-Jk3, ktera byva pfi¢inou akutnich i pozdnich
potransfuznich reakci. Protilatky anti-JK reaguji v. NAT. Mohou se vyskytovat i
autoprotilatky (pfedevs$im v souvislosti s polékovym typem AIHA). (1, 2)
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6.1.10 Diego systém (ISBT 010)

Systém Diego obsahuje 21 antigentl, z ¢ehoZ 2 jsou antitetické (Di¥®, Wr??) a dalgich 17
snizkou frekvenci vyskytu neboli LFA. Antigeny nese nejCastéji se vyskytujici
bilkovina na membrané erytrocytu, AE1 (Anion-Exchanger 1) neboli Band3. Na jednom
erytrocytu lezi zhruba 10° kopii glykoproteinu Band 3. Jeho hlavni funkci je vyména
HCO?* a CI ionti, kter je zasadni pro transport CO2 z tkani do plic. (16) Isoforma AE1
Vv ledvinnych distalnich tubulech (kAE1) ma zasadni vyznam v acidifikaci moci. (29)
V neposledni tad¢€ tento protein zajistuje flexibilitu a stabilitu tvaru membrany
erytrocytu. (16) Alelicky par Di®, Di® je zpohledu kavkazské populace parem
LFA,HFA. Di*® ma zhruba 5% zastoupeni v Ciné a u americkych indiant. Do tohoto
systému také spadaji antigeny Wright, tvofici obdobny alelicky par jako Diego. Wr?
jakozto LFA a Wr® HFA. Na membriné erytrocytu se vyskytuji v blizkosti
glykoproteinu A a vzajemna interakce s touto strukturou je nezbytna pro expresi Wright
antigenu. (1) V pfipadé absence glykoforinu A, ¢ili fenotypu En(a-), nedojde ke vzniku
Wright antigent. (30)

6.1.10.1 Genetika

Molekularni podklad téchto antigent lezi v genu pro AE1 oznacovaném jako SLC4Al.
Ten je lokalizovan na 17. chromozomu v oblasti dlouhého raménka (17q12-g21). (3)

Polymorfismus charakteristicky pro vznik antigenu Di, leZi na pozici ¢islo 2710. Pro Di?
zde lezi thymin a jako vysledna aminokyselina vznikd v misté 854 leucin. Pro Di® je na
pozici 2710 cytosin a vyslednou aminokyselinou je 854 prolin. Zkracend verze zni
2710T->C, Leu854Pro. Obdobou je i SNP pro antigeny Wright: 2121A->G a nasledna

substituce aminokyselin ve ¢étvrtém extracelularnim oblouku: Lys658Glu. (20)

6.1.10.2 Sérologie

Antigeny Di*? i WrP jsou rezistentni vii¢i enzymim. Protilatky anti-Di i anti-Wr jsou
prokazatelné v NAT (nékteré i pfimo aglutinujici). Anti-Di byvaji vétSinou ttidy IgG
(podttidy 1 nebo 3). (3) Anti-Wr jsou vétSinou tridy IgG1, avsak byly popsany i pripady
IgM nebo smési IgM plus IgG. Protilatky tohoto systému maji potencial ptisobit HON i
potransfuzni reakce. (16)
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6.2 VySetrovani erytrocytovych antigenu

Testovani erytrocytovych antigend darci i piijemct transfuze ma sviij obrovsky vyznam
Vv zajistovani kompatibilnich transfuznich ptipravkt piedevs§sim pro pacienty s klinicky

vyznamnymi protilatkami. (20)

6.2.1 Sérologické techniky

Zékladem zustavaji sérologické techniky zalozené na principu hemaglutinace. Pro
typovani mnoha antigent jsou na soucasném trhu dostupnd monoklonalni IgM antiséra,
kterd se stala standardnimi reagenciemi. Jejich nevyhodou je, Ze nereaguji se vSemi
epitopy antigent. Vysledkem tak muze byt faleSna pozitivita nebo negativita, predevsim
pii testovani antigen Rh systému. Pro rozsifené testovani vice antigenii jsou pouzivana
1 séra polyklondlni, typu IgG. Tato séra jsou vétSinou koncipovana pro pouziti
V nepfimém antiglobulinové testu (NAT). Polyklondlni antiséra detekuji vétSinu
variantnich i slabych forem antigenti. Bohuzel vSak nemohou byt pouzita v piipadé
pozitivity pfimého antiglobulinového testu (PAT). Pro nékteré antigeny nejsou ani
dostupné certifikovana antiséra, coz velmi komplikuje jejich testovani. DalS$im velkym
handicapem sérologickych metod je testovani antigenli U transfundovanych osob.
V téchto pifipadech je Castym vysledkem piitomnost dvoji populace erytrocyti a je
obtizné odlisit pacientovy vlastni antigeny od antigenti na erytrocytech darce. (20)

Nejcastéji pouzivanymi sérologickymi technikami jsou metody gelové aglutinace, testy
pevné faze a zkumavkové testy. Kromé testovani ve zkumavkach je vétSina metod

dostupna jak v manualni, tak v automatizované formé. (20)

6.2.2 Molekularné biologické techniky

Rozpoznani kddujicich genii pro vznik krevné skupinovych antigenti umoznilo vyvoj a
nasledné pouziti molekularné-biologickych metod v transfuzni medicin€. Z mechanismi
ovliviujich krevné skupinovou diverzitu jsou nejzasadnéjsi jedno-nukleotidové
polymorfismy (single nucleotide polymorphism, SNP) a genové piestavby.

V soucasnosti je mozné detekovat téméi kazdy antigen pomoci SNP, ev. detekci
riznych aberaci (delece, duplikace). Vétsina téchto metod je zaloZena na polymerazové
fetézové reakci (polymerase chain reaction, PCR) svyuzitim genomové

deoxyribonukleové kyseliny (deoxyribonucleic acid, DNA). (20)
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6.2.2.1 Low-throughput techniky (techniky s nizkou tG¢innosti)

Tyto metody jsou vyvojové nejstarSi, ale zaroven nejvice rozsifené a pouzivané.
Vyznacuji se vysokou robustnosti a financ¢ni efektivitou. Komercni kity pro tyto
techniky jsou na trhu dostupné od mnoha dodavateli. (20)

Metody se zaklddaji na PCR a nasledné vizualizaci PCR produktii separovanych na
zaklad¢ jejich rozdilné délky pomoci gelové elektroforézy (nejcastéji na agar6zovém
nebo polyakrylamidovém gelu). K vizualizaci je uzivano barveni ethidium bromidem.
Do této skupiny spadaji metody ,,Polymorfismus délky restrikénich fragmenti*
(Restriction fragment lenght polymorphism, RFLP) a ,,Alelové specificka PCR* (AS-
PCR), Ccastéji nazyvana jako PCR s pouzitim sekvencné-specifickych primera
(sequence-specific primering, PCR-SSP). PCR-RFLP je zalozena na aktivaci
restrikénich enzymi rozeznavajicich ptesné danou oblast DNA. PCR-SSP vyuziva
sekvencné specifickych primert, které nasednou na piesné definovanou oblast, v niz je
lokalizovan hledany SNP. Vysledny PCR produkt tedy vznikne pouze v piipadé, Ze je
dany SNP piitomen na vysetfované DNA. (31)

Nevyhodou téchto metod je nutnost pouziti ethidium bromidu a moznost vysetieni
nizkého poctu antigenti v jedné sérii. Pfi pouziti vétsiho poctu primerti zamétenych na
rizné oblasti gend pro ziskani vétSiho poctu informaci o dalSich SNP je nejvétsi
piekazkou zvoleni teploty annealingu (ptipojeni primertt) v PCR reakci. Kazdy primer
ma své teplotni optimum, proto je velmi obtizné zvolit kompromis a spravné nastaveni

termocykleru. (31)

V soucasné dobé¢ je na trhu dostupny i produkt FluoGene (CE certifikovany) némecké
firmy Inno Train, ktery kombinuje princip PCR-SSP a endpoint fluorescencni detekce.
Reakce probihd ve specialni 96-jamkové desce. Do kazdé reakéni jamky je aplikovéana
smés vySettované DNA a tzv. fluomixu. Princip testu je zaloZen na PCR se
specifickymi primery a rozStépeni lokus-specifické sondy znacené fluorescenénim
barvivem. Samotnd sonda ma na jednom svém konci barvu a na druhém tzv. ,,zhasec*,
ktery sondu ,,vypina®“. Pokud dojde k navazani primeru, Taq polymeraza rozstépi sondu,
uvolni tak barvu od zhasece a vysledny produkt po ozafeni laserem fluoreskuje. Detekce
fluorescence probihd v piistroji FluoVista a vysledné hodnoty jsou vyhodnoceny
pomoci softwaru v pocitaci. Systém FluoGene nabizi kity pro testovani HLA, HPA i

RBC antigen. (44)
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Obr. 4 - Analyzator FluoVista pro systém FluoGene (Zdroj ¢. 44)
6.2.2.2 Medium to high-throughput techniky (techniky se stfedni az
vysokou ucinnosti)

Spole¢nym znakem pro tuto skupinu technik je moznost hromadného testovani vice

SNP najednou.

6.2.2.2.1 Real-time PCR (PCR v realném éase)
Tato metoda umoznuje kvantifikaci sledovaného tiseku DNA v realném c¢ase. Na rozdil

od bézné PCR, kde je analyzovan az vysledny produkt, je pii real-time PCR
zaznamenavan kazdy cyklus PCR ve skute¢ném case. Zaznam amplifikace je zalozen na
principu fluorescence. Pouzivaji se sondy (fluorescen¢ni latky), které se vazi specificky
nebo nespecificky na amplifikované DNA useky. Reakce probiha jako klasicka PCR v
pfistroji termocykler, ktery je oproti klasické verzi vybaven optickym zatizenim pro
snimani intenzity fluorescen¢niho zafeni. Opticky signdl je zaznamenavan a
zpracovavan specializovanym softwarem prostfednictvim matematickych metod. (31)
Varianta s pouzitim nespecifickych fluochromi funguje na principu interkalace barviva
mezi dvouvlaknovou DNA. Z PCR reakce jsou generovany amplikony jednovldknové,
tudiz neobarvené. Typickym piikladem barviva pouzivanym pro tento typ real-time
PCR je SYBR Green. (31, 40)

Casto vyuzivanou variantou je pouziti sekvenén& specifickych prob, kde je mozné
pouziti dvou zakladnich principti: hybridiza¢nich nebo hydrolyzacnich prob. (40)
Metody zaloZené na real-time PCR vSak nejsou v imunohematologii pfili§ vyuZzivany

(kromé detekce fetalniho genotypu z plazmy matky. (40)
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6.2.2.2.2 Beadchip array
Tato metoda je zaloZend na principu elongace oligonukleotidové sondy navazané na

barevné odlisené kulicky vyuzivajici PCR produkt jako matrici. (31) Kazda kulicka
(pramér cca 3 um) je obarvena unikatni barvou a kazda barva odpovida jednotlivé alele
v dané metod¢. Pti vyrobé Cipu jsou vSechny kulicky nejprve smichany do jedné smési
(tzv. pool) a poté rozptyleny na kiemikovou desticku. Kazdy ¢ip o rozmérech 300 um X
300 pum obsahuje 4000+ nahodné rozptylenych kulicek. Nasledné je desticka roziezana
a nalepena na sklenéné nosice, pii¢emz kazdy nosi¢ ma svuj unikatni ¢arovy kod. Poté
dojde k sejmuti barevného obrazku kazdého policka a jeho analyze. Informace o ,,mapé
kulicek* je ulozena jako ,,dekddovaci soubor pro kazdy cip, dodavany na CD

s ptislusnou soupravou. (43)
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Obr. 5 - vlevo: kifemikova desti¢ka s rozptylenymi kuli¢kami; vpravo: vysledny sklenény ¢ip pro
vysetieni 8 vzorki s ¢arovym kodem v horni ¢asti (Zdroj ¢. 47)

V prvnim kroku jsou pomoci PCR amplifikovany oblasti genli zahrnujici vySetfované
polymorfismy. V dalsich krocich dojde k odmyti nespecifickych struktur (zbyvajici
primery a dNTPs) a k rozstépeni dsDNA (double-stranded, dvoufetézcova DNA) na
sSDNA (single-stranded, jednofetézcova DNA). Jednofetézcova DNA je aplikovana na
Bead-Cip. Kazda kulicka nese na svém povrchu specifické oligonukleotidové sondy.
Pokud vySetfovand DNA obsahuje sekvenci komplementéarni k sond€, dojde k vazbé na
oligonukleotidovou sondu na kuli¢ce. Néasleduje elongacni reakce se znacenymi
nukleotidy. Pokud je pfitomna navdzand DNA, syntetizuje se k ni komplementarni
vlakno (zacinajici na 3’konci sondy). (31) V ptipad¢, ze nedoslo k navazani vySetifované
DNA na sondu, elongac¢ni reakce znacenych nukleotidii neprobéhne. Nukleotidy jsou
znaCeny pomoci 5-karboxytetramethylrhodaminu (TAMRA). TAMRA fluoreskuje po

absorbovani zeleného svétla. (43) Kazda kuli¢ka obsahuje pouze jeden typ (cilové-
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specifické) sondy a vdaném Ccipu lezi na specifické pozici. Proto ptitomnost
fluorescence v dané pozici znamena pozitivni reakci a tudiz i pfitomnost vySetfovaného
polymorfismu. (35)

Detekce je zalozena na sniméni fluorescencnich signaliit pomoci fluorescen¢niho
mikroskopu. Nasleduje vyhodnoceni signalti v pfislusném programu. (35)

Platformu Human Erythrocyte Antigen - HEA BeadChip firmy BioArray Solutions
(USA) poskytuje spolecnost Immucor (v roce 2008 se BioArray Solutions stalo sou¢asti
firmy Immucor). PreciseType™ HEA Molecular BeadChip Test detekuje 24 RBC
polymorfismi asociovanych s 38 antigeny a fenotypovymi variantami v jednom testu.

(35, 43)

6.2.2.2.3 Glass array (microarray)
Glass array (analyza na sklicku) neboli microarray je

metodou s vysokou tG¢innosti. Béhem jedné série lze
zanalyzovat velké mnozstvi geni a ziskat tak
rozsdhlé mnozstvi informaci. Cilové regiony
vySettované  DNA  jsou  amplifikovdny a
fluorescenéné znaCeny. Poté jsou aplikovany na

microarray sklicko, na jehoz povrchu jsou navazany

oligonukleotidové sondy. Na jednom ¢&ipu miize byt |

imobilizovano az nekolik stovek tisic sONd obr. 6 - Hybridizace Znaéeﬁych DNA
specifickych vii€i riznym tsekiim DNA. V ptipadé, Lﬁifo'ﬂf,'f.fo'{fd'\"}‘}lﬁﬂ)'f’l'3"2)

ze  vySettovanda DNA  obsahuje  sekvenci

komplementarni k oligonukleotidu ptipevnénému ke sklicku, dojde k vazbé oznacené¢ho
amplikonu. Nenavazané fragmenty jsou vymyty. Detekce probiha ve scanneru, ze
kterého je vysledny obrazek fluoreskujicich spoti na sklicku interpretovan pomoci
softwaru. (31)

Podle typu imobilizovanych sond lze microarray rozdélit do dvou skupin. Prvnim typem
jsou expresni Cipy, jejichz sondy jsou tvofeny useky molekul cDNA (komplementarni
DNA) vznikl¢ z mRNA (mediatorovd RNA) reverzni transkripci. Druhy typ je tvoten
specifickymi oligonukleotidovymi ¢ipy. V tomto piipadé jsou sondy tvoreny uméle

syntetizovanymi oligonukleotidy o délce 25-70 bp, které jsou softwarem navrzeny tak,
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aby byly komplementarni k urcitym sekvencim vySetfované DNA. Tento typ je
vyuzivan predevsim pro analyzu polymorfismi a konkrétnich mutaci genti. (34)
Nejcastéji pouzivanym materialem pro DNA Cipy je sklo se specidlné upravenym
povrchem. Mikroskopické sklicko (25 x 75 mm) je oSetieno hydrofobnimi polymery
(napf. poly-L-lysinem nebo aminosilanem). DNA sondy byvaji modifikovany na
5’koncich aminoskupinou, diky niz dochézi k vazb& na povrch sklicka. Existuji rizné
zpusoby imobilizace sond na povrch ¢ipu. Jednou z nich je pfima syntéza — in situ: napf.
fotolitografickou technikou nebo technologii ,ink-jet printing“ s pouzitim
fosforamidové chemie. DalSim zplsobem je nanaseni sond na ¢ip ve formé roztoku tzv.
spotovanim. Sondy jsou nasavany do velmi tenkych jehel a ,,natistény* na povrch ¢ipu
pfistrojem nazyvanym spotter. (34)

V oblasti znaceni a metod detekce prevlada pristup fluorescencniho znaceni. Znacka
muze byt zabudovana ptimo ¢i nepfimo. Pfimé znaceni znamend inkorporaci znacky do
amplikonu pted hybridizaci na ¢ip. V ptipad¢é neptimého znaceni je béhem amplifikace
zabudovan do vySetiované DNA nukleotid obsahujici specifickou znacku (napf.
aminoallylovou skupinu). Na tuto znacku se po hybridizaci na ¢ip navaze fluorescen¢ni
barva. Nejcastéji pouzivané barvy jsou zeleny cyanin (Cy3) a Cerveny cyanin (Cy5).
Svételny signal je sniméan fluorescencnim skenerem s vysokou rozliSovaci schopnosti

(5-10 pm). (34)

Jednou z prvnich dostupnych medium-throughput platforem pro genotypovani
erytrocytarnich antigend na principu microarray metody byl systém BLOODchip
Reference (Progenika Biopharma Grifols). Jeho vyvoji pfedchazel projekt BLOODgen
jehoz cilem byl vyvoj a testovani komeréné dostupné microarray technologie pro
pouziti v transfuzni mediciné. Konsorcium Bloodgen vzniklo na zacatku roku 2001 a
bylo slozeno z akademickych jednotek, krevnich center a spole¢nosti se zajmem o
transfuziologii. (38) Konsorcium ziskalo finan¢ni podporu Evropské komise v podobé
2,35 milionu euro na 3-lety projekt, ktery probéhl v letech 2003-2006 (zacatek 1. 9.
2003). Projektu se ucastnily nasledujici instituce: University of the West of England
(koordinator), Bristol; Sanquin Foundation, Amsterdam; University of Ulm, University
Hospital Lund; CTBT, Barcelona; UHKT, Praha; BITS, Bristol; Progenika Biopharma
S.A. (36, 37)
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6.2.2.2.4 Liquid array
Typickym piedstavitelem téchto tzv. kapalinovych metod jsou techniky zalozené na

xMAP technologii systému Luminex. (31)

Cilova oblast vysettované DNA je amplifikovana pomoci PCR s pouzitim
biotinylovanych dCTP (deoxycytidin trifostat). Vysledné amplikony jsou hybridizovany
na oligonukleotidové proby ptipojené k polystyrénovym mikrokulickam riznych barev.
(31) Kazda mikrokulicka ma rozmér 5,6 um (ev. 6,5 um v piipad¢ superparamagnetické
kulicky Magplex™). Uvniti kuli¢ek jsou pfitomny dva typy fluoroforti (Cerveny a
infracerveny) V piesném poméru. Pravé rozdilné zastoupeni fluoroforii umoziuje vznik
100 unikatnich spektralnich podpisi mikrokulicek, které jsou identifikovany pomoci

detekénich systémt Luminex xMAP. (45)

Vazba biotynylovaného amplikonu k probé je vizualizovana pomoci Streptavidinu-
konjugovaného s fykoerythrinem. Mikrokulicky jsou analyzovéany v pfistroji Luminex,
ktery porovnava fluorescencni signal barvy mikrokulicky s pfitomnosti/neptitomnosti
signalu fykoerythrinu. (31) Luminex funguje na principu priatokového cytometru, ktery
vyuzivd dva lasery. Zeleny laser (532 nm) neboli ,assay*“ laser excituje PE
(fykoerythrin) a Cerveny (solid state) ,.klasifika¢ni* laser (635 nm), ktery excituje barvu
uvnitt mikrokuli¢ek a determinuje tak jejich typ. (39)

Pro genotypovani RBC antigenti na technologii Luminex dodava komeréni Kkity
BLOODchip ID-CORE XT firma Progenika Biopharma Grifols. (31) BLOODchip® ID
genotypovaci platforma zaloZzena na Luminex® xMAP technologii determinuje 37 alel
pro erytrocytové antigeny (ID CORE XT) a 18 trombocytovych antigent (ID HPA XT).
Kit ID CORE XT analyzuje 29 SNP a determinuje tak antigeny z nasledujicich deseti
systému krevnich skupin: Rh, Kell, Kidd, Duffy, MNS, Diego, Dombrock, Colton,
Cartwright a Lutheran. ID HPA XT detekuje 13 SNP pro identifikaci alelickych variant
HPA-1 az 11 a HPA-15. (39)
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6.2.2.3 Sekvenace

6.2.2.3.1 Sangerova metoda
Standardni sekvenovani je zaloZzeno na Sangeroveé metodé.

Sekvenace probihd ve ctyfech nezavislych reakcich. Reakéni smés obsahuje
DNA polymerazu, primery, templat, radioaktivné ¢i fluorescenéné znacené
deoxynukleotidy (dNTP) a 2°, 3¢~ dideoxynukleotidy (ddNTP). Kazda ze étyt reakénich
smési obsahuje charakteristicky ddNTP — ddATP, ddCTP, ddGTP nebo ddTTP, ktery
znemozinuje vznik vazby mezi nim a dalSim nukleotidem. Dideoxynukleotidy jsou ve
smési obsazené v nizké koncentraci (pomér ddNTP : dNTP = 1:100), aby mohla
zaroven probihat i klasicka syntéza DNA. Vysledkem reakce jsou fragmenty DNA o
rizné délce zakonéené zna¢enymi dideoxynukleotidy. (32)

Fragmenty jsou denaturovany a roztfidény podle velikosti elektroforézou
na polyakrylamidovém gelu, pficemz kazda reakéni smés ma svou drahu. Po ozafeni
vznikd obraz s typickymi prouzky, ze kterych lze odvodit sekvenci DNA. Zatimco
klasickd Sangerova metoda probihd ve ctyfech oddélenych reakcich, jeji novéjsi
modifikace, kapilarni elektroforéza, umoziuje sekvenaci v jedné reakci. Kazdy ddNTP
(popf. primer) je znacen jinym fluorescencnim barvivem a elektroforéza probihd v jedné

sklenéné kapilafe. (31, 32)

{A)

Obr. 7- Sangerovo sekvenovani, (A) Vysledky gelové elektroforézy DNA molekuly 5¢-TATGATCAC-3¢.
Vysledky jsou ¢teny zprava doleva. (B) Elektroforeogram stejné molekuly, vysledky jsou ¢teny zleva doprava
(Zdroj ¢. 47)
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6.2.2.3.2 Pyrosekvenace
Pomoci DNA polymerazy dochazi k syntéze DNA tak, ze k vySetfovanému vzorku je

postupné aplikovan roztok, ktery obsahuje jen jeden typ nukleotidu. Roztoky s
jednotlivymi nukleotidy jsou postupné obméfiovany. Pokud se nukleotid po piidani
daného roztoku zacleni do vznikajiciho fetézce, dochazi diky sérii enzymatickych reakci
Kk produkci luminiscence. Pfedné dochazi k produkci ATP pomoci ATP sulfurylazy, a
to za piitomnosti adenosin 5° fosfosulfatu. Vzniklé ATP slouzi pro konverzi luciferinu
na oxyluciferin, coz vede k produkci svétla. Vzniklé svétlo je zachyceno detektorem.
Posledni reakci je odstranéni ATP a neinkorporovanych dNTP pomoci apyrazy. Proces
je nasledné opakovan s dalsimi nukleotidy. (33)

Pyrosekvenovani bylo uspésné pouzito pro detekci nékterych erytrocytovych antigend,
Vv soucasné dob¢ je ale omezeno jen na vySetieni nékolika systému krevnich skupin
zahrnujici Kell, Duffy a Kidd. (40)

6.2.2.3.3 Sekvenovani nové generace (Next generation sequencing, NGS)
Zatimco sekvenatory prvni generace detekuji DNA baze vtad¢ jednu po druhé,

sekvenatory druhé generace umoznuji paralelni sekvenovani az tisici molekul DNA
soucasné. Diky tomu se sniZuje doba potfebna k precteni DNA sekvenci i cena jednoho
vySetieni. (42) Masivni paralelni sekvenovani dokaze analyzovat az 1000 Gbp (Giga
baze) béhem jednoho béhu, pri¢emz ¢teci délka fragmentt je 35-300 bp. (31)

Trhu dnes dominuje nékolik platforem: Roche 454 Genome Sequencer, lllumina
Genome Analyzer a Life Technologies SOLIiD System. Jednotlivé sekvenatory
vyuzivaji rozdilné reagencie a postupy. Unikatni kombinace pfistupti K jednotlivym
krokim celého sekvenacniho béhu urcuje rozdily mezi jednotlivymi technologiemi a
typem a mnozstvim vyslednych dat. (41)

Obecné 1ze NGS technologie rozdélit do dvou skupin. Tu prvni pfedstavuji technologie
zalozené na PCR amplifikaci templatu (PCR-based technologies) a zahrnuji platformy:
Roche 454 System, Illumina sequencers, AB SOLID Systém a lon Personal Genome
Machine. Druhou skupinu tvoii technologie, které vyuzivaji tzv. single-molecule
sequencing, takze nedochazi k amplifikaénimu kroku pied vlastni sekvenaci. (41)
Nejvetsi vyhodou NGS je kromé bézného genotypovani piredevSim schopnost detekce

novych alel nebo neznamych mutaci vztahujicim se ke kdédujicim regioniim, které
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mohou ménit expresi vyslednych proteint. Dalsi vyhodou je moznost detekce raritnich
genotypu jako naptiklad Lan- nebo Jr(a-). (31)

V oblasti transfuziologie a genotypovani erytrocytovych antigenti nejsou zatim na trhu
komer¢né dostupné systémy. V¢étSina laboratofi provadéjici sekvenovani ma tyto
metody zavedené jako tzv. in-house metody. Tato situace by se vSak v nasledujicich
letech mohla zménit diky pfipravovanému evropskému projektu zaméfenému pravé na

implementaci NGS do transfuzni mediciny.
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7 Prakticka cast

V praktické ¢asti bylo provedeno testovani souboru vzorka vySetfovanych v Narodni
referenéni laboratofi (NRL) pro imunohematologii Ustavu hematologie a krevni
transfuze (UHKT) Praha. Vysetiovani vzorka probihalo od ledna 2014 do prosince 2015
(leden 2014 — prosinec 2015). Fenotyp erytrocytovych antigenti byl urcen
sérologickymi technikami. Genotyp je vysledkem microarray metod (BLOODchip
Reference, ID CORE, ob¢ od firmy Progenika Biopharma).

Vzorky byly rozdéleny do tii soubort: a) ,,Darci krve® (zdravi jedinci, sérologicky
mnohokrat otypovani), b) ,,Pacienti (vzorky pacientii, ktefi byli z ur¢itého divodu

zafazeni mezi ,.komplikované* — ptitomnost protilatek,

. . ., Pocet vySetienych
pfitomnost dvoji populace v disledku mnohocetnych [EESI]s]F - " .
VZOrkKu

transfuzi erytrocytt, senzibilizace auto-protilatkami.

] ) ) Darci krve 78
Posledni skupinu tvofi c) ,,Komplikace pii ur¢eni RhD*
(dale jako ,,RhD*). Do té byly zafazeny vzorky, které Pacientl 63
byly zaslany do NRL z jinych imunohematologickych | RhD 28
laboratofi z diivodi komplikaci pii urCovani RhD | ~qikem 169

antigenu (zeslabené reakce nebo diskrepantni reakce).
P . L., . . ., Tabulka 7 — Celkovy souhrn poétu
Udaje o poctu vySetfenych vzorkll v jednotlivych yysetrenyen vzorki

souborech i celkovy pocet vzorkil jsou shrnuty v Tabulce

7.

Vysledky tvoii porovnani shody detekce jednotlivych erytrocytovych antigenii mezi
sérologickymi a microarray technikami. Piipady, u kterych se vysledky mezi metodami

neshoduji nebo jsou obtizn€ interpretovatelné, jsou okomentovany zvlaSt v ramci

jednotlivych kapitol.

7.1 Sérologické metody
7.1.1 Vzorky darct krve

Vzorky darci krve byly vySetieny metodami sloupcové (gelové) aglutinace. Gelové
karty, detekujici antigeny pomoci monoklonalnich antisér metodou piimé aglutinace
byly pouZity pro vySetieni ABO a Rh systému. Konkrétné byly pouzity karty DG Gel
ABO/Rh (2D) a DG Gel Rh Pheno + Kell (Grifols). Na stejném principu funguji i
gelové karty pro detekci antigend M, N, Jk? Jk® (DiaClon Anti-M, -N, -Jk? -JK;
BioRad).
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Techniku pfimé aglutinace, avSak s pouzitim polyklonalnich lidskych protilatek,
vyuzivaji gelové karty pro detekci antigeni systému Lutheran a nékterych antigenii
systému Kell (Anti-Lu?, -Lu®, -k, -Kp?, -Kp®; BioRad).

Antigeny S, s a systém Duffy byly vySetfeny metodou nepfimé aglutinace s pouzitim
gelové karty obsahujici AGH (ID-Card LISS/Coombs [Anti-IgG + C3d]; BioRad). Do
této karty jsou pfidana polyklonalni lidska antiséra (ID-Anti-S, -s, -Fy?, -FyP) az po
aplikaci suspenze erytrocyti. Ostatni pouzité karty obsahuji v jednotlivych jamkach
predkapana diagnosticka séra a tudiz je pifi vySetieni jednotlivych antigenti aplikovana

pouze suspenze erytrocytd.

7.1.2 Vzorky pacientt

Vzorky pacienti byly vySetfovany stejnymi metodami jako vzorky déarct krve.
V ptipad€ pozitivity PAT (pfimy antiglobulinovy test) bylo provedeno opracovani
erytrocyti kitem EGA (EDTA Glycine-Acid; Immucor Gamma), ktery uvoliuje 1gG
protilatky z vazby na erytrocyt. Pokud se podafilo senzibilizaci vyvazat, bylo nasledné
mozné pouzit typovani antigenti v kartach BioRad. Vyjimku tvofil systém Kell, ktery je
po opracovani kitem EGA destruovan a neni mozné jej otypovat. V ptipad¢, Ze se
nepodafilo vyvazat senzibilizaci a PAT byl stale pozitivni, bylo pouZito typovani ve
zkumavkach pomoci monoklonalnich sér (Anti-M, -N, -S, -s, JK& -Jk° Immucor

Gamma).

7.1.3 RhD

Vzorky odeslané do NRL z diivodi nejasnych vysledkd pii urovani antigenu RhD byly
vySetieny diagnostiky Grifols DG Gel Rh Pheno + Kell, pfipadn¢ DG Gel ABO/Rh
(2D).

Dale byl u vétSiny z nich pouzit BioRad ID-Partial Typing Set (Obr. 8) obsahujici 6
monoklonalnich sér anti-D, ktera byla spolu s vySetifovanou erytrocytovou suspenzi
aplikovana do Sesti jamek gelové karty ID Card Coombs Anti-1gG (rabbit).

Identifika¢ni panel BioRad byl ptipadné doplnén panelem firmy Diagast D-SCREEN
(Obr. 9), ktery je uréen ptedevsim pro identifikaci parcialnich RhD antigend. Obsahuje
9 monoklonalnich reagencii s anti-D séry. Diagnostika s klony IgM (séra 1, 3, 5, 6) byla

pouzita pro zkumavkové testy metodou piimé aglutinace, zatimco klony IgG (séra 2, 4,
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7, 8, 9) byly aplikovany do gelové karty ID Card Coombs Anti-IgG pro techniku
nepiimé aglutinace.

Kazdy vzorek byl posuzovan individualné podle informaci ziskanych z pracovisté, které
vzorek zaslalo, a zaroven podle prubéznych vysledki jednotlivych testi. Z tohoto
divodu nebylo nutné pouzit u vSech vzork vSechny dostupné vysetfovaci metody.
Naopak Vv nekterych piipadech ani pouziti vzacnych polyklonalnich sér (od D
variantnich jedincl, produkujicich anti-D proti chybé&jicim epitopim) nevedlo

k jednozna¢nému uzavieni vysledku.
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Obr. 8 - Masterlist panelu ID Partial D Typing Set (BioRad)
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Obr. 9 - Masterlist panelu D-SCREEN (Diagast)

7.2 Molekularné-biologické metody

7.2.1 Purifikace DNA

Vzorky DNA byly extrahovany ze vzorkidi krve pomoci kitu QlAamp® DNA Mini
(firma Qiagen). Poté byla zmétena jejich koncentrace a Cistota (pomér A260/280) na
pristroji Nanodrop1000. Déle byly vzorky uchovany pii teplot¢ 2-8°C pro pouziti
behem 1 mésice nebo zamrazeny na -20°C v ptipadée pouziti v dobé presahujici 1 mésic.

(48)
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7.2.2 BLOODchip® Reference (Glass array)

BLOODchip® Reference je geneticky test vyuzivajici purifikovanou genomovou DNA
antigenti krevnich skupin. Analyzuje 128 polymorfismt urcujicich alelické varianty
erytrocytovych a destickovych skupinovych systémii, véetn¢ hybridnich gent.(49)
Princip testu: DNA je amplifikovdna ve tfech odlisnych PCR reakcich: Mastermix I
(ABO a RHD), Mastermix Il (RHCE, Kell, Kidd, Duffy, MNS, Diego, Dombrock,
Colton) a Mastermix Il (exon 2 RHD, Lutheran a HPA). PCR produkty jsou
fragmentovany a barveny oddélené dvéma odlisnymi fluorofory (Cy3 a CyS5), aby bylo
dosazeno nezavislé detekce gent RHD a RHCE. Takto fragmentované a obarvené
produkty jsou naneseny na povrch sklicka (Cipu) pro hybridizaci. Po jejim skonceni je
skenerem detekovana navdzand DNA jako fluorescence emitovand fluorofory po
vybuzeni laserem. Analyza ziskanych dat probiha pomoci BLOODchip® softwaru. Je
vygenerovan genotyp a piedpokladany fenotyp pro kazdou alelickou variantu. (49).
Pozadavky na kvalitu DNA vzorku pro analyzu: DNA koncentrace minimalné 20 ng/ul
a pomér A260/A280 v rozmezi 1.6-1.95. Izolovand DNA musi byt nafedéna na
koncentraci 20 ng/ul AE pufrem (Qiagen). (49)

7.2.3 ID CORE XT™

Test ID CORE XT™ vyuziva technologii Luminex xXMAP®. Genomova DNA je
amplifikovana a znaCena biotinem v ramci vicenasobné PCR. Denaturované produkty
PCR se hybridizuji na oligonukleotidové sondy spojené s barevné znaCenymi kuli¢kami.
Hybridizovana DNA je znaCena fluorescentnim konjugatem a vysledny signal je
detekovan pomoci systému Luminex® 100/200™. Vychozi data jsou zpracovana
analytickym sotfwarem ID CORE XT™, jehoZ vysledkem je genotyp a ptredpoklddany
fenotyp. (50)

Tento test lze pouzit k rozliSeni alelickych variant urcujicich nasledujici systémy
krevnich skupin: Rh, Kell, Kidd, Duffy, MNS, Diego, Dombrock, Colton, Cartwright a
Lutheran jako alternativa sérologickych testii. Test ID CORE XT™ analyzuje 29
polymorfismi, které urcuji 37 antigent vySe uvedenych systému krevnich skupin. (50)
Vstupni mnozstvi genomové DNA by mélo byt v rozmezi 100 - 400 ng (v objemu 5 pl).
Cistota genomové DNA (pomér A260/A280) v rozmezi 1,63-2,1. (50)
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8 Vysledky

8.1 Soubor ,Darci krve*

8.1.1 Souhrn
V pribchu let 2014 a 2015 bylo vysetieno NN
/o . R ID CORE BLOODchip
celkem 78 darct krve pro diagnostické ucely. Antigen | Shoda | NC/NV | Shoda | NC/NV
Erytrocyty téchto darcti vyuzivda NRL soubézné | ABO NT 38
D NT 31 7
s komer¢nimi  diagnostiky.  Pro  né&které [¢ e 37 1
specialni metody je totiz potfeba vétsi objem E:‘” 21 2; 1
erytrocytll, neZ jaky je dodavan v komerc¢nich | E 41 38
. e 41 38
kitech. M a1 38
Metodou ID CORE bylo vysetieno 41 darct, | N 41 38
S 41 38
metodou BLOODchip 38 darcu. Jeden darce [ 41 38
¥ .y ¥ . Lu? 34 7 38
byl vySetfen obéma metodami. Lo 7 5 =5
Technika ID CORE vykazuje 98,2% shodu se | K 41 38
K 41 38
sérologickymi vysledky (765 ze 779 testl). [gpe a1 33
Uplna shoda (100 %) byla zaznamenéna v 17 pr 21 22
ya
z19 testovanych antigenll. Pfi hodnoceni | Fy® 41 38
Jk® 41 38
polymorfismii v systému Lutheran (14 testl) s a1 38

. r (13 7

jsou prOblemem tzv. ,NO CALL VySIGde' Tabulka 8 - Celkovy piehled vysledkii shody mezi
sérologii a microaray technikou (ID CORE a
BLOODchip) u jednotlivych antigeni ve skupiné

ied ssleduiicich . . ,Darci krve“. NT = Netestovan, NC = No Call,
jedna z nasledujicich moznosti: NV = Not Valid.

Dle informaci dodavatele muze byt pfi¢inou

a) neurcity genotyp (software neni schopen pfifadit pozitivni vysledek jednomu nebo
vice polymorfismim),

b) nizka intenzita signalu (pod prahovou hodnotou pro dany SNP),

¢) maly pocet kulicek (pod prahovou hodnotou). (50)

Systém BLOODchip vykazuje 98,9% shodu (789 ze 798 testt). Uplna shoda (100 %)
byla zaznamenana v 18 z 21 testovanych antigent. V 7 piipadech se objevily hodnoty
»,NO CALL* ¢i ,,NOT VALID® pfi testovani polymorfismti pro antigen RhD a po

jednom piipadu u antigent ,,C* a ,,c*“. Detailni rozpis vysledka viz ptilohy ¢. 1a-d.
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8.1.2 Zajimavosti

V celém souboru vySetienych darcti byl zachycen jeden piipad genotypu FYA/FYX,
fenotypové se projevujici jako Fy?*™. Tento piipad byl hodnocen jako ,,shoda®, protoze
se jednd o zeslabeni antigenu Fy®, ktery v pfitomnosti druhé alely ve formé FY*A
vykazuje slabé az negativni reakce (3, 17).

Dale byly detekovany 3 ptipady darct s genotypem FYB/FY X s fenotypovym projevem
Fy?P*. Z diivodu piitomnosti ,,normalni alely FY*B se sérologicky zeslabena alela

FY*02W.01 neprojevi (3).

V pfipad¢ antigenu RhD bylo detekovano nékolik zajimavosti (vSechny zachyceny
metodou BLOODchip). V jednom piipadé byl zachycen antigen D weak typ 1
fenotypové se projevujici jako RhD slabé pozitivni. Obdobny fenotypovy projev mély i
pripady zachytu D weak typ 2 (1 déarce) a D weak typ 3 (1 darce).

BLOODchip detekoval 3 ptipady darct krve s genotypem DAUtype5/DVtypel-het
sérologicky se projevujici jako RhD+. Software tedy nabizi 2 moznosti heterozygotnich
mutaci. Varianta DAUtype5 (RHD*10.05) obsahuje mutace 667T>G, 697G>C
(nachazejici se v 5. exonu) a mutaci 1136C>T (v 8. exonu). Oproti tomu varianta
DVtypel (RHD*05.01) je tvofena pouze mutacemi v exonu 5 (667T>G a 697G>C).
BLOODchip detekoval pfitomnost jedné mutované a jedné normalni alely v pozicich
667 a 697. Nehodnoti vSak reakci v pozici 1136, proto nedokéze tyto varianty rozlisit.

Tabulka zobrazujici sily reakci jednotlivych exonid v§ak mtize napomoci v rozhodnuti, o

kterou konkrétni variantu se jedna.

(CEEZE 1250
(EEEE 2561
EEEEN 1529
(CEETE( 2045
RuDexs:  [IEN]
(CEECEM| 2447
RuDEX7: _ [REZZR]
RuDExs:  [ERED
RuDexs: [T
RuDEx10:_[JEZTR]

Obr. 10 - Intenzity
jednotlivych exonii
genu RHD (darce €. 7)

V ptipadé darce ¢. 7 (Obr. 10) je patrnd snizend hodnota pouze v
exonu 5 (ne Cist¢ negativni zdGvodu piitomnosti druhé

“normalni* alely). Lze tudiZ usuzovat na variantu DVtypel.
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Naopak darkyné ¢. 108 (Obr. 11) méa snizené hodnoty nejen v exonu 205.2
p yn ( ) z y nejen v e SR

5 ale i vexonu 8. Ztéchto hodnot tedy vyplyva, Zze je vyssi [Ecalll 2348

2782
617
358.3
288.0
1277
161.8
376.7

intenzity signali pro ob¢€ barevné znacky (tyto signaly jsou mimo . . nzity

p v ;s . . - jednotlivych exonii genu
rozmezi doporucenych hodnot). Vysoke jsou 1 hodnoty jednotlivych .0 (dirce & 108)

pravdépodobnost pfitomnosti varianty DAUtypeS5.

Tteti darce s timto genotypem (darce ¢. 141) vykazuje ,,NO CALL*

hodnoty u polymorfismit BCV050 a 054. Zarovein mé vysoké

exonll RHD genu s niz§imi hodnotami v exonech 5 a 8 (Obr. 12). To

tedy nasvédcuje pritomnosti varianty DAUtype5.

285.2
(CECEE | 14697.3 502.6
CECHE 5o 2088
CECE | 132675 RuDEX4:  [NETE)
cvse:  |IENEEE 1027

Q201 1 CY3: 33195.6 RHDEX6: 381.6
Q201 BCY3: 61.6 RHDEX7: 357.3
Q201 1 CY5: 65535.0 RHDEXS: 133.7

Q201 B CY5: 90.98 RHDEX9: 205.3
RHDEX10: 483.1

Obr. 12 - Intenzity jednotlivych exoni genu RHD
(darce ¢. 141)

Vysledky vSech téchto tfi darct byly uzavieny jako RhD pozitivni.
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8.2 Soubor ,Pacienti“

8.2.1 Souhrn

Soubor ,,Pacienti” je tvofen 62 vzorky. NRL Vv tomto obdobi vysetiila vét§i mnozstvi

vzorkt. Do této studie byla zahrnuta pouze ¢ast z nich. Jednalo se pfedevs§im 0 pacienty,

u kterych nebylo mozné jednoznacné urcit pfitomnost nékterych antigend pomoci

sérologickych technik. Genetickymi metodami BLOODchip i ID CORE bylo také

vySetieno vice vzorku, nez kolik jich je zahrnuto v tomto souboru. Divodem pro jejich

vylouceni ze studie byla nejcastéji nizkd kvalita purifikované DNA, kterd ovlivnila

vysledek analyzy. Dal§im divodem vylouceni byly pozitivni reakce v negativni

kontrole (nebo negativni reakce v pozitivni kontrole), coz vedlo k neplatnosti vsech

vysledkd v dané sérii. Tento ptipad byl Castéjsi v ptipadé analyzy ID CORE. Metodou
BLOODchip bylo vysetfeno 34 vzorku, technikou ID CORE 21 vzorki a celkem 6

vzorki bylo vySetieno obéma technikami. Detailni tabulka vSech vysledku viz ptilohy ¢.

2a-d.

Tabulka 9 je rozdélena na dvé casti
(ID CORE a BLOODchip) podle
toho, jakou metodou byly vzorky
vySetiovany. Pro kazdy antigen je
uveden pocet ptipadi, ve kterych se
shoduje  sérologie s genetickym
vysetfenim (,,Shoda®), pocet piipadu,
ve  kterych  byla  sérologicky
zachycena dvoji populace erytrocytil
(,,DP*) a tudiz nelze posoudit, zda se
metody shoduji, a pocet pripadi, kdy
byl zjistén rozdilny vysledek mezi
sérologickym a genetickym
vySetienim

(,,Rozdil®).

jednotlivych  antigent

ID CORE BLOODchip
Antigen | Shoda DP | Rozdil | Shoda | DP | Rozdil
ABO NT 33 5
D NT 32 4
C 21 5 24 4 4
c 27 30 1 1
cv 26 1 29 1
E 23 3 1 27 4 1
e 26 1 31 1
M 9 4 15 3
N 8 4 1 13 4 1
S 10 5 17 3
S 13 2 18 2
Lu? 5 1 2 15 1 1
Lu® 5] 1 2 16 1
K 24 1 1 28 1 1
K 26 28 1 1
Kp? 6 10
Kp® 6 10
Fy* 8| 5 17| 6 2
Fy° 9| 4 16| 6 3
Jk? 16 2 24 2 1
Jkb 14| 3 1 24| 2 2
Tabulka 9 — Soubor ,,Pacienti*“: Pocty vysledkii pro
jednotlivé antigeny, rozdélené do skupin dle
microarray metody a dale do skupin: "*Shoda", "DP"" a

"Rozdil". DP = dvoji populace erytrocyti, NT =
netestovano.
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V tabulce 9 jsou zahrnuty ptipady, kdy sérologie vykazovala ptitomnost dvoji populace
erytrocytl. Skupina rozdilnych vysledkli obsahuje kromé jasné diskrepantnich vysledkl
také pripady, kde vysledek z microarray metody byl nejasny (,,no call“= ,,NC*) nebo
nebyl validni (,,not valid“=,,NV*). Tyto ptipady by nemély byt hodnoceny v celkovém
vyjadieni shody mezi metodami, protoze neposkytuji jasn¢ hodnotitelné vysledky. Proto
jsou v tabulce 10 zobrazeny pouze piipady jasn¢ porovnatelnych vysledkt. Hodnoty

Z této tabulky jsou procentualné vyjadieny v tabulce 11.

Pacienti (NC/NV a DP nehodnoceno) ‘ Pacienti (NC/NV a DP nehodnoceno) ‘

ID CORE BLOODchip ID CORE BLOODchip

Ag Shoda | Rozdil Shoda | Rozdil Ag Shoda Rozdil Shoda Rozdil

KS NT 33 4 KS NT 89% 11%

D NT 32 3 D NT 91% 9%

C 21 24 3 C 100% 89% 11%

C 27 30 C 100% 100%

cv 26 29 (o 100% 100%

E 23 1 27 1 E 96% 4% 96% 4%

e 26 31 e 100% 100%

M 9 15 M 100% 100%

N 1 13 1 N 89% 11% 93% 7%

S 10 17 S 100% 100%

S 13 18 S 100% 100%

Lu? 5 15 1 Lu? 100% 94% 6%

Lu® 5 16 1 Lu® 100% 94% 6%

K 24 1 28 K 96% 4% 100%

K 26 28 K 100% 100%

Kp?® 6 10 Kp? 100% 100%

Kp® 6 10 Kp® 100% 100%

Fy? 8 17 2 Fy? 100% 89% 11%

Fy® 9 16 3 Fy® 100% 84% 16%

JKe 16 24 1 Jk? 100% 96% 4%

JKP 14 1 24 2 Jkb 93% 7% 92% 8%
Tabulka 10 — Soubor ,,Pacienti: Poéty vysledki Tabulka 11 —Soubor ,,Pacienti*“: Procentualni
pro jednotlivé antigeny, rozdélené do skupin dle zastoupeni vysledki pro jednotlivé antigeny,
microarray metody a dale do skupin: "Shoda", rozdélené do skupin dle microarray metody a déle do
"DP" a "Rozdil". DP = dvoji populace skupin: "Shoda'", "DP" a "Rozdil". DP = dvoji
erytrocytii; NT = netestovano. populace erytrocyti; NT = netestovano.

Technika ID CORE vykazuje 98,6% shodu se sérologickymi vysledky (282 z 286 testi1).
Uplna shoda (100 %) byla zaznamendna v 15 z 19 testovanych antigentl. Systém
BLOODchip vykazuje 96,3% shodu (392 ze 407 testtl). Uplna shoda (100 %) byla
zaznamenana v 10 z 21 testovanych antigenll. V nasledujici kapitole jsou okomentovany
vSechny rozdilné a nejasné vysledky jednotlivych erytrocytovych antigenti rozdélené do

dvou skupin podle microarray metod, kterymi byly analyzovany.
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8.2.2 Komentare k neshodam

8.2.2.1 BLOODchip

ABO (4 + 1 NC):

Pacient ¢. 34: Sérologicky v predni fad¢é (aglutinogeny) pfitomen antigen B, avsak v
zadni fad¢ (aglutininy) nenalezena zadna reakce. Tudiz zadni fada byla ur¢ena jako AB.
Dle PCR-SSP se jedna o skupinu AB. BLOODchip vyhodnotil krevni skupinu jako
A1B. Ztejmé jde o zeslabeni antigenu A, ktery neni sérologickymi metodami detekovan.
Vzorek byl odeslan k vysetfeni metodou sekvenace do referencni laboratoie v Lundu

(Svédsko) pro dalsi upfesnéni.

Pacient ¢. 36: Pacientka vySetfovana na Transfuznim oddéleni VEN Praha (VSeobecna
fakultni nemocnice), u které byl sérologicky v ptedni fadé detekovan antigen B, v zadni
fad¢ slaba reakce s A: erytrocyty a chybéjici reakce s Az (gelové karty BioRad a
zkumavkové testy). Pfi vySetieni pomoci karet firmy Grifols byly na ptedni fadé
detekovany antigeny A i B (se slabsi reakci antigenu A) a v zadni fadé bylyvSechny
reakce negativni. V NRL byl ovéten vysledek na kartach Grifols se shodnymi reakcemi
Vv piedni fad€. Zaroven byla detekovana podskupina Az. V zadni fadé byla zachycena
slaba reakce s A1 erytrocyty zesilujici pii pouziti erytrocytti opracovanych enzymem.
Sérologicky byl vysledek uzavien: Krevni skupina A2B se slabou expresi antigenu A a
nepravidelnou protilatkou anti-Ax.

BLOODchip vyhodnotil krevni skupinu jako AiB. Ziejmé je v DNA pfitomen
polymorfismus typicky pro skupinu Ai, ktery detekuje microarray BLOODchip.
Zaroven je ale prfitomna dal$i mutace zptsobujici fenotypovy projev Az, kterou
BLOODchip nedetekuje. Vzorek byl odeslan pro uptesnéni na sekvenaci do Lundu
(Svédsko).

Pacient €. 45: Sérologickymi metodami zjisténa piedni fada bez antigent, tudiz se jedna
0 skupinu 0. V zadni fadé byl detekovan pouze aglutinin anti-A, odpovidajici skupiné B.
Dle BLOODchip analyzy se jedna o krevni skupinu B (genotyp BO1). Na obr. 13 je
polymorfismus BCV008 oznacen jako ,,Out of Rank“. To vyznacuje pfitomnost signalu,

ktery software nezna a neumi vyhodnotit.
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Vysledek sekvenace: AB0*B.01/0.01 se zachytem dosud nepopsané mutace. V soucasné
dob¢ probiha analyza rodinné studie a popis této mutace ve spolupraci s referenéni

laboratofi v Lundu.

] BO1
——————

) T N Y A
[scwoot [z [cowsensus_a (hemas0s7-55) [177.57[o [oos
[sowooz[3 [consewnsus_a (hemasoisssissc) |n [s43.5 o [oo3
[Bcvonz 2 [O1,01v (hetiBO261G2561d=IG) [o [183 o [o-e3]
[sowooa[z  [comsemsus_a (remasozaac) [o [472.24]0 [0.03]
[sowoos[z  [comsemnsus_a (nremasosac) [o [388.37[0 [0.03]
[scwons [z [consensus_s (remasosdsT) [o [308.270 EE)
[sovooz 2 B (=t aBOTOIGA) [ [673.55]0 [o.02
[sovoos [z e (retamo7esca [1 [214.41]0 [o.03
|[ecvooe [z [CcoMsEMSUS_A [hemABOBDZG) [o [2ee.51[0 0.04
|5:'-::1:- 2 |{Elf=it‘:'§515£;;’]ib'= 02,0341 o 436.23 |0 0.05
[sowoii[z  [comsemsus_a (remaso7es-so4) [o [131.04]0 [o.05
[sowoiz[s [comsewsus_a (hemasoioss-1081) [o [380.52]0 0.03

Obr. 13 - Tabulka detekovanych polymorfismi a intenzity jednotlivych
signalu (Pacient ¢. 45)

Pacient ¢. 54: V tomto piipad¢ se nejednd o typickou neshodu, ale spiSe o upiesnéni
sérologického nalezu. Na pfedni fad€ byla ve sloupcich pro antigeny A a AB pfitomna
dvoji populace erytrocytl. Zadni fada vykazovala pozitivni reakce pro aglutinin anti-B.
Pritokovou cytometrii bylo zjisténo, ze cca 2,4% erytrocytd silné exprimuje antigen A,
zatimco zbytek vykazuje pouze nepatrnou expresi. BLOODchip vyhodnotil krevni
skupinu jako A101. Sekvenace potvrdila nalez A101 a neodhalila zadnou zeslabujici
mutaci. Jedna se tedy spiSe o ziskané neZ o vrozené zeslabeni exprese A antigenu
vramci zakladniho onemocnéni (porucha glykosylace v ramci klonalniho

preleukemického ev. leukemického onemocnénti).

Pacient ¢. 23: Sérologicky pfedni fada zjiSténa bez aglutinogent odpovidajici skuping
0. V zadni fad¢ detekovany velmi slabé reakce aglutininu anti-B.

BLOODchip vyhodnotil vysledek jako tzv. NO CALL. Nekteré signaly jsou oznaceny
jako ,,Out of Rank“ a dale je pfitomna neobvykld kombinace signali pro jednotlivé
polymorfismy, kterou software BLOODchip neni schopen vyhodnotit a vydat
jednoznacny vysledek. Vzorek byl odeslan k sekvenaci do referenéni laboratoie ve

Svédském Lundu.
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RHD (3 + 1INC)
Pacient ¢. 29: Sérologicky popsano jako D pozitivni, dle BLOODchip se jedna o

variantni D, konkrétné: DIIIc. Ziejmé jde o atypicky gen s pritomnosti dalSich mutaci.

Pacient €. 57: Sérologicky zjisténo jako D pozitivni, dle BLOODchip se jednd o mutaci
v genu RHD nachazejici se v oblasti mezi exonem a intronem 7. V soucasné dobé

probiha dalsi testovani a upfesnovani mutace.

Pacient ¢. 63: V tomto pfipadé se jednalo o pacienta po transplantaci krvetvornych
bunék, kterd probéhla v roce 2004. Pfed transplantaci byl testovan v NRL sérologickymi
metodami s vysledkem: RhD pozitivni (Rh fenotyp CcD.ee). Darce krvetvornych bunék
byl rovnéz otestovan jako RhD pozitivni (Rh fenotyp CcD.ee). Bezprostiedné po
transplantaci byl tento pacient n€kolikrat otestovan s vysledkem: RhD pozitivni. V roce
2015 byl pii kontrolnim vySetieni zjistén vysledek RhD negativni a C negativni (Rh
fenotyp ccddee). Vysledek analyzy BLOODchip vsak potvrdil darcovsky fenotyp:
CcD.ee. Metodou BLOODchip byla provedena i analyza DNA darce (vzorek DNA
z roku 2004), se shodnym vysledkem. Déle byla provedena sekvenacni vySetfeni darce 1
pacienta, ktera potvrzovala vysledek z BLOODchip. VySetieni byla nékolikrat
opakovana z riznych odbért, aby byla vyloucena ptfipadna zdména vzorki.

Piipad sérologické ztraty antigenti RhD a C ziistdva nedofeSen a je dale konzultovan

S referen¢nimi laboratofemi v zahranici.

Pacient €. 56: Sérologicky uzavien jako D pozitivni. BLOODchip neni schopen
definovat RHD, vysledek je ,,NO CALL*. Diivodem je pravdépodobné nizk4 intenzita
barevnych signalu (viz dale kapitola RHCE — E).

RHCE - C (3 + 1INC)

Pacient €. 39: Sérologicky pozitivni pro antigen C i c. Dle BLOODchip je pfitomen
pouze gen pro ,,cc*, avSak predpokladany fenotyp je ,,C+c+*.

Diskrepance mezi genotypem a predpokladanym fenotypem ma upozornit na pfitomnost
RHCE r’® (haplotyp (C)ce®). Tento haplotyp produkuje antigeny: normalni c, e° (slabé
e), ce(f), slabé nebo parcidlni C, G a VS. Je tvofen hybridnim genem RHD-CE-D?,
obsahujicim exony 1, 2, ¢ast 3 (kodony 121, 127, 128), 9 a 10 genu RHD a zbyvajici
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¢ast exonu 3, a exony 4-7 z genu RHCE. Pavod exonu 8 neni znam. (3, 17) Tyto genové

prestavby dokazuji i hodnoty signalti pro jednotlivé exony genu RHD. Hodnoty pro

exony 1, 2, 9 a 10 jsou jasné pozitivni na rozdil od ostatnich exoni. Zaroven je

s haplotypem 1’5 spojen antigen VS, jehoz piitomnost potvrdil BLOODchip (BCV093:

homRHCE733G). Toto antigenni uspofaddani se bézné vyskytuje u osob afrického

puvodu, ale je velmi raritni v ostatnich populacich. (3) Pacient ¢. 39 pochazi z afrického

etnika. Fenotyp byl uzavien jako Ccee.

RHCECc cc | Cres
ee | E-e+
-
RHCY Wome [Type] Polymorphism _|Out of Rank] 1/8_[Not vaiid] cv || EtAE | Cx-
1% [Bcvoss[z  [RHCELITTLEC o [z21.48[0 0.0z ||NO Cw | Cw-
e [Ecvosa|1  [RHCE no bige o [zos |1 o1zl rs | r's
[ecvoso[z [RHCEr's o [158.97 [0 0.03||CEX733G) | VSs
[Bcvosz[t  [RHCE WS (hemRHCET33G) [0 [186.07 [0 0.04|— | L
K+

Obr. 14 - Tabulka detekovanych polymorfismi RHCE Cc a intenzity jednotlivych signala. (Pacient ¢. 39)

Pacient ¢ 57: Antigen C vykazuje sérologickymi metodami negativni reakce.

BLOODchip vsak ur¢il pfitomnost genu pro C.

V genu je zfejmé pritomny polymorfismus, ktery je u bélosské populace typicky pro C.

Zaroven vSak muze mit pfitomnou dal§i nukleotidovou zménu, kterd zpiisobuje, ze

k fenotypovému projevu nedochazi. Pacientka je afroameri¢anka. V této populaci je

zvySeny vyskyt antigenu c. Zaroven se v této populaci vyskytuji 1 dals$i nukleotidové

zmeény, jez Casto ovliviuji vysledny fenotyp. Pro uptfesnéni konkrétnich mutaci by bylo

nutné jednotlivé ¢asti gend podrobit sekvenaci. V soucasné dobé je pacientka vedena

jako homozygot pro antigen c.

Cc | Ca+c+
|_RHCE Cc_| | Eer
| Name |Type|  Polymorphism ___[Out of Rank| 1/8_|wot valid| cv | Cx
v ECV08E (3 [RHCE LITTLEC [o [zz7.02[0 [0.28
RHCE Cw [ecwossz  [RHCE bige o [z6.11 [o [0.22 Cw-
RHCE r's (EreyCEn] I E——— NO CALL -------- 0 2253 |0 0.04 | NO CALL
T BCW033[t  [RHCE WS (homRHCET33G) [1 165.93 [0 0.03 | VS+

53

T - - T [
Obr. 15 - Tabulka detekovanych polymorfismi RHCE Cc a intenzity jednotlivych signala (Pacient ¢. 57)



NCproCac

Pacient ¢. 60:

Sérologické typovani antigenu C vykazovalo rozdily mezi pouzitymi diagnostiky.
Gelové karty DiaMed — BioRad davaly negativni reakce pro antigen C, zatimco vSechna
ostatni pouzita diagnostika (Grifols, Immucor, Sanquin) poskytovala reakce pozitivni.
Reakce pro antigen c, E, e byly vzdy silné pozitivni.

BLOODchip vyhodnotil reakce pro Cc jako ,,NO CALL“(Obr. 16). Reakci BCV089
nebyl software schopen vyhodnotit. Dalsi zajimavosti je polymorfismus pro antigeny E
a e, ktery je oznacen jako ,,Out of Rank* (Obr. 17).

Metoda ID CORE detekovala pritomnost polymorfismii pro velké i mal¢ C (Cc).
Zaroven vSak upozornila na moznost pfitomnosti parcidlni exprese antigenu E
(detekovala ptitomnost E i e). Vysledek genotypu byl: ,,RHCE*Ce, RHCE*cEFM (dalsi
mozné, avSak méné¢ pravdépodobné varianty: RHCE*CE, RHCE*CeFV nebo
RHCE*CE, RHCE*ce(712G).*

Tento vzorek byl odeslan na doSetfeni pomoci sekvenacni metody do referencni
laboratote v Bostonu (USA). Vysledkem sekvenace byl zavér: ,Pfitomnost genu
RHCE*cE/RHCE*CeFV, obsahujici 6 nukleotidovych zmén v exonu 5 s naslednou
zménou 4AA (pozice 223, 226, 233 a 238). Predikovany fenotyp: slabé nebo variantni
C, normalni c a E, parcialni e.*

Zména AA v pozici 226 (pramenici z nukleotidové zmény v pozici 676) byla pfi¢inou
,,Out of Rank“ hodnoty u RHCE Ee v microarray BLOODchip.

Doporuceni pro transfuze: Jako darce by mél byt veden s fenotypem CcEe; pfijemce by

m¢l radéji dostavat C- a e- piipravky.

RacEce | NO CALL NO CALL
Eves
[ [Type]  Polymorphism [Out of Rani] 1/8 [Not vaiia] cv] | Cx-
Emussl_ RACE LTTLEC IG ) m cw.
[povoss| [ NO CALL ————- |.- [tz [ez=s -
[ovist[t  [RRCEr=rs [o [e2= [o [oos LT
[powosz|3  [wORMAL {hemrHCETIEC) [0 [z=1=[o [o.03|}-het | VSs-

Obr. 16 - Tabulka detekovanych polymorfismi RHCE Cc a intenzity jednotlivych signali. (Pacient ¢. 60)

i Ee | Ees

| Cx-

RHCE r S RHCE E= (hetRHCESTSCE] | ’7 nor's
) het | Vs-

Obr. 17 - Tabulka detekovanych polymorfismi RHCE Ee a intenzity jednotlivych signali. (Pacient ¢. 60)
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RHCE -E (1)
Pacient ¢. 56: V sérologii byla zjisténa negativni reakce pro antigen E. Podle
BLOODchip je antigen E ptitomen. OvSem v detailu polymorfismu RHCE*(676C,G) je

patrna nizka hodnota intenzity signalu a tato hodnota je oznacena jako ,,Out of Rank*

(Obr. 18).
RHCE Ee | Ee E+e+
0 Cx cx
| Name |Type] Polymorphism __|Out of Rank| 1/8 |Not valid cv ||[oYeR® Cw-
nH [ecwosifz  [RHCE*(676C,G)_Ee (+1)[1 [22.56 [0 [o.1 or's ——
Obr. 18 - Tabulka detekovanych polymorfismi RHCE Ee a intenzity
jednotlivych signalia. (Pacient ¢. 56)
CY3I; 5731.4
CY3 B: 79.9
) . ) 5 . . CY51: 6087.8
Na obrazku 19 jsou zvyraznény hodnoty jednotlivych  pever GE
signali  odpovidajici nizké kvalité barevnych spoti. Al LLEI
81.3
Hodnota Q201 I CY3 by se méla pohybovat v rozmezi 7  [EINEES 16765.75
52.31

000-15 000, zatimco Q201 I CYS5 by méla nabyvat hodnot
20 000-40 000. Tyto hodnoty jsou pravdépodobnou pii¢inou

Obr. 19 - Souhrn
zkresleni vysledku. celkovych intenzit

jednotlivych barevnych

signalii. (Pacient &, 56)
Kell - K (INC) + k (INC)
Pacient ¢. 56: Sérologicky byla detekovana slaba reakce u antigenu Kell a pozitivni
reakce u antigenu Cellano. Metodou ID CORE byla potvrzena pfitomnost obou antigenii
a zaroven i pifitomnost LFA antigenu Kp?. Ten je pfi¢inou sérologického zeslabeni
antigenu Kell. Technika BLOODchip vSak nebyla schopna vyhodnotit antigeny Kk
(Obr. 20). S nejvétsi pravdépodobnosti je divod stejny jako v pfipadu vyhodnoceni

antigenu E (viz vyse), tedy nedostatecnd kvalita barevnych signala.

| NO CALL

KELL KpAJ KPB
pC [ Neme [Type]  Polymorghism __|Out of Rank| 1/8 |Not vaiia] cv [ireeg

[scvosa |z [kkee7 mORMAL o [161.45]0 [o.12 1
KELL Kmo [BCwoes |3 |kk&ST NORMAL [o [57.57 o 3 nod-
KELL JsAJNESGET [-------- NO CALL -------- [1 [358.08]0 [o.t2| JSB

Obr. 20 - Tabulka detekovanych polymorfismi KELL Kk a intenzity jednotlivych signali. (Pacient ¢. 56)
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MNS — N (1)

Pacient ¢. 57: Sérologicky byl antigen N popsan jako negativni, avsak na BLOODchip i
ID CORE je reakce pozitivni. Pacientka byla opakované transfundovana, coz mohlo
ovlivnit sérologicky vysledek. Je zde vSak i moznost, Ze gen pro antigen N je hybridni a

sérologickymi metodami tak neni mozné pfitomnost antigenu zachytit.

Duffy — Fy? (2) + Fy® (3)

Pacient ¢&. 41: VVzorek darce byl zaslan k ovéfeni fenotypu Fy*™, aby mohl byt zatazen
do registru vzacnych darct krve. Sérologicky tedy Fy*®, BLOODchip vsak detekoval
pritomnost alel FY*A/FY*X s predikovanym fenotypem Fy(a+, bw+) bez prukazu
nulové mutace FYGATA, ktera je piiginou fenotypu Fy*™. Mutace je tedy v jiném
genetickém mechanismu, coZ potvrdila i sekvenace. V soucasnosti probihd zatazovani
této nové mutace do seznamu ISBT. Byla provedena rodinnd studie, kterd zjistila, ze

stejnou mutaci nese i sestra (pacient ¢. 42) tohoto darce. (51)

Pacient & 47: Sérologie detekovala slabou reakci pro Fy° antigen. Genotyp dle
microarray BLOODchip popsan jako: Fy*. Pacientka byla opakované transfundovana.

Slabou pozitivitu v sérologii tak mohly zpisobit natransfundované Fy® pozitivni

erytrocyty.

Kidd — Jk? (1) + JK° (2)

Pacient €. 28: U polytransfundované pacientky bylo sérologickymi technikami uréeno
slozeni antigenti v Kidd systému jako Jk®*P. Pied timto vySetienim byly pacientce
podany 4 TU erytrocytii. Microarray BLOODchip vSak urcila, ze je pfitomen pouze gen
JKB (v homozygotni form¢). Tato diskrepance je pravdépodobné zptsobena podanymi

transfuznimi pfipravky. Sérologicky byly detekovany antigeny natransfundovanych

o
erytrocytu.
KIDD JKALJKB | JKBIJKB | Jka- Jkb+
Fya+ Fyb-
- - - - Qut of
e [ o | e i |
BCWV1OL 3 NORMAL (PomSLC1481IN5G) 0 4542 |0 0.08 M-N+
. JkBIkE JK2IKZ A +o a oo
BCV102 1 (homSLC14A15384) o 7o.54 |0 0.05 S5+
BOW103 3 NORMAL {hemSLC14A1E71T) o 157.3E|0 .05

Obr. 21 - Tabulka detekovanych polymorfismi KIDD JKA/JKB a intenzity jednotlivych signali. (Pacient ¢.
28)
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Pacient &. 57: Sérologicky popsan jako JK® negativni. ID CORE i BLOODchip vykazuji
genotyp JKA/JKB. Sérologické testovani bylo provedeno po podani transfuznich
ptipravku (pacientka po vyménnych erytrocytaferézach, s diagndzou srpkovité anémie).
Je pravdépodobné, 7e podané TP erytrocytd byly JkP negativni a zpasobily tak

negativitu sérologického testovani antigenu.

Lutheran — Lu? (1)

Pacient ¢. 27: Sérologicky urcen jako Lu a-, b+, dle BLOODchip Lu a+, b+. Pfitomnost
silné pozitivity v PAT mohla ovlivnit typovani antigenit v NAT. Dalsi moznou pfi¢inou
jsou vysoké poéty podanych transfuzi erytrocyti. Antigen Lu® patii do skupiny LFA ,
coz znamena, ze vétSina podanych transfuzi byla Lu a-. Sérologie tedy pravdépodobné

detekovala antigeny natransfundované, nikoliv pacient¢iny vlastni.

Lutheran — Lu® (1)

Pacient ¢. 40: Tento ptipad byl zachycen v souvislosti s vyhledavanim vzacnych darci
pro pacienty s protilatkami proti HFA. Sérologicky nalez této zeny byl definovan jako
Lud®,

Pro potvrzeni nalezu bylo provedeno vysetfeni metodou BLOODchip, kterd opakované
prokazala piitomnost genu pro vysokofrekvenéni Lu® antigen.

Zitejmé se jedna o ptitomnost dominantni alely genu In(Lu), ktery zpsobuje supresi
nékterych erytrocytovych antigend (Lutheran, AnWj ¢i P1). (17) Tento gen nema vazbu
ke genu kodujicimu antigeny systému Lutheran, coz prokazaly rodinné studie.
Vyskytuje se jen velmi raritn€, vétSina populace nese homozygotni zastoupeni alely
in(Lu). Mechanismus uc¢inku alely In(Lu) neni zcela objasnén. Daniels (3) popisuje
nékolik moznych teorii od glykosylacnich abnormalit pfes pfestavby membranové
konformace az po kodovani transkripénich faktord.

Gen pro Lu® je tedy piitomen a byl tudiz detekovan metodou BLOODchip, ale

nedochazi k jeho fenotypovému projevu. Tento p¥ipad byl tedy uzavien jako Lu®?",

57



8.2.2.2 ID CORE

RHCE - E (2)

Pacient ¢ 21: Vzorek vySetiovany na HTO Nemocnice na Bulovce — vykazoval
sérologicky silné pozitivni reakce pro antigen ¢ a slab¢ pozitivni pro antigen E
(diagnostika BioRad). V NRL =zachycena piitomnost dvoji populace erytrocyti ve
sloupcich pro C, ¢ a E (diagnostické karty Grifols). Ve sloupci pro antigen E bylo
zhruba 90% erytrocytli negativnich, zbylych cca 10% vykazovalo slabé pozitivni
reakce. Dvoji populace erytrocytd byla zplsobena piedchozim podanim 9 TU
erytrocytovych TP. Podle ID CORE je pfitomen pouze antigen e (genotyp
RHCE*Ce/RHCE*ce).

MNS - N (1)
Pacient ¢. 57: VyfeSen v kapitole BLOODchip (str. 58)

Kell - K (1)

Pacient €. 4: Sérologicky popsan jako kk, zatimco podle ID CORE zachycen 1 gen pro
K (tedy vysledek: Kk). Jednalo se o polytransfundovaného pacienta. Je pravdépodobné,
ze vétsina erytrocytovych ptipravki, které mu byly transfundovany, méla fenotyp kk.
Sérologické techniky tudiz detekovaly antigeny natransfundovanych erytrocyti, nikoliv

pacientovy vlastni.

Kidd — JKk® (1)
Pacient ¢. 57: Vyieseno v kapitole BLOODchip (str. 58)

Duffy — Fy® (1)
Pacient ¢. 59: Vyteseno v kapitole BLOODchip (str. 59)

Lutheran — Lu? a Lu® (2 NC)

Pacient &. 2 a pacient & 17: Sérologicky popsan jako Lu*®*, dle ID CORE vysledek
»NC*“ neboli ,NO CALL“. Vysledek byl uzavien na zakladé¢ zavéru sérologické
techniky jako Lu &P*,
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8.3 Komentare k neshodam - skupina ,,RhD*

Skupina RhD Skupina RhD

Shoda | NC/NV | Rozdil Shoda NC/NV | Rozdil
ABO 22 ABO 100 %
C 24 1 1 C 92,3 % 3,8% 3,8%
c 24 2 [ 92,3 % 7,7 %
(o 26 cv 100 %
E 26 E 100 %
e 26 e 100 %
K 26 K 100 %
k 26 k 100 %
Tabulka 12 — Soubor ,,RhD*: Tabulka 13- Soubor ,,RhD*:
Celkovy prehled- pocet pripadi Celkovy prehled- procentualni
shody mezi sérologii a microaray vyjadieni pripadi shody mezi
technikou (ID CORE a sérologii a microaray technikou (ID
BLOODchip) u jednotlivych CORE a BLOODchip) u
antigenu ve skupiné ,,RhD*. NC = jednotlivych antigent ve skupiné
No Call, NV = Not Valid. ~-RhD*“ NC = No Call. NV = Not
8.3.1 Souhrn

Z dtvodu komplikaci pti uréovani RhD byla v NRL pomoci microarray BLOODchip
vySetfena skupina 28 pacientd. V roce 2014 bylo vySetfeno 13 vzorku, v roce 2015
celkem 15 vzorkil. 2 pacienti byli ze studie odebrani z diivodu zdmény vzorkl (viz
dale). Sérologickou technikou byl u vSech vzorka hodnocen fenotyp v systémech Rh a
Kell. Pouze u 22 znich byla zaroven ovéfena i krevni skupina v systému ABO. U
zbylych 6 byla informace o skupiné ABO poskytnuta pozadujicim pracovistém a nebyla
znovu ovéiovana v NRL.

Pfi porovnani sérologie s microarray technikou v systému ABO byla 100% shoda, stejné

jako u antigent E, e, Cw, K, k.

V ptipad¢ antigenli C a c byl systtmem BLOODchip v jednom piipadé detekovan
vysledek ,,NO CALL* (Vzorek RhD ¢. 17). Sérologicky byl vyhodnocen vysledek C
negativni, ¢ pozitivni. Z obrazku ¢. 22 vyplyva, ze divodem jsou ,,NO CALL* hodnoty
u polymorfismi BCV090 a BCV093, detekujici haplotyp r’s a antigen VS.
Polymorfismus BCV088 pro antigen ,,c* je oznafen jako typ 3, ktery popisuje jeho
ptritomnost na erytrocytech. Oproti tomu polymorfismus BCV089 pro antigen C ma
nizkou intenzitu a tudiz je vyhodnocen jako typ 1, ktery odpovida jeho absenci. (Obr.

22) Ve vysledku tak sérologie odpovida genetickému vySetieni.
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Rozdilny vysledek mezi sérologii a genetikou pii detekci antigenu C byl zachycen
v pfipadé pacientky RhD ¢. 3: sérologicky C negativni, ¢ pozitivni. BLOODchip
analyza detekovala pfitomnost polymorfismu pro antigeny C i c.

Metoda PCR-SSP na systému FluoGene rovnéz detekovala piitomnost polymorfismi

pro antigeny C i c. Vzorek byl odeslan dob¢ k sekvena¢nimu vySetieni.

RHCE Cc | HO CALL | NO CALL
e | E-e+
o | o
| Home |Type]  Polymorphism | out of Rank| 178 -
ECVOEE 3 o 31538 [0 [o.0z|[Cw | Cw-
BCVOES |1 |RHCE no bigl ] 288 |t 016 | EALL NO CALL
E.:-.-J-J -------- NO CALL ~-neemv o ;Sud o .J..ct ALL NO CALL
Bl [ TI— [1 [245.380 [o.o3 I
L W e

Obr. 22 - Tabulka detekovanych polymorfismi RHCE Cc a intenzity jednotlivych signali.
(Pacient RhD €. 17)

Dalsi rozdil, tentokrat v antigenu c¢ byl zachycen v piipadech vzorkd RhD ¢. 22 a 23.
Sérologicky urc¢eno jako Cc, avsak dle BLOODchip je ptitomen pouze polymorfismus
pro C.

Zde se jedna o piipad pravdépodobné zamény vzorkd. Ve stejnou dobu byli v NRL
vySetfovani dva bratfi (stejna ptijmeni) v rdmci rodinné studie pro zachyt antigenu DVII
(viz dale). Sérologické testovani bylo provadéno z jinych odbérovych zkumavek, nez
ze kterych byla izolovana DNA. Vzorek RhD ¢. 22 mél fenotyp CCee C"- K-, vzorek
RhD ¢. 23 fenotyp Ccee C"- K-. BLOODchip uréil genotyp pro vzorek RhD ¢. 22:
Ccee C%- K- a pro vzorek RhD ¢. 23: CCee C"- K-. Vzhledem k pravdépodobné
zaméné vzorkll nebylo mozné tyto ptipady uzavtit. Byly vyzadany nové odbéry pro

upiesnéni vysledku.

60



8.3.2 Hodnoceni RhD

Z celkového poctu 28 vySettenych vzorkli se pouze 12 (43%) naprosto shodovalo
v sérologii i ve vysledku z microarray. Dva ptipady byly ze studie odebrany. Jednalo se
o rodinnou studii, kde byla ve vzorku zeny detekovana varianta antigenu D VIIL
Nasledn¢ byla odebrana krev jejim dvéma synim (stejné piijmeni), ktefi byli v NRL
vySetfovani sérologicky i pomoci microarray metody. Sérologické vysledky téchto
muzu nekorespondovaly s vysledky z BLOODchip v antigenech C (viz vyse) ani RhD.
Z divodu zamény téchto dvou vzorkl nelze hodnotit vysledky v této studii. Po korekci
(odebrani dvou vyse zminénych vzorki) stoupa procento shodnych piipada z pivodnich

43% na vyslednych 46%.

Ziskané vysledky byly rozdéleny do skupin (Obr. 23)
1. Shoda sérologie a BLOODchip (12 vzorku)
2. Sérologie nedetekuje konkrétni typ, ale spravné urcila weak nebo variant,
dale jen ,,Caste¢na shoda RhD*:
a) BLOODchip ur¢il konkrétni typ RhD (3 vzorky)
b) BLOODchip rovnéz nedetekuje tento typ RhD (5 vzorkt)
3. Neshoda sérologie a BLOODchip: BLOODchip ukazuje spravny
vysledek, sérologie nespravny, dale jako ,,Neshoda RhD* (4 vzorky)

4. Neuzavieno-dosetiuje se, dale jen ,,Neuzavieno* (2 vzorky)

Skupina 1: Shoda sérologie s BLOODchip (12 vzorkii)

V tabulce 14 je znazornén pocet piipadd u jednotlivych R:D i 2
RhD - 1
vysledki ve skupiné ,,Shoda“. Nejcastéji (5 pripadd) se D weak 1 5
vyskytoval vysledek RhD weak typ 1 (slabé D typ 1). Dvil 2
ROHAR 1
Vysledky RhD D weak 4.0/4.3 1
Tabulka 14 - Poéty pripada

1. Shoda RhD shodnych vysledki ve

N skupiné "RhD"
M 2. Castecna shoda RhD

3. Neshoda RhD

H 4. Neuzavieno RhD

Obr. 23 — Zastoupeni jednotlivych skupin v souboru ,,RhD*
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Skupina 2a: Sérologie nedetekuje konkrétni typ, ale spravné urcila weak nebo

variant a BLOODchip ur¢il konkrétni typ RhD (3 vzorky)

Vzorek RhD ¢. 4: Sérologicky velmi slabé reakce s obéma klony v karté Grifols. Panel
BioRad vykazoval negativni reakce odpovidajici varianté DFR, zatimco panel Diagast
odpovidal reakcemi spise variant¢ D VII nebo DHMi. BLOODchip ur¢il variantu RhD
jako DCS-1. Tento zavér byl potvrzen i pomoci PCR-SSP.

Doporuceni pro transfuze ¢i podani anti-D profylaxe je v pfipadé varianty DFR shodné
jako pro variantu DCS-1: Darce RhD pozitivni, Pfijemce RhD negativni, v té¢hotenstvi

413

je vhodné zvazit podani anti-D profylaxe v pfipad¢ ,,normalné¢* RhD pozitivniho plodu.
Pti vyS$i davee bude dochazet k vazbé anti-D 1 na vlastni erytrocyty.
Sérologické techniky nedetekuji variantu DCS-1. Nicméné spravné urcily, Ze se jedna o

variantni a nikoli o slabé RhD.

Vzorek RhD ¢&. 5: Sérologicky v karté Grifols zjistény zeslabené reakce RhD, slabsi
s klonem nedetekujicim variantu DVI (+++ a ++). Panel BioRad detekoval reakce
odpovidajici variant¢ DFR, zatimco reakce v Diagast panelu byly nespecifické
(odpovidajici parcidlnimu RhD nejasné specifity). BLOODchip vyjadiil vysledek jako
Parcialni RhD: DCS-1 (typ 1 pro BCV050, polymorfismus: RHD DCS homRHD676C),
viz Obr. 24.

Sérologickeé techniky nedetekuji variantu DCS-1. Nicmén¢ spravné urcily, Ze se jednd o
variantni, nikoli o slabé RhD.

Zavér: Variantni RhD - mutace v oblasti exonu 5 RHD genu. Doporuéeni pro transfuze:

Dérce RhD+, Pfijemce by mél dostavat RhD — ptipravky.

2 T 5l )

BOWVDSD 1 RHD DLS {homRHDEFEL) 0 ZBG.1E O

BOWOSL 3 NORMAL {homRHDEESSE) 1] 12141 D 0.07
Obr. 24 - Tabulka detekovanych polymorfismi RHD a intenzity jednotlivych signali se zaméfenim na
polymorfismus BCV050. (Pacient RhD &. 5)
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Vzorek RhD €. 16: Sérologicky vykazujici siln€ zeslabeny RhD antigen. V kartach
Grifols zjistény téméf negativni reakce, panely BioRad a Diagast detekovaly
nespecifické reakce (stopové pozitivni), sméfujici k variantnimu RhD. BLOODchip
analyza detekovala genotyp D weak typ 11 (BCV062, typ 1, homRHDS885T)
s predikovanym fenotypem bud’ slabé D asociované s haplotypem ce nebo varianta Del
v piipadé haplotypu Ce (Obr. 25). Vzhledem k pacient¢iné haplotypu Ce se jedna o
genotyp DEL (s molekularni podstatou 885G>T v exonu 6, Met295lle) s fenotypovym
projevem extrémniho zeslabeni antigenu RhD, ktery se vyskytuje ptedevsim populacich

Orientu. (17) Doporuceni: Darce RhD+, piijemce RhD- piipravky.

. -
weakDtype1 Weak D (cDe) or Del I
il VN1
el e Py morpiam —TJout oran: tot vara v W e [ryoe] - potrmorobionsJout orkmi] 178 Biot e
BCVO13 3 NORMAL (hemRHDSEC) 41686 0 BOWOSOD3  NORMAL {homRHDE76G) 0.06
Gl [ B0v014 3 NORMAL [homRHD4BE) o 0.06 [ BOWDSL 3 NORMAL [homRHDEBEE) o 0.06
PN | 5CV015 3 NORMAL [homRAHDASS) 0 0.06 | BOWOSZ 3 NORMAL (hemRHDESTG) 0 0.05
BCVOLE 3 NORMAL (homRHDS4) o 0.04 | BCWOS3 3 NORMAL {homRHD7LL) o 0.04
BUH | 6CVDi7 2 NORMAL (homRHDL21C) O 0.07 | BCWOS4 3 NORMAL {homRHDT12G) 0 0.05
FINT| | SCVOL8 3 NORMAL (hemRHD147) o 0.04 | BOWOS53  NORMAL {hemRHD7S5) o 0.04
BCVOLS 3 NORMAL (hemRHDIVSL+1G) O 0.06 | BCWOSS 3  NORMAL {homRHDEO7T) o 0.04
LU | scvo20 3 NORMAL (hemRHDLSIT) 0 0.04 | BOWOST 3 NORMAL {hemRHDBO7T) 0 0.06
Pa] | BCV021 3 NORMAL [homRHDL7SA) o 0.04 | BOWOSE3  NORMAL {hemRHDBOST) o 0.07
BCWVO22 3 NORMAL (hemRHD203G) O 0.05 | BOWOSS 3 NORMAL {hemRHDE45G) o 0.03
KELFEarre NORMAL (hemRHDZTOE) O 0.05 | BOWVOSO 3 NORMAL (homRHDEA4BC) o 0.05
(3] | 5CV024 3 NORMAL (homRHD1148T) 0O = = T e 1 =
BCWVOZS 3 NORMAL (hemRHD325T) o hELLDET 1 RHD MZS5LweDty1l (homRHDEBST) O

Obr. 25 - Tabulka detekovanych polymorfismi RHD a intenzity jednotlivych signali se zaméFenim na
polymorfismus BCV062. (Pacient RhD ¢. 16)
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Skupina 2b: Sérologie nedetekuje konkrétni typ, ale spravné urcila weak nebo

variant a BLOODchip rovnéz tento typ RhD nedetekuje (5 vzorkii)

Vzorek RhD ¢. 1: Sérologie v karté¢ Grifols poskytuje slabsi reakce RhD (++ a +++),
Vv panelech BioRad a Diagast negativni reakce odpovidajici variant¢ D VII. BLOODchip
vyhodnotil vysledek jako RhD+, ovSem s upozornénim na heterozygotni zastoupeni
polymorfismu BCV052: RHD DVa (kou, to, yh, sm), hetRHD697GC (Obr. 26).
Sekvenace 5. exonu uréila variantu RhD: DYU (RHD*DYU), S700T (P234Trp).
BLOODchip tuto mutaci nedetekuje, ale zachytil nukleotidovou zménu v oblasti velice
blizké mistu bodové mutace pro variantu DYU. Sérologické techniky tuto variantu
rovnéz nedetekuji, nicméné zachytily pfitomnost parcidlniho RhD.

Doporuceni pro transfuze: Darce RhD+, pfijemce by mél dostavat RhD- piipravky,

t€hotenstvi: radéji podat anti-D profylaxi.

I cemotye | Predicted Pnenotwe |
aBO A1B
het BCV052-"Apparently non-negative" RHD +

Out of Mot
N FVESNE] o e e e A
NORMAL {hemRHDEC) 210.37 0 Rank Valid
014 3 P 005 |BCVOS0 3 HORMAL (homRHDE76E) 305.98 0

o
NORMAL | homRHD4EE) o
2 11381 0 006 |BCVOSL 3 NORMAL [homRHDEESS) 319.78 0 0.03
o

NORMAL {homRHD4BGE)
- P - o e o RHD Drea{kow,tz,yh,sm)
BOWVD1E 3 NORMAL {homRHD24) ¥8345 0 U.0E | BOWOS2 2 [P=tRHOESTEC) i 3842 O 0.05 >

BSURAT 2 MEAD M AL f e BHEA 345 n 11T ER A moRE

Obr. 26 - Tabulka detekovanych polymorfismi RHD a intenzity jednotlivych signali se zaméfenim na polymorfismus
BCV052. (Pacient RhD ¢. 1)

Vzorek RhD ¢&. 9: Sérologicky zjistény slabsi reakce odpovidajici

. 58.4
slabému RhD. m
BLOODchip poskytuje vysledek RhD+ se slabymi reakcemi L

104.2
v nékterych exonech, piedevsim exon 8 (Obr. 27). Sekvenace urcila 18.9

genotyp RHD*IVS8+4C, intronovy polymorfismus, ktery muze 177:1

ovlivnit RhD expresi alteraci MRNA splicingu. Jedna se o molekularni

1643

mechanismus zptisobujici zmény v oblasti exonu 5 a 8. BLOODchip

tuto variantu nedetekuje, pfesto upozornil na zmény v oblasti 8. Obr.27- Intenzity
jednotlivych exonii genu

exonu. Sérologie spravné detekovala slabsi reakce antigenu RhD. RHD (Pacient RhD ¢.9)

Doporuceni: Darce RhD pozitivni, pfijemci poddvat RhD negativni

pripravky. Té&hotenstvi: Vzhledem k sérologickému nélezu (zadné vypadky epitopl)

neni podani anti-D profylaxe nutné.
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Vzorek RhD €. 14: Sérologicky urcen jako suspektni D weak, Rh fenotyp ,,ccee”. Dle
BLOODchip hodnocena jako ,,NO CALL®“ (nizké hodnoty nékterych signalu, které
nezapadaji do zadného preddefinovaného algoritmu). Jako typ 1 je vSak oznacen
polymorfismus BCV044 detekujici homozygotni substituci 602C>G (Obr. 28), ktera se
vyskytuje u genotypti D weak typ 4.0, D weak typ 4.1 ¢i varianty DIIla. Sekvenovanim
byl definovan D weak typ 4.0, nukleotidové substituce 602G (exon 4), 819A (exon 6).

Doporuceni pro transfuze: Jako darce krve RhD pozitivni, pfijemce by mél radéji
dostavat RhD negativni pfipravky, v té¢hotenstvi vzhledem k sérologickému nalezu,

ktery neprokazal vypadek D epitopit), neni nutné podani anti-D profylaxe.

RHD w=Dty4.0,weDtyd. 1, DIlla, AR
[hemRHDEDZE)

Obr. 28 - Tabulka pro polymorfismus BCV044 genu RHD. (Pacient RhD ¢. 14)

BOWDA4 1

[=}
-
P

Hie
==

[

[=}
[=)
[=)
n

Vzorek RhD ¢. 20: Sérologicky zjistény zeslabené reakce v kartach Grifols a v panelech
BioRad a Diagast reakce neodpovidajici znamym variantam sméfujicim K parcialnimu
RhD. BLOODchip vyhodnotil vysledek jako RhD+.

Sekvenace urcila genotyp RHD*DLO, parcialni RhD s piestavbou v exonu 6 (C851T).
Tuto variantu BLOODchip ani sérologické metody nejsou schopny detekovat. Sérologie
vSak spravné detekovala reakce podobné parcidlnimu RhD.

Doporuceni pro transfuze: Darce RhD+, piijemce by mél dostavat RhD- pfipravky;
Téhotenstvi: Chybi evidence-based informace o nutnosti a potfebném davkovani
profylaxe. V ptipadé podani anti-D by byla potiebna vyssi davka — pomérné velka cast

podané anti-D se bude vazat na vlastni erytrocyty.
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Vzorek RhD ¢. 25: Sérologicky zjistény v karté Grifols slabsi reakce (+++), stejné€ tak u
panelu BioRad — susp. RhD weak. BLOODchip ur¢il genotyp RHD (1-9)-CE(10)
s predikovanym fenotypem Del. Tento genotyp mé upozornit na slabou intenzitu signala
v oblasti exonu 10, kterou software vyhodnotil jako substituci exonem 10 z genu RHCE
(Obr. 29). Sekvenace definovala genotyp RhD weak typ 20 (RHD*01W.20)
s nukleotidovou zménou v pozici ¢.1250T>C vexonu 10, zpusobujici kvantitativni
zeslabeni RhD antigenu. Tomuto vysledku odpovida sérologie a Castecné 1 vysledek

z microarray. Doporuceni: Darce RhD+, Piijemce mtze dostavat RhD+ piipravky.

rep RAD (1-9)CETD) Do
[Rrpex: [ECTX
[Rrpeo: — [JETE
[Rrpexe: [N
[Rrivexs: — [IEZED
s0.3
s.e
336
ar3
I 10+

Obr. 29 - Genotyp a predikovany fenotyp analyzy genu RHD a rozpis hodnot jednotlivych exonii genu
RHD (Pacient RhD ¢. 25)

Skupina 3: Neshoda sérologiec a BLOODchip: BLOODchip poskytl spravny

vysledek, sérologie nespravny (4 vzorky)

Vzorek RhD ¢&. 26: Sérologicky popsany slabsi reakce v kart¢ Grifols, nespecifické
reakce zjistény S nékterymi klony v panelech BioRad a Diagast. Nekteré reakce jsou
Cisté negativni, odpovidajici spiSe variantnimu RhD. BLOODchip vyhodnotil RhD jako
pozitivni se slab$imi reakcemi v nékterych polymorfismech. Sekvenaci uréen RhD
weak typ 25 (341G>A snaslednou zménou Argl14Gin) s malou zménou epitopd.
BLOODchip tuto oblast nedetekuje, proto vyhodnotil vysledek jako RhD pozitivni.
Zajimavosti jsou vSak negativni sérologické reakce v ptipadé malé zmény epitopu a
pfitomnosti pouze slabého RhD. Reakce diagnostickych sér byly specifické

k chybégjicim epitoptim.
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Vzorek RhD €. 7: Sérologicky zjisténa negativni reakce v karté Grifols, zatimco panely
BioRad a Diagast prokazovaly netypické reakce odpovidajici parcialnimu RhD.
BLOODchip ur¢il vzorek jako D weak typ 1 (BCV058, typ 1, homRHD809G). Tomu
odpovida i asociovany haplotyp Ce. Sekvenace potvrdila vysledek RhD weak typ 1.1
(exon 1 C52G - p.18Val; exon 6 C809G - p.270Gly). Mutaci v exonu 1 BLOODchip
nedetekuje a nemiize tudiz urcit D weak typ 1.1.

Doporuceni pro transfuze: Darce RhD+; Prijemce RhD-; Podéani anti-D Vv téhotenstvi

neni nutné.

Vzorek RhD ¢. 27: Tento vzorek vykazoval rozdilné sily reakci mezi klony anti-RhD
v kart¢ Grifols, ale ob¢ reakce byly zeslabené. Panely BioRad i Diagast odpovidaly
susp. D weak. BLOODchip definoval variantni RhD, genotyp DHMi (BCV060, typ 1,
homRHD848T), viz Obr. 30. Nalezu odpovida i asociovany haplotyp CE. (3) Vysledek
byl nasledné potvrzen pomoci PCR-SSP. Panel BioRad nezachytava variantu DHMi, ale
panel Diagast by ji mél prokazat. Pravdépodobné se jedna o variantu netypického
DHMi, které krom¢ mutace typické pro DHMi obsahuje jesté dal$i nukleotidovou
zménu, zpusobujici vznik epitopil, se kterymi pozitivné reagoval klon séra Cislo 5 (ma
vykazovat negativni reakce v pfitomnosti DHMi).

Doporuceni pro transfuze: Darce RhD+, Piijemce RhD-, T¢hotenstvi: vzhledem
K moznosti imunizace lze uvazovat o podani anti-D profylaxe (neni vSak dostatek
evidence-based informaci o u¢inném davkovani — ¢ast podanych anti-D protilatek se
bude vazat na matetské erytrocyty).

BCWDED 1 RHD DHMi (homRHDE4ET) O 40.21 0 0.06

Obr. 30 - Tabulka pro polymorfismus BCV060 genu RHD (Pacient RhD ¢&. 27)
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Vzorek RhD ¢. 28: Sérologie vykazovala zeslabené reakce v gelové karté Grifols,
v panelu BioRad zjisténa reakce odpovidajici D weak a nespecifické reakce v panelu
Diagast, které naznacCovaly spiSe pfitomnost variantniho RhD. BLOODchip ur¢il
genotyp DNB (parcialni RhD) pomoci polymorfismu BCV076 (homRHD1063A), viz
Obr. 31. Vysledek byl ovéfen sérologickou reakcei s protilatkou anti-D, ktera nereaguje
s antigenem DNB. Vysledek reakce byl negativni v nepfimém antiglobulinovém testu.
Oba pouzité panely nejsou schopny detekovat variantu DNB.

Doporuceni pro transfuze: Darce RhD+, Pfijemce RhD-, T¢hotenstvi: vzhledem
k mozZnosti imunizace lze uvazovat o podani anti-D profylaxe (neni vSak dostatek
evidence-based informaci o u¢inném davkovani — ¢ast podanych anti-D protilatek se

bude vézat na matetské erytrocyty).

=
=]
(=)

BLWOTS 1 RHD DMNE {hromRHD1D&34) o Fiae O

Obr. 31 - Tabulka pro polymorfismus BCV076 genu RHD (Pacient RhD ¢. 28)

Skupina 4: Neuzavieno-dosetiuje se (2 vzorky)

Vzorek RhD €. 11: Zjisténo sérologické zeslabeni reakci pro antigen RhD, v panelech
BioRad i Diagast byly detekovany nespecifické reakce, odpovidajici spiSe parcidlnimu
RhD. BLOODchip definoval vysledek jako RhD+ se slabSimi signaly pro exony 8 a 5.

Vzorek byl odeslan na sekvenaci k upfesnéni nalezu.

Vzorek RhD ¢&. 3: Sérologicky zjistény slabé reakce s obéma klony

IR 5
EIEE| 579
I o192
I 220
CEE o2
Rroexe:[RELE)
Rioexr: (R
reoexe: [IREEH
[Rroexs: 2R
[Rroexto.[JETA]

v karté Grifols. S panelem BioRad popsany slabsi reakce odpovidajici
slabému RhD. BLOODchip vysledek: ,NO CALL* znacici
kombinaci signéli, které sotfware neumi vyhodnotit. Zaroven je
patrna slabsi reakce v exonu 5 (Obr. 32). Podle PCR-SSP se jedna o
slabé D typ 1. Zakladem slabého D typ 1 je mutace v 6. exonu
(809T>G) snaslednou AK zménou Val270Gly, ktera je zaroven

asociovana s haplotypem Ce (3). PacientCin sérologicky haplotyp Obr. 32 - Rozpis
.. hodnot jednotlivych
R2R2 tedy neodpovida nalezu D weak typ 1. Metodou BLOODchip i exonii genu RHD
. (Pacient RhD ¢. 3)
metodou FluoGene byly detekovany polymorfismy pro C, c, E a e.

Vzorek byl odeslan na sekvenaci k uptesnéni nalezu.
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9 DISKUSE

Ve skupiné ,,Darci krve* (78 darch) byl zjistén vysoky stupen shody mezi sérologickym
vySetienim a obéma microarray metodami (98,2 resp. 98,9 %). Jako neshodné byly
vyhodnoceny vysledky oznacené jako ,,No Call“ (NC) nebo ,,Not Valid“ (NV), které
byly zptGsobeny bud’ nizkou intenzitou signalu nebo neurCitym genotypem, ktery
software nedokazal vyhodnotit. Ve 4 pfipadech byla detekovana ptitomnost alely FY*X
s odpovidajicim sérologickym projevem. U tii darct byl detekovan variantni D antigen
s malou zménou epitopi, sérologicky detekovany jako bézné¢ RhD.

Genotypizace darcti krve je nepochybné velmi piinosnd. Nabizi moznost zachytu

variantnich i1 zeslabenych antigeni, které jsou sérologicky nedetekovatelné.

Soubor ,,Pacienti” (62 vySetfenych vzorki) jiz vykazuje mnohem vétsi variabilitu
vysledkl. Znacnou c¢ast tvorily pfipady polytransfundovanych pacientd, u kterych
sérologickymi technikami nebylo mozné urcit pfitomnost ¢i nepfitomnost jednotlivych
antigend z diivoda detekce dvoji populace erytrocyti. Microarray metody definovaly
genotyp pfislusnych antigenti, ale z divodi nejasnych sérologickych vysledkl nelze
hodnotit shodu mezi obéma technikami.

Dale se obdobné jako v souboru darcu krve vyskytovaly vysledky NC nebo NV. U
metody BLOODchip Ize nahlédnout do podrobnych tabulek jednotlivych polymorfismd.
Tato moznost ve vét§iné piipadi poskytne informace, ze kterych je mozné urcit dalsi
postup a smér dalSiho vySetfovani vzorku. Technika ID CORE vSak tuto moZnost
nenabizi, tudiz jedinou moznosti, jak urcit vysledek, je opakovani analyzy nebo
provedeni sekvenace.

Po vyfazeni vySe zminénych vysledkli z hodnoceni shody (dvoji populace v sérologii a
NC/NV v microarray) vykazuje technika ID CORE 100% shodu u 15 z 19 hodnocenych
antigentl. U 4 antigenti je vzdy po jednom neshodném vysledku. Technika BLOODchip
si v daném souboru komplikovanych pacientd pfipisuje 100% shodu pouze u 10 z 21
(47,6 %) sledovanych antigent. V piipadé systému ABO se vétSinou jedna o pfitomnost
alel, které systém detekuje, a zaroven jsou ptritomny i dal§i mutace (nedetekovatelné
pomoci BLOODchip), které zplsobuji sérologickou variabilitu. V systému Rh byla
vétSina neshod tvofena pacienty pochazejicimi z jiné nez kavkazské populace, jejichz

geny obsahovaly mutace, které microarray nedetekuji, nebo naopak, které nejsou
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zachytitelné pomoci sérologickych technik. V pfipadech dalSich antigenti se casto
jednalo o zkresleni sérologickych vysledkt v disledku podani mnohocetnych transfuzi
nebo o pritomnost neobvyklych mutaci, které microarray nedetekuje.

Soubor ,,RhD* je vysledkové nejrozmanitéjsi ze vSech tfi sledovanych skupin. To
odpovida i povaze RhD antigenu, ktery je definovdn mnoha variantami genovych
pfestaveb zpusobujicich Sirokou $kalu proteinovych odlisnosti. Zhodnoceni této skupiny
je velmi obtizné, nebot’ se nejedna o skupinu ndhodné vybranych ptipadu, ale o ptipady
komplikované, které¢ (az na vyjimky) neposkytovaly jasné vysledky pii porovnani
sérologie a metody PCR-SSP. VétSina vzorkti v NRL vySetfovanych pro komplikaci pfi
uréovani RhD je nejprve vySetiena sérologicky a nasledné analyzovéna pomoci PCR-
SSP reakce s hodnocenim na elektroforetickém gelu. Teprve v piipadé nejasnych nebo
diskrepantnich vysledki je vzorek vysetien dal$i metodou, v tomto pfipad¢ microarray
BLOODchip.

Pii statistickém zpracovani této skupiny 26 vzorka se ukdzalo, Ze je velice heterogenni.
Proto je statisticky obtizné hodnotitelnd. Soubor byl rozdélen do 4 skupin podle
podobnych spole¢nych charakteristik. Prvni skupinu tvoii vzorky, jejichz vysledky
sérologie a BLOODchipu se shodovaly (12 z 26 vzorki; 46,2 %).

Skupina 2: Sérologie nedetekuje konkrétni typ RhD, ale spravné urcila, zda se jedna o
slabé nebo variantni RhD. Ta byla rozdélena do dvou podskupin: a) BLOODchip ur¢il
konkrétni typ RhD (3 ptipady) a b) BLOODchip nedetekuje tento typ RhD (5 ptipadi).
Celkem 4 vzorky byly zatazeny do skupiny S nazvem ,,Neshoda: BLOODchip urcil
konkrétni RhD, zatimco sérologické techniky neodpovidaly danému vysledku®.
Posledni skupina (2 vzorky) obsahuje neuzaviené ptipady, které se v soucasné dobée

doSetiuji.

V ptipadech neshody se vétsinou jednalo o typ antigenu, ktery jedna z pouZzitych metod
nedetekuje. Pokud nebylo mozné ani pomoci vysledkt z microarray definovat variantu
antigenu, byl vzorek odeslan k doSetieni pomoci sekvenace do zahrani¢ni referencni

laboratore.
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10 ZAVER

Hlavnim cilem prace bylo vyhodnotit miru shody mezi vysledky ziskanymi
sérologickymi a microarray metodami. Vzhledem k heterogenité souboru nebylo mozné
zhodnotit shodu v celém souboru vzorkii dohromady. Soubor byl rozdélen podle pivodu
vzorkl a podle feSené problematiky do 3 skupin. Ve skupiné zdravych darcu krve, ktefi
netrpi zavaznymi onemocnénimi ani jim nebyly podany transfuzni ptipravky, je shoda
pti pouziti techniky ID CORE 98,2% (765 ze 779 testl); Gplnd shoda (100 %) byla
zaznamenana v 17 z 19 testovanych antigenti. Technika BLOODchip vykazala 98,9%
shodu (789 ze 798 testir). Uplna shoda (100 %) byla zaznamenéna v 18 z 21 testovanych
antigenu. U skupiny pacientt je patrny jednoznaény piinos microarray metod
Vv ptipadech, kde sérologicky nelze urcit pfitomnost antigent. Piipady rozdilnych nalezi
jsou vétsinou zpusobeny pritomnosti vzacnéjsi mutace a faktem, Ze jedna z metod tuto
mutaci nedetekuje. DalSim castym jevem je sérologicky zachyt antigenu
transfundovanych erytrocytii, které v ob&hu pacienta v danou chvili pfevazuji.
Microarray poté detekovala pacientiv vlastni genotyp, ktery se neshodoval s fenotypem
urCenym sérologicky. Skupinu RhD nelze statisticky spolehlivé zhodnotit, protoze
obsahuje maly pocet vzorkil a navic je tvofena rozmanitymi ptipady s detekci vzacnych

mutaci. Pravdépodobné pfi¢iny neshod u této skupiny jsou popsany v kapitole 8.3.2.

Microarray technologie jsou nesporné¢ piinosem pro vyuziti ve velkych
imunohematologickych laboratofich. Technika ID CORE je vhodngjsi pro testovani
darcu krve vzhledem k moznosti vétsiho poctu vySetfeni v jedné sérii a také s ohledem
na mens$i financni a ¢asovou naroc¢nost. Zaroven je také vybornym pomocnikem pro
testovani antigend polytransfundovanych ¢i autoprotilditkami senzibilizovanych
pacientd, u kterych neni mozné urcit pfitomnost antigenii sérologickymi technikami. Jeji
nevyhodou je fakt, Ze soucasn¢ nabizené kity nedetekuji antigeny ABO systému a
antigen RhD. Technologie BLOODchip Reference neni vhodna pro plosné testovani
darci krve. Pfi¢inou je nizky pocet vzorkt, ktery 1ze otestovat v jedné sérii a predevSim
casova a finan¢ni naro¢nost jednoho vysetieni. Tato technologie je vhodna pro testovani

diskrepantnich a komplikovanych vzorkli sohledem na detekci vzacnéjSich
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genotypovych variant. Vyhody pfinasi pro referencni laboratote, ve kterych se takovéto

ptipady kumuluji.

Genetické metody jsou velkym pfinosem pro diagnostiku V transfuzni medicing,
nicméné¢ zatim nemohou plné nahradit sérologické testovani. Sérologie detekuje
pfitomnost ¢i nepfitomnost antigennich struktur, zatimco genetické techniky detekuji
pritomnost ur¢it¢ho genu, ktery se muze, ale nemusi projevit. Existuje mnoho dosud
nepopsanych mutaci, které reguluji vznik a vyslednou konformaci piislusného antigenu.
Tyto mutace v soucasnosti rutinné dostupné genetické vySetfeni nezachyti. Nemalou
roli hraje i cena vySetfeni, kterd je mnohondsobn¢ vyssi nez cena vySetieni sérologickou

technikou.

Pouziti genetickych technik v imunohematologické laboratofi je velmi pifinosné pfti
testovani darcti krve se vzacnym fenotypem. Tito darci jsou zatazovani do Registru
vzacnych darc krve. U nich je dulezité ovéfit sérologické vysledky pomoci
genetickych metod. Dal$i nespornou vyhodou je testovani polytransfundovanych a
komplikovanych pacientti. Témto pacientiim je po stanoveni genotypu mozné vybirat
transfuzni pfipravky ,,na miru®“ a pfedchazet tak ptipadné senzibilizaci odliSnymi

antigeny, vedoucimi k tvorb¢ protilatek a s tim spojenym néaslednym komplikacim.
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11 POUZITE ZKRATKY

PCR-AS
AK
AE1
AGH
AIHA
bp
BITS
CTBT
cDNA
Cy3
Cy5
dCTP
dNTPs
DNA
Gal
dsDNA
DARC
DBP
DP
EGA
GPB
HON
HFA
HEA
HLA
HPA
HTO
CGD
IAP
IL-8
ISBT
ICAM-4
kbp
LFA
LFA-1
mMRNA
GalNAc
NRL
NAT
NGS
NC
NV

Alelové specificka PCR

Aminokyselina

Anion Exchanger 1 = protein 1 vyménujici anionty

Antiglobulinum Humanum = lidsky antiglobulin

Autoimunni hemolytickd anémie

base pair = par bazi

Bristol Institute for Transfusion Sciences

Centre de Transfusio I Banc de Teixits

complementary DNA = komplementarni DNA

Cyanin 3

Cyanin 5

deoxycytidin trifosfat

Deoxynukleotidtrifosfat

Deoxyribonucleic Acid = deoxyribonukleova kyselina

D-galaktoza

double standed DNA

Duffy Antigen Chemokine Receptor = Duffy antigen receptor pro chemokiny
Duffy Binding Protein = Duffy-vazici protein

Dvoji populace

EDTA Glycine-Acid

Glykophorin B

Hemolytické onemocnéni novorozence

High Frequency Antigen = vysokofrekvenéni antigen

Human Erythrocyte Antigen

Human Leukocyte Antigen = Lidsky leukocytarni antigen

Human Platelet Antigen = Lidsky trombocytarni antigen
Hematologicko-transfuzni oddéleni

Chronic Granulomatous Disease = Chronicka granulomatdza
Integrin asociovany protein

Interleukin 8

International Society of Blood Transfusion = Mezinarodni spole¢nost krevni transfuze
Intracellular adhesion molecules = intracelularni adhezivni molekuly
Kilo base pair = kilo pari bazi

Low Frequency Antigen = nizkofrekvencni antigen

Lymphocyte function associated antigen-1 = Antigen 1 asociovany s funkci lymfocytd
messenger Ribonucleic Acid = Mediatorova ribonukleotidova kyselina
N-acetyl-galaktosamin

Narodni referencni laboratot

Nepiimy antiglobulinovy test

Next Generation Sequencing = sekvenovani nové generace

No Call

Not Valid
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PCR-SSP
PE
PCR
PAT
RBC
RFLP
RhAG
SNP
sSDNA
STL
TAMRA
UT-B
UHKT
VFN

PCR-Sequence Specific Primering = PCR s pouzitim sekvenéné-specifickych primert
Phycoerythrin = fykoerythrin

Polymerase Chain Reaction = polymerazova fetézova reakce

Piimy antiglobulinovy test

Red Blood Cell = Erytrocyt

Restriction Fragment Lenght Polymorphism = polymorfismus délky restrikénich fragmentt
Rh asociovany glykoprotein

Single Nucleotide Polymorhism = jednonukleotidovy polymorfismus

single stranded DNA

Spolecnosti pro transfuzni 1ékatstvi

Tetramethylrhodamine = 5-karboxytetramethylrhodamin

Urea Transporter B = Transportér urey

Ustav hematologie a krevni transfuze

Vseobecna fakultni nemocnice
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PRILOHY

Priloha €. 1a: Vysledky fenotypu a genotypu ve skupiné ,,Darci krve*

Metoda ABD|C  |c Cw |D |D |E |e M |N |5 Lua|Lub|K Kpa|Kpb|Fya |Fyb |Jka | Jkb Fozn.
1 |Serologis al+ - - + - - + + - + + - + + - - + - + + -
BLOODchip v2.0 i+ |- - + |- |- + + | - [ +] + + | - -]+ -] +[+]- Fyxheat
2 | Serologie o+ |+ |- - Drwd |- + + | - + | - - + | - + | - + | - + | + | +
BLOODchip 2.0 Div0iv|+ + - - Dl |- + + - + - - + - + - + + +
3 |Serclegie 0f- + |- - - - + + | + [+ - - + | - + | - + |+ | [+ ] -
BLOODchip v2.0 0101w |- + |- - - - + + + + - - + - + + + + -
4 | Serologis .0 - + - wiv + |+ + - + - + - - + + + +
BLOODchip v4.1 0101 - + |- D w + |+ |+ |- + - + |- - + |+ |+ +
3 |Berologie 0l- + |- - - + + + - + - + + + - + + + - +
CORE vi.4.1. - + - - + + + - + - + + + - + + + - +
& |Serclogie ol- |+ |- |- - |+ + -+ -] +]-]+«|-|1+«|-]|=+]-1+%
CORE vi.4.1. - + - - + + - - + | NC|[NC| - + - + - + - +
T | Serologis 0]- + - + - + + - - + + - + - + + - - +
BLOODchip v4.1 0101 - + - Pozn) - + + - - + - + - + - + + - - + DAUtypes/ DV typel-het
8 |Serclogie o+ |- - + - + + + + + + + - + - + + + - +
CORE v2.0.2 + - - - + + + + + + + - + - + + + - +
10 | Serologie al- + - - - + + + + + - + - + - + + - + -
CORE v2.0.2 - + |- - + + + + + - + - + - + + - + -
11 |Serclogie 0l- + |- - - + + + + - - + - + - + + + - +
CORE v1.4.1. - + - - + + + + - |NC|NC| - + - + + + - +
14 |Serclogie o+ + |- + + + + - + - + - + - + + + + -
BLOODchip v4.1 0i0iv]+ + |- + + + + - + - - + - + - + + + + -
16 | Serologie al- + - - - + + - + - - + + + - + + + + -
BLOODchip v4.1 0101 |- + |- NV - + + - + - - + + + - + + + + -
18 |Serclogie o)+ + |- - - + - + + - - + + + - + + + + +
BLOODchip 2.0 0]+ + - - - + - + + - + + - + + + + +
19 | Serclogie o+ |+ |- + - + + |+ [+ +] - + | + | - - + |+ | w |+ [+
CORE vidi + |+ |- = + + |+ + |+ -+ - -]+ x| Py |+ FY*E[265T) - Fy*X
20 | Serologis al- + - + - + + + - + + - - + - + + - + -
CORE v1.4.1. - + - - + + + - + | NC[NC| - + - + + - + -
2 |Serologie o+ |- + + - + + - + + + - + - + - + + -
BLOODchip 2.0 0101 ]+ - + + - + + - + + - + - + - + + -
23 |Serclogie e + + + - + + + + - - + - + - + + - - +
CORE vi.4.1. + + + - + + + + - | NC|[NC| - + - + + - - +
24 | Serologis o]+ + - + - + + - + + - + + - - + + - + +
CORE v1.4.1. + + |- - + + - + + - + + - - + + - + +
27 | Serclogie 0f- + |- + - + + | - - + |+ + | - + | - + | - + | + | +
CORE vi.4.1. = + |- = + + = = + + + = + = + = + + +
30 | Serclogie 0]+ + - - et |- + + + + + - + - + - + + + - +
BLOODchip v2.0 0101w ]+ + |- - Drwi |- + + + + + - + - + + + - +
31 | Serologis 0]- + - - - + + - + - - + - + - + + - + +
CORE v1.4.1. - + |- - + + - + - - - + = + + = + +
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Priloha ¢.

3a: Vysledky fenotypu a genotypu ve skupiné ,,RhD*

Partial D - DYU (RHD*DYU), S700T (P234Trp)

Mutace v oblasti exonu 5 RHD genu

Iméno ABO D (VI poz) |D(Vineg) |C c E e Cw |K D partial BioRad D-Screen Diagast |Sekvenace/zévér
RhDE.1 AB ++ ++ - + - + - - susp. DVII susp. DVII

A1B  |RHD+ (het BCVOS2) -+ o+
RhDE.2 + [++++ -+ [ [ [suse.oHaR susp. DHAR

Partial D (ROHAR) - + - + - - DHAR

RhDE.3 0 + ++ - + + + - - susp. D weak

20,0 NC + + + + - - PCR-55P: D weak typ 1
RhDE. 4 A +/- ++ - + + + - - susp. DFR susp. DVII

ALDL Partial D (DCS) - + + + - - DCs
RhDE.5 A +H+ |H— - + + + - + susp. DFR nespecif.

A1A1  |Partial D (DCS-1) e
RhDE.B 0 +++ |H—H— - + - + - - vie pozitivni na ++++  |vEE pozitivni na ++++

0101y |Dweaktyp 1 - + - + - -
RhDE.7 B - - + + - + - - nespecif nespecif.

BO1 D weak typ 1 + + - + - - Sekvenace weak typ 1.1
RhDE.8 A +H+ + + - + - - vie pozitivni

ALAL RHD+ + + - + - - BC i PCR-55P: normalni RHD
RhDE.9 0 +++ + + - + - - susp. D weak

0101 |RHD + + + - + - - susp. Zmény v exonech 5a 8 Sekvenace: RHD*IVS8+4C
RhDé.10 |0 + + - + - - nespecif nespecif

0101 [+ + + - + - - normalni RhD
RhDE. 11 (B +H+ + + - + - - susp. DV nespecif

BO1 RHD + + + - + - -
RhD E.12 (AB +- + + - - + - - nespecif nespecif. (1gG poz, IgM neg)

ALB Dweaktyp 1 + - + - - D weak typ 1 dle PCR-S5P
RhD £.13 ++ |+ + + - + - - susp. Dweak

Dweaktyp 1 + + - + - - D weak typ 1

RhDE. 14 (0 ++ - + - + - - susp. Dweak PCR-SSP: D weak typ 14

0101w |NC - + - + - - W5+, RHCE*{733G)het Sekven: D weak typ 4.0
RhD E.15 [0 ++ ++ + + + - - susp. Dweak

0101v |Dweaktyp 1 + + - + - - D weak typ 1

Piiloha €. 3b: Vysledky fenotypu a genotypu ve skupiné ,,RhD*

Jméno |ABO |D (V1 poz) |D (V1 neg) |C |c |E |e |CM|' |K |D partial BioRad |D—Screen Diagast |Sekvenace{za'vér
RhDE 16 (A - |- + + - + - - nespecif. Nespecif. D varianta s pfestavbou exonu 5
A101v  |weakDitypell + - + - - Weak D (cDe) nebo Del (Cde)
RhDE. 17 +H+ |H - + - + - - susp. Weak Nespecif.
D weak type 4.0/4.3 NC [NC |- + - - D weak type 4.0/4.3
RhDE 18 (0O RHD wfv |H—+ + + - + - - susp. D weak
.0101v |wead Dtype 1 + + - + - - dle PCR-55P i BC: D weak typ 1
RhD . 19 ++ [+ + |+ - I+ | | lsusp.own susp. DVII
Partial D- DVII + + - + - - oIl
RhD E.20 |AB +H+ +H+ + + - + - - nespecif.: 6 neg Nespecif.
ALB RhD + + + - + - - Sekvenace: genotyp RHD*DLO
RhDE. 21 (0O +HH+ +HH+ + + - + - - susp. Dvar. VIl susp. Dvar. VIl
0101 |Partial D (DVII) + + - + - - Sekvenace: D VIl type 1
RhDE. 22 +H++ + - - + - - vEe pozitivni .
Partial D (DVII) + |+ |- + |- - g
RhD £.23 - + [+ |- |+ |- |- lsusp.ovar.vm 3
Partial D (DVI1) + - - = -
RhDE. 24 |B - - - + + |+ | -
BO1 RHD - - + + + - - RhD negativni
RhDE.25 (0O +++ +++ + + + + - - susp.weak
.0101v |RHD (1-9)-CE(10)-= Del [+ + + + - - Sekvenace: D weak typ 20
RhDE 26 (A +++ - + + + - - nespecif. nespecif. IgM negat., 1gG klon 4 negat.
A101  |RHD+ - + + + - - RHD + D weak typ 25, malad zména epitopl
RhDE. 27 |A +H +H+ - + + + - - susp. Weak nespecif
Al101v |Partial D - DHMI - + + - - dle BC: DHMI
RhDE 28 (0O +++ +++ + - - + - - nespecif nespecif
0101 |Partial D- DNB + - - + - - Archiv sér anti-DNB: neg v NAT
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