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Streszczenie

Wstep: Genotypowanie antygenow HPA-1 jest waznym elementem badan w diagnostyce i leczeniu
alloimmunologicznych matoplytkowosci u ptodu/moworodka (AIMP/N) bgdz u pacjentow po prze-
toczeniu/przeszczepieniu. Polimorfizmy w genie ITGB3, w regionie przylgczania sig starterow/sond
do oznaczania alleli HPA-1, mogq zaburzac wyniki takich badan. Celem pracy bylo wyjasnienie
przyczyn rozbieznosci typowania alleli HPA-1 pomiedzy stosowang dotychczas metodg PCR-SSP
a wprowadzonym protokolem RQ-PCR, okreslenie czestosci wykrytej mutacyi allelu HPA-1a
w populacyi polskiej oraz analiza wplywu jej obecnosci na dotychczasowe procedury diagnostyczne.

Material i metody: RQ-PCR wykonano w probkach DNA 422 kolejnych dawcow krwi
1 62 0sob HPA-1b/b wylonionych w ramach diagnostyki AIMP/N (58) lub powikian poprze-
toczeniowych (4), typowanych w latach 2005-2012 metodg PCR-SSP oraz 118 0sob wyselekcjo-
nowanych jako HPA-1a ujemni metodq serologiczng. Probki DNA z genotypem HPA-1b/b
w PCR-SSP lecz HPA-1a/b w RQ-PCR, poddano sekwencjonowaniu.

Wyniki: Rozbieznosc wykryto u 2 dawcow krwi oraz u jednego chorego z opornosciq na prze-
taczane plytki. U wszystkich 0sob analiza sekwencji wykryla obecnosc¢ mutacji +24G>del
w 3 intronie genu 'TGB3 w rejonie przylgczania startera odwrotnego uzywanego do PCR-SSP
Czestosc tego polimorfizmu u nieselekcjonowanych dawcow wynosi 2/422. Nie wykryto go
u 0sob diagnozowanych w kierunku AIMP/N ani w grupie wyselekcjonowanej metodg sero-
logiczng. Skorygowano protokot PCR-SSP i zwalidowano nowg wersje testu komercyjnego.

Whioski: Ze wzgledu na wystepowanie mutacji w regionach diagnostycznych genu ITGB3
kazdy wynik genotypu HPA-1b/b powinien byc potwierdzany przy pomocy innej techniki mo-
lekularnej lub metody serologicznej.
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Summary

Introduction: Genotyping of HPA-1 antigens is an important element in the diagnostics and
treatment of fetal/neonatal alloimmune thrombocytopenia (FNAIT) as well as transfusion and
transplantation related thrombocytopenias. Polymorphisms in the I'TGB3 gene within the an-
nealing region of primers/probes used for HPA-1 typing may affect the results of such research.
The aim of this study was to explain the reason of discrepancy of HPA-1 genotype detection
by PCR-SSP and the newly introduced RQ-PCR protocol; determine the frequency of HPA-1a
allele mutation in the Polish population and its effect on the diagnostic procedures.

Material and methods: RQ-PCR was performed in DNAs from 422 consecutive blood
donors and 62 HPA-1b/b patients diagnosed for FNAIT (58) or posttransfusion complica-
tions (4), genotyped in the years 2005-2012 by PCR-SSP and from 118 individuals typed as
HPA-1a negative by serological method. DNA samples detected as HPA-1b/b by PCR-SSP but
HPA-1a/b by RQ-PCR were sequenced.

Results: The discrepancy of the results was detected in two blood donors and in one patient
with platelet refractory. In all of them sequence analysis confirmed +24G>del in the intron 3
of the ITGB3 within the region of annealing of reverse primer used for PCR-SSPE The freque-
ncy of this polymorphism in non selected blood donors was 2/422. It wasn'’t present in persons
diagnosed toward FNAIT or in the group selected by serological method. We have revised PCR-
-SSP protocol and validated a new version of the commercial test.

Conclusion: Due to the mutations in the diagnostic region of ITGB3 gene each HPA-1b/b

genotyping result should be confirmed using additional molecular or serological method.
Key words: HPA, false-negative HPA-1a allele genotyping, PCR-SSP, RQ-PCR

Wstep

Niezgodno$é w zakresie antygenow z ukla-
dow HPA plytek krwi (human platelet antigens)
miedzy matka a plodem czy tez biorca a dawcag
przetoczenia/przeszczepienia moze prowadzic¢ do
wytworzenia alloprzeciwcial i rozwoju alloimmu-
nologicznych matoptytkowosci. Nomenklatura
HPA obejmuje obecnie 23 ukiady: 6 biallelicznych
(HPA-1 do HPA-5 oraz HPA-15), z immunogennym
antygenem ,,a” 1,,b” oraz 17 hipotetycznych (HPA-6w
do HPA-14w oraz HPA-16w do HPA-23w), gdzie
immunogenno$¢ udowodniono wariantom ,bw”.
Podlozem genetycznym zmienno$ci antygenow
HPA s3 pojedyncze polimorfizmy punktowe
(SNP, single nucleotide polymorphism) w genach
kodujacych 6 glikoprotein ptytkowych (GPIIIa,
GPIIb, GPIa, GPIba, GPIbb, CD109), zmieniajace
pojedynczy aminokwas, z wyjatkiem HPA-14bw,
determinowanego delecja catego kodonu, delecja
aminokwasu) [1-3].

Najistotniejszym pod wzgledem klinicznym
jest uktad HPA-1. Pojedynczy polimorfizm punkto-
wy warunkujacy jego allele lokuje sie w 3 eksonie
genuITGB3 (176T>C) 1 odpowiada za substytucje
aminokwasu Leu33 (antygen HPA-1la) na Pro33
(antygen HPA-1b) w sekwencji glikoproteiny
GPIIIa (integryny 3 stad nazwa genu ITGB3).

J. Transf. Med. 2013; 6: 33-40

Antygen HPA-1a jest najsilniejszym immunogenem
sposrod antygendw plytek. Przeciwciata do niego
skierowane s3 najczestsza przyczyna alloimmu-
nologicznej matoptytkowosSci ptodéw/noworodkow
(AIMP/N; 75-90% przypadkow; 1:2000 ciaz) [4],
a takze powiklan poprzetoczeniowych/poprze-
szczepowych (m.in. poprzetoczeniowej skazy ma-
toptytkowej; opornos$ci na przetaczane plytki) [5].
Przeciwciata anty-HPA-la wytwarzane s3
w odpowiedzi na ten antygen przez osoby, u ktorych
nie ma go na plytkach — czyli homozygoty pod
wzgledem antygenu HPA-1b (genotyp HPA-1b/b;
fenotyp HPA-1a ujemny). W populacjach kauka-
skich genotyp HPA-1b/b wystepuje u okolo 2%
populacji i okoto 85% takich osob narazonych jest
na zetkniecie sie z niezgodnym antygenem HPA-1a
podczas transfuzji/przeszczepienia albo ciazy
(w przypadku kobiet), bowiem wiekszo$¢ populacji
jest HPA-1a dodatnia (73% to homozygoty HPA-
-la/a, a 25% heterozygoty HPA-1a/b) (2, 6].
Genotypowanie antygenéow HPA-1 to wazny
element badan w diagnostyce i leczeniu przypad-
kow z podejrzeniem AIMP/N czy poprzetocze-
niowej/poprzeszczepowe] matoptytkowosci [4, 7].
Stanowi alternatywe dla metod serologicznych,
ktére wymagaja izolacji odpowiedniej liczby plytek
krwi, co jest problematyczne dla probek krwi od
pacjentow z gieboka maloplytkowoScia, szczegol-
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nie od plodow/noworodkow (niewielka objetosé
probki). Techniki biologii molekularnej umozliwiaja
przeprowadzanie badan z wysoka przepustowoscia.
W niektorych krajach wykorzystuje sie je do badan
przesiewowych kobiet ciezarnych w kierunku wy-
krywania kobiet HPA-1b/b, by objac je programem
rozpoznawania i1 leczenia AIMP/N spowodowane;j
immunizacja wobec antygenu HPA-1a [8]. Metody
genotypowania stuza tez do tworzenia rejestrow
dawcow krwi o genotypie HPA-1b/b, potrzebnych
do przetoczen dla chorych z przeciwcialami anty-
-HPA-1a. Dodatkowo, plytki krwi od homozygo-
tycznych dawcow HPA-1b/b s konieczne do okre-
Slania swoistoS$ci przeciwcial przeciwplytkowych
w laboratoriach diagnostycznych. Prawidiowe
okres$lenie genotypu HPA-1b/b jest wiec istotne dla
poprawnej diagnostyki alloimmunizacji antygenem
HPA-1a oraz oznaczen dawcow krwi.

Na wyniki genotypowania moga wplywac
dodatkowe polimorfizmy w obrebie sekwencji
przylaczania starteré6w czy sond. W literaturze
opisywano warianty allelu HPA-1a, nie wykrywane
przez stosowane do PCR-SSP (z ang. polymera-
se chain reaction with sequence specific primers)
startery [9-11]. Dwie mutacje, +24G>del [9]
1+28G>A [11], zidentyfikowano w 3 intronie genu
ITGB3, we fragmencie, do ktorego komplementar-
ny jest starter odwrotny w powszechnie uzywanym
protokole PCR-SSP wedlug Skogena i wsp. [12],
zawartym tez w komercyjnym teScie HPA-SSP
(INNO-Train). Obydwie mutacje generujq falszywie
ujemny wynik oznaczania allelu HPA-Ia u os6b
wspolposiadajacych allel HPA-1b, prowadzac do
btednego okreslenia u nich genotypu HPA-1b/b.

Celem prezentowanych badan bylo: 1) wyjas-
nienie przyczyn rozbieznos$ci wynikéw typowania
alleli HPA-1 pomiedzy stosowana dotychczas
metodologia PCR-SSP a wprowadzonym proto-
kotem RQ-PCR (real-time quantitative polymerase
chain reaction); 2) okreSlenie czestoSci wykrytej
mutacji allelu HPA-1a w populacji polskiej wraz
z analiza wplywu jej obecnosci na dotychczasowe
procedury diagnostyczne; 3) walidacja zmoderni-
zowanej procedury PCR-SSP 1 nowej wersji testu
komercyjnego.

Material 1 metody

Badania wykonano w probkach DNA, ktére
byly w latach 2005-2012 poddane genotypowaniu
antygeno6w HPA-1 metoda PCR-SSP home made
z uzyciem starterow wedlug Skogena i1 wsp. [12]
albo komercyjnym testem HPA-SSP, obecnie test
o nazwie HPA Ready Gene (INNO-Train, Diagni-

stik GmBH, Niemcy). Probki pochodzily od: 422
kolejnych dawcow krwi (Grupa 1); 62 osodb okre-
§lonych jako HPA-1b/b (Grupa 2), wylonionych
w procesie diagnostyki AIMP/N (45 matek, 5 ojcow;
8 plodow/noworodkoéw) albo matoptytkowosci po-
transfuzyjnych (4 osoby) oraz 118 osoh wyselekcjo-
nowanych metodami serologicznymi jako HPA-1a
ujemni (Grupa 3), wérod ktorych byto 98 kobiet cie-
zarnych z opublikowanych badan przesiewowych
[13] oraz 20 dawcow krwi oznaczonych testem
HPA1la Typing Assay (Diadem GmbH, Szwajcaria).

DNA izolowano zestawem QIAamp Mini Blood
Kit (Qiagen, Niemcy) lub NucleoSpin Blood (Ma-
cherey-Nagel, Niemcy). Stezenie DNA mierzono
spektrofotometrycznie przy diugosSci fali 260 nm
(Nanodrop) albo przez oznaczenie liczby kopii genu
konstytutywnego CCR5 w RQ-PCR.

Wszystkie probki DNA (20 ng/PCR) byty pod-
dane dyskryminacji alleli HPA-1 metoda RQ-PCR
z allelospecyficznymi sondami MGB (minor groove
binding), zaprojektowanymi przez Ficko i wsp.
[14] z uzyciem aparatu ABI Prism 7700 (Applied
Biosystems) lub LightCycler 480 (Roche Diag-
nostics). Cze$é probek DNA dodatkowo badano
wedlug zmodernizowanego protokolu PCR-SSP,
w ktorym starter odwrotny wedtug Skogena i wsp.
[12] zastgpiono starterem komplementarnym do
dalszego regionu intronu 3 genu ITGB3, wedlug
pracy Kjaer i wsp. [9]. JeSli wykryto allel HPA-1a
u osoby oznaczonej wstepnie jako HPA-1b/b, po-
nownie amplifikowano produkt PCR-SSP z uzyciem
startera specyficznego dla allelu HPA-1a [12] oraz
startera odwrotnego wedlug Kjaer 1 wsp. [9], bez
namnazania kontrolnego genu HGH (kodujacego
ludzki hormon wzrostu [human growth hormone])
1 poddawano go sekwencjonowaniu na aparacie ABI
Prism 3130 (Applied Biosystems), uzywajac tych
samych starteréw do przeczytania sekwencji z obu
nici DNA. Do czyszczenia produktu PCR przed
sekwencjonowaniem uzyto zestawu QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Germany).

Badania standaryzacyjne metody RQ-PCR oraz
PCR-SSP ze starterem odwrotnym wediug Kjaer
1 wsp. [9] wykonano uzywajac wzorcowych probek
DNA z Miedzynarodowych Warsztatow Immunolo-
gii Plytek ISBT z lat 2006 i 2008.

W pracy omoéwione tez beda wyniki genoty-
powania uktadu HPA-1 probek DNA przysianych
w ramach Miedzynarodowych Warsztatow Immuno-
logii Plytek International Society of Blood Transfu-
ston (ISBT) w 2010 roku, gdzie dotgczono 2 probki
DNA z polimorfizmami allelu HPA-1la w rejonie
przylaczania startera odwrotnego wedtug Skogena
[12], z ktorych jedna pochodzila z naszego labo-
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ratorium. Wymiernym efektem tych warsztatow [12] a protokolem RQ-PCR znaleziono u 3 osob
byto opracowanie nowej wersji testu komercyjnego z genotypem HPA-1b/b wediug w/w PCR-SSP:
HPA Ready Gene przez firme INNO-Train, ktory u 2 dawcow z Grupy 1 (2/20tj. u 10% wérod pierwotnie
poddano walidacji w naszym laboratorium. HPA-1b/b wg home made PCR-SSP) oraz u jednego
pacjenta z diagnostycznej Grupy 2, w podgrupie

Wyniki 4 0s6b z powiklaniami potransfuzyjnymi (tu ge-

Wyniki weryfikacji oznaczania antygenow notypowanie wykonano zestawem komercyjnym

HPA-1 metoda RQ-PCR w poszczegélnych gru- HPA-SSP). U zadnej osoby z diagnostyki AIMP/N

pach zamieszczono w tabeli 1. Rozbiezno§¢é po- ani u 118 oso6b okreslonych jako HPA-1a ujemni

miedzy dotychczasowymi protokotami PCR-SSP metoda serologiczng rozbiezno§ci wynikéw badan
ze staterem odwrotnym wedlug Skogena i wsp. genetycznych nie bylo.

Tabela 1. Poréwnanie wynikéw genotypowania alleli HPA-1 metodami PCR-SSP i RQ-PCR w 3 badanych grupach
Table 1. Comparision of the results of HPA-1 genotyping by PCR-SSP and RQ-PCR methods in the 3 groups

Genotyp HPA-1

RQ-PCR
PCR-SPP ala a/b b/b
Grupa 1 n =422 ala 307 0 0
alb 0 95 0
b/b 0 2 18
Grupa 2: n = 58 AIMP/N b/b - 0 58
n = 4 mafoptytkowos¢ potransfuzyjna b/b - 1 3
Grupa 3 n=118 b/b - 0 118

HGH
(439 pz)
HPA-1a/
/HPA-1b

(24 p2) —— S

HGH
(439 pz)

HPA-1a
(350 pz)

1 2 W1 W2 W3 K+a K-

Rycina 1. A — PCR-SSP wg Skogena i wsp [12]: genotypowanie allelu HPA-1a (linie a) oraz HPA-1b (linie b); M —
wzorzec DNA 123pz; 1, 2 — homozygoty HPA-1b/b potwierdzone przez RQ-PCR [14] oraz zmodyfikowany PCR-SSP
ze starterem odwrotnym wg Kjaer i wsp. [9]; W1, W2 (DNA wystane na Warsztaty ISBT w 2010 roku), W3 — probki
DNA z rozbieznymi wynikami genotypowania HPA-7 w RQ-PCR i PCR-SSP ze starterem odwrotnym wg Skogena
i wsp. [12]; K+ab, K+aa — kontrole préobki DNA o genotypie: HPA-1a/b, HPA-1a/a; K(-) — kontrola negatywna; B —
zmodyfikowany PCR-SSP dla wykrywania allelu HPA-7a ze starterem odwrotnym wg Kjaer i wsp. [9]: M — wzorzec
DNA 123pz; DNA 1, 2 — brak allelu HPA-7a (produktu wielkos$ci 350 pz) u oséb z poprawnym genotypem HPA-1b/b;
W1, W2, W3 — obecny allel HPA-7a u os6b z fatszywie ujemnymi wynikami genotypowania HPA-7a w PCR-SSP ze
starterem odwrotnym Skogena i wsp. [12]; K+a — kontrolne DNA o genotypie HPA-1a/b; K(-) — kontrola negatywna

Figure 1. A — PCR-SSP according to Skogen et al. [12]: HPA-1a (a lines) and HPA-1b (b lines) alleles genotyping;
M — DNA ladder 123 bp; 1, 2 — DNA of HPA-7b/b homozygous confirmed by RQ-PCR [14] and modified PCR-SSP
with the reverse primer used by Kjaer et a/. [9]; W1, W2 (DNA sent on the ISBT Workshop in 2010 year), W3 — DNA
samples with discrepant HPA-1 genotyping results in RQ-PCR and PCR-SSP with Skogen's reverse primer [12]; K+ab,
K+aa — control DNAs: HPA-1a/b, HPA-1a/a genotypes; K(-) — negative control; B— Modified PCR-SSP for HPA-7a
detection with the reverse primer used by Kjaer et a/. [9]: DNA 1, 2 — lack of HPA-7a (350 bp PCR products) in indi-
viduals with correct HPA-1b/b genotypes; W1, W2, W3 — presence of HPA-7a in DNA of individuals with discrepant
results of HPA-7a genotyping by PCR-SSP with Skogen’s reverse primer [12]; K+a — control DNA with HPA-7a/b
genotype; K(-) — negative control

36 www.jtm.viamedica.pl



Katarzyna Guz, Polimorfizm +24G>del w 3 intronie genu /7GB3 w regionie diagnostycznym genotypowania allelu HPA-1a

Wszystkie 3 osoby wytypowane jako HPA-1b/b
wg PCR-SSP ze starterem odwrotnym wediug
Skogena 1 wsp. [12] (ryc. 1A; DNA o nazwie W1,
W2, W3) metoda RQ-PCR oznaczono jako
HPA-1a/b (ryc. 2). Wyniki genotypowania RQ-
-PCR u tych os6b zostaly potwierdzone wykryciem
allelu HPA-1a ze starterem odwrotnym wg Kjaer
1 wsp. [9] w zmodyfikowanym protokole PCR-SSP
(ryc. 1B). Sekwencjonowanie wymienionych am-
plikono6w wykazalo obecno$¢ tego samego poli-
morfizmu +24G>del w 3 intronie genu ITGB3
(ryc. 3), w obrebie sekwencji przylaczania startera
odwrotnego wedlug Skogena 1 wsp. [12].

Dyskusja

Metody genotypowania antygenoéw HPA,
w tym najistotniejszego klinicznie ukladzie HPA-1
stanowig cenng alternatywe dla metod feno-
typowania, z uwagi na mozliwo§¢ badan na duza
skale, z matych ilo$ci materiatu. Nalezy jednak
pamietaé, ze ich wyniki moga by¢ zaburzone przez
wystepowanie polimorfizmu w obrebie sekwencji,
do ktorej przytaczajg sie specyficzne startery (PCR-
-SSP) badz startery lub sondy (m.in. RQ-PCR).
Rosnaca skala badan 1 rozszerzanie ich na roézne
grupy etniczne dostarczaja przyktadow biednego
genotypowania antygenow HPA-1 [9, 10, 11, 15].
Do wykrycia takich ,wariantow” dochodzi podczas
porownywania wynikow roéznych technik genoty-
powania. Opisane w tej pracy wyniki uzyskano

podczas badan poréwnawczych rutynowo uzywanej
metody PCR-SSP ze starterami wedlug Skogena
1 wsp. [12] z wynikami wprowadzanej techniki
RQ-PCR [14]. U 2 dawcow krwi wytypowanych
wedlug PCR-SSP jako HPA-1b/b zidentyfikowano
obecnos§¢ allelu HPA-1a 1 udowodniono za pomoca
sekwencjonowania, ze bledne oznaczenie wynika
z polimorfizmu +24G>del w 3 intronie genu
ITGB3 kodujacego allel HPA-1a. Polimorfizm
ten zostal zidentyfikowany przez Kjaer 1 wsp. [9]
podczas badan walidujacych ich protokot RQ-PCR.
Zaobserwowana przez autoré6w pracy czestosc tej
mutacji u dawcow (2/422) jest wyzsza od obser-
wowanej w populacji norweskiej (2/1093). W obu
przypadkach, podobnie jak w pracy Kjaer i wsp [9],
mutacje wykryto u heterozygot HPA-1a/b. Nalezy
podkreslié, ze doniesienie norweskie informowalo,
ze jedna z 0s6b z mutacja +24G>del w 3 intronie
genu ITGB3 pochodzita z Potudniowo-Wschodniej
Europy. Kjaer i wsp. [9] nie wykryli tej mutacji wsrod
1000 os6b HPA-1a dodatnich, uzywajac metody
PCR-SSP specyficznej dla tej delecji. W badaniach
niemieckich wykryto ja u 2/1344 os6b, tylko wsrod
homozygot HPA-1a/a, co pozwolilo oszacowaé
czestoSc jej wystepowania na 0,15% [16].
Mozliwo§¢ popelnienia biedu w oznaczaniu
genotypu HPA-1b/b sklonila nas do weryfikacji
metoda RQ-PCR wszystkich archiwalnych wyni-
kow HPA-1b/b uzyskanych w badaniach diagno-
stycznych przy uzyciu metody PCR-SSP: home
made oraz testow HPA-SSP i HPA Ready Gene
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Rycina 2. Dyskryminacja alleli HPA-7 metodg RQ-PCR [14] — wykrycie genotypu HPA-7a/b w préobkach DNA — W1,
W2 i W3, pierwotnie genotypowanych jako HPA-7b/b w PCR-SSP ze starterami wg Skogena i wsp. [12]

Figure 2. HPA-1 alleles discrimination by RQ-PCR [14] — presence of HPA-7a/b genotype in W1,W2,W3 DNA samples
previously genotyped as HPA-1b/b by PCR-SSP with Skogen’s primers [12]
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Starter F

20 * 40
DZ-REDE-14
D2-REDC-14
ref NW 001

* al * a0
TY¥VSCTEGHC TGAGACATC TGCTGARGARACTGTGCCCCAGAAT @ 45
AMMNGHETCTTACAGGC CCTGCCTC TGS GCTCACCTCGC TGTGACC TGAAGGAGALTC TGC TGAAGGATAAMC TGTGCCCCAGAATS @ 86
GCTCCTGTETTACAGGCCCTGCCTCTGGGCTCACCTCGC TGTGACCTGAAGGAGAATCTGC TGAAGGATAAC TGTGCCCCAGRATC @ 86

100 * 120 * 140 * 160 *
pz-REDE- 1 4ACHTCGAGTTCCCAGTGAGTGAGGCCCGAGTAC TAGAGGAC AGGCCCCTCAGCGACALGGGC TCTGGAGACAGCTCCCAGGTCACTC &+ 131
DZ-REDC-14C A TCGAGTTCCCAGTGAGTGAGHCCCGAGTAC TAGAGGAC AGGCCCCTCAGCGACAAGHGC TCTGGAGAC AGCTCCCAGGTCACTC &+ 172
ref NU 001fElCATCGAGTTCCCAGTGAGTGAGGCCCGAGTACTAGAGGAC AGGCCCCTCAGCGACALGGGC TCTGGAGACAGCTCCCAGGTCACTC & 172 424G >del
w 3 intronie
180 * z0o0 w w # 2 1TGB3
GGTGGGCAT : 216
DZ-REDC-14f3 8 GTCAGTCCOCAGAGGATTGCACTCCOGCTCCGGCC AGGTAGGGC TGGGACTCTTTGE GGTGGGCLT : 257
ref NU 001fFEARGTCAGTCCCCAGAGGATTGCACTCCGGCTCCGGCCAGGTAGGGCTGGGACTCTTTGL GGTGGGCAT : 258

e — .
~ ———— Starter R1

260 * 300 * 320 * 340
DZ-REDE-14 AGAGCACD.AGGTGGAGGTCTGRGGAGGJLAGTCTTGGGGJLAGTAGCTCAGAATGGAAATGGGGTGGGAAGACAAGGATGAGGGGGGJL 302
D2-REDC-14 LGAGCACALGGTGGAGSTCTGAGGAGGAAGTC TTGGGGAAGTAGC TCAGAAMGARLTGGGTGCAGAMARGGCIT-——————————— 331
ref NW 001 [ AGAGCACALGGTGGAGSTCTGAGGAGGALGTCTTGGGGAAGTAGC TCAGAATGGRALATGGGGTGGGALGACAAGGATGAGGGGEGL @ 344
<
360 * 380 400 * 420 *
DE-REDL-14 (GETGTEGGECAAGAGALS CCCCATGIGTYITYGGGCICUGTTTYWC CHNGC CAYTY YWY VMY TRGETYTTTGEGEYCTTTIWCYSTT ¢« 3688
DE-REDC-14 H

ref NU 001 GGTGTCGGCAAGAGALR

DZ-REDf-1 QHAAGTCAGTC CCCAGAGGATTGCACTCCGGCTCCGGCCAGGTAGGGC TGGGACTCTTTGE

i 360

Starter R2

Rycina 3: Wykrycie mutacji +24G>de/ w 3 intronie genu /TGB3 u dawcy W2, w sekwencji produktu PCR-SSP uzyska-
nego ze startera specyficznego dla allelu HPA-7a (F, sekwencja wyrdzniona jasnoszarym kolorem) i startera odwrot-
nego wg Kjaer i wsp. (R2) [9]: D2-REDf-14 - sekwencja W2 odczytana z uzyciem startera F; D2-REDC-14 — sekwencja
W2 odczytana z uzyciem startera R2; ref NW_001 — sekwencja referencyjna genu /TGB3 (NW 001838448.1 — region
od 29468 do 29836 nukleotydu); regiony przyfaczania poszczegodlnych starteréw wyrdzniono kolorami: starter F i R2
— jasnoszary, starter odwrotny (R1) wg Skogena i wsp. [12] — ciemnoszary

Figure 3. Detection of the +24G >de/ mutation in the intron 3 of /TGB3 gene in donor W2 within a sequence of PCR-
SSP product obtained using HPA-7a specific primer (F) and reverse primer (R2) acc to Kjaer et al. [9]: D2-REDf-14
— sequence of W2 read by using F primer; D2-REDC-14 — sequence of W2 read by using R2 primer; ref NW_001
— reference sequence of /TGB3 gene (NW 001838448.1 — the region from 29468 to 29836 nucleotide); regions of
primer annealing marked by colours: F and R2 primers - light gray, Skogen's reverse primer (R1) [12] — dark gray

firmy INNO-Train. Wykazano, ze u jednej osoby
btednie okreslono genotyp testem komercyjnym
HPA-SSP jako HPA-1b/b, mimo ze byta HPA-
-la/b. Za pomoca sekwencjonowania potwierdzo-
no obecno$§¢ allelu HPA-1a z mutacja +24G>del
w 3 intronie ITGB3. Byt nia pacjent z opornos$cia
na przetaczane plytki. Wstepny wynik sugerowat
potencjalng mozliwo§¢ immunizacji antygenem
HPA-1a u chorego HPA-1b/b 1 stanowil przykiad
blednego tropu diagnostycznego. U chorego nie
wykryto przeciwcial anty-HPA-1a, co poddawalo
w watpliwo§¢ alloimmunizacje antygenem HPA-1a.

Nie znaleziono natomiast bledu genotypo-
wania wsrod osob HPA-1b/b diagnozowanych
z powodu podejrzenia AIMP/N (matki, ojcowie
badz plody/noworodki). W grupie tej znajdowaly
sie osoby skierowane na badania diagnostyczne
z powodu klinicznych objawow, sugerujacych
AIMP/N, ktorej najczestszg przyczyna s przeciw-
ciala anty-HPA-1a. Byla to wiec grupa wybitnie
wyselekcjonowana.

W tym konteks$cie warto przedyskutowacé
potencjalne konsekwencje popelnienia bitedu diag-

nostycznego, polegajacego na niewykryciu allelu
HPA-1a. Maja one rézng wage w roznych sytuacjach
Kklinicznych.

Niewykrycie allelu HPA-1a u dawcy krwi
1 bledne okreSlenie go jako dawcy HPA-1a ujemne-
go (o genotypie HPA-1b/b) moze prowadzi¢ do prze-
toczenia niezgodnego serologicznie koncentratu
krwinek ptytkowych (KKP), jesli taki preparat byl-
by wybrany do leczenia matoplytkowoS$ci, spowodo-
wanej przeciwcialami anty-HPA-1a. Skutkiem tego
mogtby by¢ niesatysfakcjonujacy odzysk piytek po
przetoczeniu oraz poglebienie alloimmunizacji. Po-
dawanie KKP niezawierajacego antygenu HPA-1a,
do ktorego skierowane sa przeciwciala u matki
jest powszechnie rekomendowane przy leczeniu
AIMP/N, cho¢ jak wykazaly wyniki badan Kiefela
1wsp. [17], przetoczenie plytek od przypadkowego
dawcy jest tez czeSciowo skuteczne.

Niewykrycie allelu HPA-1a u ptodu/nowo-
rodka matki z przeciwcialami anty-HPA-1a (czy
posrednio u ojca dziecka) moze doprowadzi¢ do
wykluczenia konfliktu HPA-1a u dziecka, ktore
wymaga podjecia stosownego leczenia, zwlaszcza
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doptodowego, jesli diagnostyka zostata wdrozona
jeszcze w czasie Ciazy.

Biedne oznaczenie genotypu jako HPA-
-1b/b, mimo ze faktycznie jest on HPA-
-1a/b, u matki z podejrzeniem konfliktu HPA
lub u biorcy przetoczenia/przeszczepienia z objawa-
mi matopltytkowosci, bez wykrywalnych przeciw-
cial, moze prowadzi¢ do zaniechania dociekania
niezgodno$ci antygenowej w innych ukiadach
HPA. Wiadomo bowiem, ze niekiedy objawy
maloplytkowos$ci uprzedzaja pojawienie sie wy-
krywalnego poziomu przeciwcial anty-HPA-1a
[4]. Taki przyktad btednego tropu diagnostycz-
nego stanowi doniesienie Esquirola i wsp. [18],
w ktorym opisano przypadek zaniechania dalsze;j
diagnostyki AIMP/N po stwierdzeniu u matki
genotypu HPA-1b/b z uzyciem PCR-SSP wediug
Klutera 1 wsp [19]. W rzeczywisto$ci posiadata
ona allel HPA-1a z mutacjg 262T>C, a objawy
AIMP/N wywolaty obecne u niej przeciwciala
anty-HPA-2b.

Bledne oznaczenie genotypu HPA-1b/b u ko-
biety ciezarnej w badaniach przesiewowych wigze
sie natomiast z niepotrzebnym podjeciem kolejnych
badan diagnostycznych (m.in. badania przeciwcial
anty-HPA-1a) i naraza kobiete na stres zwigzany
w wykryciem domniemanego konfliktu HPA-1a.
Wprowadzenie badan przesiewowych u ciezarnych
w kierunku konfliktu HPA-1a, analogicznych do
tych w konflikcie RhD, wydaje sie coraz bardziej
prawdopodobne, miedzy innymi ze wzgledu na ot-
wierajace sie mozliwo$ci immunoprofilaktyki [20].

Metody genotypowania antygenow HPA,
zwlaszcza HPA-1 musza by¢ wiec poddawane stalej
weryfikacji. Takie przesianie towarzyszy organiza-
torom Warsztatow Immunologii Piytek ISBT, ktore
od 1998 roku dotycza tez badan genetycznych. Do
2008 roku wiekszo$¢ biednych wynikoéw dotyczyta
genotypowania antygen6w HPA-3 1 HPA-5. W 2010
roku po raz pierwszy najwiecej btedoéw zdarzylo sie
w typowaniu alleli HPA-1, za sprawa wlgczenia do
zestawu testowego, skladajgcego sie z 6 probek
DNA — 2 probek z wariantami allelu HPA-1a
(+28G>A; +24G>del w 3 intronie ITGB3),
w tym jednej pochodzacej z naszego laboratorium.
Organizatorzy Warsztatow obie te probki opisali
w krotkim doniesieniu [16].

Wyniki laboratorium autor6w niniejszej pra-
cy byly prawidiowe, bo dla weryfikacji wynikow
testu HPA-SSP zastosowano metody opisywane
w obecnej pracy. Pod wptywem wnioskow z pod-
sumowania bledéw popelnionych przez laboratoria
referencyjne w 2010 roku, firma INNO-Train zmo-
dernizowala protokot wykrywania allelu HPA-1a.

W obecnym formacie uzyskiwane przy jego uzyciu
wyniki sg prawidlowe, niezaburzane przez mutacje
+24G>del w 3 intronie ITGB3, co potwierdzono
podczas jego walidacji (wyniki niepokazane w obec-
nej pracy). Sadzac po wielkoS§ci uzyskiwanego pro-
duktu PCR (185 pz zamiast 244 pz), podmieniono
w nim starter odwrotny wedtug Skogena i wsp. [12]
na starter odwrotny wedtug Klutera 1 wsp. [19],
w ktorym lokuje sie mutacja262T >C allelu HPA-1a
opisana przez Bertranda i wsp. [10]. Teraz z kolei
istnieje niebezpieczenstwo niewykrywania mutacji
262T>C, ktora wystepuje z wysoka czestoscig
w populacjach wywodzacych sie z Afryki (7,1%
Tunezja, 17,5% Kamerun), cho¢ nie wykryto jej
wérod francuskich dawcow krwi o kaukaskim po-
chodzeniu. Opisana przez Esquirola i wsp. kobieta
z ta mutacja byta Kubanka [18].

Kolejny wariant genu I7GB3 w rejonie okalaja-
cym polimorfizm determinujacy antygeny HPA-1a
1 -1b wykryt Santoso 1 wsp. [21]: to 175C>G tuz
przed SNP determinujacym HPA-1, ktory generuje
zamiane Leu33 na Val33 (cze$¢ przeciwcial anty-
-HPA-1a nie rozpoznaje epitopu z Val33). Tutaj
bledne typowanie HPA-1b/b spowodowane bylo
brakiem hybrydyzacji sondy MGB specyficznej dla
allelu HPA-1a w RQ-PCR z opisanym wariantem
ITGB3, nazwanym allelem HPA-1c. Wariant ten
znaleziono u 1/1910 pacjentéw z zakrzepica, lecz
nie wykryto go wérod prawie 3000 dawcow krwi.

Whnioskiem koficowym, plynacym z powyz-
szej dyskusji nad wynikami badan wiasnych, po-
stulowanym tez przez Bertranda i wsp. [11] oraz
Bugerta i wsp.[16] jest konieczno$¢ weryfikowania
kazdego wyniku genotypu HPA-1b/b inng technikg
PCR, korzystajaca z innego zestawu starterow/
/sond albo oznaczeniem u takich os6h fenotypu
HPA-1a metodami serologicznymi. Wprowadzenie
odpowiednich procedur jest konieczne ze wzgledu
na omowiong powyzej wysoka czestos¢ polimor-
fizmow dotyczacych regionu genu ITGBS3, ktory
poddaje sie analizie dla identyfikacji alleli HPA-1a
1-1b. Jest to istotne szczegblnie ze wzgledu na
podnoszong w literaturze przydatno$¢ wysoko
wydajnych przesiewowych metod genotypowania
antygenow HPA u krwiodawcow oraz u kobiet cie-
zarnych dla rozpoznawania konfliktow HPA-1a [22].
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