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Wybrane zagadnienia dotyczgce badan
antygendéw krwinki czerwonej metodami biologii

molekularnej

w $wietle doniesien prezentowanych na XXXIIl Swiatowym Zjezdzie
Miedzynarodowego Towarzystwa Przetaczania Krwi w Seulu
(Korea Potudniowa)

The latest news about blood antigen genotyping presented during
the 33" International Congress of the International Society
of Blood Transfusion in Seul (South Korea)

Agnieszka Orzinska

Zaktad Immunologii Hematologicznej i Transfuzjologicznej Instytutu Hematologii i Transfuzjologii

w Warszawie

Jednym z wiodacych tematéw omawianych na
ostatnich zjazdach Miedzynarodowego Towarzy-
stwa Przetaczania Krwi (ISBT, International Society
of Blood Transfusion) jest wykorzystanie metod
biologii molekularnej w laboratoriach immunohe-
matologicznych jako narzedzia uzupeiniajacego
badz wiodacego w okreslaniu antygenéw grup krwi
u dawcow lub biorcow krwi. Na XXXIII §wiatowym
zjezdzie w Seulu, w Korei Potudniowej, zastosowa-
nie metod analizy kwasu deoksyrybonukleinowego
(DNA, deoxyribonucleic acid) w badaniach antyge-
now krwinek czerwonych 1 pltytkowych omawiano
na sesjach ,,Genotypowanie Grup Krwi” (Blood
Group Genotyping), ,Biatka Blonowe Krwinki
Czerwonej” (Red Cell Membrane Proteins), ,,Ge-
notypowanie grup Kkrwi: nowy sprzymierzeniec
w laboratorium” (Blood genotyping: a new ally in
your lab) 1 na sesji satelitarnej zorganizowane;j
przez firme Grifols. Doniesienia o wykorzystywa-
niu metod genotypowania grup krwi byly takze
licznie prezentowane w sesji plakatowej w sekcji
,2Immunologia Krwinki Czerwonej” (Red Cell Im-
munology: Molecular).

Podczas zjazdu zaprezentowano doniesienia
na temat wykorzystania réznych technologii do
genotypowania grup krwi w o§rodkach badawczo-
-naukowych i laboratoriach immunologii transfu-
zjologicznej. W tych ostatnich metody molekularne
sg wykorzystywane gioéwnie jako narzedzie do
tworzenia rejestrow dawcow krwi o oznaczonym
rozszerzonym fenotypie. Niewatpliwymi zaletami
metod analizy DNA sg mozliwo$§¢ badan masowych
o wysokiej powtarzalnoSci i oplacalno$§¢ ekonomicz-
na przy duzej skali testow, dzieki czemu mozna
szybko 1 tanio identyfikowaé¢ dawcow o rzadkich
grupach.

Rieneck 1 wsp. zaprezentowali w sesji plaka-
towej wyniki genotypowania 20 000 dawcow krwi
pochodzacych z dunskiej populacji badanych w celu
znalezienia oséb o rzadkich antygenach erytrocy-
tarnych: Kpb, Yta, Vel-ujemny lub plytkowych:
HPA-1a-ujemny. Wykryto czterech dawcow Kpb-
-yjemnych, 35 dawcow Yta-ujemnych, 478 HPA-1a-
-ujemnych oraz licznych Vel-ujemnych, a koszt
detekcji (bez izolowania DNA) oszacowano na
14 centow amerykanskich za ceche dla jednej osoby.
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Punktem wyjScia wykladu dr Delaney (Ge-
notyping Blood Donors for Improved Transfusion
Care) byla analiza wlasnych obserwacji dotyczacych
trudno$ci w doborze krwi do przetoczen u wielo-
krotnych biorcow krwi. Sposrod tych pacjentow
20-40% wytwarza przeciwciala — przede wszyst-
kim do antygendw z ukiadu Rh oraz Kell, ale takze
do innych antygenow. Zapewnienie tym chorym
krwi do przetoczenia, szczeg6lnie w sytuacjach
pilnej transfuzji, jest duzym wyzwaniem. Dobor
dawcow krwi pod katem zgodno$ci w zakresie
rozszerzonego fenotypu wymaga posiadania duzego
rejestru dawcow o oznaczonym rozszerzonym feno-
typie. Prelegent podkreslit role metod analizy DNA
w badaniach masowych zwiazanych z tworzeniem
takiego rejestru i zaprezentowal wyniki wlasne ba-
dan 15 000 dawcow, wsrod ktorych zidentyfikowano
55 posiadajacych antygeny zaliczane do antygenow
rzadkich, a 1247 — niepowszechnych. Zaznaczyt,
ze przy doborze metody 1 zakresu genotypowa-
nia nalezy kierowa¢ sie lokalnymi potrzebami
1 uwarunkowaniami oraz opracowac plan geno-
typowania dawcow w odniesieniu do mozliwo$ci
ekonomicznych danego oSrodka, szczegblnie przy
poszukiwaniu cech rzadkich, gdy badania dotycza
duzych liczebnie grup. Na zakoficzenie prelegent
podkreslil, ze z jednej strony obecnie wykorzysty-
wane s3 w pelni skomputeryzowane platformy do
genotypowania grup krwi o wysokiej przepusto-
wosci, z drugiej za$ uzupelnianie baz danych wciaz
odbywa sie recznie przez operatora, gdyz brakuje
rozwiazan umozliwiajacych przeplyw informacji
miedzy wykorzystywanymi platformami a systema-
mi szpitalnymi czy laboratoryjnymi. Wskazat takze
na fakt, ze w dobie zaawansowanych technologii
wykorzystywanych do oznaczenia rozszerzonego
genotypu grup krwi, sposob znakowania i opisy-
wania jednostek krwi wymaga unowocze$nienia.

Obok powszechnie stosowanych protokolow
typu home-made, opartych na klasycznych meto-
dach biologii molekularnej, oraz zaawansowanych
technologii i1 testow ze znakiem dyrektywy dla
wyrobow medycznych do diagnostyki iz-vitro (IVD,
n vitro diagnostic device directive) do typowania
antygenow grup krwi, nastepuje szybka implemen-
tacja najnowszej technologii sekwencjonowania
nastepnej generacji (NGS, next generation sequen-
cing) do badan polimorfizmow, ktére stanowia
podloze swoistoSci antygenowych. Profesor Avent
zaprezentowal wstepne wyniki badan genotypo-
wania grup krwi przy uzyciu tej technologii na
platformie urzadzenia Ton Torrent™ Persomnel
Genome Machine (Next generation sequencing:
academic overkill or high-resolution blood group

genotyping?) [1]. Badacze opracowali kolejne etapy
sekwencjonowania antygenow z uktadow Rh, Duffy
1 Kidd: przygotowanie biblioteki przez amplifikacje
calkowitej sekwencji genomowej alleli kodujacych
swoisto$ci antygenowe z zastosowaniem reakcji
tahcuchowej polimerazy o duzym zasiegu (long-
-range PCR, long-range polymerase chain reaction),
ich fragmentacje i ligacje z oligonukleotydami
adaptorowymi, zawierajacymi sekwencje kodu
z identyfikatorem, az po sekwencjonowanie mie-
szaniny 70 probek na raz. Wyniki dla genow RHD/
/RHCE pokrywaly sie z wynikami serologicznymi
tylko dla oséb heterozygotycznych pod wzgledem
antygenu D, a w pozostalych przypadkach, ze
wzgledu na wysoka homologie sekwencji genow
RHD 1 RHCE oraz wystepowanie genow hybrydo-
wych RHD-CE-D, problem stanowilo dopasowanie,
z ktorego chromosomu pochodzi badany fragment.
Tu badacze wskazali na konieczno$§¢ stosowania
dtugich amplikonéw 1 rozdzielenia badan genow
RHD 1 RHCE. W podsumowaniu wykladowca
podkreslil, ze technika NGS, poczatkowo stoso-
wana tylko w oSrodkach badawczo-naukowych,
obecnie (dzieki temu, ze koszt NGS spadi znacznie
W ciggu ostatnich 5 lat) staje sie coraz szerzej do-
stepna dla matych laboratoriéw diagnostycznych.
Zastosowanie jej umozliwia posiadanie pelnej
sekwencji DNA dawcy lub pacjenta i jej szybkie
dopasowanie do fenotypu przez por6wnanie do
danych w coraz bogatszych i pelniejszych bazach
genetycznych dotyczacych antygendéw grup krwi.
Nalezy przypuszczaé, ze w najblizszym czasie
nastapi uproszczenie obrobki bioinformatyczne;j
surowych wynikow przez powstanie prostych
programow do przeszukiwania baz i do tworzenia
raportow z genotypowania antygenow grup Krwi.

Dodatkowe informacje techniczne dotyczace
wykorzystania NGS zaprezentowano takze w do-
niesieniu plakatowym (Altayar 1 wsp. [2]). Pelne
zsekwencjonowanie alleli kodujacych antygeny
z uktadu Duffy wykazato obecno§é dwoch dodat-
kowych miejsc polimorficznych w eksonie drugim
(obok kodujacych antygen Fya i Fyb) 1 czterech
we fragmentach intronowych genu. Podobny obraz
wystepowania trzech polimorfizméw w eksonach
1 licznych — 132 zmian pojedynczego nukleotydu
(SNP, single nucleotide polymorphism) lub insercja/
/delecja we fragmentach intronowych wykaza-
no dla alleli kodujacych antygeny z ukladu Kidd
w 32 przebadanych probkach. Okreslono wzory mu-
tacji intronowych dla poszczegélnych genotypow:
osiem wzorow dla JK*A—/JK*B+, dwa dla JK*A+/
/JK*B— 1 dwa dla JK*A+/JK*B+. Nie zaprezen-
towano wynikoOw sekwencjonowania antygenow
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z grup glownych ABO, dla ktérego protokoét nadal
wymaga dopracowania.

Metody molekularne znajduja szerokie zasto-
sowanie jako narzedzie weryfikacji oznaczen sero-
logicznych, szczegolnie w identyfikacji antygenow
o oslabionej ekspresji. W wyktadzie pod tytutem
Kidd antigen discrepancies: genotype-predicted
phenotype vs serologic phenotype profesor Keller
z Amerykanskiego Czerwonego Krzyza (American
Red Cross) podsumowal wyniki badan genotypu
antygenow z ukladu Kidd technika HEA BeadChip
u ponad 60 000 dawcow z oznaczonym fenotypem Jk
[3]. Badacze wykryli siedem niezgodno$§ci miedzy
genotypem i przewidywanym fenotypem a oznacze-
niami serologicznymi — dwa pod wzgledem okre-
Slenia obecnoSci antygenu Jka i pie¢ dotyczacych
antygenu Jkb. Dalsze badania technikami: analizy
dlugosci fragmentdéw restrykcyjnych (RFLP-PCR,
restriction fragment length polymorphism-polymerase
chain reaction), allelospecyficznej reakcji tancucho-
wej polimerazy (SSP-PCR, single strand conforma-
tion polimorphism-polymerase chain reaction) oraz
sekwencjonowania wykazaly, ze w pieciu przypad-
kach rozbieznych wynikow wykryto allele JK*null
odpowiedzialne za brak ekspresji antygenu Jkb.
Analiza rozbiezno$ci wynikow genotypowania an-
tygenu Jka w jednym przypadku wykazala obecno§é
allelu JK*01W.01 zwiazanego z powstawaniem
fenotypu Jk(a+) o oslabionej ekspresji dajacego
fatszywie ujemny wynik fenotypowania. W drugim
przypadku metodg sekwencjonowania wykryto
nowy warlant allelu JK*A, dajacy falszywie nega-
tywny wynik genotypowania. W podsumowaniu
badacze podkreslili, ze rozbiezno$ci wynikéw
genotypowania allelu /K otrzymane technikag HEA
BeadChip 1 fenotypowania antygenow Jka i Jkb sg
bardzo rzadkie (7/60 000), co dowodzi wysokie]
wiarygodno$ci stosowania metod molekularnych
w determinacji antygenéw z tego ukltadu. Podobnie
profesor Avent i wsp. przy uzyciu technologii NGS
stwierdzili znacznie wyzsza czesto$é wystepowa-
nia (od opisywanej w literaturze) allelu JK*A weak
kodujacego warianty antygenu Jk(a) o ostabione;j
ekspresji. Metodami serologicznymi takie warian-
ty sa okreslane jako Jk(a-).

Profesor Hyland z Australijskiego Czerwone-
g0 Krzyza (Australian Red Cross) przeprowadzila
analize rozbiezno$ci wynikOw genotypowania
a fenotypowania dla antygenow z ukladu Duffy [4].
Wsrod 256 badanych przypadkow badacze wykryli
5% oznaczen serologicznych falszywie ujemnych
dla antygenu Fyb, podczas gdy technika wysokiej
rozdzielczoSci topnienia (HRM-PCR, high-resolu-
tion melting) lub z uzyciem platformy BLOODChip

wykazano obecno$¢ allelu FY*02W.01 kodujacego
antygen Fyb+W o ostabionej ekspresji. W trzech
przypadkach jako przyczyne wyniku fatszywie
FY*A-dodatniego ustalono obecno$¢ wariantow
nieulegajacych ekspresji, a w jednym stwierdzono
obecno§¢ wariantu allelu F'Y*A kodujacego anty-
gen Fya+ o oslabionej ekspresji nie wykrywany
rutynowo stosowanymi testami serologicznymi.
Badacze podkreslili duza czesto§¢ wystepowania
rozbiezno$ci miedzy technikami genotypowania
a fenotypowania i1 potrzebe opracowania algorytmu
wilaczenia badan genotypu antygenu Fya/Fyb jako
koniecznego uzupelnienia oznaczen serologicz-
nych.

W sesji plakatowe]j takze zaprezentowano sze-
reg doniesien o wykryciu nowych alleli kodujacych
warianty wyrazajace sie ostabionym fenotypem lub
nieulegajace ekspresji, ktore wykryto metodami
analizy DNA.

W swoim doniesieniu de Haas 1 wsp. opisali
podloze genetyczne wariantow fenotypu Kell
spotykanych w populacji holenderskiej [5]. Wsrod
407 przebadanych dawcow KEL:1,-2 u 7,4% wykryto
rozbiezno$ci wyniku genotypowania i oznaczen se-
rologicznych, u 4% zidentyfikowano KEL *02.mod,
au2,7% — KEL*02null, w tym siedem nowych
wariantow nieulegajacych ekspresji. Henny i wsp.
opisali wykrycie 3 nowych alleli JK wéréd dawcow
szwajcarskich [6]. Badania prowadzono technika
SSP-PCR typu home-made opracowang do wykry-
wania 22 alleli kodujacych antygeny grup krwi.
Badacze uzyskali 15 rozbiezno$ci genotypu wzgle-
dem oznaczen serologicznych w ukladzie Kidd —
w czterech przypadkach stwierdzono btad w feno-
typowaniu, a w pieciu technika sekwencjonowania
wykryto 3 nowe warianty: JK*01(del516-530),
JK*02.810G>A, dajace brak ekspresji antygenow,
1 jeden JK*02.988A.1095C o obnizonej ekspresji
antygenu Jkb.

Westhoff 1 wsp. zaprezentowali doniesienie
Identification of two new alleles in the F'Y system asso-
ciated with stlencing of antygen expression, w ktorym
opisali wykrycie nowych alleli FY*02.895G >A oraz
FY*02.(del179-180) u dawcow z rozbieznymi wy-
nikami fenotypowania 1 genotypowania technikg
HEA BeadChip [7].

Vrignaud i1 wsp. zaprezentowali wykrycie
11 nowych polimorfizméw typu SNP w genie RHCE
kodujacych antygeny C, E lub e z uktadu Rh o osta-
bionej ekspresji [8].

Metody analizy DNA stosuje sie w przypadku
braku lub ograniczonego dostepu do odczynni-
kéw diagnostycznych, takich jak surowice z prze-
ciwcialami anty-Vel czy anty-MAR-like. W ses;ji
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,Biatka blonowe krwinki czerwonej” naukowcy
z Uniwersytetu Lund w Szwecji (Christophersen
1 wsp.) przedstawili analize molekularnych pod-
staw zmienno$ci poziomu ekspresji tego antygenu
u 0sob Vel-dodatnich [9]. W zesztym roku badacze
opisali wykrycie u osob o fenotypie Vel-ujemnym
delecji 17 nukleotydow w genie SMIM1I. Przy
uzyciu metod biologii molekularnej, takich jak sek-
wencjonowanie, reakcja tancuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym (real-time PCR, real-time
polymerase chain reaction) oraz cytometria przepty-
wowa z ludzkimi przeciwcialami anty-Vel badacze
zidentyfikowali w intronie drugiego genu dwa po-
limorfizmy jednonukleotydowe, ktorych obecno$é
jest mocno skorelowana z poziomem ekspresji an-
tygenu Vel. U homozygot noszacych allel ,,minor”
wraz ze sprzezonymi z nim dwoma polimorfizmami
obserwowano wysoka ekspresje SMIM1 zar6wno
na poziomie wykrywanego matrycowego kwasu
rybonukleinowego (mRNA, messenger ribonucleic
acid) bialka, jak i samego antygenu Vel w blonie
komorek. W drugim doniesieniu badacze holender-
scy (van der Schoot 1 wsp.) opisali walidacje testu
genetycznego do wykrywania dawcow o rzadkim
fenotypie Vel-ujemnym [10]. Ze wzgledu na r6zny
poziom ekspresji antygenu Vel i brak odczynnikow
do powszechnych badan serologicznych autorzy
opracowali test do badan o wysokiej skali prze-
pustowos§ci wykrywajacy allel SMIM1*64_80del,
wystepujacy u osob Vel-ujemnych. Okreslili cze-
sto$§¢ wystepowania tego allelu na 1,46% wsrod
rasy biatej, 0,56% — negroidalnej i 0,60% — z6lte].
Genotypowanie grup krwi jest tez przydatne
w doborze panelu dawcow do identyfikacji przeciw-
cial. W sesji plakatowej zaprezentowano doniesie-
nie o opracowaniu metody screeningu genetyczne-
go antygenu C¥ z ukladu Rh w celu wytypowania
dawcow panelowych do badan. Technika SSP-PCR
badacze (Crottet 1 wsp.) przebadali 747 dawcow,
okreslonych jako C%¥-dodatni, i wykryli 7 dawcow
CY homozygotycznych, o rzadkim fenotypie Mar-
-uyjemnym, z ktorych jeden zostal cennym dawca
panelowym dla centrum krwiodawstwa [11].
Jedng z ostatnio coraz szerzej stosowanych
aplikacji jest wykorzystanie badan genotypowania
do oznaczania antygenow u pacjentow w celu pod-
wyzszenia skutecznoSci i bezpieczenstwa trans-
fuzji. W doniesieniu plakatowym Belsito 1 wsp.
przebadali 225 dawcow 1 50 pacjentdow zaleznych
od transfuzji, wykorzystujac do genotypowania
platforme HEA BeadChip, a do fenotypowania
analizator NEO Immucor (Erythrocyte genotyping:
our experience at second university of Naples) [12].
Wyniki oznaczenia antygenéw RhC, E 1 Kell obhie-

ma metodami wykazaly jeden wynik rozbiezny
w grupie dawcow i az 27/50 w grupie pacjentow.
W zwiazku z tym autorzy podkreslili fakt koniecz-
nos$ci genotypowania antygenow krwinki czerwone;j
u biorcow zaleznych od transfuzji. Zaznaczyli, ze
takie postepowanie pozwoli na weryfikacje i posze-
rzenie oznaczen serologicznych u pacjentow i pra-
widlowe dobranie dawcow, a przez to zapobiegnie
alloimmunizacji biorcy oraz wplynie na skrocenie
czasu i obnizenie kosztéw zwiazanych z kolejnym
doborem.

Podsumowujac, mozna zauwazy¢ jak ogromne
zainteresowanie metodami genotypowania antyge-
now krwinki czerwonej 1 wzrastajaca dostepno§é
platform oraz technologii do badan o wysokiej
przepustowos$ci przeklada sie na wzrost wiedzy
na temat bogactwa podioza molekularnego roz-
nych swoisto$ci antygenowych. To przeklada sie
na bardzo szybka rozbudowe baz genetycznych
z pelnymi sekwencjami nowych alleli, zar6wno
nieulegajacych wyrazaniu, jak i o obnizonej eks-
presji. Gromadzone obecnie w laboratoriach catego
Swiata dane genetyczne posiuza w przysztosci do
utworzenia programoéw poréwnujacych wykryta
sekwencje z badang, poprawnego przewidywania
fenotypu pacjenta, a takze doboru krwi od dawcy
o identycznym genotypie. Obecnie analiza DNA do
badan antygenow krwinek koncentruje sie przede
wszystkim na typowaniu wielokrotnych dawcow
krwi w celu wynajdywania osob z rzadkimi an-
tygenami lub genotypami wystepujacymi z niska
czestoscia, ale takze w coraz wiekszym stopniu
badania staja sie powszechne w odniesieniu do
pacjentdw wymagajacych wielokrotnych transfu-
zji. Dodatkowo przeprowadzone badania calych
sekwencji genow dostarczajg informacji o wyste-
powaniu wzoré6w mutacji polimorficznych w innych
regionach alleli kodujacych antygeny grup krwi,
a znaczenie wykrywanych sprzezen w odniesieniu
do zjawisk immunologicznych staje sie kolejnym
wyzwaniem dla badaczy.
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