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Streszczenie

Wstep. Skutecznosc przetoczen koncentratow krwinek plytkowych (KKP) u pacjentow uodpornio-
nych antygenami HLA (Human Leukocyte Antigens) i/lub HPA (Human Platelet Antigens) moz-
na zwigkszyc, stosujgc KKP od dawcow nieposiadajgcych antygenow, do ktorych pacjent wytworzyl
przeciwciata anty-HLA 1/lub anty-HPA. Szczegolng grupe biorcow KKP stanowig noworodki z al-
loimmunologiczng matoplytkowoscig plodowo-noworodkowg (AIMPN), wynikajgcq z niszczenia
plytek dziecka przez matczyne przeciwciala skievowane do antygenow plytek (szczegolnie HPA-1a),
ktore matka tworzy z powodu konfliktu plytkowego. W krajach wysoko rozwinietych dla pacjentow
zimmunizowanych dostepni sq dawcy o oznaczonych antygenach HLA i HPA.

Cel. Celem pracy byla ocena zapotrzebowania i dostepnosci takich dawcow w Polsce na podsta-
wie wynikow ankiety rozestanej do 23 Centrow Krwiodawstwa 1 Krwiolecznictwa (CKiK) oraz
dodatkowych informacyi ustnych uzyskanych z CKiK.

Wyniki. Wyniki uzyskane z 21 CKiK wykazatly, ze:

1) zapotrzebowania na KKP od dawcow z oznaczonymi antygenami HLA i/lub HPA zgloszono
do 7/21 (33,3%) CKiK;

2) w skali calego kraju w ciggu 1,5 voku przygotowano: 1788 KKP dla pacjentow z przeciwciatami
anty-HLA, 63 KKP dla pacjentow z anty-HPA, 58 KKP dla pacjentow z anty-HLA 1 anty-
-HPA; dla noworodkow z AIMPN przygotowano 35 KKP od dawcow bez antygenu, do ktorego
byly skierowane przeciwciata u matki 1 176 KKP pochodzqcych od dawcow przypadkowych;

3) w 13/21 (61,9%) CKiK dobor dawcow KKP dla pacjentow zimmunizowanych odbywa sie
glownie na podstawie proby krzyzowej w tescie limfocytotoksycznym (LCT);

4) rejestry dawcow z oznaczonymi antygenami HLA klasy I zawierajq dane 12 885 0sob, u 417
z nich zbadano antygeny HPA;

5) w skali kraju do przetoczen dla pacjentow zimmunizowanych antygenami HPA dostgpnych
jest 133 dawcow HPA-1a ujemnych, wyselekcjonowanych na podstawie badan 5872 dawcow.
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Whnioski. W Polsce, w porownaniu z innymi krajami, liczba dawcow z oznaczonymi antygena-
mi HLA i/lub HPA dla pacjentow zimmunizowanych jest niewystarczajgca. Ponadto zapotrze-
bowanie na dawcow z rejestru ciggle rosnie dzieki rozwojowi diagnostyki AIMPN wykonywa-
nej nie tylko w Instytucie Hematologii 1 Transuzjologii (IHiT), ale takze w laboratoriach CKiK.

Pion krwiodawstwa jest zobowigzany do zabezpieczenia dostepnosci dawcow KKP przeznaczo-
nych dla pacjentow uodpornionych.

Stowa kluczowe: przetaczanie KKP, pacjenci uodpornieni HLA i/lub HPA,
metody doboru KKP dla pacjentéw uodpornionych, rejestry dawcéw z oznaczonymi
HLA i/lub HPA
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Summary
Background. Clinical efficacy of PC transfusions in patients immunized with Human Leu-
kocyte Antigens (HLA) and/or Human Platelet Antigens (HPA) can be improved by relying
on platelets from donors typed for HLA andjor HPA. A specific group of PC recipients are
newborns with alloimmune thrombocytopenia (FNAIT) resulting from maternal alloimmu-
nization during pregnancy against specific fetal platelet antigens HPA (especially HPA-1a)
produced by the mother as a result of fetomaternal HPA incompatibility.

Aim. The study aim was to assess the demand and availability for HPA/HLA typed donors

in Poland.

Results. Outcome of a survey distributed to 23 Polish blood transfusion centers (CKiK)

supplemented by data acquived in direct contact (phone) revealed that:

1) demand for PCs from donors with HLA and/or HPA typed antigens was reported in 7/23
(33.3%) CKiK;

2) over a 1.5 year period, 1 788 PCs were prepared for patients with anti-HLA- antibodies,
63 PCs for patients with anti-HPA-antibodies and 58 PCs — for patients with anti-HLA
and anti-HPA antibodies. FNAIT neonates were transfused with 35 PCs from register
donors and 176 PCs from casual donors;

3) in 13/23 CKiK (61.9%) PC selection for immunized patients was mainly based on cross-
matching in LCT;

4) registers report of 12,885 donors typed for HLA Class I antigens including 417 donors typed for HPA;

5) nation-wide there are 133 HPA-1a negative donors available for immunized patients; they
were selected after typing of 5 872 donors;

Conclusions. The number of HLA and/or HPA typed donors for immunized patients is insu-

[icient as compared to other countries. Moreover, the demand for registered donors is steadily

growing due to expension of FNAIT diagnostics currently performed at the Institute of Hema-

tology and Transfusion Medicine (IHiT) but also in the laboratories of CKiK.

Omne of the responsibilities of the blood transfusion service s to provide PCs for immunized patients.

Key words: PC transfusion, HLA and/or HPA immunized patients, PC selection methods
for immunized patients, HLA and/or HPA donor registers
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Wstep cjentdw uodpornionych tymi antygenami w celu

ograniczenia ryzyka niepozadanych reakcji poprze-

Koncentraty krwinek ptytkowych (KKP) od toczeniowych, szczegolnie o charakterze odczynow

dawcow o oznaczonych antygenach HLA i HPA sa goragczkowych oraz podniesienia skutecznoS$ci
stosowane w transfuzjologii do przetoczen u pa- przetoczen [1-4].
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Pierwsza grupa takich pacjentdow to biorcy
leczeni przetoczeniami KKP, u ktorych obserwuje
sie odczyny goraczkowe po transfuzji i/lub oporno$c
na przetoczone plytki. U czeSci z nich te niepoza-
dane ohjawy maja podioze immunologiczne. Obec-
no$¢ przeciwcial anty-HLA obserwuje sie u okoto
50-80% tych pacjentow, a obecnos$é przeciwcial
anty-HPA u okoto 10-20%. U okolo 5% pacjentow
wykrywa sie przeciwciala anty-HPA 1 anty-HLA.
Tworzenie przeciwcial jest wynikiem poprzednich
transfuzji, zwlaszcza skiadnikéw krwi niepodda-
nych leukoredukcji, a takze immunizacji w wyniku
przebytej ciazy [5, 6]. Procedury doboru KKP do
przetoczenia dla pacjentow z przeciwcialami anty-
-HLA i/lub anty-HPA s3 opisane w Obwieszczeniu
Ministra Zdrvowia z 11 wrzesnia 2018 v. w sprawie
wymagan dobrej praktyki pobierania krwi i jej skiad-
nikow, badania, preparatyki, przechowywania, wy-
dawania 1 transportu dla jednostek organizacyjnych
publicznej stuzby krwi oraz w literaturze [7-10].

Druga szczegdlna grupa pacjentow, u ktorych
stosuje sie dobrane antygenowo KKP, sa piody i no-
worodki z alloimmunologiczng matoptytkowoscia
(AIMPN) wywotang przez matczyne przeciwciala
skierowane do obcych antygenowo plytek krwi
plodu (HPA). AIMPN jest spowodowana najczescie]
przez przeciwciala anty-HPA-1a (> 85%), a w dru-
giej kolejno$ci przez przeciwciala anty-HPA-5b
(5-10%). Obserwuje sie tez inne swoisto$ci: anty-
-HPA-1b, -2b, -3a, -3b, -15a, -15b i pozostale rzadko
wystepujace anty-HPA-6bw — 29bw lub skierowane
do antygenow prywatnych, a czasami takze do
antygenow HLA k11 [11, 12].

W celu leczenia AIMP/N 1 zapobiegania naj-
powazniejszemu powiklaniu, jakim jest wylew do
osrodkowego ukladu nerwowego, a takze zapew-
niania skutecznego i bezpiecznego przetaczania
sktadnikéw krwi pacjentom uodpornionym, opor-
nym na przetaczania, niezbedna jest dostepnosc
dawcow, ktorych plytki nie zawierajg antygenow
HPA, ktore powoduja alloimmunizacje. Ze wzgledu
na wysoka czesto§¢ immunizacji antygenem HPA-
1a, najwazniejsze jest dysponowanie plytkami bez
antygenu HPA-1a (od dawcow HPA-1a ujemnych,
czyli o genotypie HPA-1b/b). Dla noworodkow
z AIMN moga by¢ tez potrzebne KKP od dawcow
HPA-5b ujemnych (o genotypie HPA-5a/a), a spora-
dycznie od dawcow homozygotycznych w zakresie
innych antygenow HPA (HPA-1a/a, -2a/a, -2b/b,
-3a/a, -3b/b, -5b/b, -15a/a, -15b/b) [13-17]. Prze-
toczenia plytek od dawcéw przypadkowych moga
nie by¢ skuteczne [18, 19].

W modelu brytyjskim leczenia matoptytkowo-
$ci noworodkowej wymagajacej przetoczen KKP

wszystkim noworodkom z giebokg matoplytko-
woscig (PLT < 50 x 109), a nie tylko noworod-
kom urodzonym przez matki z przeciwcialami
anty-HPA, przetacza sie w pierwszej kolejnosSci
KKP od dawcow o fenotypie HPA-1a ujemnym/
/HPA-5b ujemnym, czyli bez antygenow HPA
w > 90% powodujacych AIMPN, jednocze$nie
wdrazajac diagnostyke serologiczng i molekularng
konfliktu ptytkowego [20, 21]. Wiadomo, ze okolo
30% przypadkow giebokiej matoplytkowos$ci,
ktora u noworodkow wystepuje z czestszo$cig
okoto 0,15%, jest spowodowanych alloimmuni-
zacja matczyno-plodowa, najczesSciej do antygenu
HPA-1a [11, 22].

Rejestry dawcow krwi o oznaczonych anty-
genach HLA 1 HPA sa dostepne do przetoczen
dla pacjentow z maloplytkowoscia w roznych
krajach. W niektérych z nich, na przyktad w Wiel-
kiej Brytanii, preparaty KKP HPA-1a ujemne/
/HPA-5b ujemne dla noworodkéw z podejrzewang
lub zdiagnozowana AIMPN (z powodu przeciwcial
anty-HPA-1a, -5b) sa dostepne calg dobe. Dawcy
dla noworodkow sg grupa szczegdblnie wyselekcjo-
nowang. Przy ich kwalifikacji uwzglednia sie status
CMYV, wysoko$¢ miana izoaglutynin anty-A i anty-
-B 1 innych przeciwcial do krwinek czerwonych,
a takze obecno$¢ przeciwcial do antygenow HPA,
HLA i HNA. Dawcy ci maja dwukrotnie oznaczony
antygen HPA-1a oraz -5b, najlepiej dwiema ro6z-
nymi metodami, w dwoch, niezaleznie pobranych
probkach krwi [20].

Celem obecnego opracowania jest analiza aktu-
alnego stanu zapotrzebowan i dostepno$ci dawcow
KKP o oznaczonych antygenach HLA 1 HPA dla
pacjentow z przeciwciatami do tych antygenow oraz
przedstawienie potencjalnych mozliwosci zwiek-
szenia liczby takich dawcow dla zabezpieczenia
pacjentow w Polsce.

Material i metody

Analizy przeprowadzono na podstawie an-
kiety dotyczacej wyzej wymienionych zagadnien,
przeprowadzonej w CKiK (dane z okresu 01.2015-
—-07.2016) oraz zestawienia przygotowanego
w IHiT, podsumowujacego aktualny stan liczbo-
wy dawcow homozygotycznych pod wzgledem
Kklinicznie istotnych antygenow HPA (tzw. dawcy
o ograniczonej dostepnosci), ktérzy sa dostepni do
przetoczen (stan na grudzien 2018 r.).

Ankieta zostala rozestana do 23 CKiK w:
Biatymstoku, Bydgoszczy, Gdansku, Kielcach,
Kaliszu, Krakowie, Katowicach, Lublinie, L.odzi,
Olsztynie, Opolu, Poznaniu, Radomiu, Raciborzu,
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Rzeszowie, Stupsku, Szczecinie, Walbrzychu,
Warszawie, Wroctawiu 1 Zielonej Gorze oraz do
Wojskowego CKiK i CKiK MSWiA w Warszawie.
Dodatkowo z CKiK uczestniczacych w badaniu
uzyskano telefonicznie uzupetniajgce/korygujace
dane.

Wyniki

Wypelnione ankiety otrzymano z 21 CKiK.
W 13 ankietach z: Bialegostoku, Bydgoszczy,
Kielc, Kalisza, Krakowa, Katowic, Lublina, Lodzi,
Olsztyna, Opola, Poznania, Warszawy i Wroctawia
podano informacje o zapotrzebowaniu na KKP dla
pacjenta uodpornionego, o posiadaniu rejestrow
dawcow z oznaczonymi antygenami HLA/HPA
1 wykonywanych badaniach fenotypu/genotypu
tych antygenow. W ankietach z 8 pozostalych
CKiK (z Gdanska, Radomia, Raciborza, Rzeszowa,
Stupska, Szczecina, Walbrzycha, Zielonej Gory)
podano, ze centra te nie posiadajg rejestrow daw-
cOW z oznaczonymi antygenami HLA/HPA oraz
nie wykonujg badan tych antygen6w ani doboru
dawcow dla pacjentéw zimmunizowanych. Z te-
renu dziatalno$ci tych Centréw nie zgloszono
zadnego zapotrzebowania na KKP dla pacjenta
uodpornionego.

Analize wynikéw ankiet z CKiK, w ktorych za-
warto odpowiedzi na postawione pytania (wszyst-
kie lub niektére), przedstawiono ponizej.

Dostepnos¢ dawcow o oznaczonych
antygenach HLA i dobor dawcow
dla pacjentow uodpornionych

Wyniki tej analizy przedstawiono w tabeli 1.
Ogolem liczba dawcow z oznaczonymi antygenami
HLA Kklasy I wynosita na koniec 2016 roku —
12 885 0s0b, a 417 dawcow mialo oznaczone an-
tygeny HLA 1 HPA.

Dobo6r dawcow KKP dla pacjentow z obec-
nymi przeciwcialami anty-HLA dokonywany jest
w wiekszo§ci CKiK na podstawie prob krzyzo-
wych w tescie LCT (Biatystok, Kalisz, Katowice,
Kielce, Krakéw, Lublin, £.6dz, Poznan, Warszawa,
Wroctaw).

Dawcy z oznaczonymi antygenami HPA

Wyniki tej analizy przedstawiono w tabeli 2.
Ogotem liczba dawcow krwi, u ktoérych do konca
2016 roku oznaczono antygeny HPA, wynosita
5872 osoby. Byli to dawcy z CKiK Katowice,
Kielce, Lublin, Opole, Poznan, Radom, Warsza-

Tabela 1. Dostepnos¢ dawcédw o oznaczonych antygenach HLA i dobdr dawcdw dla pacjentéw uodpornionych

Table 1. Availability of donors typed for HLA and selection of donors for immunized patients
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Olsztyn/Opole/
/Bydgoszcz/t6dz/Kielce/

Pytania

/Radom/Raciborz/Stupsk/

/Gdansk/Kalisz/Szczecin/
/Watbrzych/Zielona Géra/

Ogotem

Wroctaw

Warszawa

Poznan

Opole

Olsztyn

todz

Lublin

Krakow

Kielce

Katowice

Kalisz

Bydgoszcz

Biatystok

/Rzeszow

Liczba dawcow krwi z oznaczonymi antygenami:

Nie

0 2999 710 0 12 885

78

620

1400 186 67 4000 2825

0

* HLA klasy |

* HLA i HPA
Korzystanie z Rejestru Dawcéw

Nie

417
5 Tak
8 Nie

65

285
Tak

65

Nie

Tak Nie Nie Tak Tak Nie Nie

Nie

Nie Tak Nie

Nie

Szpiku na potrzeby transfuzjologii

Nie

10 Tak
3 Nie

Tak Tak Tak Tak Tak Tak Nie Nie Tak Tak Tak

Nie

Tak

Dobér dawcdw KKP dla pacjentéw
z obecnymi przeciwciatami anty-
HLA na podstawie préb krzyzo-

wych w tescie limfocytotoksycznym




Katarzyna Guz i wsp., Ocena dostepnosci dawcow koncentratow krwinek plytkowych

Tabela 2. Dawcy z oznaczonymi antygenami HPA

Table 2. Donors typed for HPA

CKiK — liczba dawcéw (w tym badanych z Il pobrania) — stan na grudziei 2018 r.

Warszawa Kielce Katowice Lublin Poznan Wroctaw Radom Opole Ogoétem
Ogodtem przebadanych 2025 285 67 810 2159 378 49 929 5872
W tym zidentyfikowano
genotyp/fenotyp HPA o ograniczonej dostepnosci:
HPA-1bb (HPA-1a 40 (35) 13 (3) 4 (4) 25 (6) 35(23) 11 (9) 0 5(1) 133(81)
ujemny)
HPA-1bb 3aa 15 (15) 7 (2) 1(1) 13 10 (10) 1(1) 44 (29)
(HPA-1a, -3b ujemny)
HPA-1bb 3bb 4 (4) 2 0 5 1(1) 4 (4) 16 (9)
(HPA-1a, -3a ujemny)
HPA-2bb 2(2) 1 0 2 5(2)
(HPA-2a ujemny)
HPA-5bb 3(1) 3(1) 0 1(1) 7 (3)
(HPA-5a ujemny)
HPA-1aa 2aa 3aa 5aa 48 (25) 44 11 15 118 (25)
(HPA-1b, 2b, 3b, 5b
ujemny)
HPA-1aa 2aa 3bb 5aa 17 (6) 17 5 4 43 (6)

(HPA-1b, 2b, 3a, 5b
ujemny)

wa, Wroctaw. W tej grupie zidentyfikowano 133
dawcow HPA-1a ujemnych. Oznaczenia antygenu
HPA-1a prowadzono metodami serologicznymi:
1) metodg ELISA z uzyciem testu komercyjnego
Platelet HPA 1a Typing Assay firmy DiaMed
[23] lub 2) metodg FACS oparta na cytometrii
przeplywowej (wg protokotu dostarczonego przez
IHiT) [24] albo technikami biologii molekularne;j
opartymi na PCR: 3) PCR-SSP wedtug Skogena
1 wsp. [25] lub testem HPA Ready Gene (Inno-
-Train, Niemcy), 4) RQ-PCR wedtug Fic¢ko i wsp.
[26]. Weryfikacje dawcow HPA-1a ujemnych
z drugiego pobrania z poszerzeniem typowania
o inne uktady HPA w latach 2016-2018 wykony-
wano w IHiT testem HPA Fluo Gene (Inno-Train,
Niemcy).

W grupie dawcow HPA-1a ujemnych (HPA-
1bb) oraz u czeSci dawcow HPA-1a dodatnich
wykonano badania innych antygenéw (HPA-2, -3,
-5) w celu identyfikacji homozygot w antygenach
tych ukiadéw. Dzieki nim w rejestrze znajduja
sie tez dawcy homozygotyczni dla pacjentow
zimmunizowanych innymi antygenami niz anty-
gen HPA-1a.

Zamowienia KKP dla pacjentow
zimmunizowanych z opornoscia
na przetaczane plytki

Wyniki tego zagadnienia przedstawiono w ta-
beli 3. W analizowanym okresie, zapotrzebowa-
nia na dawcow o oznaczonych antygenach HLA
lub/i HPA zgtoszono do 7 CKiK. Do pozostatych
CKiK (14) takie zapotrzebowania nie byly wysto-
sowane. Ogoélem w okresie 1,5 roku zaméwiono
dla pacjentow uodpornionych antygenami HLA
lub/i HPA z oporno$cia na przetaczane ptytki, czyli
z niesatysfakcjonujacym wskaznikiem wzrostu
plytek po przetoczeniu (PPR, percentage platelet
recovery < 30%) — 1 961 KKP, w tym dla biorcow
z przeciwciatami: anty-HLA — 1 788 KKP; anty-
-HPA — 63 KKP; anty-HLA i anty-HPA — 58 KKP.

Zamowienia KKP na potrzeby przetoczen
dla ptodow/noworodkow z AIMP/N

Wyniki tego zapotrzebowania przedstawiono
w tabeli 4. Zamo6wienia na KKP dla ptodéw/nowo-
rodkow z AIMPN otrzymaly CKiK Lublin, £6dz,
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Tabela 3. Zamoéwienia KKP dla pacjentéw zimmunizowanych z opornoscia na przetaczane ptytki

Table 3. Orders for PCs for immunized patients with platelet transfusion refractoriness

Wroctaw Ogotem  Olsztyn/Opole/Bydgoszcz/todz/

Poznan Warszawa

Lublin

Biatystok Katowice Krakéw

Pytania

/Kielce/Radom/Raciborz/Stupsk/
/Gdansk/Kalisz/Szczecin/Watbrzych/
/Zielona Géra/Rzeszéw

Liczba zaméwien w 2015 i 2016 roku na KKP roku dla pacjenta uodpornionego:

1788
63

554

212 54

884 36

42

— wylacznie antygenami HLA

54

— wyfacznie antygenami HPA

(anty-HPA-1a — 4;

anty-HPA-1b/anty-

-HPA 3b — 1)

48

11

antygenami HPA oraz HLA

Poznan, Warszawa 1 Wroclaw. Zamowiono ogblem
225 KKP: 14 KKP przygotowano od matki, a 211
KKP od dawcy, w tym jedynie 35 KKP od dawcy
bez antygenu, do ktorego matka miata przeciwciata,
a pozostate 176 KKP od dawcow przypadkowych.

Badania genotypu /fenotypu HLA i HPA

Charakterystyke metod typowania HLA/HPA
przedstawiono w tabeli 5. Oznaczenia fenotypu/
/genotypu antygenéw HLA w ramach wlasnej
pracowni prowadzito w badanym okresie 9 CKiK
(Biatystok, Kalisz, Katowice, Kielce, Krakow,
Lublin, Olsztyn, Poznan, Warszawa), a w podmio-
tach zewnetrznych 2 CKiK (Lublin, Wroctaw). Do
oznaczania antygenow HLA stosowano metody
serologiczne (7 CKiK: Biatystok, Kalisz, Katowice,
Krakow, Lublin, Warszawa, Wroctaw) lub metody
biologii molekularnej (6 CKiK: Bialystok, Katowi-
ce, Kielce, Lublin, Olsztyn, Poznan). W programach
zewnetrznej kontroli jako$ci metod oznaczania
antygenow HLA uczestniczylo 9 CKiK (Bialystok,
Kalisz, Katowice, Kielce, Krakow, Lublin, Olsztyn,
Poznan, Warszawa).

Oznaczenia fenotypu/genotypu antygenéow
HPA w ramach wiasnej pracowni przeprowadzilty
3 CKiK (Lublin, Opole, Poznan), a dla 5 CKiK
(Katowice, Kielce, Radom, Warszawa, Wroctaw)
badania te wykonat IHiT (nieodplatnie). Byly one
finansowane ze Srodk6w pochodzacych z projektow
badawczych z Komitetu Badan Naukowych lub
Narodowego Centrum Badan i Rozwoju albo w ra-
mach prac naukowo-rozwojowych, realizowanych
ze Srodkow wiasnych THiT.

W 2 CKiK w latach 2007-2010 do badan sto-
sowano test ELISA (Platelet HPA 1a Typing Assay,
Diamed) do oznaczenia antygenu HPA-1a (Opo-
le, Poznan). Czynnymi dawcami krwi jest wciaz
16 dawcow HPA-1a ujemnych zidentyfikowanych
w tym czasie (5 w Opolu, 11 w Poznaniu).

W 2013 roku wdrozono w IHiT oznaczanie
antygenu HPA-1a za pomoca metody opartej na
cytometrii przeptywowej (FACS) dla obstugi grantu
PREVFNAIT p.t. ,,Zapobieganie alloimmunolo-
gicznej matoplytkowosci ptodéow 1 noworodkow
(AIMPN) w Polsce”, finansowanego ze Srodkow
Programu Polsko-Norweska Wspoipraca Badawcza,
prowadzonego przez Narodowe Centrum Badan
1 Rozwoju w ramach Norweskiego Mechanizmu
Finansowego na lata 2009-2014 (umowa nr Pol-
-Nor/203111/69/2013) [11]. W 2016 roku IHiT
wytypowal ta metoda tacznie 1693 dawcow z CKiK
w Warszawie 1 Wroclawiu, a CKiK w Poznaniu
rozpoczelo identyfikacje dawcow HPA-1a ujem-
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Tabela 4. Zamoéwienia KKP na potrzeby przetoczen dla ptodéw/noworodkéw z AIMPN

Table 4. Orders for PCs for fetuses or FNAIT neonates

Liczba KKP przygo-  Warszawa Poznan Lublin tédz  Wroctaw Biatystok/Bydgoszcz/
towywanych /Gdansk/Kalisz/Katowice/ 0a6t
w 2015 2016 roku /Kielce/Olsztyn/Opole/ gotem
dla ptodéw/nowo- /Racibérz/Radom/Rzeszéw/
rodkéw z AIMP/N /Stupsk/Szczecin/Watbrzych/
/Zielona Goéra
Od matki 0 13 0 0 0 14
Od dawcy innego 165, 41 4 0 1 0 211
niz matka w tym 30 od od

od dawcéw dawcéw dawcodw

HPA-1bb przy-  HPA-1bb
z rejestru; padko-
pozostali wych
przypadkowi

nych technikag FACS we wlasnym laboratorium,
przysylajac krew 25 dawcow HPA-la ujemnych
do IHiT na weryfikacje genotypu HPA-1. Ogotem
wytypowano wtedy 62 nowych dawcow HPA-la
ujemnych (26 w Warszawie, 11 we Wroclawiu,
25 w Poznaniu). W [HiT potwierdzono prawidlo-
wo$C oznaczen statusu HPA-1a metodg FACS 1 RQ-
-PCR w kazdej z probek. Centrum Krwiodawstwa
1 Krwiolecznictwa w Poznaniu w 2017 roku i w 2018
roku uczestniczylo w programie zewnetrznej
kontroli jako$ci metod fenotypowania antygenu
HPA-1a organizowanego przez IHiT.

Samodzielne badania genotypowania antyge-
no6w HPA prowadzi CKiK w Lublinie (testy PCR-
-SSP firmy Inno-Train). To CKiK uczestniczyto
w 5 edycjach programu zewnetrznej kontroli jakoSci
metod genetycznych oznaczania antygenow HPA
zorganizowanego przez [HiT (2011, 2015-2018).

Genotypowanie antygendw HPA (m.in. u daw-
coOw krwi) metodami biologii molekularne;j jest
wykonywane w IHiT od 1995 roku. Poczatkowo
byla to metoda PCR-SSP typu ,,home made” [24],
potem wprowadzono zwalidowang metode RQ-PCR
,,home made” [25], ktora zastosowano do genotypo-
wania dawcow w ramach planéw naukowych IHiT
dla CKiK Warszawa, Katowice, Kielce, Radom,
ametode dla genotypowania HPA-1 stosowano tez
w grancie PREVFNAIT i stuzy ona do weryfikowa-
nia wynikow fenotypu HPA-1a ujemnego, czyli byla
wykorzystywana do weryfikacji fenotypu HPA-1a
ujemnego u dawcow z CKiK.

W IHiT s3 tez uzywane testy komercyjne ze
znakiem IVD oparte o PCR (PCR-SSP, RQ-PCR), za
pomoca ktoérych dokonuje sie weryfikacji rzadkich
fenotypow/genotypow HPA z drugiego pobrania
1 poszerza oznaczenia o inne uklady antygenow
HPA. Na koniec 2018 roku badania weryfikujace

genotypy HPA z drugiego pobrania objely 81/133
dawcow HPA-1bb (zidentyfikowano 29 dawcow
HPA-1b/b, -3a/a oraz 9 HPA-1b/b, -3b/b) oraz 2/5
dawcow HPA-2b/b 1 3/7 dawcow HPA-5b/b. Dane
liczhowe zawiera tabela 2.

Weryfikowanie antygendéw HPA alternatywna
metoda genetyczna/serologiczng jest istotne ze
wzgledu na konieczno§¢é wyeliminowania bledow
technicznych metody, ktére moga wynikaé z ist-
nienia dodatkowych polimorfizméw w sekwencji
genow kodujacych antygeny HPA w miejscach
przylaczania sie starterow/sond lub wplywajacych
na epitop antygenowy, co moze by¢ przyczyna
nieprawidlowego falszywie ujemnego wyniku ty-
powania u osoby z taka z mutacjg [27].

Wyniki

Zagadnienia doboru dawcéw do przetoczen
KKP dla pacjentéw zimmunizowanych opornych na
przetoczenia plytek oraz dla plodow/noworodkow
z AIMP/N jest wiaczone w dziatalno$¢ 13/21 CKiK,
ktore udzielily odpowiedzi na ankiete.

W celu doboru skutecznych klinicznie KKP
dla pacjentow zimmunizowanych antygenami HLA
opornych na przetoczenia plytek CKiK dysponuja
nastepujacymi metodami: testem limfocytotok-
sycznym (LCT) dla doboru w probie krzyzowej
oraz doborem dawcow zgodnych antygenowo
z rejestru dawcow o oznaczonych antygenach HLA.
Ogolna liczba dawcow o oznaczonych antygenach
HLA na koniec 2016 roku byta wysoka i1 wynosita
12 885. Czes¢ CKiK (5/12) wykorzystuje dla celow
transfuzjologicznych rejestr dawcow szpiku. Wobec
aktywnego udziatu CKiK w typowaniu antygenow
HLA dla celow transplantologicznych, szczegblnie
w dobie obecnie stosowanej wysokoprzepustowe;]
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techniki sekwencjonowania nastepnej generacji
(NGS) — istnieja duze, potencjalne mozliwoSci
rozszerzenia liczebnosci rejestru dawcow o zna-
nych antygenach HLA do przetoczen ptytek.
Mozliwo$ci te nalezy aktywnie wykorzystywac, by
zwiekszajac liczebno$¢ rejestrow dawcow szpiku,
moc powiekszaé zaséb rejestrow dawcow KKP
z oznaczonymi antygenami HLA klasy I, poprzez
pozyskanie tych wynikdw z zasobow rejestrow
transplantologicznych. Nalezy w tym miejscu
podkreslic, ze proby krzyzowe w teScie limfocyto-
toksycznym nie moga by¢ jedyng metoda doboru
dawcow dla biorcow opornych na przetoczenia
plytek. Dobor dawcow o zgodnych antygenach HLA
jest konieczny w przypadku obecno$ci przeciwcial
anty-HLA niezaleznych od dopelniacza, a takze
w przypadkach, gdy proby krzyzowe w LCT z lim-
focytami wszystkich lub wiekszoScig dawcow sa
dodatnie. Metoda doboru KKP dla takiego pacjenta
sa plytki o zgodnych lub krzyzowo reagujacych an-
tygenach HLA. Nalezy pamietaé, ze KKP z aferezy
dobrany w HLA zwieksza skuteczno$¢ przetoczen,
bo zapobiega niszczeniu plytek przez przeciwciata
chorego, a takze ogranicza ekspozycje na inne anty-
geny, ale wiaze sie z wiekszym ryzykiem wywotania
poprzetoczeniowej choroby przeszczep przeciw
biorcy (TA-GVHD, transfusion-associated graft-
-versus-host disease), czemu zapobiega stosowanie
napromieniowanych KKP lub poddanych wybranym
metodom inaktywacji [28].

Dla ptodéw oraz noworodkow z AIMPN, po-
wodowang przez przeciwciala przeciwplytkowe
anty-HPA (gtownie anty-HPA-1a lub anty-HPA-5b),
nalezy dobiera¢ KKP bez antygenu, do ktorego sa
skierowane przeciwciala matki. JeSli to spodzie-
wany przypadek AIMPN na podstawie diagnozy
w poprzedniej cigzy badz zidentyfikowany w trakcie
ciazy z powodu podejrzenia wylewu do o$rodko-
wego ukladu nerwowego w badaniu USG i/lub
wykrycia przeciwciat anty-HPA w badaniach prze-
gladowych (jak w PREVFNAIT), to przygotowanie
ubogoleukocytarnego, napromieniowanego KKP
mozna zaplanowac na czas wykonania transfuzji
doptodowej lub planowanego porodu. Wymaga to
Scistej koordynacji pomiedzy szpitalem, w kto-
rym pacjentka jest objeta specjalistyczng opieka
W czasie cigzy i gdzie zamierza urodzic, a lokal-
nym CKIiK, ktory dostarczy UKKP. Dawcg UKKP
zgodnego w HPA moze by¢ matka, o ile zostanie
zakwalifikowana jako dawca krwi pelnej lub do
trombaferezy, a osSrodek podejmie sie pobrania krwi
od kobiety w ciazy. Z pozyskanego od matki koncen-
tratu krwinek ptytkowych nalezy usunac osocze,
poniewaz zawiera alloprzeciwciala, a plytki nalezy

zawiesi¢ w 5-procentowym roztworze albuminy
lub osoczu dawcy grupy AB oraz obowigzkowo
napromieniowac. Powoduje to skrocenie okresu
wazno$ci KKP w odniesieniu do standardowego
czasu przechowywania.

Planowane przygotowanie napromieniowane-
go UKKP dla uzytku doptodowego/pediatrycznego
bedzie logistycznie prostsze od dawcow krwi z re-
jestru dawcow o oznaczonych antygenach HPA.
Dawcy dla noworodkéw musza mieé dwukrotnie
wykonane badania antygenéow HPA, z dwéch roz-
nych pobran. Dawcy do przetoczen KKP powinni
by¢ zgodni z pacjentem w antygenach uktadu ABO
[3, 4, 7], ale ze wzgledu na niedojrzalo$¢ wyrazania
antygenow ABO, u ptlodéw/noworodkow stosuje sie
zazwyczaj UKKP grupy O, dodatkowo grupy RhD
ujemnej dla dziewczynek (zapobieganie immuniza-
¢ji antygenem D z niewielkiej iloSci erytrocytow
zanieczyszczajacych KKP). Dlatego warto zadbac
o statg dostepnosé¢ KKP od dawcéw o fenotypie
HPA-1a uyjemnym/HPA-5b ujemnym grupy O RhD
ujemnej 1 O RhD dodatniej, by wzorujac sie na
procedurze stosowanej w Wielkiej Brytanii, kaz-
demu noworodkowi z maloptytkowoScia przetaczac
takie KKP do czasu wykluczenia, ze nie jest ona
wynikiem alloimmunizacji tymi najbardziej immu-
nogennymi antygenami HPA.

Ze wzgledu na niska czestos$¢ fenotypu HPA-
la ujemnego (2%), dla utworzenia wystarczajaco
liczebnego rejestru dawcow HPA-1a ujemnych,
konieczne jest przeprowadzenie badan w duzej
grupie dawcow. Ogolna liczba dawcow, u ktorych do
konca 2016 roku oznaczono antygeny HPA, wyno-
sita 5872. Badania nakierowano przede wszystkim
na identyfikacje dawcow HPA-1a ujemnych. Z tej
grupy wyloniono 133 dawcow HPA-1la ujemnych
(2,3%), co jest zgodne z oczekiwaniami. Dalsze
badania byty prowadzone u dawcéw HPA-1a ujem-
nych oraz u czesci dawcow HPA-1a dodatnich
w celu identyfikacji dawcoéw o homozygotycznych
genotypach HPA-1aa, HPA-2aa 1 -2bb, HPA- 3aa
1-3bb oraz HPA-5aa 1-5bb. Tacy dawcy sa potrzebni
dla pacjentéw uodpornionych innymi antygenami
plytek niz antygen HPA-1a. W wyniku tych badan
zidentyfikowano od kilku do kilkudziesieciu daw-
cow dostepnych do przetoczen, w zalezno$ci od
antygenu.

W ankiecie przestanej do CKiK zadano takze
pytania dotyczace zapotrzebowania na KKP dla
pacjentoOw zimmunizowanych antygenami HLA
1 HPA. Nadestane wyniki wskazuja, ze liczba zapo-
trzebowan na KKP dla biorcéw zimmunizowanych
antygenami HLA w skali catego kraju na przestrze-
ni 1,5 roku wynosita 1788 (najwiecej w Katowicach,

www. jtm.viamedica.pl 9



Journal of Transfusion Medicine 2019, tom 12, nr 1

Lublinie i Warszawie). KKP dla pacjentéw zimmu-
nizowanych CKiK dobieraja na podstawie proby
zgodnoS§ci w teScie limfocytotoksycznym, co jest
zgodne z rekomendacjami zawartymi w Swiatowe]
literaturze. Maja tez mozliwo$¢ doboru dawcow
zgodnych w antygenach HLA. Okazjonalnie CKiK
w Lublinie i w Warszawie otrzymywaly zapotrze-
bowania na dobdor dawcow o zgodnych antygenach
HLA i HPA lub tylko HPA.

Zapotrzebowania na KKP dla noworodkéw
z AIMP/N otrzymato 5 CKiK — w Lublinie, Pozna-
niu, Warszawie 1 po jednym w Lodzi 1 Wroclawiu
(ogoétem 211). Koncentraty krwinek piytkowych
przygotowano od 35 dawcow (gtownie HPA-1a
ujemnych), wybranych z rejestru dawcow o ozna-
czonych antygenach HPA. Nie zawieraly one
antygenu, do ktorego byly skierowane przeciw-
ciala matki. Takie KKP sa skuteczne klinicznie
1 zalecane dla noworodkoéw z AIMPN. Pozostale
176 KKP dla noworodkow z AIMPN przygotowano
od dawcow przypadkowych. W przypadkach niedo-
stepnos$ci dawcow dobranych w HPA, przetoczenie
takich KKP jest dopuszczalne, wiadomo jednak, ze
plytki od takich dawcow majg mniejsza skuteczno§é
kliniczng [18, 19]. Nalezy podkresli¢, ze 98% os6b
w populacji kaukaskiej ma antygen HPA-1a, co
sprawia, ze praktycznie nie ma szans, by KKP od
dawcy przypadkowego nie zawieral tego antygenu,
ktory najczesciej odpowiada za alloimmunizacje
kobiet w cigzy i jest glowng przyczyna AIMPN.

W $wietle obserwacji poczynionych przez IHiT
mozna sie spodziewaé w Polsce wzrostu zapotrze-
bowania na KKP dla noworodkow z AIMPN. Jest to
spowodowane miedzy innymi przeprowadzeniem
szerokich badan przegladowych antygenu HPA-1a,
obejmujacych teren calej Polski w ramach grantu
PREVFNAIT finansowanego z funduszy norwe-
skich [11]. W badaniach tych zidentyfikowano
ponad 600 kobiet w wieku rozrodczym, ktore sa
HPA-1a ujemne (2,4% badanej grupy) 1 potencjalnie
zagrozone konfliktem plytkowym w kazdej ciazy
(ryzyko immunizacji wynosi ok. 10%). Biorac pod
uwage roczng liczbe urodzen, wynoszaca obecnie
w Polsce okoto 403 000 (2017 r.), 2,4-procentowq
czesto$§é wystepowania fenotypu HPA-1a ujemnego
w naszej populacji (jesli u wszystkich kobiet w cigzy
badano by antygen HPA-1a) oraz 10-procentowe
ryzyko wytworzenia przeciwcial anty-HPA-1a, to
mozna sie spodziewacé, ze docelowo co roku dla oko-
to 960 zimmunizowanych kobiet HPA-1a ujemnych
powinno zabezpieczy¢ sie HPA-1a uyjemne KKP na
wypadek leczenia noworodka z maloptytkowoScia.
Najlepiej by byly one, podobnie jak w Wielkiej Bry-
tanii, stale dostepne [18]. Liczba dawcoéw HPA-1a

ujemnych dostepnych w kazdym CKiK, zaopatru-
jacych w KKP oddzialy neonatologiczne, powinna
by¢ wiec znacznie wieksza niz obecnie (133 dawcow
pochodzi jedynie z 7 CKiK). Sg regiony Polski
niedysponujace takimi dawcami.

Dodatkowo w ostatnich latach zwiekszyla sie
dostepnos¢ diagnostyki konfliktu ptytkowego, co
zwieksza mozliwoSci leczenia plodow/noworodkow
z podejrzeniem AIMPN, w tym leczenia przeto-
czeniami KKP. Badania diagnostyczne wykonuje
obecnie nie tylko IHiT, ale tez CKiK w Bialymsto-
ku, Kaliszu, Katowicach, Lublinie i Opolu, ktore to
os$rodki biorg udzial w programie kontroli jako$ci
wykrywania przeciwcial anty-HPA, organizowa-
nych przez IHiT. Zwieksza sie zatem mozliwo$§é
wykrywania nie tylko przypadkow AIMPN z prze-
ciwcialami anty-HPA-1a, ale tez anty-HPA-5b
1 0 innych swoistoSciach.

Dokonaly sie tez zmiany w zakresie leczenia
1 opieki nad noworodkiem z AIMPN. Leczeniem
konfliktu ptytkowego zajmuja sie obecnie nie tylko
kliniki warszawskie, ale takze oSrodki w Lublinie,
Wroctawiu, Kielcach, Lodzi 1 Poznaniu.

Pion krwiodawstwa jest zobowigzany do za-
bezpieczenia dostepnoSci dawcow do przetoczen
dla noworodkow z AIMPN 1 powiadomienia o tej
dostepnosci referencyjnych o§rodkow ginekolo-
giczno-polozniczych na terenie kraju.

Z przeprowadzonej na rzecz obecnego opra-
cowania analizy wynika, ze od strony meryto-
rycznej i organizacyjnej oSrodki polskiej stuzby
krwi — CKiK 1 IHiT — sa przygotowane do
podjecia zadania utworzenia og6lnopolskiego
rejestru dawcow o okreSlonych antygenach HPA
dla biorcow zimmunizowanych, o wystarczajaco
wysokiej liczebnoSci, by zapewnic bezpieczenstwo
przetoczen KKP dla tych pacjentow. Badania takie
musza by¢ wykonywane sukcesywnie w miare
dostepnych srodkow. Konieczne jest zapewnienie
niezbednej aparatury oraz finansowanie kosztow
badan.

Perspektywiczne plany rozszerzenia
rejestrow dawcow o oznaczonych
antygenach HPA dla pacjentow
uodpornionych

Badania muszg byé prowadzone w trzech
kierunkach:

1. Oznaczanie antygenu HPA-1a u dawcow wie-
lokrotnych w celu wytypowania dawcow HPA-
la ujemnych, stanowigcych ~2% dawcow.
Dysponowanie dawcami HPA-1a ujemnymi
jest kluczowe.
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2.  Wykonanie genotypowania z kolejno pobranej
probki u dawcow HPA-1a ujemnych w celu po-
twierdzenia genotypu HPA-1b/b (konieczne dla
uzycia ich ptytek do przetoczen dla noworod-
kéw) 1 oznaczenia u tych dawcoéw antygenow
z innych ukiadow HPA w celu identyfikacji
homozygot, przede wszystkim HPA-3a/a,
HPA-3b/b, HPA-5a/a.

3. Wykonanie genotypowania w grupie dawcow
HPA-1a dodatnich w celu identyfikacji dawcow
KKP homozygotycznych pod wzgledem antyge-
now HPA-1a, -2a, -2b, -3a, -3b, -5a, -5b, z r6zna
kombinacja antygenow, koniecznych do leczenia
pacjentOw immunizowanych, przede wszyst-
kim z przeciwcialami anty-HPA-5b (konieczni
dawcy o genotypie HPA-5a/a) i anty-HPA-1b
(dawcy o genotypie HPA-1a/a). W tej grupie
beda potrzebne badania weryfikacyjne dla wy-
selekcjonowanych dawcow homozytycznych
pod wzgledem antygendw z kilku uktadéw HPA.

Podsumowanie

Utworzenie rejestru dawcow krwi o oznaczo-
nych antygenach HPA dla pacjentoéw z przeciw-
cialami anty-HPA, w tym noworodkéw z AIMP/N,
powinno by¢ traktowane priorytetowo, ze wzgledu
na grupe docelowa (noworodki) dla tych przeto-
czen. Wykonanie tego zadania jest mozliwe 1 be-
dzie kontynuacja wspoétdziatania IHiT oraz CKiK,
ktore od wielu lat czynig wysilki dla zwiekszenia
wykrywalno$ci AIMP/N, a tym samym zmniejsze-
nia umieralnoSci noworodkow oraz skutkow tej
choroby — niepelnosprawnos$ci w wyniku wylewu
do o$rodkowego uktadu nerwowego.

Instytut Hematologii i Transfuzjologii ma
odpowiednie kompetencje do wykonywania ba-
dan antygenoéw HPA (serologicznych i genetycz-
nych), a takze koordynacji programu. Od wielu
lat uczestniczy jako laboratorium referencyjne
w Warsztatach Immunologii Plytek w ramach dzia-
tan Miedzynarodowego Towarzystwa Przetaczania
Krwi (ISBT) oraz w programach zewnetrznej oceny
jakoSci badan z zakresu immunologii plytek. Prowa-
dzi takze program oceny jakoS$ci badan przeciwcial
przeciwplytkowych, fenotypowania antygenu HPA-
1a oraz genotypowania antygenoéw HPA dla CKiK.
Wszystkie CKiK zainteresowane prowadzeniem
diagnostyki alloimmunizacji antygenami HPA —
wykrywaniem przeciwcial anty-HPA i typowaniem
antygenow HPA — maja moznoS¢ uczestniczyc
w programie oceny jako§ci prowadzonej przez IHiT.

Program zwiekszenia liczebnoSci rejestru
dawcow o oznaczonych antygenach HPA wymaga

finasowania na zakup niezbednej aparatury i pokry-
cia kosztow badan bez wzgledu na to, gdzie (CKiK
czy IHiT) beda wykonywane badania.

W opinii IHiT wskazane jest, by badania prze-
gladowe w kierunku identyfikacji dawcow HPA-1a
ujemnych byly wykonywane technika serologiczng
oparta na cytometrii przeplywowej FACS w kilku
o$rodkach w kraju, ktore dysponuja odpowiednig
aparatura. Nalezy do nich kilka CKiK oraz IHiT.
Dodatkowo nalezy rozwazy¢ stosowanie opraco-
wanego ostatnio systemu badan antygenu HPA-1a
1 -5b technologia EVA [29]. Proponowana skala
badan przegladowych powinna obja¢ co najmniej
20 000 dawcow krwi, gtownie grupy O RhD ujem-
nej dla leczenia noworodkéw (np. 10 000), a dla
innych pacjentéw w podobnych proporcjach grupy
01 A oraz proporcjonalnie do rozkiadu w populacji
grupy B i AB.

Dalsze badania potwierdzajace u dawcow HPA-
la uyjemnych genotyp HPA-1b/b wraz z typowaniem
innych ukiadow HPA oraz badania dawcow HPA-1a
dodatnich, zmierzajace do zidentyfikowania daw-
cOwW homozygotycznych w innych ukladach HPA,
powinny by¢ zcentralizowane ze wzgledow ekono-
micznych. Tego zadania moze podjac sie IHiT. Wy-
konanie genotypowania z kolejno pobranej probki
u dawcow HPA-1a ujemnych w celu potwierdzenia
genotypu HPA-1b/b oraz oznaczenie antygenow
z innych uktadéw HPA jest dostepne w Pracowni
Genetyki Komorek Krwi i Chimeryzmu (PGKK)
Zaktadu Immunologii Hematologicznej i Trans-
fuzjologicznej IHiT juz w chwili obecnej. Podje-
cie zadania badan przesiewowych u co najmniej
10 000 dawcow HPA-1a dodatnich, by zidenty-
fikowaé dawcow HPA-2b/b, HPA-5b/b, wymaga
inwestycji w infrastrukture i personel.

Podziekowania

Autorzy dziekuja PT Dyrektorom oraz Pracow-
nikom CKiK za udostepnienie danych zawartych
w ankiecie. Obecne opracowanie i zlozony na
poczatku 2017 roku raport do NCK zostaly przygo-
towane w ramach dotacji na dziatalno§¢ publiczne;j
stuzby krwi (Art. 25 Ustawy z dn. 22 sievpnia 1997 .
o0 publicznej stuzbie krwi).
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