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Streszczenie

Celem opracowania jest przedstawienie aktualnych zastosowan metod biologii molekularnej
w badaniach konsultacyjnych z zakresu immunohematologii i stanu ich wdrozenia w polskiej
publicznej stuzbie krwi. Badania molekularne sq wykorzystywane w poszukiwaniu przyczyn roz-
bieznosci oznaczen serologicznych uzyskiwanych w laboratoriach immunohematologicznych, kto-
re prowadzq badania rutynowe, w tym do identyfikacji dawcow z antygenem RhD o stabej ekspre-
71, niewykrywalnym metodami sevologicznymi, oraz identyfikacji biorcow ze slabym antygenem
D, niepodatnych na allotmmunizacje. Metody te sq tez stosowane w nieinwazyjnych badaniach
genow plodu u uodpornionych kobiet z konfliktem sevologicznym ovaz u kobiet RhD-ujemnych
w celu kwalifikacyi do srodcigzowego podania immunoglobuliny anty-D. Istotna jest rola badan
molekularnych w oznaczaniu antygenow krwinek czerwonych u pacjentow z alloprzeciwcialami
odpornosciowymi do antygenow powszechnie wystepujgcych, u pacjentow z alloprzeciwcialami do
antygenow plytek i granulocytow, a takze przy poszukiwaniach dawcow ,,antygenowo ujemnych”
dla tych pacjentow. Wszystkie te badania sq dostepne i stosowane w Polsce.

Stowa kluczowe: metody molekularne genotypowania, antygeny grup krwi, antygeny
ptytek krwi (HPA), antygeny granulocytéw (HNA), badania immunohematologiczne
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Wstep a od potowy lat 90. minionego wieku sg sukcesywnie

wprowadzane do diagnostyki [1-4]. Poczatkowo

Badania molekularne antygenéw komérek krwi wykorzystywano je w badaniach antygenow plytek

rozwijaja sie intensywnie od momentu opublikowa- i granulocytow, w ktorych zetknieto sie z wieloma
nia na przelomie lat 1989/1990 pierwszych donie- ograniczeniami metod serologicznych [4-8].

sien o poznaniu sekwencji DNA gen6w kodujacych 0d poczatku 2000 roku badania molekularne

najistotniejsze klinicznie antygeny komorek krwi, objely tez antygeny erytrocytow, co bylo mozliwe
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dzieki poznaniu podloza genetycznego ukladow
grupowych [9-11].

Aktualny stan zastosowan metod
molekularnych w laboratoriach
referencyjnych na $wiecie i w Polsce

Obecnie metody molekularne sg stosowane na
Swiecie 1 w Polsce przede wszystkim w referen-
cyjnych 1 wysoko specjalistycznych laboratoriach
immunohematologicznych [9-14].

Badania te wykonywane sa przy uzyciu metod
opartych na technice reakcji tancuchowej polime-
razy (PCR, polymerase chain reaction). Najwczes-
niej opracowane testy polegaja na amplifikacji
ze starterami specyficznymi dla alleli (PCR-SSP,
polymerase chain reaction with sequence specific
primers) 1 analizie wzoru produktow PCR w zelu
agarozowym albo na analizie elektroforetycznej
fragmentow restrykcyjnych po poddaniu produk-
tow PCR trawieniu enzymami restrykcyjnymi
dobranymi do rozrézniania alleli (PCR-RFLP, poly-
merase chain reaction restriction — fragment length
polymorphism). Nowsza modyfikacja tej techniki
jest PCR, w ktorej stosuje sie fluorescencyjne
barwienia produktu amplifikacji, czyli tzw. PCR
w czasie rzeczywistym (real-time PCR) z sondami
swoistymi dla alleli typu TagMan lub HybProbe
albo z barwnikami interkalujacymi do DNA typu
SYBR Green. Stosowane sa tez metody real-time
PCR oparte na analizie krzywej topnienia produktu
amplifikacji (HRM, high resolution melting) (tab. 1)
[12-14]. W krwiodawstwie holenderskim wykorzy-
stywana jest technika opierajgca sie na amplifikacji
zaleznej od ligacji sond (MLPA, multiplex ligation-
-dependent probe amplification) [15]. Coraz wiecej
osrodkow stosuje tez technologie przeznaczone
do wiekszej skali badan, m.in. oparte na mikroma-
cierzach, spektrometrii masowej, cyfrowym PCR.
Opracowywane sa rowniez badania wykorzystujace
technologie sekwencjonowania nowej generacji
(NGS, next generation sequencing). Te zagadnienia
zostaly szczegolowo opisane przez autorki w od-
rebnych publikacjach z tego roku [16, 17].

Do badan stosuje sie testy opracowywane
w laboratoriach (tzw. home made) lub — jeSli sg
dostepne na rynku — wystandaryzowane testy
komercyjne ze znakiem VD (in vitro diagnostics).
Ich zestawienie znajduje sie w tabeli 2 1 w publikacji
Guz 1 wsp. 2019 [16].

W przypadkach, gdy zastosowane metody nie
pozwalaja na uzyskanie jednoznacznych odpowiedzi
co do podioza molekularnego antygenu, konieczne
jest przeprowadzenie badan dodatkowych, opartych

Tabela 1. Metody o niskiej i Sredniej przepustowosci
stosowane do genotypowania grup krwi w laborato-
riach referencyjnych na $wiecie

PCR z rozdziatem elektroforetycznym w zelu
agarozowym

PCR-RFLP

PCR-SSP:

* home made mono/multiplex

* komercyjne (Inno-Train, BAG Diagnostics)

Real-time PCR

TagMan (home made; FluoGene Inno-Train)
* HybProbes
* HRM

Elektroforeza kapilarna

MLPA

Objasnienia skrétowych nazw metod znajdujg sie w tekscie.

przede wszystkim na technice sekwencjonowania

genu kodujacego dany antygen. Wykonuje sie je

na ogo6t przy uzyciu klasycznej metody Sangera,
ale takie analizy mogg by¢ prowadzone tez przy

wykorzystaniu NGS [17].

Wymienione w tabeli 2 testy komercyjne IVD
stosowane do badan konsultacyjnych w Instytucie
Hematologii i Transfuzjologii sg testami o tzw. ma-
tej przepustowo$ci — umozliwiajag wykonywanie
badan w pojedynczych probkach. Opracowywane
w Instytucie protokoly testow home made techni-
ka real-time PCR, przy zautomatyzowaniu izolacji
DNA 1 procesu przygotowywania mieszanin do
reakcji PCR, mogg osiagnac tzw. Srednig przepusto-
woS$C. Zalezy ona od wielko$ci posiadanego bloku
grzejnego w aparacie do real-time PCR 1 zwykle
pozwala na analize 96-384 probek rownolegle przy
badaniu jednego polimorfizmu. Do prowadzenia
(tych testoéw) konieczne jest zastosowanie automa-
tow do izolacji DNA oraz stacji pipetujace;.

Badania molekularne prowadzone aktualnie przez
laboratorium referencyjne w Instytucie sa analogiczne
do tych wykonywanych w laboratoriach immunohema-
tologicznych na Swiecie 1 koncentrujg sie na:

1. poszukiwaniu przyczyn rozbiezno$ci oznaczen
serologicznych uzyskiwanych w laboratoriach
immunohematologicznych prowadzacych ba-
dania rutynowe, a takze w przypadkach, gdy
laboratoria te napotykaja trudno$ci w okresle-
niu grupy krwi ABO 1 RhD lub w doborze krwi
do przetoczenia;

2. identyfikacji dawcow z antygenem RhD
o slabej ekspresji, niewykrywalnym metodami
serologicznymi;
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Tabela 2. Obecnie dostepne w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii testy do badan antygendéw erytrocytéw, pty-

tek i granulocytow

Testy komercyjne IVD (PCR-SSP: RBC Ready Gene z analiza na zelu lub RBC FluoGene z analiza real-time PCR;

Inno-Train)

Grupy krwi: Rh (CDE, D weak/DEL, D neg), KKD (K/k, Jk&/b, Fya/b, Fynull (_g7C), FY*X), MNS (M/N, S/s, Vw, Mg), Rare
(Kp?P, Lu@®, Diab, Wrak, ytab, Coa/b, Kna/P, Do??), ABO (01, 02, A, A2, B)

Ocena zygotycznosci RHD ojcow Rh+ w konflikcie Rh
HPA-1, -2, -3, -4, -5, -6, -9, -15
HNA-1, -3, -4, -5

Testy home made real-time PCR (sondy TaqgMan)

Analiza end point: RhE/e, K/k, M/N, S/s, Jk?®, Fya/b Fynull (_g7C), FY*X, Kp@/®, Wra®, Dia’b, Kna/b, Yo/, Co?®, Lua/b, Lu8/14,
Lw?P, P1/P2, SC:1/2, Vel(-), LAN(-), Jr3(-) oraz HPA-1, -2, -3, -5, -15 i HNA-3, -4, -5:

* genotypowanie pacjentéw, dawcow

* oznaczanie statusu ptodu z materiatu inwazyjnie pobranego

Analiza real-time:

* nieinwazyjne RhD, RhC, Rhc, RhE, K, HPA-1a ptodu z osocza matki

* identyfikowanie typu 1, 2, 3 biorcéw o fenotypie stabe D

* poszukiwanie dawcéw RHD+ (D sfaby, DEL) wsrdéd dawcow Rh-ujemnych

Objasnienia skrétowych nazw metod znajdujg sie w tekscie.

3. identyfikacji stabej odmiany antygenu D typu
1, 2 lub 3 u biorcéw i kobiet w cigzy niepodat-
nych na alloimmunizacje antygenem D;

4. nieinwazyjnych badaniach genéw piodu u ko-
biet z konfliktem serologicznym;

5. nieinwazyjnych badaniach RhD ptodu u kobiet
RhD-ujemnych w celu kwalifikacji kobiet, kto-
rych ptod jest RhD-dodatni, do $roédcigzowego
podawania immunoglobuliny anty-D;

6. genotypowaniu antygenow krwinek czerwo-
nych w celu poszukiwania dawcow ,,antyge-
nowo-ujemnych” dla pacjentow z alloprze-
ciwcialami odporno§ciowymi do antygenow
powszechnych;

7. genotypowaniu antygenow HPA i HNA w diag-
nostyce alloimmunizacji tymi antygenami oraz
w celu tworzenia rejestru dawcow z oznaczo-
nymi antygenami HPA 1 HNA dla pacjentéw
zimmunizowanych.

W dalszej czeSci artykutu omowiono sytuacje,
w ktorych takie badania genetyczne sa wykony-
wane.
1. Poszukiwanie przyczyn rozbieznoS$ci

oznaczen serologicznych, trudnoSci

w oznaczaniu grupy krwi ABO i RhD oraz

doborze krwi do przetoczenia

Te zagadnienia szczegb6lowo opisano w pod-
punktach 1, 2 1 3 w tabeli 3. Badania molekularne sa
zawsze poprzedzone wykonaniem badan serologicz-
nych w laboratorium referencyjnym Instytutu. Na
ich podstawie ustala sie zakres i metody badan mo-

lekularnych w Pracowni Genetyki Komorek Krwi,
stosujac rozne testy wymienione w tabeli 2 [18-20].
2. Identyfikacja dawcow z antygenem RhD

o slabej ekspresji, niewykrywalnym me-

todami serologicznymi

Z piSmiennictwa wiadomo, ze krew dawcow
serologicznie RhD-ujemnych ze stabg ekspresja
antygenu D moze by¢ immunogenna i powodowac
wytworzenie u biorcy alloprzeciwcial odpornos-
ciowych [21, 22]. W Instytucie opracowano system
badan umozliwiajacych identyfikacje takich daw-
cow [23, 24]. Opiera sie on na wykrywaniu genu
RHD w DNA izolowanym z puli probek osocza od
dawcow serologicznie RhD-ujemnych. W przy-
padku wykrycia genu w puli DNA pochodzacej od
wielu dawcow przeprowadza sie kolejne badania
W tzw. cross pulach lub w pojedynczych probkach,
po to by zidentyfikowa¢ dawce z genem RHD.
W kolejnych badaniach molekularnych i serolo-
gicznych nalezy okresli¢, czy u dawcy dochodzi
do ekspresji genu RHD, czyli czy antygen D jest
wykrywany bardziej czulymi metodami od ruty-
nowo stosowanych metod serologicznych, w tym
przede wszystkim metoda adsorpcji/elucji [23,
24]. Wykonywanie oznaczenia ze zlanych w pule
pojedynczych probek osocza, pochodzacych od
wielu dawcow znaczaco obniza koszty izolacji
DNA i przez to identyfikacji dawcow z immuno-
gennym antygenem D. Szacowany koszt to okolo
50 zI za zbadanie jednego dawcy, przy zalozeniu,
ze bedzie sie badaé pule skladajace sie z probek
osocza 48 dawcow RhD-ujemnych. Badania takie
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Tabela 3. Przydatnos$¢ stosowania metod biologii molekularnej w immunohematologii komérek krwi

1. Wnioskowanie o fenotypie:

* u pacjentdéw po wielokrotnych przetoczeniach: dwie populacje krwinek czerwonych do 3 miesiecy po przetoczeniu
* gdy krwinki sg optaszczone autoprzeciwciatami IgG (dodatni bezposredni test antyglobulinowy — BTA)

* przy podejrzeniu immunizacji antygenami powszechnie lub rzadko wystepujacymi

« gdy brak surowic diagnostycznych (m.in. przeciwciat anty-VS, -Ytb; -Js3, -Vel, -Co?)

2. Pomoc w identyfikacji alloprzeciwciat odpornosciowych:

* okreslenie obecnosci/braku korespondujacego antygenu do podejrzewanej swoistosci przeciwciat w przypadku

niejednoznacznych wynikéw serologicznych

* pomoc w rozrdznianiu alloprzeciwciat od autoprzeciwciat przez okreslenie genotypu/fenotypu pacjenta
i jednoczesnie wskazanie fenotypu krwinek wzorcowych koniecznych do przeprowadzenia badania do alloadsorpcji

3. Poszukiwanie przyczyn rozbieznosci oznaczen serologicznych — identyfikacja wariantéw:

* genu RHD z nietypowg ekspresjg antygenu D: D stabe, D czesciowe, Del u 0s6b Rh-ujemnych

* genu RHCE z nietypowa ekspresjg antygenéw C/c i/lub e/E

* genu ABO

 genu ACKR1/DARC: fenotyp FY"ll (_67C), antygen Fyb staby (FY*X)

4. Nieinwazyjne badania genotypu grup krwi/HPA ptodu z krwi matki:
* u kobiet z przeciwciatami odpornosciowymi (anty-D, -C, -G, ¢, -E, -K, HPA-1a)
* u kobiet RhD-ujemnych bez przeciwciat w celu kwalifikacji do srodcigzowej immunoprofilaktyki

5. Tworzenie rejestrow dawcow do przetoczen oraz pozyskiwania paneli krwinek wzorcowych do identyfikacji przeciwciat:

* poszukiwanie homozygot w antygenach C/c, E/e, K, Fya/b, Jka/b, MNS (ré6znych kombinacji)

* poszukiwanie ujemnych fenotypow bez antygenéw powszechnych (HFA): m.in. k-, Kp(b-), Js(b-), Lu(b-), Di(b-),

Yt(a-), Co(a-), Jr(a-), Lan(-), Vel(-)

* genotypowanie antygenéw rzadkich (LFA): m.in. VS+, Js(a+), Kp(a+), Di(a+), Wr(a+)

* genotypowanie antygenéw HPA i HNA, szczegdlnie dla poszukiwania homozygot HPA-1b/b i HPA-5a/a stuzacych do
leczenia przetoczeniami KKP ptodéw/noworodkéw z alloimmunologiczng matoptytkowoscia (AIMPN)

sa obecnie wykonywane w niektorych krajach
europejskich (m.in. Niemcy, Austria, Szwajca-
ria), cho¢ w tych panstwach stosuje sie strategie
pulowania DNA izolowanego z pelnej krwi [25,
26]. Uzasadnieniem dla tej rekomendacji s3 opi-
sane w literaturze obserwacje, ze do wywolania
odpowiedzi immunologicznej u biorcy wystarcza
30 czasteczek antygenu D. Mozliwe jest zatem
wywolanie produkcji przeciwcial anty-D u pacjen-
ta w wyniku przetoczenia mu koncentratu krwinek
czerwonych (KKCz) od dawcy ze slabg ekspresja
antygenu D. Do alloimmunizacji moze doj$¢ nawet
po przetoczeniu krwi od dawcy z antygenem typu
DEL wykrywanym jedynie metodg adsorpcji/elu-
cji, ktorej nie stosuje sie u dawcoOw rutynowo [22].

W przeprowadzonym w Instytucie programie
finansowanym ze §rodkow Narodowego Centrum
Nauki (NCN) wykazano, ze potencjalnie immu-
nogenny antygen D wykrywa sie u okofo 0,09%
dawcow okre§lonych w badaniach rutynowych jako
RhD-ujemni. Wszyscy zidentyfikowani dawcy mieli
fenotyp C+ i/lub E+ [23]. W celu zwiekszenia
bezpieczenstwa pacjentow RhD-ujemnych dawcy
okresleni jako RhD-ujemni C+ i/lub E+ powinni

by¢ badani genetycznie, a dawcy z wykrytym wa-

riantem genu RHD ulegajacym ekspresji powinni

zostaé zakwalifikowani do grupy dawcow RhD-

-dodatnich. Metodyka takich badan zostala opra-

cowana i program jest mozliwy do wprowadzenia.

Szacowany koszt to okolo 80 zi na dawce, jesli bada

sie pule probek osocza od 24 dawcow Rh-ujemnych

o fenotypie C+ lub E+.

3. Identyfikacja siabej odmiany antygenu D
typu 1, 2 lub 3 u biorcow i kobiet w ciazy
niepodatnych na alloimmunizacje
Wprowadzenie badan molekularnych do anali-

zy genu RHD u pacjentow, u ktorych wystepowaty

trudnoSci z okres$leniem antygenu RhD, z powodu
niejednoznacznych wynikéw badan serologicznych,

pozwolilo na identyfikacje odmian antygenu D [12,

13, 27].

Wieloletnie obserwacje wykazaty, ze osoby ze
stabg odmiang antygenu D typu 1, 2 lub 3 nie wy-
twarzaja alloprzeciwcial anty-D, mimo ekspozycji
na RhD-dodatnig krew (niezgodny antygenowo
plod; przetoczona krew). JeSli wykrywa sie u nich
przeciwciala anty-D, to zawsze majg one charakter
autoprzeciwcial [27]. Osobom z tymi odmianami
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slabego antygenu D mozna wiec przetaczac krwinki

czerwone od dawcow RhD-dodatnich, a kobiety

nie muszg dostawaé immunoglobuliny anty-D po
poronieniu i po urodzeniu dziecka RhD-dodatniego.

U o0s6b z innymi odmianami stabego antygenu D,

m.in. staby D typu 4.2 (DAR), 111 15, opisano al-

loimmunizacje przez antygen D [27, 28].
Wykorzystywana w Instytucie metodyka ge-

notypowania odmian antygenu D u oséb z roz-

bieznymi lub stabo dodatnimi wynikami testow
serologicznych pozwolila ocenié odsetek osob ze
staba lub czeSciowa odmiang antygenu D w Polsce.

Podsumowanie z 2019 roku, obejmujace 693 osoby

z takimi niejednoznacznymi wynikami, wykazalo,

ze allele odpowiedzialne za staby antygen D typu

1, 2, 3 wykryto u 79% badanych, a u pozostalych

21% oso6b zidentyfikowano allele wskazujace, ze

osoby te sa podatne na immunizacje antygenem

D (definiujace antygen D staby, D czeSciowy albo

DEL) [29].

Wczedniejsze szacunki obejmujace samych
dawcow krwi wykazaly, ze rutynowe badania
serologiczne antygenu D sg niejednoznaczne
u 0,2% dawcow (20/10 000) i1 ze wiekszo§¢ z nich
(14/10 000) tez stanowity osoby okre§lone genetycz-
nie jako RHD*01W.1, RHD*01W.2; RHD*01W.3,
czyli niepodatne na alloimmunizacje [30].

4. Nieinwazyjne badania genéw plodu u ko-
biet z konfliktem serologicznym
W Instytucie opracowano i wdrozono nie-

inwazyjne badania genow RHD 1 RHCE plodu

u kobiet z konfliktem serologicznym z zakresie

antygenow D, C, c i E. Diagnostyka prenatalna

u kobiet z przeciwciatami anty-D (+C), anty-c, an-

ty-E lub anty-G jest przeprowadzana u ciezarnych

z calej Polski. W badaniach standaryzacyjnych

uzyskano 100% zgodnoSci fenotypu/genotypu no-

worodka z wynikami badania DNA ptodu z osocza
matki. W trakcie standaryzacji sg badania allelu

KEL*1 w osoczu ciezarnych z alloprzeciwciatami

anty-K [31-36].

5. Nieinwazyjne badania RHD plodu u kobiet
RhD-ujemnych w celu kwalifikacji kobiet
do $rodcigzowego podawania immunoglo-
buliny anty-D
Oznaczanie genu RHD plodu u ciezarnych

kobiet RhD-ujemnych w celu kwalifikacji do $rod-

cigzowego podania immunoglobuliny anty-D tylko
kobietom, ktorych pldd jest RhD-dodatni, zostato
wdrozone jako program ogolnokrajowy w niekto-
rych krajach Europy Zachodniej [37-40]. Pozwolilo
to na 40% oszczednoS§ci w zuzyciu immunoglobu-
liny anty-D. Oszczedno$¢ ta rownowazyla koszty
wprowadzenia programu. Istotne jest, ze wdrozenie

badan powoduje, ze kobietom z plodem RhD-
-yjemnym nie podaje sie niepotrzebnie produktu
krwiopochodnego. W Instytucie opracowano sy-
stem prowadzenia takich badan, mozliwy do zasto-
sowania w skali masowej [41, 42]. Automatyzacja
procesu izolacji DNA z osocza i przygotowywania
reakcji PCR do wykrywania w nim genu RHD plodu
pozwala na objecie takimi badaniami wszystkich
kobiet RhD-ujemnych w Polsce, nawet w jednym
lub dwoch o$rodkach w kraju, przy zapewnieniu
logistyki dowozu probek.

6. Genotypowanie antygenow krwinek czer-
wonych w celu poszukiwania dawcow
santygenowo-ujemnych” dla pacjentow
zimmunizowanych
Alloimmunizacja antygenami wystepujacy-

mi z duza czestoSciag w populacji (tzw. antygeny
powszechne; HFA, high-frequency blood group
antigens) stanowi bardzo istotny problem w trans-
fuzjologii ze wzgledu na trudnosci w znalezieniu
dawcy bez tego antygenu dla pacjenta wymagaja-
cego przetoczenia [43, 44]. Znalezienie odpowied-
niego dawcy wymaga czesto przebadania kilkuset,
a nawet kilku tysiecy krwiodawcow. Wykonanie
tego przy uzyciu metod serologicznych jest czesto
niemozliwe ze wzgledu na brak surowic diagno-
stycznych. Z takimi sytuacjami wielokrotnie ma do
czynienia Pracownia Immunologii Krwinki Czer-
wonej Instytutu, w ktérej przeprowadza sie badania
konsultacyjne, identyfikujace przeciwciala przeciw
antygenom HFA [45, 46]. Wdrozenie metod biologii
molekularnej do typowania polimorfizmow defi-
niujacych przeciwstawne rzadkie antygeny (LFA,
low-frequency blood group antygen) w celu identy-
fikacji dawcow, ktorzy nie maja antygenow HFA,
jest obecnie istotnym wyzwaniem dla polskiego
krwiodawstwa i dla Instytutu.

Instytut dokonal podsumowania wynikow
badan przeciwciat odpornosciowych skierowanych
do antygenow powszechnych z ostatnich 17 lat
1 z analiz tych wynika, jakimi dawcami o rzadkich
grupach krwi musza dysponowac jednostki or-
ganizacyjne publicznej stuzby krwi, by zapewnic
bezpieczenstwo przetoczen u pacjentow, w tym
kobiet w ciazy 1 ich ptodow/noworodkow [46], wy-
mienionymi w Rozporzadzeniu MZ z dnia 6 lutego
2017 roku (Dz. U. z 2017 r. poz. 235).

W ramach badan finansowanych ze Srodkow
Instytutu opracowano metodyke oparta na technice
real-time PCR do identyfikacji dawcow dla pacjen-
tow z przeciwcialami anty-Rh51(MAR)-like, gdyz
jedynie metodami genetycznymi mozna ustali¢
homozygotyczny genotyp C*/C* u osoh o fenotypie
C+/Cw+ [47]. Zasob 7 zidentyfikowanych wtedy
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dawcow C%/C* wymaga ciagtego wzbogacania i dla-

tego w 2019 roku Instytut ponownie poszukiwat

takich dawcow dla kolejnego pacjenta (znaleziono

4 nowych dawcow).

W Instytucie opracowano tez metodyke nisko-
kosztowych badan przegladowych do genotypowa-
nia najczestszych mutacji odpowiedzialnych za brak
ekspresji antygenéw HFA, takich jak: Yt?, Kp®, Di?,
Co?, LuP, Kn?3, Lw?, Vel, LAN [48]. Przebadanie
948 dawcow zaowocowalo znalezieniem 6 dawcow
bez antygenu Yt?1jednego dawcy LAN(-). Obecnie
badania poszerzono o kolejne genotypowania anty-
genow: Lu8/14, SC1/2, Jr? (2 najczestsze mutacje),
LAN (kolejne mutacje), P1/P2. Nalezy podkreslic,
ze zaden z dostepnych testow komercyjnych nie
zawiera odczynnikoéw pozwalajacych na identyfi-
kacje dawcow bez tych ostatnich wymienionych
antygenow HFA.

Instytut widzi konieczno$¢ utworzenia Krajo-
wego Rejestru Dawcow Rzadkich Grup Krwi w two-
rzonym systemie informatycznym e-krew, ktory ma
obstugiwacé publiczng stuzbe krwi. Cyfryzacja po-
zwoli w przyszloSci czuwac nad zasobami rejestru,
dbac o staly dostep do sktadnikow krwi o rzadkiej
grupie (zarzadzanie kalendarzem pobran, ewidencja
pobranych/mrozonych sktadnikéw) i1 udostepniaé
zasob tego rejestru rejestrom zagranicznym.

7. Tworzenie rejestru dawcow z oznaczo-
nymi antygenami HPA i HNA dla celow
leczenia pacjentow zimmunizowanych
tymi antygenami
Metody biologii molekularnej sa wiodacymi

metodami oznaczania antygenéow HPA 1 HNA za-

rowno u pacjentow z podejrzeniem alloimmunizacji,
jak 1 u dawcow krwi, poniewaz poza oznaczaniem
antygenu HPA-1a nie sg dostepne komercyjne testy
fenotypowania ww. antygenow. Szczegoblne znacze-
nie ma tworzenie rejestrow dawcow o oznaczonych
antygenach HPA dla celo6w diagnostycznych i trans-

fuzjologicznych (tab. 3) [7, 8, 49-52].

Instytut opublikowal podsumowanie dostep-
no$ci dawcow koncentratow plytkowych (KKP)
o oznaczonych antygenach HPA i/lub HLA oraz
metod wykorzystywanych w Polsce do tego celu
[52] 1 widzi konieczno§é utworzenia Krajowego
Rejestru Dawcow o Oznaczonych Antygenach
HPA, takze obslugiwanego przez system e-krew.
Niezbedne jest rozszerzanie rejestru o kolejnych
dawcow HPA-la-ujemnych i HPA-5b-ujemnych,
gdyz ro$nie zapotrzebowanie na KKP o takim fe-
notypie, przede wszystkim do przetoczen u ptodow
1 noworodkow ze zdiagnozowang/podejrzewang
alloimmunologiczna maloptytkowoscia plodow
1 noworodkow (AIMP/N), wynikajaca z konfliktu

matczyno-plodowego [53-56]. Potrzeba doboru
dawcy KKP zgodnego z genotypem biorcy moze tez
dotyczy¢ innych antygenow HPA, w zaleznoSci od
swoistosci przeciwcial przeciwplytkowych. Moze
dodatkowo wymagac¢ doboru dawcy zgodnego pod
wzgledem antygenow HLA klasy I [57].

W przypadku antygenow HNA w literaturze
wskazuje sie potrzebe oznaczania genotypu HNA-
-3b/b, poniewaz dawcy o takim genotypie powinni
by¢ badani na obecno§¢ przeciwcial anty-HNA-
-3a, gdyz sa one najczestszag przyczyng ostrego
poprzetoczeniowego uszkodzenia piuc (TRALI,
transfusion-related acute lung injury) spowodowa-
nego immunizacja do antygen6w HNA. Postuluje
sie nawet odsuwanie od oddawania krwi dla celow
klinicznych dawcow z przeciwcialami anty-HNA-
-3a [58, 59].

Podsumowujac, metody biologii molekularnej
sg stosowane w laboratorium referencyjnym Insty-
tutu do biezacych badan konsultacyjnych w ramach
dotacji na dziatalnoS¢ publicznej stuzby krwi (art.
25 Ustawy z dnia 22 sierpnia 1997 r. o publicznej
stuzbie krwi). Jednocze$nie laboratorium Instytu-
tu, korzystajac z funduszy wiasnych lub funduszy
uzyskanych z grantow, wprowadza i rekomenduje
do uzycia takie metody badan, ktore s3 istotne
w krwiodawstwie i krwiolecznictwie dla zwieksze-
nia bezpieczenstwa przetoczen.
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