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Souhrn

Kvalita HLA typizace v registrech darcii diené by mohla byt objektivné posouzena na zdkladé vysledki konfirmac-
nich typizaci. Tento pristup jsme pouZili v Ceském narodnim registru darcta drené. Vysledky konfirmacnich typizaci
za obdobi 1998-2005 byly analyzovany zvlast’ pro HLA-A B lokusy (sérologie) a pro HLA-DRB1* lokus (DNA). Cel-
kem bylo vyhodnoceno 758 vysledki pro HLA-A B lokus a 1107 pro DRB1. Sérologické HLA-A B fenotypy byly potvr-
zeny u 704 (92,9 %) darcu, coz predstavovalo 2972/3032 (98 %) korektné sérologicky stanovenych HLA-A B antigent.
U 26/54 (48 %) z nespravné typizovanych byla diskrepance zptisobena antigenem nepoznanym sérologicky. V této sku-
piné dominovaly malo ¢asté ¢i piimo vzacné specificity (14/27 diskrepanci u 26 darct). U spravné zaznamenanych, ale
chybné urcenych, stejné jako u sérologicky falesné heterozygotnich, naopak dominovaly chyby dané zk¥iZenou reakti-
vitou sér (CREG, 28/33 diskrepanci u celkem 31 darcii), vétSinou Slo o chybné stanovené splity (19/28 CREG chyb).
Celkem 16/54 (30 %) chyb bylo v souvislosti s chybnou typizaci sérologické skupiny A19. Presnost DRB1* typizace byla
excelentni, pouze 8/1107 darci (0,7 %) nebylo konfirmovano. Pocet chyb u darcu typizovanych v letech 1993-1998 byl
nesignifikantné vyssi nez u darcu typizovanych pozdéji (59 % versus 41 %, p = 0,21). Prezentovana studie predstavu-
je jednoduchy prostiedek umoziiujici objektivné stanovit kvalitu HLA typizace registru darct krvetvornych bunék jak
pro sérologii (HLA-A B), tak DNA (HLA-DRB1) a vhodné dopliiuje standardni programy kontroly kvality. Definitiv-
ni vyfeSeni relativné vysokého podilu chyb daného vlastni podstatou sérologické metodiky vsak prinese pouze piechod
na DNA typizaci i pro 1. tridu HLA jiz pri naboru.
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Summary

Jindra P., Ambrazova Z., Mrazek F., Pittrova H., Navratilova J., Steinerova K., Koza V.: Con-
firmatory HLA typing results as an indicator of quality of the HLA typing of the door pool: Czech national marrow
doors registry (CNMDR) experience

Objective estimation of the HLA typing quality of the donor registry could be deduced from the analysis of confir-
matory typing results. We tested this approach in the Czech National Marrow Donors Registry. CT results infor-
mation has been continuously collected separately for HLA-AB (serology) and DRB1 (DNA) during period of 1998-
2005. Altogether 758 results were analysed for HLA-A,B and 1107 for DRB1. Serological HLLA-A,B phenotypes were
confirmed in 704 (92.9 %) donors with the 2972/3032 (98 %) correctly serologically assigned HLA-A,B antigens. In
26/54 (48 %) of incorrectly typed, the discrepancies were caused by serologically missed antigens. In this group the
less frequent or rare antigens predominates (14/27 discrepancies in 26 donors). In the misassigned and overassigned
antigen group a prevalence of CREG-type errors was reported (28/33 discrepancies in 31 donors), with a majority
being wrongly assigned splits (19/28 CREG errors). In totally, 16/54 (30 %) of unconfirmed results were related to
A19 group mistyping. The DRB1 accuracy was excellent; only 8/1107 (0.7%) donors were unconfirmed. Discrepan-
cy rate was insignificantly higher for donors recruited during 1993-98 than for donors recruited later (59 vs. 41 %,
p=0,21). The system represents a simple tool allowing determination of the quality of HLA-A, -B serological, as well
as DRB1* DNA typing of a national registry, and complements classical QC programmes. The transition to DNA-
based typing of Class I at recruitment will solve the problem of errors inherent in serology.
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dobrovolnych nepfibuznych darcti krvetvornych bunék,
jejichz pocet v roce 2005 jiz piekro¢il 10 miliont (4).

Presnost vysetfenych HLA znakdi u nepiibuznych

Nepiibuzenské transplantace krvetvornych bunék jsou
jiz standardnim lécebnym postupem u vybranych paci-
entti s hematologickymi malignitami (1) a $ance na nale-
zeni nepiibuzného, HLA shodného dérce, v soucasnosti
vyrazné€ vzrostly (2, 3). To je dusledkem trvalého ristu

dérci je zdkladni podminkou efektivni ¢innosti kazdého
registru nepiibuznych darci. U typického registru je
databdze darcd tvorena HLA daty, kterd jsou priméarné
ziskéana typizaci darce pri jeho ndboru. Tato typizace je
provadéna v HLA laboratofich jednotlivych darcovskych
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center a jejich vysledek je pak reportovan do centrdln{
databdaze registru. Kontrola registru nad procesem zis-
kavani téchto HLA dat je pak logicky limitovana.
Navic pfi vstupni typizaci déarct se pro I. tfidu HLA
naddle vétSinou pouziva sérologie, pficemz nepfesnost
této typizacni techniky byla opakované presvédcivé
dokumentovéna — podil sérologicky chybnych typizaci
se dle fady studii pohybuje mezi 5-25 % pro typizaci
HLA I. tiidy (5-7). Je tedy evidentni, Ze kazdy registr
nepfibuznych darc by mél mit zavedeny systém exter-
ni kontroly kvality (EKK) HLA typizace darci. Stan-
dardné pouZzivanou metodou je systematické a pravi-
delné zasilani ,,slepych® vzorki do v§ech HLA labora-
tofi typizujicich pro dany registr a naslednd analyza
vysledkd. Nicméné tyto vzorky jsou ,slepé”, pouze
pokud jde o jejich HLA fenotyp. ,,Kontrolni* charakter
téchto vzorki je totiz obvykle persondlu znam a proto
i ptistup k jejich zpracovani a typizaci nemusi piesné
odrazet béznou praxi laboratofe pifi rutinni typizaci
nové rekrutovanych dédrci. Objektivni informace
o kvalité HLA typizace poolu dérct registru v§ak mize
byt ziskdna analyzou vysledkd tzv. konfirmacnich
typizaci (CT). Tyto typizace jsou ze své definice v pod-
staté HLA retypizacemi predbézné shodného potenci-
alntho ddrce provadénymi na zadost transplantacniho
centra (a vétSinou HLA laboratofi transplanta¢niho
centra). Dérci, u nichZ je provddéno CT, jsou vybirdni
ndhodné transplantaénim centrem na zdkladé potenci-
alni HLA shody s pacientem. Cilem této opakované
typizace je (1) jednak potvrdit (konfirmovat), a (2) jed-
nak upfesnit HLA fenotyp darce, ktery byl ziskdn
vstupné pfi jeho naboru. Tyto CT darci jsou tedy pri-
rozenym a objektivnim indikdtorem kvality kaZdoden-
ni rutinni typizacni praxe dané laboratofe, nebot’ jsou
vybirdny ndhodn¢ a nezdvisle na laboratofi Ci registru
a jsou typizovény jinou nez pivodné typizujici labora-
tofi. Systematicky dlouhodobéjsi sbér a analyza téchto
vysledk CT mohou tedy dobfe plnit tdlohu externi
,»ndhodné* kontroly kvality HLA typizace darct regist-
ru nepfibuznych dobrovolnych darct, nebot’ primarn{
HLA data darce z registru tak mohou byt pribézné
srovndvdna s HLA daty ziskanymi nezdvislou labora-
tof{ transplantacniho centra pii konfirmacni typizaci.

V nasf studii retrospektivné analyzujeme data ziska-
ni sbérem CT vysledki darct Ceského ndrodniho
registru darct diené (CNRDD) b&hem let 1998-2005,
s cilem (1) stanovit celkovy podil chybné typizova-
nych dérct a (2) pokusit se definovat typicky charak-
ter a ndsledné i pfi¢inu nejcastéji se vyskytujicich
chyb.

Material a metodika

Organizace, struktura a zdkladni charakteristiky
registru

Cesky narodni registr darcd diené (BMDW kéd
CS2) byl zaloZen v roce 1991 a roku 1992 zahdjil
nabor darcl. V soucasnosti disponuje databdzi vice nez

30 000 darci, vice nez 80 % z nich je soucasné DRB1*
molekuldrné-geneticky (DNA) typizovdno (data
z dubna 2007) (4). Darci jsou naborovani siti 9 dar-
covskych center (obvykle pfi transfuznich oddélenich
v krajskych méstech) a v téchto centrech jsou typizo-
vani sérologicky na I. tfidu HLA. Od roku 1996 jsou
vsichni nové zarazeni darci soucasné i DNA typizova-
ni na DRBI* gen, vyhradné v EFI akreditovanych
HLA laboratorich (Plzeni a Olomouc). EKK HLA typi-
zace v laboratofich CNRDD byla ustanovena v roce
1998 a sestdva ze 2 ¢asti. Prvni z klasické EKK tvore-
né pravidelnym zasildnim slepych vzorkt do laborato-
ii kontrahovanych darcovskych center, kterou pro
sérologii organizuje HLA laboratof UIA v Olomouci
(pro DNA typizaci je organizovand prof. Fischerem,
Dpt. of Blood Group Serology, Videnl). Druhou sou-
casti systému kontroly kvality, kterd je pfedmétem nasi
prace, je pravé kontinualni analyza CT vysledkd, jez
jsou systematicky shromazdovény od roku 1998.

Vstupni HLA typizace ddarcii CNRDD

Vstupni sérologickd typizace darci byla provadéna
standardni CDC (komplement-dependentni cytotoxicky
test) technikou, pricemz od roku 1998 byly pouZivany
uniformni komeréni typizaéni plotny (Dilen s.r.o, CR)
standardizované pro ¢eskou populaci.

HLA-DRB1* typizace nizkym rozliSenim (2-digits)
byla provdadéna DNA technikou (PCR-SSP ¢i PCR-
SSOP) za pouziti komerénich kitd (PCR-SSP: GenoVisi-
on, Vienna, Austria; PCR-SSOP: Dynal Biotech, Oslo,
Norway). Stejnymi kity byla provddéna i typizace vyso-
kym rozliSenim (4-digits), jakoZ i typizace ostatnich
HLA-gent.

Design studie

Jednd se o retrospektivni analyzu dat CT ziskanych
kontinudlné béhem casového obdobi 1998-2005 zvlast’
pro sérologii (HLA I. tfidy, jmenovité A,B lokus) a zv1ast
pro DNA typizaci (DRB1*¥). Konfirmacni typizace pro
I. tfidu HLA byly provadény riznymi metodikami a riz-
nym rozliSenim podle zvyklosti retypizujici laboratofe,
nicméné vice nez 90 % CT vysledkl bylo reportovano
v DNA formétu. Pro DRB1* byla jako CT vysledek
akceptovana pouze DNA typizace. Cast konfirmaénich
DNA retypizaci HLA 1. i II. tfidy byla na zdkladé poza-
davkl transplantanich center provddéna i Centrdln{
HLA laboratofi CNRDD v Plzni (tzv. customized typing
service), tyto vysledky retypizaci byly do analyzy téz
zahrnuty. Vysledky typizaci ze zahrani¢nich laboratoi{
byly primdrné referovany do koordina¢niho centra
CNRDD a odtud neprodlené distribuovany do Centralni
HLA laboratofe. Zde byly vSechny diskrepance s ptivod-
nim vysledkem HLA typizace dérce (tzv. nekonfirmova-
ny dérce) ovéfovany (viz déle). Ze souboru dat vysledki
CT dérct byl kalkulovan podil chybnych typizaci a sou-
casné byla provedena analyza typu téchto typizacnich
chyb. Vzhledem k zdsadné odlisnému kvalitativnimu
charakteru sérologické a DNA typizace, a tedy i nemoz-
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nosti analyzovat pfesnost typizace téchto metodik sou-
Casné, byla typizacni data pro HLA-I. tfidu (tj. sérologii)
a HLA-DRB1 (DNA) analyzovédna separdtné¢ a takto
jsou i prezentovéna.

Diskrepantni HLA typizace

VSechny CT vysledky, u kterych byla reportovdna
diskrepance s ptivodni HLA typizaci dérce, byly veri-
fikovany tfeti DNA typizaci za pouZziti origindlniho
vzorku DNA dirce a pokud bylo nezbytné, pak

i z nového nédbéru darce. Analyza byla provddéna ve

spolupriaci s ddrcovskym centrem, které typizovalo

dérce pfi ndboru. Pro hodnoceni sérologickych diskre-
panci pro HLA-AB lokus byly pouzity standardy

a oficidlni definice EFI (Evropska federace pro imuno-

genetiku, www.efiweb.org). Chyby (diskrepance) séro-

logickych typizaci byly tedy definovany takto:

I. Nedetekovand, ale pritomnd alela, to jest alela
sérologii nezaznamenand, ale pfitomna za pouZziti
DNA typizace (pficemz nejde o tzv. null alelu). Jde
o faleSnou homozygocii (,,missed” antigen) — dis-
krepance typu [

II. Chybné urcend alela, to jest antigen versus anti-

gen. Je spravné urCena pritomnost alely, ale chyb-

né¢ urcen jeji typ (,,misassigned* antigen) — diskre-

pance typu II

Stanovend, ale neprfitomnd alela, tedy antigen

zaznamenany sérologicky, ale DNA typizaci

neprokdzany. Jde o faleSnou heterozygocii (,,over-
assigned* antigen) — diskrepance typu II1

Za diskrepance nebyly povaZoviny piipady, kdy
vysledek CT urcil ,split“ alelu v ptipadé, Ze byla
ptivodné reportovana pouze odpovidajici “broad” spe-
cificita. HLA-Cw lokus nebyl hodnocen vzhledem

k obtizné pfimé komparaci sérologicky a molekuldr-

né—geneticky definovanych specificit (pro fadu Cw

alel neexistuje sérologicky ekvivalent). Pro potfeby
analyzy mozné priCiny chyb byly chybné typizace

(sérologické diskrepance) klasifikovany dle pravdépo-

dobné zdkladni vyvoldvajici pfi¢iny do ndsledujicich 3

skupin:

I1I.

Tab. 1. Souhrn 758 CT vzorka typizovanych ptivodné sérologicky na HLA-A -B.

e zkfizené reagujici antigeny (,,cross-reactive groups*)
= CREG skupina
 nedostatek monospecifickych sér = skupina vzacnych
antigend
* neklasifikovatelné
Diskrepance typu I (tj. fale$né homozygocie, ,,missed*
antigeny) byly klasifikovany podle druhého (pGvodné
nedetekovaného) antigenu, zatimco diskrepance typu II
(,,misassigned” antigeny) byly klasifikovany podle
pivodné nespravné urCené specificity.
Diskrepantni (chybné) typizace DNA technikou
DRB1* genu byly na rozdil od sérologie pouze zazna-
mendny a jednoduse spocitiny.

Vysledky

HLA -A,B: sérologie

V analyzovaném casovém useku 1998-2005 bylo
v ramci CT retypizovano celkem 758 pivodné sérologicky
HLA-A B typizovanych darct a tyto vysledky byly srov-
nany s vysledky typizace pfi ndboru. Data jsou shrnuta
v tabulce 1. HLA genotyp byl potvrzen u 702 darct (92,6
%). Diskrepance s ptivodnim, vstupné registrovanym HLA
fenotypem byla tedy zaznamenéna u 56 darcti (7.4 %). U 2
darct (0,3 % z retypizovanych a 3,6 % ze vSech diskre-
pantnich dérci) byla pfi¢inou diskrepance administrativni
chyba pfi zépisu do databaze CNRDD, zatimco originalni
vysledek vydany HLA laboratoii darcovského centra byl
v souladu s vysledkem CT. Tyto 2 dérci byly proto z nasle-
dujicich analyz a kalkulaci HLA typizacnich chyb vylou-
Ceni. Celkovy podil nespravné HLA-A B sérotypizova-
nych dérct byl tedy 7,1 %. Nicméné mezi 175 HLA-A
a /nebo HLA-B sérologicky homozygotnimi darci (23 %
7z CT) jsme zaznamenali celkem 26 nekonfirmovanych,
coz Cinilo celkovy podil diskrepanci u homozygotl vice
neZ dvojndsobny — 15 %. Soucasné byl pozorovan statis-
ticky nesignifikantni trend (p = 0,21) k vyS§imu podilu
chybnych typizaci u darcti rekrutovanych, a tedy i vysetie-
nych béhem prvni poloviny obdobi existence registru. Ze
vSech 54 chybné typizovanych déarcti bylo celkem 32
(59 %) vysetieno v letech 19931998,
zatimco pouze 22 chybné typizova-
nych v obdobi 1999-2004.

— . No. % Z celkového poétu 3032 HLA-A
Celkovy pocet HLA-A/B CT vzorki : . 758 100 a -B stanoven)’/ch antigenﬁ u 758
Celkovy pocet HLA-A a/nebo -B nekonfirmovanych darct 56 74 . . o s

" PP o retypizovanych ddrct jich bylo
Nekonfirmovani ddrci dani plivodni HLA typizacni chybou 54 7,1 2972 (98 % CT vvietr
Homozygoti HLA-A a/nebo -B 175 23 972 (98 %) potvrzeno CT vySetfe-
HLA-B homozygoti 63 83 n11g.Vetsmu dlsk'repanm tvorily
Nekonfirmovani homozygoti HLA-A a/nebo -B 26 15% antigeny sérologii nedetekované
Pocet konfirmovanych HLA-A B antigent/blanks” 2972 98 (fale$nd homozygocie, diskrepance
Pocet ddrci s nepoznanym (,,missed*) antigenem 267 3 4/46%* typu I) ¢i chybné urcené (diskre-
Pocet ddrcii s chybné uréenym (,,misassigned*) antigenem 26t 3 4/46%* pance typu II). Oba typy diskrepan-
Pocet darci s antigenem ,,navic™ (overassigned™) 5+ 0,7/9%* ci byly zaznamenany vzdy u 26
Pocet ddrci s chybou administrativniho typu 2t 0,3/4%* darca, tj. 48 % ze viech nekonfir-

*Kalkulovano z homozygotnich darct
+ Néktef{ darci méli vice typé chyb
**procento kalkulované ze vSech CT/pouze z nekonfirmovanych

movanych. Pouze u 5 ddrci (9 %
chybné typizovanych) byla zazna-
mendna diskrepance typu III. Souhrn
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Tab. 2. Seznam sérologickych diskrepanci dle CT vysledki - sérologicky nepoznané, ale piitom-
né antigeny (,,missed) — chyba typu I, 26 dércu.

PGvodné Nedetekované PfiCina diskrepance
reportovany antigeny

fenotyp (26 dércii)
Al A3 *CREG 1C
A2 All Neklasifikovatelné
A2 A24 *CREG 2C
A2 A30 Nedostatek monospecifickych sér
A28 A3l Nedostatek monospecifickych sér

A2 (2x) A32 (2x) Nedostatek monospecifickych sér (2x)

A1(2x),A2 (2x),
A3,A23,A24 A33 (7x) Nedostatek monospecifickych sér (7x)

A2 (3x) A68 (3x) *CREG 2C (3x)
A26 A68 Neklasifikovatelné
A2 A74 Nedostatek monospecifickych sér
B44 B7 Neklasifikovatelné

B38, B8 B35 (2x) Neklasifikovatelné (2x)
B7 B37 Nedostatek monospecifickych sér
B51 B39 Neklasifikovatelné
B51 B40 Neklasifikovatelné
B44 B45 *CREG 12C (splity)/ nedostatek monospecifickych sér
B39 B71 Nedostatek monospecifickych sér

Pozn.: Jeden darce mél soucasné nedetekované jak HLA-A, tak —B antigeny
*CREG - skupina antigenti ze zki{Zené reagujici skupiny (,,cross-reactive groups) a oznacenf sku-
piny dle WHO nomenklatury

Tab. 3. Seznam sérologickych diskrepanci dle CT vysledki — sérologicky chybné uréené (,,misas-
signed*) antigeny — chyba typu II, 26 dércu.

Ptvodné reportovany fenotyp Spravny fenotyp Pri¢ina diskrepance
(,,misassigned* antigeny)
A226 A326 Neklasifikovatelné
A24 32 A2324 Neklasifikovatelné
Al123 Al24 *+CREG 2C (splity)
A223 A224 *+CREG 2C (splity)
A2.26 (2x) A225 (2x) *TCREG 10C (splity) (2x)
A25 A26,68 *TCREG 10C (splity)
A26,29 A29,66 *+CREG 10C (splity)
A2.26 (2x) A2,66 (2x) *CREG 10C (splity) (2x)
A231 A230 *CREG 1C (splity)
A230 A2 31 *CREG 1C (splity)
Al132 Al131 *+CREG 1C (splity)
A2630 A2631 *TCREG 1C (splity)
B22,62 B7.,62 *CREG 7C
B35.51 B35.15 *CREG 5C
B7,17 B38,57 Neklasifikovatelné
B3551 B35.39 Neklasifikovatelné
B51,53 B51.39 Neklasifikovatelné
B45 B7.44 *+CREG 12C (splity)
B3549 B35,50 *+CREG 12C (splity)
B44 35 B4,53 *+CREG 5C
B8.58 B8.,57 *TCREG 5C (splity)
B61,58 B61,57 *+CREG 5C (splity)
B57,63 B57,58 *+CREG 5C
B27,60 B27,61 *CREG 7C (splity)
B44.,60 B44.,61 *+CREG 7C (splity)
B8.,62 BS.63 *+CREG 5C (splity)

Pozn.: 2 dérci méli jak HLA-A, tak soucasné HLA-B chybné urcené antigeny

*CREG - skupina antigenti ze zkiiZené reagujici skupiny (,,cross-reactive groups) a oznacenf sku-

piny dle WHO nomenklatury

vSech diskrepanci podle typu
a sérologickych specificit je uve-
den v tabulkdch 2-4. Spravné
sérologické  fenotypy  jsou
v tabulkdch pro jednodussi srov-
ndni uvedené v sérologickém
a nikoliv v DNA formatu (ve kte-
rém byly obvykle po konfirmaéni
typizaci reportovany). Jak je patr-
no, vétSina chyb se tykala sérolo-
gické skupiny A19, protoze 12/26
(48 %) z chyb typu I a 4/26 (15
%) z chyb typu II se tykalo nepo-
znanych nebo chybné urcenych
antigend ndlezejicich k sérologic-
ké skupiné A19. Celkové byla
chyba souvisejici s A19 sérolo-
gickou skupinou zaznamendna
u 30 % z nekonfirmovanych
darct. V souvislosti s tim jsme
ponékud prekvapivé zaznamenali
vy$§i prevalenci chyb typu
I (,missed” antigeny) u HLA-A
lokusu nez u HLA-B (19 versus 8
darcd, u jednoho dirce byly
chyby v obou lokusech), pficemz
nejvetsi frekvenci chybného sta-
noveni mél antigen A33 (7/26).
Mezi antigeny sérologicky nepo-
znanymi nebyla DNA retypizaci
zaznamenana zadna ,,null” alela,
tedy alela s absenci exprese na
povrchu burky a tedy sérologic-
ky nezachytitelnd. Je zajimavé,
7Ze pro vSechny typy chyb (tedy
diskrepance I-III) bylo moZné
vysledovat specificky charakter
a tedy i pficinu téchto chyb (viz
tab. 2-4). U chyb I typu (,,mis-
sed“antigeny, tab. 2) jednoznacné
dominovala jako pfiCina relativni
vzdcnost nepoznanych antigent
(nedostatek monospecifickych
sér, 14/27 diskrepanci u 26 darcu),
zatimco zbytek chyb byl rovno-
meérné rozlozen mezi ,,neklasifi-
kovatelné” a zkiizen¢ reagujici
antigeny (viz Materidl a metodika
pro ptfesnou definici). Naproti
tomu u diskrepanci typu II (chyb-
n¢ uréené antigeny, tab. 3) mély
jasnou pfevahu chyby zptisobené
zkfiZené reagujicimi antigeny
(CREG) - 23/28 detekovanych
chyb u 26 ddrcti. Vétsinou se jed-
nalo o chybné urcené ,,splity*
u ,,broad” specificit. U chyb III
typu se jednalo vylu¢né o chyby
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Tab. 4. Seznam sérologickych diskrepanci dle CT vysledkt — antigeny detekované sérologicky,
ale nepfitomné (,,overassigned ) — chyba typu III, 5 ddrcu.

retypizaci pohyboval v rozmezi
3-25 % (5-12). Podobné jako jini

Pivodné reportovany fenotyp ,,Overassigned* antigeny Pric¢ina diskrepance autofi (5, 8, 12) jsme potvrdili
A2.28 A28 +CREG 2C 2-3krdt vyS$8i podil diskrepanci
A2532 A32 +CREG 10C u sérologickych homozygota.
B5135 B35 +CREG 5C Schaffer et al. (5) sice zaznamenala
B44.21 B21 +CREG 12C pfi podobné analyze dat registru
B3553 B53 *CREG 5C u stejné, kavkazoidni populace,

+CREG - skupina antigenil ze zki{zené reagujici skupiny (,,cross-reactive groups) a oznaceni sku-

piny dle WHO nomenklatury

Tab. 5. Souhrn DRB1* diskrepanci (vstupné DNA typizovani) dle CT vysledka.

ponékud nizsi 3 %) celkovy podil
chyb neZ jsou naSe vysledky, jeji
zjisténi 12-19% podilu chyb
u sérologicky homozygotnich darct

vSak dobfe koresponduje s naSim

No % .
vysledkem 15 % chyb u této skupi-

Celkovy pocet HLA-DRB1* CT vzorkt 1107 100 Y o ? y . v P
HLA-DRB1* nekonfirmovani darci 8 <1 ny darcii. Dosud nejrozsahlejsi stu-
Administrativn{ typ chyby 3 38% die zabyvajici se pfesnosti HLA
Chybné urceni u skupiny DRB1* 03/11/13/14 4 50% typizace v registru nepiibuznych
Jiny typ chyby 1 12% dércd krvetvornych bunék byla pro-

*kalkulovdno pouze z nekonfirmovanych

zpusobené zkiiZené reagujicimi antigeny — CREG sku-
pina (5/5).

HLA-DRBI*: DNA

Ze vSech darct, ktefi byli vstupné molekularné
geneticky (DNA) typizovéni na II. tfidu, bylo celkem
1107 retypizovdno z diivodd konfirmaéni typizace.
Prehled uvadi tabulka 5. Pouze 8 déarcl nebylo konfir-
movdno (< 1 %). Vzhledem k takto nizkému poctu
chybné typizovanych nemohla byt identifikovdna
7adna dominantni pfi¢ina chyb. Ve 3 pfipadech neslo
o technické typiza¢ni chyby, ale o chyby administra-
tivni (38 %). Polovina diskrepantnich CT vysledki
byla zptisobena chybnym uréenim alel skupiny DRB1*
03/11/13/14. V téchto piipadech Slo vZdy o subopti-
mdlni provedeni PCR s ndslednym chybnym ur¢enim
alely. VSichni DRB1*1 nekonfirmovani darci byli
plvodné typizovéni pied rokem 1999.

Diskuse

V na$i prici prezentujeme jednoduchou analyzu
kvality HLA typizace CNRDD, které je zaloZena na
informacich ziskanych z vysledkt konfirmacnich typi-
zaci (CT). Hlavni silou nasi analyzy je to, Ze poskytu-
je redlnou informaci o celkové spolehlivosti HLA typu
dérch zatazenych do databaze v prubéhu celého obdo-
bi Cinnosti registru. To je vyhodné oproti klasickym
schémattiim externi kontroly kvality, kde je spiSe hod-
nocena kvalita typizacni procedury pouze v ¢ase kon-
troly kvality a vztaZzend k aktudlnimu kontrolnimu
vzorku.

Nami pozorovany, priblizné 7% podil sérologicky
diskrepantnich typizaci u 758 retypizovanych dérci
CNRDD, je v souladu s pfedchozimi literdrnimi ddaji,
kde se reportovany podil sérologickych chyb po DNA

vedena Vv nejvétsim svétovém
registru v. USA (NMDP) a DNA
typizaci paralelné¢ analyzovala vice
nez 40 000 sérologicky typizovanych darcti (9). Zjisté-
ny podil chyb u sérologie byl sice nékolikrat vyssi nez
vysledky CNRDD — 24 % oproti nasim 7 %, nicméng
hodnocena populace pochdzela primarné z non-kavka-
zoidnich minorit, u kterych je sérologickd typizace
mnohem obtiznéjsi. Podobny podil chyb jako v nasi
studii byl zaznamendn analyzou vysledkt kontrol kva-
lity u laboratofi kontrahovanych NMDP (11) ¢i analy-
zou Svycarského registru darct dfené (8), kde byl pub-
likovdn 20-25% podil chyb pro sérohomozygoty
a 4-5% celkovy podil chyb pro sérologii I. tfidy HLA.
Celosvétové zkoumd podil tzv. nekonfirmovanych
darct ,,Discrepant Typing Project® organizovany
WMDA (World Marrow Donor Association) a pred-
bézna data ukazuji, Ze minimalné 3-4 % vysledki CT
jsou diskrepantni s vysledky, na jejichz zdkladé byl
doty¢ny ddrce plvodné povaZovan za identického
s pacientem. Pfi vice neZ 11 milionech nepfibuznych
dérct v registrech (4) to predstavuje téméf pil milionu
chybné typizovanych darci (McGregor M, Wales
Registry, osobni komunikace).

V protikladu se sérologii jsou vysledky CT pro HLA
I1. tiidu, typizovanou v CNRDD jiZ p¥i naboru vyhrad-
né DNA technikami. Zde je > 99 % konkordance se
vstupni typizaci. Stejné vysoky podil souhlasnych,
a tedy korektnich typizaci, jsme zaznamenali i v malé
skuping darcd s I. tiidou HLA typizovanou také DNA
metodikou (data nejsou prezentovdna). Potvrzujeme
tedy jednoznacné vysSi typizacni spolehlivost a pres-
nost DNA typizac¢nich technik, kterou publikovali i jini
autori (5, 8,9, 11).

Opét v souladu s ostatnimi autory, byla vétSina
z naSich diskrepantnich CT zpisobena rovnomérné
chybami jak ve smyslu nezaznamenanych specificit
(diskrepance typu I, ,,missed*), tak chybné urcenych
specificit (diskrepance typu II, ,,misassigned*). Tento
druh chyb opétovné doklddd zndmy problém sérologie
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— zkfizenou reaktivitu a nedostatek monospecifickych
sér pro nékteré vzacnéjsi specificity. Z tohoto pohledu
je nejproblematictéjsi sérologickou skupinou A19,
ktera v naSf studii byla spojena s 30 % nekonfirmova-
nych CT, pfedevs§im jako nepoznané (missed) antigeny.
Nespolehlivost sérologie pro presné stanoveni A19
séroskupiny byla téZ jiZ v minulosti publikovéna (5, 8,9,
11). Tento problém lze bohuZel obtiZné eliminovat syste-
matickou a cilenou retypizaci pivodné sérologicky typi-
zovanych ddrcd, protoZe vétSina chyb byla nepoznanymi
,missed*) A19 v kombinaci s jinak frekventni homozy-
gocii A1,2 nebo A3.

Souhrn soucasnych dat jiz dostate¢né presveédcivé
ukazuje, Ze 4-10 % potencidlné shodnych nepfibuznych
dérci jsou ve skute¢nosti neshodni v HLA molekulach
I. tfidy po retypizaci v rdmci konfirmacni typizace
(hovofime o neshodé na tdrovni ,,Jlow resolution, Cili 2-
digits!). To ma 2 zdvazné konsekvence. Za prvé jsou
domnéle shodni potencidlni ddrci zbyte¢né obtéZovani
opakovanym odbérem krve s nutnosti ndvstévy casto
vzdaleného déarcovského centra. Druhym, mnohem
zavaznéj$im dusledkem, je Casova prodleva pfi vyhleda-
vani kompatibilniho darce, kterd u fady pacientd mize
byt pro uspéch transplantace kritickou. Tato prodleva
v podstaté piimo torpéduje zdkladni misi kazdého regist-
ru, tj. poskytnout potfebnému nemocnému vhodného
dérce v nejkratsim mozném case. Proto je také standar-
dizacnfi a akreditacni tsili WMDA vyrazné zaméfeno na
presnost HLA typizace v registrech (12, 14).

Systematickd analyza vysledkd CT midZe byt s vyho-
dou vyuZita ke stanoveni co nejefektivnéjsi strategie
DNA retypizace HLA-I. tfidy. Umozni definovat kate-
gorii sérologicky typizovanych dércd s nejvét$im rizi-
kem chybné sérologie a tedy s potencidlné nejvétSim
pfinosem DNA retypizace.

Zavér

Zavérem lze konstatovat, Ze prezentovany systém kon-
troly kvality prostfednictvim CT vysledkd predstavuje
velmi jednoduchy a efektivni prostiedek posouzeni kvality
jak sérologické HLA-A B, tak DRB1* DNA typizace
registru a vhodné dopliuje klasickd schémata kontroly
kvality. Tento pristup by mél byt implementovan kazdym
registrem a je v souladu s aktivitami i cily WMDA, jak
nakonec doklddad i neddvno touto organizaci iniciovany
“Discrepant Typing Project&Survey&Report*. Zvefejné-
nim téchto dat za kazdy registr by poskytlo cennou infor-
maci transplantaénim centrim zamyslejicim zadat o CT
vzorek potencidlné shodnych dérch ve specifickém regist-
ru. Nicméné problém chyb nevyhnutelné danych podstatou
sérologické metodiky bude definitivné eliminovan az pre-
chodem na kompletni — tedy I. i II. tfidy HLA — DNA typi-
zaci jiZ pfi naboru.

Podékovdni
VSechna vyse uvedend data, jako? i samotnd cinnost

CNRDD, by nebyly mozné bez vzorného vedeni, udrovdni
a rozSifovdni databdze ddrcii a predevsim bez vcasné
a bezchybné organizace zasildni vzorkii ke konfirmacnim
typizacim. Za to vSechno patii dik predevsim veskerému
persondlu ddrcovskych center, jmenovit¢ MUDr. Helené
Banzetové (TO  Nemocnice Ceské Budeéjovice),
MUDry. Jané Pavlickové (TO FN Plzeri), MUDr. Kldre
Vidchové a MUDr. Jirimu Masopustovi (TO Masarykovy
nemocnice Usti nad Labem), MUDr. Elisce Vyskocilové
a MUDr. Miloslave Strasikové (TO Nemocnice Most),
RNDr. Alené Bartonickové a RNDr. Libé Jankii (TO FN
Brno), Mgr. Alené Maluskové (Krevni centrum FN Ostra-
va), RNDr. Bohuslavé Jilkové a MUDr. Jitce Cernohorské
(TO FN Hradec Krdlové), MUDr. Jaroslavé Urbanové
(UVN Stresovice, Praha) a prof. MUDr. Martinovi Petie-
kovi (Ustavu imunologie FN Olomouc).

Nejvetsi dik pak samoziejmé patii vsem dobrovolnym ddr-
cim krvetvornych bunék CNRDD.
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VYBER Z TISKU A ZPRAVY O KNIHACH

Lethal hemophagocytic lymphohistiocytosis in Hermansky-Pudlak syndrome type II.
Anselm Enders, Barbara Zieger, Klaus Schwarz, et al. Blood, 1 july 2006, Vol.108, Number 1, pp. 81-87

Dvoulety chlapec byl diagnostikovdn jako Gricelliho syndrom
s okulokutdnnim albinizmem a imunodeficienci. Porucha zabije¢i, NK
bunék, a cytotoxickych T-lymfocyti vedla k zavéru, Ze jde o vysoké
riziko vzniku hemofagocytové lymfohistiocytézy (HLH). Chlapec byl
pripravovdn k transplantaci hemopoetickych kmenovych bunék
(HSCT). Neocekdvand te€zka krvéciva epizoda vedla k potvrzeni poru-
chy agregace desticek, redukovaného poctu denznich granul v destic-
kéach a porusené degranulaci v kombinaci s neutropenii. Diagnéza HPS
potvrzena novou homozygotni mutaci v genu kédujicim beta-subjed-
notku cytosolového adaptorového proteinu AP-3 (AP3B1). U Zddného
z dosud popsanych nemocnych s HPSII nedoslo k HLH. U popsaného
piipadu byla pak zjisténa sérokonverze EBV bez klinické symptomato-
logie. Bylo odstoupeno od HSCT, zahdjena terapie k prevenci bakteri-

alnich infekci pomoci G-CSF. Ve véku 3 let doslo bez prokazatelného
podnétu k fulminantni HLH, rezistentni na terapii.

Sdéleni ukazuje na nutnost peclivé klinické a molekuldrné genetic-
ké diagnézy v zdjmu presné diferenciace komplexu onemocnéni
s poruchou lysozomalnich pfenosovych mechanizmd. Dle autort patii
HPSII ke skupiné familidrnich hemofagocytdrnich syndromd a muze
byt indikaci pro HSCT. V soucasné dobé je vSak fada netiplné zodpo-
vézenych otazek jak v oblasti oprdvnénosti zamyslené HSCT, tak
k mozné souvislosti s rliznymi somatickymi znaky pozorovanymi
u pacienta (facidlni dysmorfie, dysplazie kycli, hepatosplenomegalie,
vyvojové opozdéni).

Prof. MUDr. Otto Hrodek, DrSc.
FN Motol Praha
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