
142

Úvod

Nepříbuzenské transplantace krvetvorných buněk jsou
již standardním léčebným postupem u vybraných paci-
entů s hematologickými malignitami (1) a šance na nale-
zení nepříbuzného, HLA shodného dárce, v současnosti
výrazně vzrostly (2, 3). To je důsledkem trvalého růstu

dobrovolných nepříbuzných dárců krvetvorných buněk,
jejichž počet v roce 2005 již překročil 10 milionů (4).

Přesnost vyšetřených HLA znaků u nepříbuzných
dárců je základní podmínkou efektivní činnosti každého
registru nepříbuzných dárců. U typického registru je
databáze dárců tvořena HLA daty, která jsou primárně
získána typizací dárce při jeho náboru. Tato typizace je
prováděna v HLA laboratořích jednotlivých dárcovských

Výsledky konfirmačních HLA typizací dárců jako
indikátor kvality HLA typizace dárců Českého 
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Souhrn
Kvalita HLA typizace v registrech dárců dřeně by mohla být objektivně posouzena na základě výsledků konfirmač-
ních typizací. Tento přístup jsme použili v Českém národním registru dárců dřeně. Výsledky konfirmačních typizací
za období 1998–2005 byly analyzovány zvlášť pro HLA-A,B lokusy (sérologie) a pro HLA-DRB1* lokus (DNA). Cel-
kem bylo vyhodnoceno 758 výsledků pro HLA-A,B lokus a 1107 pro DRB1. Sérologické HLA-A,B fenotypy byly potvr-
zeny u 704 (92,9 %) dárců, což představovalo 2972/3032 (98 %) korektně sérologicky stanovených HLA-A,B antigenů.
U 26/54 (48 %) z nesprávně typizovaných byla diskrepance způsobená antigenem nepoznaným sérologicky. V této sku-
pině dominovaly málo časté či přímo vzácné specificity (14/27 diskrepancí u 26 dárců). U správně zaznamenaných, ale
chybně určených, stejně jako u sérologicky falešně heterozygotních, naopak dominovaly chyby dané zkříženou reakti-
vitou sér (CREG, 28/33 diskrepancí u celkem 31 dárců), většinou šlo o chybně stanovené splity (19/28 CREG chyb).
Celkem 16/54 (30 %) chyb bylo v souvislosti s chybnou typizací sérologické skupiny A19. Přesnost DRB1* typizace byla
excelentní, pouze 8/1107 dárců (0,7 %) nebylo konfirmováno. Počet chyb u dárců typizovaných v letech 1993–1998 byl
nesignifikantně vyšší než u dárců typizovaných později (59 % versus 41 %, p = 0,21). Prezentovaná studie představu-
je jednoduchý prostředek umožňující objektivně stanovit kvalitu HLA typizace registru dárců krvetvorných buněk jak
pro sérologii (HLA-A,B), tak DNA (HLA-DRB1) a vhodně doplňuje standardní programy kontroly kvality. Definitiv-
ní vyřešení relativně vysokého podílu chyb daného vlastní podstatou sérologické metodiky však přinese pouze přechod
na DNA typizaci i pro I. třídu HLA již při náboru.
Klíčová s lova: konfirmační typizace (CT), HLA typizace, kontrola kvality, sérologie, DNA analýza, registr dárců
krvetvorných buněk, typizační diskrepance

Summary
Jindra P. ,  Ambrůzová Z. ,  Mrázek F. ,  Pittrová H. ,  Navráti lová J. ,  Steinerová 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 HLA-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.
Key words: confirmatory typing, HLA typing, quality control, serology, stem cell registry, typing discrepancies,
DNA analysis
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center a jejich výsledek je pak reportován do centrální
databáze registru. Kontrola registru nad procesem zís-
kávání těchto HLA dat je pak logicky limitovaná.
Navíc při vstupní typizaci dárců se pro I. třídu HLA
nadále většinou používá sérologie, přičemž nepřesnost
této typizační techniky byla opakovaně přesvědčivě
dokumentována – podíl sérologicky chybných typizací
se dle řady studií pohybuje mezi 5–25 % pro typizaci
HLA I. třídy (5–7). Je tedy evidentní, že každý registr
nepříbuzných dárců by měl mít zavedený systém exter-
ní kontroly kvality (EKK) HLA typizace dárců. Stan-
dardně používanou metodou je systematické a pravi-
delné zasílání „slepých“ vzorků do všech HLA labora-
toří typizujících pro daný registr a následná analýza
výsledků. Nicméně tyto vzorky jsou „slepé“, pouze
pokud jde o jejich HLA fenotyp. „Kontrolní“ charakter
těchto vzorků je totiž obvykle personálu znám a proto
i přístup k jejich zpracování a typizaci nemusí přesně
odrážet běžnou praxi laboratoře při rutinní typizaci
nově rekrutovaných dárců. Objektivní informace
o kvalitě HLA typizace poolu dárců registru však může
být získána analýzou výsledků tzv. konfirmačních
typizací (CT). Tyto typizace jsou ze své definice v pod-
statě HLA retypizacemi předběžně shodného potenci-
álního dárce prováděnými na žádost transplantačního
centra (a většinou HLA laboratoří transplantačního
centra). Dárci, u nichž je prováděno CT, jsou vybíráni
náhodně transplantačním centrem na základě potenci-
ální HLA shody s pacientem. Cílem této opakované
typizace je (1) jednak potvrdit (konfirmovat), a (2) jed-
nak upřesnit HLA fenotyp dárce, který byl získán
vstupně při jeho náboru. Tyto CT dárců jsou tedy při-
rozeným a objektivním indikátorem kvality každoden-
ní rutinní typizační praxe dané laboratoře, neboť jsou
vybírány náhodně a nezávisle na laboratoři či registru
a jsou typizovány jinou než původně typizující labora-
toří. Systematický dlouhodobější sběr a analýza těchto
výsledků CT mohou tedy dobře plnit úlohu externí
„náhodné“ kontroly kvality HLA typizace dárců regist-
ru nepříbuzných dobrovolných dárců, neboť primární
HLA data dárce z registru tak mohou být průběžně
srovnávána s HLA daty získanými nezávislou labora-
toří transplantačního centra při konfirmační typizaci.

V naší studii retrospektivně analyzujeme data získa-
ná sběrem CT výsledků dárců Českého národního
registru dárců dřeně (ČNRDD) během let 1998–2005,
s cílem (1) stanovit celkový podíl chybně typizova-
ných dárců a (2) pokusit se definovat typický charak-
ter a následně i příčinu nejčastěji se vyskytujících
chyb.

Materiál a metodika

Organizace, struktura a základní charakteristiky
registru

Český národní registr dárců dřeně (BMDW kód
CS2) byl založen v roce 1991 a roku 1992 zahájil
nábor dárců. V současnosti disponuje databází více než

30 000 dárců, více než 80 % z nich je současně DRB1*
molekulárně-geneticky (DNA) typizováno (data
z dubna 2007) (4). Dárci jsou náborováni sítí 9 dár-
covských center (obvykle při transfuzních odděleních
v krajských městech) a v těchto centrech jsou typizo-
váni sérologicky na I. třídu HLA. Od roku 1996 jsou
všichni nově zařazení dárci současně i DNA typizová-
ni na DRB1* gen, výhradně v EFI akreditovaných
HLA laboratořích (Plzeň a Olomouc). EKK HLA typi-
zace v laboratořích ČNRDD byla ustanovena v roce
1998 a sestává ze 2 částí. První z klasické EKK tvoře-
né pravidelným zasíláním slepých vzorků do laborato-
ří kontrahovaných dárcovských center, kterou pro
sérologii organizuje HLA laboratoř ÚIA v Olomouci
(pro DNA typizaci je organizovaná prof. Fischerem,
Dpt. of Blood Group Serology, Vídeň). Druhou sou-
částí systému kontroly kvality, která je předmětem naší
práce, je právě kontinuální analýza CT výsledků, jež
jsou systematicky shromažďovány od roku 1998. 

Vstupní HLA typizace dárců ČNRDD
Vstupní sérologická typizace dárců byla prováděna

standardní CDC (komplement-dependentní cytotoxický
test) technikou, přičemž od roku 1998 byly používány
uniformní komerční typizační plotny (Dilen s.r.o, ČR)
standardizované pro českou populaci.

HLA-DRB1* typizace nízkým rozlišením (2-digits)
byla prováděna DNA technikou (PCR-SSP či PCR-
SSOP) za použití komerčních kitů (PCR-SSP: GenoVisi-
on, Vienna, Austria; PCR-SSOP: Dynal Biotech, Oslo,
Norway). Stejnými kity byla prováděna i typizace vyso-
kým rozlišením (4-digits), jakož i typizace ostatních
HLA-genů.

Design studie
Jedná se o retrospektivní analýzu dat CT získaných

kontinuálně během časového období 1998–2005 zvlášť
pro sérologii (HLA I. třídy, jmenovitě A,B lokus) a zvlášť
pro DNA typizaci (DRB1*). Konfirmační typizace pro
I. třídu HLA byly prováděny různými metodikami a růz-
ným rozlišením podle zvyklosti retypizující laboratoře,
nicméně více než 90 % CT výsledků bylo reportováno
v DNA formátu. Pro DRB1* byla jako CT výsledek
akceptována pouze DNA typizace. Část konfirmačních
DNA retypizací HLA I. i II. třídy byla na základě poža-
davků transplantačních center prováděna i Centrální
HLA laboratoří ČNRDD v Plzni (tzv. customized typing
service), tyto výsledky retypizací byly do analýzy též
zahrnuty. Výsledky typizací ze zahraničních laboratoří
byly primárně referovány do koordinačního centra
ČNRDD a odtud neprodleně distribuovány do Centrální
HLA laboratoře. Zde byly všechny diskrepance s původ-
ním výsledkem HLA typizace dárce (tzv. nekonfirmova-
ný dárce) ověřovány (viz dále). Ze souboru dat výsledků
CT dárců byl kalkulován podíl chybných typizací a sou-
časně byla provedena analýza typu těchto typizačních
chyb. Vzhledem k zásadně odlišnému kvalitativnímu
charakteru sérologické a DNA typizace, a tedy i nemož-
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ností analyzovat přesnost typizace těchto metodik sou-
časně, byla typizační data pro HLA-I. třídu (tj. sérologii)
a HLA–DRB1 (DNA) analyzována separátně a takto
jsou i prezentována.

Diskrepantní HLA typizace
Všechny CT výsledky, u kterých byla reportována

diskrepance s původní HLA typizací dárce, byly veri-
fikovány třetí DNA typizací za použití originálního
vzorku DNA dárce a pokud bylo nezbytné, pak
i z nového náběru dárce. Analýza byla prováděna ve
spolupráci s dárcovským centrem, které typizovalo
dárce při náboru. Pro hodnocení sérologických diskre-
pancí pro HLA-A,B lokus byly použity standardy
a oficiální definice EFI (Evropská federace pro imuno-
genetiku, www.efiweb.org). Chyby (diskrepance) séro-
logických typizací byly tedy definovány takto: 
I. Nedetekovaná, ale přítomná alela, to jest alela

sérologií nezaznamenaná, ale přítomná za použití
DNA typizace (přičemž nejde o tzv. null alelu). Jde
o falešnou homozygocii („missed“ antigen) – dis-
krepance typu I

II. Chybně určená alela, to jest antigen versus anti-
gen. Je správně určena přítomnost alely, ale chyb-
ně určen její typ („misassigned“ antigen) – diskre-
pance typu II

III. Stanovená, ale nepřítomná alela, tedy antigen
zaznamenaný sérologicky, ale DNA typizací
neprokázaný. Jde o falešnou heterozygocii („over-
assigned“ antigen) – diskrepance typu III

Za diskrepance nebyly považovány případy, kdy
výsledek CT určil „split“ alelu v případě, že byla
původně reportována pouze odpovídající “broad” spe-
cificita. HLA-Cw lokus nebyl hodnocen vzhledem
k obtížné přímé komparaci sérologicky a molekulár-
ně–geneticky definovaných specificit (pro řadu Cw
alel neexistuje sérologický ekvivalent). Pro potřeby
analýzy možné příčiny chyb byly chybné typizace
(sérologické diskrepance) klasifikovány dle pravděpo-
dobné základní vyvolávající příčiny do následujících 3
skupin:

• zkříženě reagující antigeny („cross-reactive groups“)
= CREG skupina 

• nedostatek monospecifických sér = skupina vzácných
antigenů

• neklasifikovatelné
Diskrepance typu I (tj. falešné homozygocie, „missed“

antigeny) byly klasifikovány podle druhého (původně
nedetekovaného) antigenu, zatímco diskrepance typu II
(„misassigned“ antigeny) byly klasifikovány podle
původně nesprávně určené specificity. 

Diskrepantní (chybné) typizace DNA technikou
DRB1* genu byly na rozdíl od sérologie pouze zazna-
menány a jednoduše spočítány. 

Výsledky

HLA –A,B: sérologie
V analyzovaném časovém úseku 1998–2005 bylo

v rámci CT retypizováno celkem 758 původně sérologicky
HLA-A,B typizovaných dárců a tyto výsledky byly srov-
nány s výsledky typizace při náboru. Data jsou shrnuta
v tabulce 1. HLA genotyp byl potvrzen u 702 dárců (92,6
%). Diskrepance s původním, vstupně registrovaným HLA
fenotypem byla tedy zaznamenána u 56 dárců (7,4 %). U 2
dárců (0,3 % z retypizovaných a 3,6 % ze všech diskre-
pantních dárců) byla příčinou diskrepance administrativní
chyba při zápisu do databáze ČNRDD, zatímco originální
výsledek vydaný HLA laboratoří dárcovského centra byl
v souladu s výsledkem CT. Tyto 2 dárci byly proto z násle-
dujících analýz a kalkulací HLA typizačních chyb vylou-
čeni. Celkový podíl nesprávně HLA-A,B sérotypizova-
ných dárců byl tedy 7,1 %. Nicméně mezi 175 HLA-A
a /nebo HLA-B sérologicky homozygotními dárci (23 %
z CT) jsme zaznamenali celkem 26 nekonfirmovaných,
což činilo celkový podíl diskrepancí u homozygotů více
než dvojnásobný – 15 %. Současně byl pozorován statis-
ticky nesignifikantní trend (p = 0,21) k vyššímu podílu
chybných typizací u dárců rekrutovaných, a tedy i vyšetře-
ných během první poloviny období existence registru. Ze
všech 54 chybně typizovaných dárců bylo celkem 32

(59 %) vyšetřeno v letech 1993–1998,
zatímco pouze 22 chybně typizova-
ných v období 1999–2004. 

Z celkového počtu 3032 HLA-A
a -B stanovených antigenů u 758
retypizovaných dárců jich bylo
2972 (98 %) potvrzeno CT vyšetře-
ním.Většinu diskrepancí tvořily
antigeny sérologií nedetekované
(falešná homozygocie, diskrepance
typu I) či chybně určené (diskre-
pance typu II). Oba typy diskrepan-
cí byly zaznamenány vždy u 26
dárců, tj. 48 % ze všech nekonfir-
movaných. Pouze u 5 dárců (9 %
chybně typizovaných) byla zazna-
menána diskrepance typu III. Souhrn

No. %
Celkový počet HLA-A/B CT vzorků 758 100
Celkový počet HLA-A a/nebo -B nekonfirmovaných dárců 56 7,4
Nekonfirmovaní dárci daní původní HLA typizační chybou 54 7,1
Homozygoti HLA-A a/nebo -B 175 23
HLA-B homozygoti 63 8,3
Nekonfirmovaní homozygoti HLA-A a/nebo -B 26 15*
Počet konfirmovaných HLA-A,B antigenů/blanks¨ 2972 98
Počet dárců s nepoznaným („missed“) antigenem 26+ 3,4/46**
Počet dárců s chybně určeným („misassigned“) antigenem 26+ 3,4/46**
Počet dárců s antigenem „navíc“ (overassigned“) 5+ 0,7/9**
Počet dárců s chybou administrativního typu 2+ 0,3/4**

Tab. 1. Souhrn 758 CT vzorků typizovaných původně sérologicky na HLA-A,-B. 

*Kalkulováno z homozygotních dárců
+ Někteří dárci měli více typů chyb
**procento kalkulované ze všech CT/pouze z nekonfirmovaných
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všech diskrepancí podle typu
a sérologických specificit je uve-
den v tabulkách 2–4. Správné
sérologické fenotypy jsou
v tabulkách pro jednodušší srov-
nání uvedené v sérologickém
a nikoliv v DNA formátu (ve kte-
rém byly obvykle po konfirmační
typizaci reportovány). Jak je patr-
no, většina chyb se týkala sérolo-
gické skupiny A19, protože 12/26
(48 %) z chyb typu I a 4/26 (15
%) z chyb typu II se týkalo nepo-
znaných nebo chybně určených
antigenů náležejících k sérologic-
ké skupině A19. Celkově byla
chyba související s A19 sérolo-
gickou skupinou zaznamenána
u 30 % z nekonfirmovaných
dárců. V souvislosti s tím jsme
poněkud překvapivě zaznamenali
vyšší prevalenci chyb typu
I („missed“ antigeny) u HLA-A
lokusu než u HLA-B (19 versus 8
dárců, u jednoho dárce byly
chyby v obou lokusech), přičemž
největší frekvenci chybného sta-
novení měl antigen A33 (7/26).
Mezi antigeny sérologicky nepo-
znanými nebyla DNA retypizací
zaznamenána žádná „null“ alela,
tedy alela s absencí exprese na
povrchu buňky a tedy sérologic-
ky nezachytitelná. Je zajímavé,
že pro všechny typy chyb (tedy
diskrepance I–III) bylo možné
vysledovat specifický charakter
a tedy i příčinu těchto chyb (viz
tab. 2–4). U chyb I typu („mis-
sed“antigeny, tab. 2) jednoznačně
dominovala jako příčina relativní
vzácnost nepoznaných antigenů
(nedostatek monospecifických
sér, 14/27 diskrepancí u 26 dárců),
zatímco zbytek chyb byl rovno-
měrně rozložen mezi „neklasifi-
kovatelné“ a zkříženě reagující
antigeny (viz Materiál a metodika
pro přesnou definici). Naproti
tomu u diskrepancí typu II (chyb-
ně určené antigeny, tab. 3) měly
jasnou převahu chyby způsobené
zkříženě reagujícími antigeny
(CREG) – 23/28 detekovaných
chyb u 26 dárců. Většinou se jed-
nalo o chybně určené „splity“
u „broad“ specificit. U chyb III
typu se jednalo výlučně o chyby

Původně Nedetekované Příčina diskrepance
reportovaný antigeny

fenotyp (26 dárců)
A1 A3 +CREG 1C
A2 A11 Neklasifikovatelné
A2 A24 +CREG 2C
A2 A30 Nedostatek monospecifických sér
A28 A31 Nedostatek monospecifických sér

A2 (2x) A32 (2x) Nedostatek monospecifických sér (2x)
A1(2x),A2 (2x),

A3,A23,A24 A33 (7x) Nedostatek monospecifických sér (7x)
A2 (3x) A68 (3x) +CREG 2C (3x)

A26 A68 Neklasifikovatelné
A2 A74 Nedostatek monospecifických sér
B44 B7 Neklasifikovatelné

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

Tab. 2. Seznam sérologických diskrepancí dle CT výsledků - sérologicky nepoznané, ale přítom-
né antigeny („missed“) – chyba typu I, 26 dárců.

Pozn.: Jeden dárce měl současně nedetekované jak HLA-A, tak –B antigeny
+CREG – skupina antigenů ze zkříženě reagující skupiny („cross-reactive groups) a označení sku-
piny dle WHO nomenklatury

Původně reportovaný fenotyp Správný fenotyp Příčina diskrepance
(„misassigned“ antigeny)

A2,26 A3,26 Neklasifikovatelné
A24,32 A23,24 Neklasifikovatelné
A1,23 A1,24 +CREG 2C (splity)
A2,23 A2,24 +CREG 2C (splity)

A2,26 (2x) A2,25 (2x) +CREG 10C (splity) (2x)
A25 A26,68 +CREG 10C (splity) 

A26,29 A29,66 +CREG 10C (splity)
A2,26 (2x) A2,66 (2x) +CREG 10C (splity) (2x)

A2,31 A2,30 +CREG 1C (splity)
A2,30 A2,31 +CREG 1C (splity)
A1,32 A1,31 +CREG 1C (splity)

A26,30 A26,31 +CREG 1C (splity)
B22,62 B7,62 +CREG 7C
B35,51 B35,15 +CREG 5C
B7,17 B38,57 Neklasifikovatelné

B35,51 B35,39 Neklasifikovatelné
B51,53 B51,39 Neklasifikovatelné

B45 B7,44 +CREG 12C (splity)
B35,49 B35,50 +CREG 12C (splity)
B44,35 B4,53 +CREG 5C
B8,58 B8,57 +CREG 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 B8,63 +CREG 5C (splity) 

Tab. 3. Seznam sérologických diskrepancí dle CT výsledků – sérologicky chybně určené („misas-
signed“) antigeny – chyba typu II, 26 dárců.

Pozn.: 2 dárci měli jak HLA-A, tak současně HLA–B chybně určené antigeny
+CREG – skupina antigenů ze zkříženě reagující skupiny („cross-reactive groups) a označení sku-
piny dle WHO nomenklatury
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způsobené zkříženě reagujícími antigeny – CREG sku-
pina (5/5). 

HLA-DRB1*: DNA
Ze všech dárců, kteří byli vstupně molekulárně

geneticky (DNA) typizováni na II. třídu, bylo celkem
1107 retypizováno z důvodů konfirmační typizace.
Přehled uvádí tabulka 5. Pouze 8 dárců nebylo konfir-
mováno (< 1 %). Vzhledem k takto nízkému počtu
chybně typizovaných nemohla být identifikována
žádná dominantní příčina chyb. Ve 3 případech nešlo
o technické typizační chyby, ale o chyby administra-
tivní (38 %). Polovina diskrepantních CT výsledků
byla způsobena chybným určením alel skupiny DRB1*
03/11/13/14. V těchto případech šlo vždy o subopti-
mální provedení PCR s následným chybným určením
alely. Všichni DRB1*1 nekonfirmovaní dárci byli
původně typizováni před rokem 1999.

Diskuse

V naší práci prezentujeme jednoduchou analýzu
kvality HLA typizace ČNRDD, která je založena na
informacích získaných z výsledků konfirmačních typi-
zací (CT). Hlavní sílou naší analýzy je to, že poskytu-
je reálnou informaci o celkové spolehlivosti HLA typů
dárců zařazených do databáze v průběhu celého obdo-
bí činnosti registru. To je výhodné oproti klasickým
schématům externí kontroly kvality, kde je spíše hod-
nocena kvalita typizační procedury pouze v čase kon-
troly kvality a vztažená k aktuálnímu kontrolnímu
vzorku. 

Námi pozorovaný, přibližně 7% podíl sérologicky
diskrepantních typizací u 758 retypizovaných dárců
ČNRDD, je v souladu s předchozími literárními údaji,
kde se reportovaný podíl sérologických chyb po DNA

retypizaci pohyboval v rozmezí
3–25 % (5–12). Podobně jako jiní
autoři (5, 8, 12) jsme potvrdili
2–3krát vyšší podíl diskrepancí
u sérologických homozygotů.
Schaffer et al. (5) sice zaznamenala
při podobné analýze dat registru
u stejné, kavkazoidní populace,
poněkud nižší 3 %) celkový podíl
chyb než jsou naše výsledky, její
zjištění 12–19% podílu chyb
u sérologicky homozygotních dárců
však dobře koresponduje s naším
výsledkem 15 % chyb u této skupi-
ny dárců. Dosud nejrozsáhlejší stu-
die zabývající se přesností HLA
typizace v registru nepříbuzných
dárců krvetvorných buněk byla pro-
vedena v největším světovém
registru v USA (NMDP) a DNA
typizací paralelně analyzovala více

než 40 000 sérologicky typizovaných dárců (9). Zjiště-
ný podíl chyb u sérologie byl sice několikrát vyšší než
výsledky ČNRDD – 24 % oproti našim 7 %, nicméně
hodnocená populace pocházela primárně z non-kavka-
zoidních minorit, u kterých je sérologická typizace
mnohem obtížnější. Podobný podíl chyb jako v naší
studii byl zaznamenán analýzou výsledků kontrol kva-
lity u laboratoří kontrahovaných NMDP (11) či analý-
zou Švýcarského registru dárců dřeně (8), kde byl pub-
likován 20–25% podíl chyb pro sérohomozygoty
a 4–5% celkový podíl chyb pro sérologii I. třídy HLA.
Celosvětově zkoumá podíl tzv. nekonfirmovaných
dárců „Discrepant Typing Project“ organizovaný
WMDA (World Marrow Donor Association) a před-
běžná data ukazují, že minimálně 3–4 % výsledků CT
jsou diskrepantní s výsledky, na jejichž základě byl
dotyčný dárce původně považován za identického
s pacientem. Při více než 11 milionech nepříbuzných
dárců v registrech (4) to představuje téměř půl milionu
chybně typizovaných dárců (McGregor M, Wales
Registry, osobní komunikace). 

V protikladu se sérologií jsou výsledky CT pro HLA
II. třídu, typizovanou v ČNRDD již při náboru výhrad-
ně DNA technikami. Zde je > 99 % konkordance se
vstupní typizací. Stejně vysoký podíl souhlasných,
a tedy korektních typizací, jsme zaznamenali i v malé
skupině dárců s I. třídou HLA typizovanou také DNA
metodikou (data nejsou prezentována). Potvrzujeme
tedy jednoznačně vyšší typizační spolehlivost a přes-
nost DNA typizačních technik, kterou publikovali i jiní
autoři (5, 8, 9, 11). 

Opět v souladu s ostatními autory, byla většina
z našich diskrepantních CT způsobena rovnoměrně
chybami jak ve smyslu nezaznamenaných specificit
(diskrepance typu I, „missed“), tak chybně určených
specificit (diskrepance typu II, „misassigned“). Tento
druh chyb opětovně dokládá známý problém sérologie

Původně reportovaný fenotyp „Overassigned“ antigeny Příčina diskrepance
A2, 28 A28 +CREG 2C
A25,32 A32 +CREG 10C 
B51,35 B35 +CREG 5C
B44,21 B21 +CREG 12C 
B35,53 B53 +CREG 5C

Tab. 4. Seznam sérologických diskrepancí dle CT výsledků – antigeny detekované sérologicky,
ale nepřítomné („overassigned“ ) – chyba typu III, 5 dárců.

+CREG – skupina antigenů ze zkříženě reagující skupiny („cross-reactive groups) a označení sku-
piny dle WHO nomenklatury

No %
Celkový počet HLA-DRB1* CT vzorků 1107 100
HLA-DRB1* nekonfirmovaní dárci 8 <1
Administrativní typ chyby 3 38*
Chybné určení u skupiny DRB1* 03/11/13/14 4 50*
Jiný typ chyby 1 12*

Tab. 5. Souhrn DRB1* diskrepancí (vstupně DNA typizování) dle CT výsledků.

*kalkulováno pouze z nekonfirmovaných
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– zkříženou reaktivitu a nedostatek monospecifických
sér pro některé vzácnější specificity. Z tohoto pohledu
je nejproblematičtější sérologickou skupinou A19,
která v naší studii byla spojena s 30 % nekonfirmova-
ných CT, především jako nepoznané (missed) antigeny.
Nespolehlivost sérologie pro přesné stanovení A19
séroskupiny byla též již v minulosti publikována (5, 8, 9,
11). Tento problém lze bohužel obtížně eliminovat syste-
matickou a cílenou retypizací původně sérologicky typi-
zovaných dárců, protože většina chyb byla nepoznanými
(„missed“) A19 v kombinaci s jinak frekventní homozy-
gocií A1,2 nebo A3.

Souhrn současných dat již dostatečně přesvědčivě
ukazuje, že 4–10 % potenciálně shodných nepříbuzných
dárců jsou ve skutečnosti neshodní v HLA molekulách
I. třídy po retypizaci v rámci konfirmační typizace
(hovoříme o neshodě na úrovni „low resolution, čili 2-
digits!). To má 2 závažné konsekvence. Za prvé jsou
domněle shodní potenciální dárci zbytečně obtěžováni
opakovaným odběrem krve s nutností návštěvy často
vzdáleného dárcovského centra. Druhým, mnohem
závažnějším důsledkem, je časová prodleva při vyhledá-
vání kompatibilního dárce, která u řady pacientů může
být pro úspěch transplantace kritickou. Tato prodleva
v podstatě přímo torpéduje základní misi každého regist-
ru, tj. poskytnout potřebnému nemocnému vhodného
dárce v nejkratším možném čase. Proto je také standar-
dizační a akreditační úsilí WMDA výrazně zaměřeno na
přesnost HLA typizace v registrech (12, 14). 

Systematická analýza výsledků CT může být s výho-
dou využita ke stanovení co nejefektivnější strategie
DNA retypizace HLA-I. třídy. Umožní definovat kate-
gorii sérologicky typizovaných dárců s největším rizi-
kem chybné sérologie a tedy s potenciálně největším
přínosem DNA retypizace. 

Závěr

Závěrem lze konstatovat, že prezentovaný systém kon-
troly kvality prostřednictvím CT výsledků představuje
velmi jednoduchý a efektivní prostředek posouzení kvality
jak sérologické HLA-A,B, tak DRB1* DNA typizace
registru a vhodně doplňuje klasická schémata kontroly
kvality. Tento přístup by měl být implementován každým
registrem a je v souladu s aktivitami i cíly WMDA, jak
nakonec dokládá i nedávno touto organizací iniciovaný
“Discrepant Typing Project&Survey&Report“. Zveřejně-
ním těchto dat za každý registr by poskytlo cennou infor-
maci transplantačním centrům zamýšlejícím žádat o CT
vzorek potenciálně shodných dárců ve specifickém regist-
ru. Nicméně problém chyb nevyhnutelně daných podstatou
sérologické metodiky bude definitivně eliminován až pře-
chodem na kompletní – tedy I. i II. třídy HLA – DNA typi-
zaci již při náboru. 
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Brno), Mgr. Aleně Maluškové (Krevní centrum FN Ostra-
va), RNDr. Bohuslavě Jílkové a MUDr. Jitce Černohorské
(TO FN Hradec Králové), MUDr. Jaroslavě Urbanové
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Literatura

1. Gratwohl A, Baldomero H, Fraunedorfer K, Urbano-Ispi-
zua A and Niederwieser D, for the Joint Accrediation Com-
mittee of the ISCT and EBMT. Results of the EBMT activity
survey 2005 on haematopoietic stemcell transplantation: focus
on increasing use of unrelated donors. Bone Marrow Transplant
2007; 39: 71–87.

2. Oudshoorn M, Cornelissen JJ, Fibbe WE, de Gareff-Mee-
der ER, Lie JL Schreuder GM, et al. Problems and possible
solutions in findings an unrelated bone marrow donor. Results
of consecutive searches for 240 Dutch patients. Bone Marrow
Transplant 1997; 20: 1011–1117.

3. Tiercy JM, Bujan-Lose M, Chapuis B, Gratwohl A, Gmur J,
Seger RA, et al. Bone marrow transplantation with unrelated
donors: what is the probability of identifying an HLA-
A,/B/Cw/DRB1/B3/B5/DQB1-matched donor? Bone Marrow
Transplant 2000; 26: 437–441.

4. Bone Marrow Donors Worldwide. Available at URL:
http://www.bmdw.org. 

5. Schaffer M, Ollerup O. HLA-AB typing by polymerase-chain
reaction with sequnce-specific primers: more accurate, less
errors, and increased resolution compared to serological typing.
Tissue Antigens 2001; 58: 299–307.

6. Lorentzen DF, Iwanaga KK, Meuer KJ, Moritz TL, Watkins
DI. A 25% error rate in serologic typing of HLA-B homozygo-
tes. Tissue Antigens 1997; 50: 359–365.

7. Yu N, Ohashi M, Alosco S, Granja C, Salazar M, Hegland J,
et al. Accurate typing of HLA-A antigens and analysis of sero-
logic deficiencies. Tissue Antigens 1997; 50: 380–386.

8. Tiercy JM, Bujan-Lose M, Chapuis B, Gratwohl A, Schanz
U, Seger RA, et al. Quality control of a national marrow donor
registry: results of a pilot study and proposal for standardized
approach. Bone Marrow Transplant 2003; 32: 623–637.

9. Noreen HJ, You N, Setterholm M, Ohashi M, Baisch J, End-
res R, et al. Validation of DNA-based HLA-A and HLA-B tes-
ting of volunteers for a bone marrow registry through parallel
testing with serology. Tissue Antigens 2001; 57: 221–229.

10. Mytilineos J, Lempert M, Middleton D, Wiliams F, Cullen
C, Scherer S, et al. HLA class I DNA typing of 215 ‘HLA-A-
B-DR zero mismatched’ kidney transplants. Tissue Antigens
1997; 50: 355–8.

11. Gourley, IS, Kearns J, McKeen M, Birkos S, Brown M,
Kamoun M. HLA Class I typing of volunteers for a bone mar-
row registry: QC analysis by DNA-based methodology identi-

Trans 3 zlom  10/29/07  12:48 PM  Str. 147

proLékaře.cz | 11.2.2026



148

JINDRA P. ET AL.

fies serological typing discrepancies in the assignment of HLA-
A and B antigens. Tissue Antigens 2001; 59: 211–215.

12. Hurley CK, Wade JA, Oudshoorn M. on behalf of QA and
DRWG of the WMDA. A Special Report: Histocompatibility
Testing Guidelines for Hematopoietic Stem Cell Transplantati-
on Using Volunteer Donors. Human Immunology 1999; 60:
347–360.

13. World Marrow Donor Associations. Available at URL:
http://www.worldmarrow.org/fileadmin/workinggroups_Sub-
committees/QAWG/HLA_discrepant/Discrepant_Typing_2004_
_Minneapolis.pdf

14. Hurley CK, Raffoux C. World Marrow Donor Association. Spe-
cial Report: World Marrow Donor Association: International Sta-

adards for unrelated hematopoietic stem cell registries. Bone Mar-
row Transplantation 2004; 34:103–110.

MUDr. Pavel Jindra 
Český Národní Registr Dárců Dřeně, Plzeň & 

& Hematologicko-onkologické oddělení, FN Plzeň
alej Svobody 80

304 60 Plzeň
e-mail: jindra@fnplzen.cz  

Došlo do redakce: 18. 5. 2007
Přijato: 20. 7. 2007

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

Dvouletý chlapec byl diagnostikován jako Gricelliho syndrom
s okulokutánním albinizmem a imunodeficiencí. Porucha zabíječů, NK
buněk, a cytotoxických T-lymfocytů vedla k závěru, že jde o vysoké
riziko vzniku hemofagocytové lymfohistiocytózy (HLH). Chlapec byl
připravován k transplantaci hemopoetických kmenových buněk
(HSCT). Neočekávaná těžká krvácivá epizoda vedla k potvrzení poru-
chy agregace destiček, redukovaného počtu denzních granul v destič-
kách a porušené degranulaci v kombinaci s neutropenií. Diagnóza HPS
potvrzena novou homozygotní mutací v genu kódujícím beta-subjed-
notku cytosolového adaptorového proteinu AP-3 (AP3B1). U žádného
z dosud popsaných nemocných s HPSII nedošlo k HLH. U popsaného
případu byla pak zjištěna sérokonverze EBV bez klinické symptomato-
logie. Bylo odstoupeno od HSCT, zahájena terapie k prevenci bakteri-

álních infekcí pomocí G-CSF. Ve věku 3 let došlo bez prokazatelného
podnětu k fulminantní HLH, rezistentní na terapii.

Sdělení ukazuje na nutnost pečlivé klinické a molekulárně genetic-
ké diagnózy v zájmu přesné diferenciace komplexu onemocnění
s poruchou lysozomálních přenosových mechanizmů. Dle autorů patří
HPSII ke skupině familiárních hemofagocytárních syndromů a může
být indikací pro HSCT. V současné době je však řada neúplně zodpo-
vězených otázek jak v oblasti oprávněnosti zamýšlené HSCT, tak
k možné souvislosti s různými somatickými znaky pozorovanými
u pacienta (faciální dysmorfie, dysplazie kyčlí, hepatosplenomegalie,
vývojové opoždění).

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

VÝBĚR Z TISKU A ZPRÁVY O KNIHÁCH
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