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SOUHRN: Uvod: Mutace v genech GYPA a GYPB kédujicich systém MNS mohou zpUsobit snizenou aZ vymizelou expresi antigenti na povrchu
erytrocytd. Mlze tak dojit k diskrepantnimu nélezu mezi vysledky imunohematologického a genetického vysetieni. Cilem této studie bylo
prokazat, ze diskrepantni nélez pii vysetiovani antigen(i systému MNS muZze byt zplsoben mutaci genu GYPB, a provéfit, zda se tato mutace
vyskytuje i u potomkU pacientky. Material a metodika: Na Transfuznim oddéleni Krajské nemocnice Liberec, a.s., (KNL) byl v roce 2019 u pacientky
A1 vysetien rozsifeny fenotyp MNS imunohematologickymi metodami: sloupcovou aglutinaci a zkumavkovou technikou. Na Ustavu hematologie
a krevni transfuze (UHKT) byl nélez konfirmovan metodou sloupcové aglutinace a byl stanoven genotyp pomoci PCR Fluogene. V roce 2022 byly
vysetieny vzorky krve potomkd pacientky A1 imunohematologickymi metodami: fenotyp metodou sloupcové aglutinace a metodou pevné
faze na Transfuznim oddéleni KNL a metodou sloupcové aglutinace v UHKT. Genetické vysetieni bylo v KNL provedeno pomoci real-time PCR
ERY Q KKD/MNS-TYPE na Oddéleni genetiky a molekularni diagnostiky (OGMD) a v UHKT metodami PCR: PCR Fluogene a ID CORE XT. Vysledky:
U pacientky A1 byl zjistén diskrepantni nélez v antigenu S: fenotyp antigent S—s+ a genotyp S+s+. U této pacientky byl dale zachycen zeslabeny
antigen M a negativita antigenu N. Vysetfeni byli vSichni pokrevné ptibuzni pacientky (potomci) — celkem 9 (3 synové, 1 dcera, 4 vnoucata
a 1 pravnuk). U potomktl probandky byl zjistén antigen S+, nebo S-, nikdy vsak nebyl zachycen diskrepantni vysledek mezi imunologickymi
a genetickymi metodami. Zavér: U pacientky A1 byl zachycen diskrepantni nalez ve vysledcich vysetfovacich metod pro antigen S, ktery byl
velmi pravdépodobné zplsobeny genetickou zménou v genu pro glykoforin B. Tato mutace se nepienesla na zadného z potomkd.

KLICOVA SLOVA: erytrocytarni antigeny — diskrepantni nalez - rodinna studie

SUMMARY: Background: Mutations in the genes GYPA and GYPB encoding the MNS system can cause reduced to absent expression of antigens
on the surface of red cells. This may lead to discrepant findings between immunohematological and genetic results. The aim of this study was
to demonstrate that the discrepant finding in the investigation of MNS system antigens may be caused by a mutation in the GYPB gene and to
investigate whether this mutation is also present in the patient’s offspring. Materials and methods: In 2019, the extended MNS phenotype was
examined by immunohematology using column and tube agglutination in patient A1 at the Transfusion Department of the Regional Hospital
Liberec (KNL). These findings were confirmed at the Institute of Haematology and Blood Transfusion (IHBT) by column agglutination and
genotyped by Fluogene PCR. In 2022, blood samples of patient A1’s offspring were examined by immunohematological methods: phenotype
by column agglutination and solid phase method at the Transfusion Department, KNL, and by column agglutination at the IHBT. Genetic testing
was performed using real-time PCR ERY Q KKD/MNS-TYPE at the Department of Genetics and Molecular Diagnostics (OGMD), KNL, and by PCR
methods: PCR Fluogene and ID CORE XT at the IHBT. Results: In patient A1, discrepant findings in antigen S were found: antigen phenotype S—s+
and genotype S+s+. All blood relatives of the patient (descendants) were examined - 9 in total (3 sons, 1 daughter, 4 grandchildren and 1 great-
grandchild). The proband'’s descendants were found to have S+ or S- antigen, but there was never a discrepant result between immunological
and genetic methods. Conclusion: In patient A1, a discrepant finding was observed in the results of the antigen S, which was most likely caused
by a genetic change in the glycophorin B gene. This mutation was not passed on to any of the offspring.
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UvVOoD nich pfipravkd. Nesoulad v tomto anti-  tace v genech pro erytrocytarni anti-
Vysetfovani systému krevnich skupin  gennim systému erytrocytd mize byt  geny mohou zpUsobit jejich snizenou az
MNS ma v transfuznim lékafstvi vyznam  vzacné pfic¢inou i hemolytického one-  vymizelou tvorbu. Mize tak dojit k vzac-
pro podavani kompatibilnich transfuz- mocnéni plodu/novorozence [1]. Mu-  nému diskrepantnimu nalezu mezi imu-
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nohematologickym a genetickym vy-
Setfenim, kdy ma pacient genetickou
metodou potvrzenou pfitomnost genu
pro antigen, ktery vsak neni detekova-
telny béznymi imunohematologickymi
metodami [2]. Principem tohoto diskre-
pantniho nédlezu neni chyba, ale detekce
genu v jiném misté, nez se nachazi kau-
zalni mutace.

Antigeny systému MNS, glykoforiny
AaB, jsou kédovany geny GYPA (8 exon,
chromozom 4q31.21) [3] a GYPB
(8 exond, chromozom 4q31.21) [4], které
jsou z 97 % homologni [4].V internetové
databdzi alel erytrocytarnich antigent
jsou uvedeny mutace genu GYPB zpUso-
bujici fenotyp S-. U genu GYPB jsou de-
tekovany vétSinou mutace substitucni,
translokacni, dele¢ni vedouci k poruse
Cteciho rdmce a k produkci nefunkéniho
proteinu nebo mutace intronové ma-
jici za vysledek alternativni sestfih pre-
-mRNA (napf. mutace v intronu 4) [5].

Byly publikované studie popisujici
diskrepantni nélezy ve vysledcich an-
tigenu S testovanych imunohemato-
logickymi a genetickymi metodami.
V brazilské populaci u osob se séro-
logicky negativnim antigenem S byl
v 10 % antigen S geneticky pozitivni, fe-
notyp S-s+ a genotyp S+s+ podmino-
vala heterozygotni mutace IVS5+5g>t,
resp. ¢.270+5G>T (rs139511876) genu
GYPB [6]. V jiné studii byl popsan pfi-
pad 3 pacient s fenotypem S-s+ a sou-
¢asné genotypem S+s+. Jednalo se
o mutace genu GYPB: jiz uvedenou
c.270+5G>T (rs139511876) a soucasné
navic c.230C>T (rs79492560) [7], ozna-
¢ené v databazi genl: MK208314 [8]. N&-
sledkem téchto mutaci v jednom genu
je blokovéna exprese antigenu S [7].
Zmény exprese S antigenu zpUsobuji
také hybridni geny (spojeni fragment(
genl pro glykoforiny A a B do jed-
noho genu). Vznikne tak alela GYP(B-A)
a GYP(B-A-B) s fenotypem S—s+ [5].

U pacientky A1 Ié¢ené pro diagnézu
low-grade B-NHL bez specifického he-
matologického fenotypu se nepodafilo
sérologicky uzavfit vysledek antigent
MN. Vzorek byl pfesetien v Referen¢ni

laboratofi pro imunohematologii UHKT
v Praze, kde byl zjistén polymorfismus:
zeslabend reakce pii typovani antigenu
M, antigen N negativni a diskrepantni
nalez pti typovani antigenu S: feno-
typ S-, avSak genotyp S+. Vysledek byl
uzavien jako susp. mutace glykoforinG
a bylo doporuceno provést rodinnou
studii. Vzorek pacientky byl odeslan ke
genotypizaci do zahrani¢ni laboratofe
(Inno-train diagnostik GmbH, Kronberg,
Némecko). Cilem této studie bylo pro-
kazat, Ze polymorfismus antigend v sys-
tému MNS muze byt zplsobeny mu-
taci genl pro glykoforin, a provéfit, zda
se tato mutace vyskytuje i u potomka
pacientky.

MATERIAL A METODIKA

V roce 2019 byla vySetfena pacientka
A1 a v roce 2022 jeji potomci. Rozsifeny
fenotyp (systém MNS) byl stanoven na
Transfuznim oddéleni KNL imunohe-
matologickymi metodami: antigeny MN
metodou sloupcové aglutinace v kar-
tadch DG Gel Neutral a antigeny Ss me-
todou sloupcové aglutinace v kartach
DG Gel Coombs na analyzatoru Erytra
(Grifols, Spanélsko) a aglutinaéni me-
todou a metodou pevné faze na ana-
lyzatoru Galileo NEO (Immucor, USA).
Antigeny Ss byly pouze u pacientky
A1 vysetieny zkumavkovou metodou
pomoci diagnostik ImmuClone (Immu-
cor Medizinische Diagnostik GmbH, Né-
mecko). Genetické vysetreni bylo pro-
vedeno real-time PCR soupravou ERY Q
KKD/MNS-TYPE (BAG Diagnostics GmbH,
Némecko), termocykler CFX96 Real Time
system C1000 (Bio-Rad, USA), software
PlexTyper na hodnoceni produktd (BAG
Diagnostics GmbH, Némecko) na Oddé-
leni genetiky a molekularni diagnostiky
(OGMD) KNL.

V UHKT byl vy3etfen rozsifeny feno-
typ MNS pomoci sloupcové aglutinace
DiaClon (Bio-Rad, USA), MonoType Dual,
DG Gel Neutral (Grifols, Spanélsko) a Im-
muClone (Immucor Medizinische Dia-
gnostik GmbH, Némecko). Genotypizace
byla provedena pomoci PCR Fluogene
na principu detekce PCR produktu flu-
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orescenci (Inno-train diagnostik GmbH,
Némecko) a ID CORE XT na principu
technologie Luminex (Progenika Bio-
pharma, S.A., Spanélsko).

VYSLEDKY

U pacientky A1 byl zjistén fenotyp an-
tigenl S-s+ a genotyp S+s+. Déle byla
detekovana zeslabena reakce pfi vy-
Setfeni antigenu M a antigen N nega-
tivni. Antigen M v homozygotni formé
byl zeslabeny pfi sérologickém vyset-
feni s pouzitim diagnostik Monotype
Dual, avsak jasné pozitivni pfi pouziti
diagnostik ImmuClone nebo geneticky
pomoci PCR Fluogene. V zahrani¢ni la-
boratofi byly u pacientky A1 zjistény an-
tigeny M+N-S+s+ metodou PCR Fluo-
gene, avsak M+N-S-s+ pomoci ID CORE
XT. Sekvenace genl GYPA a GYPB tam
vsak nebyla provedena bez uvedeni da-
vodu. Vzhledem k umrti pacientky nebyl
mozny odbér nového vzorku k detail-
nimu dovysetfeni.

U viech 9 potomkud pacientky bylo
zjisténo, Ze antigen S byl bud' pozitivni,
nebo negativni, nikoliv zeslabeny, u Zad-
ného z nich nebyl zachycen diskrepantni
nalez u antigenu S (obr. 1).

U vsech potomk(l byl zjistén antigen
M+ v homozygotni formé stejné jako
u pacientky A1. U vsech potomku bylo
dosazeno stejnych vysledkd srovnanim
imunohematologickych a genetickych
metod. Rozdily ve vysetieni potomkd
nebyly zjistény ani mezi laboratofemi
UHKT a KNL.

DISKUZE

Diskrepantni ndlez v antigenu S u pa-
cientky A1 nebyl zjistén u jejich po-
tomkd. Potomci méli antigen S+, nebo
S— potvrzeny sérologicky i geneticky
v obou laboratofich, tedy tato gene-
tickd zména se nepfenesla na Zzddného
z nich. Pokud nejsou gen GYPB nebo in-
trony mutované, vysledky fenotypu i ge-
notypu se shoduiji.

V zahrani¢ni laboratofi byl u pacientky
A1 zjistén genotyp M+N-S+s+ metodou
PCR Fluogene, avak M+N-S-s+ pomoci
ID CORE XT.V obou metodach byly prav-
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Obr. 1. Rodokmen rodiny pacientky A1 se zndzornénym genotypem

a fenotypem antigenut Ss. Pouze u pacientky A1 je znazornén diskrepantni
nalez: S+ genotyp a S- fenotyp. U jejich potomki nebyl zjistén diskrepantni
nalez mezi genotypem a fenotypem antigenti S a s.

O-muz; O - Zena

dépodobné pouzity DNA primery nase-
dajici na odlisné sekvence genu GYPB
kédujiciho antigen S, v pfipadé ID CORE
XT primer pravdépodobné nasedal v jiz
mutované oblasti.

U pacientky A1 se s vysokou pravdépo-
dobnosti jednalo o genetickou zménu,
znamou nebo novou. Byly publikované
piipady pacientl s fenotypem S-s+ a ge-
notypem S+s+, kdy nedochazi k expresi
antigenu S z divodu mutaci genu GYPB:
soucasné c.230C>T a c.270+5G>T [7]
nebo samostatné ¢.270+5G>T [6]. Dalsi
pficinou mohly byt hybridni alely GYP(B-
-A) a GYP(B-A-B) s fenotypem S-s+ [5],
avsak nepodafilo se zjistit, zda komeréné
dostupné soupravy PCR budou deteko-
vat alterovany glykoforin B, a tedy jejich
genotyp bude S+.

Protilatky anti-S jsou klinicky vy-
znamné, mohou zpUsobit i tézké hemo-
lytické onemocnéni plodu/novorozence
a zavaznou, az fatélni hemolytickou po-
transfuzni reakci [1]. Pacientka A1 byla

v laboratornim informa¢nim systému
oznacena jako antigen S negativni a pfi
vyskytu protilatky anti-S bychom mu-
seli podavat transfuzni pripravky erytro-
cytl S-.

Dale byl u pacientky A1 zjistén zesla-
beny M antigen, u viech potomk vsak
byl normalni M antigen, navic alela M
v homozygotni formé. V bélo3ské po-
pulaci je homozygozita M zastoupena
ve 28-30 % [1]. Diskrepantni nalez by
nebyl zachycen, kdyby nebylo dopl-
néno genetické vysetieni z dlivodu ze-
slabeného M antigenu. Z toho Ize od-
vodit, Ze takové diskrepantni nalezy se
mohou v populaci vyskytovat ve vysSim
poctu. Jak bylo popsano napt. v brazil-
ské studii [6], mohou byt ndhodné od-
haleny pfi genetickém vysetieni z jiného
dlvodu. Pfi umrti jedincd mohou vymi-
zet z populace.

Diskrepantni nalezy mezi genotypem
a fenotypem u erytrocytarnich antigent
je nutné objasnit. Pro zjisténi pficiny po-

lymorfismu by bylo vhodné provést sek-
venaci genll GYPA a GYPB, ktera vsak ne-
byla provedena z rozhodnuti zahrani¢ni
laboratofe bez uvedeni divodu. Vzhle-
dem k umrti pacientky nebyl mozny
odbér nového vzorku k detailnimu ge-
netickému dovysetfeni. Mohla byt ob-
jevena nova alela nebo varianta. Nové
mutace se vyskytuji zejména tehdy, kdyz
testovani jedinci pochazeji z minoritnich
etnickych skupin, coz v nasi populaci
neni bézné. Dale se diskrepantni nalezy
mohou objevit po zavedeni velkoob-
jemové typizace DNA [9], napf. pfi vy-
voji novych metod vysetfeni v transfuz-
nim lékafstvi (microarray) [10,11]. Pokud
analyzou DNA nevysetfime vSechny
nukleotidy genu, nemusi dojit k od-
haleni vSech vzacnych nebo novych
mutaci.

ZAVER

U pacientky byl zachycen diskrepantni
nalez v antigenu S, zpUsobeny velmi
pravdépodobné genetickou zménou
glykoforinu B, ktera se v3ak nepfenesla
na zadného z potomku. Diskrepantni
nalez by nebyl zachycen, pokud by ne-
probéhlo genetické vysetieni z divodu
zjisténého zeslabeného antigenu M.
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