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Uvod: erytrocytovy antigén Lan je antigénom S vysokou frekvenciou vyskytu Vv populacii. Lan- fenotyp je
V naSej populacii zriedkavy. Protilatka anti-Lan patri do kategorie klinicky vyznamnych, méze zapriinit
hemolytickll potransfiznu reakciu a sposobit’ hemolyticka chorobu plodu a novorodenca. Minuly rok sme na
nasej ambulancii dispenzarizovali dve tehotné pacientky s touto protilaitkou. KedZe skusenosti s anti-Lan su
Vv literatire dokumentované len vo forme kazuistik, sprostredkivame Vam naSe klinické a laboratorne
sktisenosti.

Historia skupinovych systémov LAN

Antigén Langereis ziskal pomenovanie podla priezviska prvého znameho Lan negativneho prabanda
identifikovaného v r.1962, u ktorého sa po podani krvi rozvinula tazka hemolyticka potransfuzna reakcia. Lan-
fenotyp bol potvrdeny aj u jeho brata. V roku 1990 Lan ISBT zaradila do ,,série” 901 erytrocytovych antigénov
s ¢iselnym oznacenim 901.002. Krvnu skupinu Langereis (LAN) sa podarilo zadefinovat’ vd’aka objasneniu
biochemickej podstaty a genetického podkladu, ¢im ziskal status skupinového systému v ISBT nomenklatire
LAN (033) v roku 2012 [1, 6, 13] .

Terminologia skupinovych systému Langereis

ISBT oznacenie skupinového systému Langereis:
e symbol : LAN
e numerické : 033

Znamy je v sucasnosti 1 antigén: LAN1 (033001); iné oznac¢enia tohto antigénu: Langereis, Gonsowski (Gn? ),
So [1, 6, 13].

Fenotypy LAN

Skupinovy systém Langereis zatial’ rozpoznava len 1 antigén- Lan, ktory patri do skupiny antigénov s vysokou
frekvenciou vyskytu v populacii, t . j. antigénov nachadzajtcich sa u viac ako 90 %, resp. 99,9 % populacie.
Fenotyp Lan- je vel'mi zriedkavy, dediény recesivne a je podmieneny nonsence, missence, frameshift a splite-
site mutaciami (Vv sucasnosti je zndmych minimalne 15 ABCB6 ,,nulovych* mutacii). Prevalencia Lan- fenotypu
v Japonsku je 1: 50 000, v kaukazskej populacii priblizne 1 : 20 000, u ¢ernochov v Juznej Afrike 1: 1 500.
Existuju kvantitativne varianty, tzv. weak Lan, kedy je expresia antigénu vel'mi slaba a tento fenotyp moze byt
mylne vyhodnoteny ako Lan- [7, 17]. McBean v svojej praci opisuju metodiku prietokovej cytometrie, ktorou je
mozné odliSenie Lan+, Lan-, Lan+Y fenotypu [10] .

Genetika skupinového systému LAN

e gén pre LAN ABCBS je lokalizovany na 2q36, sklada sa z 19 exénov a ma priblizne 9,2 kb DNA.
e dedi¢nost’ fenotypu Lan- je autozomovo recesivna. Nulové alely pre Lan- sa ozna¢uji ABCB6*01N.01-
ABCB6*01N.15, alely kodujuce Lan weak fenotypy ako ABCB6*01W.01- ABCB6*01W.04 [1, 14, 18].

Lokalizdcia skupinového systému Langereis

Skupinové systém LAN je lokalizovany na ABC transportnom proteine, patriacom do podskupiny B
(MDR/TAP) s ¢&islom 6 (pre Homo sapiens). V bunkovej membrane sa nachadza ako homodimér, skladé sa
z 842 aminokyselin a ma priblizne 80 kDa [1, 12, 20]. Sklad4 sa z 2 hlavnych domén: TMD (transmembranovej)
aNBD (nukleotid-viazacej) (obr.1). Niekolkokrat prestupuje bunkovou membranou. Sekvencie TMD
zodpovedaji substratovej Specificite transportného proteinu. NBD alebo ABC-binding casette doména obsahuje



vizbové miesto pre molekulu ATP, ktora hydrolyzuje. Obsahuje klasické Walker A, Walker B a ABC oznadené
motivy- definované sekvencie aminokyselin.
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obr.1. Molekula ABCB6, NBD- nukleotid viazica doména [12]

Funkcia ABCB6

ABC proteiny vo vSeobecnosti zohravaji délezitt ulohu v bunkovej homeostaze.
o ABCB6 sa vyznamnym spdsobom podiel'aju na modulacii porfyrinovej koncentracie v bunkach vo
fyziologickych i patologickych podmienkach. ABCB6 sa nachadza v mitochondridlnej membrane
a podporuje vstup porfyrinu do mitochondrii, tym ovplyvituje syntézu hému a hém obsahujtcich
proteinov [4, 9] .
o Maji protektivny G¢inok pred bunkovym oxida¢nym stresom.

Tkanivova distribucia ABCB6

o ABCB6 je exprimovany na povrchu erytrocytov a bol tiez potvrdeny v plazmatickej membrane buniek
hepatocelularneho karcindému.

o Antigény Lan st dokazatelné aj na pupocnikovych erytrocytoch. Pupoénikové erytrocyty maji vyssiu
expresiu Lan ako erytrocyty dospelych [7, 17].

Klinicky vvznam LAN
o Fenotyp Lan- nie je asociovany s chorobnymi symptomami.

Protildtka anti-Lan moze spdsobit” hemolytickll potransfiznu reakciu a hemolyticku chorobu plodu a

novorodenca.

o

o

o

o

Protilatka vznikd imunizaciou v stvislosti s tehotenstvom a po podani transfizii. Zatial’ nebola
potvrdena prirodzena nepravidelna anti-Lan.

Anti-Lan moze spdsobit’ hemolytick potransfiiznu reakciu. V r. 2017 napr. Angelina a kol.
opisali pripad 83-ro¢ného pacienta s karcindmom zalidka a so znamou aloprotilatkou anti-Lan,
u ktorému po podani vSetkych dostupnych Lan- erytrocytovych TU z dovodu tazkého
anemického syndromu pristapili k hemoterapii Lan+ erytrocytovymi TU. Po 6 ditoch mal
pacient klinické a laboratorne znamky oneskorenej hemolytickej potransfiznej reakcie
s poklesom hladiny hemoglobinu zo 109 g/l na 74 g/l, vzostupom hladiny bilirubinu a LDH.
Na 8. deft mu podali Lan- erytrocytovit TU s Zelanym vzostupom Hb na 81 g/1.

Prvy pripad anti-Lan HChN bol zaznamenany v roku 1969. Novorodenec mal pozitivny PAT
3+ alahkd anémiu. Anti-Lan zvycajne nespdsobuje zavazni formu hemolytickej choroby
plodu a novorodenca (HChP/N), existuju vSak vynimky. Brooks akol. zverejnili vr. 2014
kazuistiku hispanskej Zeny, u ktorej pocas 5. gravidity postupne narastal titer ant-Lan na
hodnotu 1:128 (LISS/NAT) a pre znamky HChP v 32. t. g. bola podana 1 x intrauterinna
transfiizia Lan- erytrocytovej TU. Gravidita bola ukonéena 0 25 dni.

Anti-Lan protilatka spdsobila minimélne u jedného pacienta AIHA s miernou hemolyzou,

s pozitivitou PAT a s oslabenym fenotypom Lan [6, 8, 11, 15, 16, 18, 19].

V pripadoch nalezu anti-HFA je Casto velmi tazké vyjadrit sa k potencionalnej klinickej
vyznamnosti protilatky. Jednou z metodik, ktora tomu napomaha, je MMA (monocyte



monolayer assay). Arndt a Garraty retrospektivne zhodnotili vysledky 20-ro¢ného obdobia
pouzivania MMA. Dosli k zaveru, Zze ak hodnota MMA je nizsia ako 5%, protilatka nie je
klinicky vyznamna, ak dosahuje 5,1 az 20% riziko hemolytickej potransfiznej reakcie po
podani inkompatibilnej krvi je asi 1/3 a pri hodnote viac ako 20% asi 2/3 [2].

PoZiadavky na transfiiznu liecbu:
o  prinaleze anti-Lan protilatky so silnou reaktivitou sa odporti¢a podanie Lan- erytrocytovych
TU [21]. Pri slabej reaktivite a nedostupnosti Lan- TU sa mbéZzu podat’ najmenej inkompatibilné
erytrocytové TU [6].

Laboratérna in vitro charakteristika LAN

e antigén Lan
o Taniakol. izolovali anti-Lan monoklonalnu protilatku (OSK43) v r. 2007 [2, 13].

o Antigén Lan je rezistentny na opracovanie ficinom/papainom, trypsinom, a-chymotrypsinom,
pronazou, sialidazou, DTT 200 mM.

e  protilatka anti-Lan:
o jetriedy IgG, obvykle podtriedy IgG1 a 1gG3, niekedy IgG2 a 1gG4,
o  reaguje v NAT,
o  niekedy viaze komplement [6, 13].

Kazuistika 1: pacientka narodena v r.1983. V r. 2005 jej boli realizované imunohematologické vysetrenie ako
prvodarkyni Krvi- nalez panreaktivneho skriningu protilatok, v tom ¢ase sa protilatku nepodarilo $pecifikovat’.
Z anamnézy- ako 13-ro¢na podstapila appendektomiu s pooperaénymi komplikaciami a s nutnostou podania 3
erytrocytovych TU. V r. 2012 bola hospitalizovana na gynekologickom oddeleni pre abort v 7. t. g., V tom case
sa pri vySetreni krvnej skupiny opakovane potvrdil panreaktivny skrining protilatok.

Imunohematologicky ndlez:
o fenotyp pacientky: O RhD NEG C+ c+E-e+ K- k+ P1- M+ N+ S+ s+ Le(a-b+) Jk(a+b-) Kp(a-b+)
Lu(a-b+)Vel+
e panreaktivita séra/plazmy pacientky so vSetkymi diagnostickymi erytrocytami v LISS/NAT/SA
(nepriamy antiglobulinovy test vysetreny stlpcovou aglutindciou v prostredi LISS), v enzyme (papain,
bromelin),
PAT negat,
protilatka reagovala s pupoénikovymi ery, s DTT a pronazou opracovanymi ery,
protilatka - tepelna, triedy 1gG, nonlgG1 a nonlgGs3,
titer 1:16 SA/LISS/NAT,
Zaver: susp. anti-HFA

Pre nedostupnost’ panelov vzacnych diagnostickych erytrocytov sme poziadali o pomoc NRL UHKT v Prahe,
kde bola diagnostikovand Specificita protilditky anti-Lan s odporu¢enim podania Lan- erytrocytovych TU
Vv pripade nutnosti hemoterapie.

V novembri r. 2013 bola pacientka odoslana na nagu ambulanciu z dévodu pozitivneho skriningu protilatok
v 1.trimestri gravidity, s titrom anti-Lan 1:64 SA/LISS/NAT. Od 19. t. g. titer stupol na 1:128, od 30 t. g. na
1:256. Pri vzostupe titra protilaitky sme zaznamenali ,,prepnutie” podtried protilatky na IgG1 pravdepodobne
v zmesi s [gG2 a/al. IgG4. Od tohto momentu sme sledovali aj ,,selektivny* titer [gG1, ktory nedosiahol hodnotu
vysSiu ako 1:16 v LISS/NAT.

Vzhl'adom k nejasnej klinickej vyznamnosti tohto nalezu bola od zaciatku gravidity v sledovani na ambulancii
pre rizikova graviditu a boli u nej opakovane realizované gynekol. vySetrenia vratane monitorovania prietokov
v ACM za u¢elom vyliéenia anémie plodu. V 35. t. g. po priprave ferropreparatmi a vitaminoterapii absolvovala
autotransfuzny odber 1 erytrocytovej TU. Pre hrani¢né hodnoty prietokov v ACM plodu gynekolog odporuéil
hospitalizaciu pacientky od 36. t. g. V tomto tyZzdni gynekologovia pre abnormalny CTG zaznam indikovali
ukoncenie gravidity S.C.. K poérodu sme mali k dispozicii len 1 x ery TU. Ako si mdzete v§imnat na obr. 2 na
konci gravidity sila reaktivity s dg ery s fenotypom E+ ¢.3. a ¢.5. bola silnejSia a po adsorbcii na fenotypovo
zhodné erytrocyty darcu krvi Lant+ sme dokazali nalez anti-E protilatky (obr.2 aobr.3). Podl'a dostupnych
informacii z medzinarodného registra vzacnych darcov krvi sprostredkovanych NRL v Prahe boli najblizsie
dostupni vhodni darci z USA a z Austrélie...

Porod bol komplikovany pneumothoraxom U novorodenca. Novorodenec mal krvnu skupinu B RhD POZ
Lan+, PAT vysetreny z pupo¢nikovej krvi bol  slabo pozitivny, Hb 110 g/l. Novorodencovi bol podany IVG



anevyzadoval vymennu transfiziu ani naslednu transfiznu terapiu, nezaznamenal sa vyznamnej$i vzostup
bilirubinu.

V oktobri 2016 u nas pacientka absolvovala imunohematologické vySetrenie v 1. trimestri tretej gravidity
s tvodnym titrom anti-Lan 1:256 a anti-E 1:2. Od zadiatku gravidity bola znova dispenzarizovana na ambulancii
pre rizikova graviditu. V 35. t. g. sa realizoval 1 autotransfzuny odber krvi. Gynekologické vySetrenia
neavizovali morfologické znamky HChN, prietoky ACM zodpovedali tyzdiu vyvoja plodu. V ¢ase porodu v
termine v 4/17 bol titer anti-Lan SA/NAT/LISS vo vyske 1:1024, titer anti-E pre sledovanie na gynekologickej
ambulancii sme vtom case dalej nevySetrovali. Dieta sa narodilo so znamkami hemolytickej choroby
novorodenca. PAT bol pozitivny a hladina hemoglobinu z pupo¢nikovej krvi dosahovala hodnotu 74 g/l. Dieta
malo krvna skupinu O RhD POZ E+Lan+. Prekvapenim bol vysledok vySetrenia eluatu, v ktorom sa potvrdila
len anti-E protilatka zodpovedajica najpravdepodobnejsie za prebiehajicu HChN.

Obr.2. Reaktivita anti-Lan + E pri vySetreni SA-LISS/NAT + enzym s ID-DiaPanelom 1-11, 1-11P (dg ery ¢&.3.
a ¢.5. s fenotypom E+)

Obr.3. VySetrenie podtriedy IgG (vlavo) a titra podtriedy 19gG1 anti-Lan

Novorodencovi sa anemicky syndrom korigoval podanim 1 erytrocytovej oziarenej TU pripravenej
z autotransfizneho odberu matky dietata za stiéasného podania IVG v davke 1 g/kg a nasledovala fototerapia
(obr.4 a obr.5). Hladina hemoglobinu stipla po hemoterapii na 110 g/l a nasledne sa uz d’alsie TU nepodavali.

Obr.4.. Pozitivita PAT u novorodenca



Obr.5. Reaktivita eluatu s diagnostickym panelom ery- ery ¢.4. a 5. s fenotypom E+

Kazuistika 2: 25-ro¢na pacientka k ndm bola odosland na konzultaéné vySetrenie v 17 t. g. pre panreaktivny
skrining protilatok realizovany v ramci povinnych vySetreni u tehotnych. Pacientka rodila 1 x v r. 2015 s va¢§imi
krvnymi stratami, s Hb 83 g/l v KO po porode. Nikdy nedostavala transfazie krvi. Anamnesticky bola bez
zavaznejsieho predchorobia. Laboratérne mala v ¢ase nasho prvovysetrenia parametre KO v ramci fyziologicke;j
normy. Protilatka vykazovala podobné laboratorne charakteristiky ako boli uvedené pri 1. kazuistike, preto sme
vySetrili erytrocyty tejto pacientky s eludtom pripravenym zo séra pacientky z 1. kazuistiky a sérum pacientky
s erytrocytami pacientky z 1.kazuistiky. Obidve reakcie boli negativne, preto sme predpokladali anti-Lan
protilatku. Ked’Zze sme mali k dispozicii len 1 x Lan- erytrocyty, odoslali sme vzorky na vySetrenie Specificity do
NRL UHKT v Prahe, kde bol nalez anti-Lan potvrdeny(obr.6 a obr.7). Titer aloprotilatky v priebehu celej
gravidity dosahoval pri vySetreni stipcovou aglutinaciou nizku hodnotu 1:8 v LISS/NAT/SA.  Pocas
hospitalizacie na Gynekol. klinike v UNM sa vykonali 2 x autotransfuzne odbery krvi k zabezpeceniu
eventualnej transfuznej lieCby po porode v 37. a38 t. 9. Spominana prva pacientka nam prislbila v pripade
nevyhnutnosti darovanie krvi. Pérod prebehol bez komplikacii, v termine, bez nutnosti hemoterapie, dieta bolo
bez klinického a laboratorneho nalezu HChP/N.

Obr.6. Reaktivita anti-Lan pri vy3etreni stipcovou aglutinaciou v LISS/NAT

Obr.7. Reaktivita anti-Lan pri vySetreni stipcovou aglutinaciou v enzyme

Zaver: V pripade anti-Lan a vlastne vacsiny anti-HFA aloprotilatok vysetrenych u tehotnych pacientiek je ¢asto
problematické predikovat’ ich realny klinicky vyznam pre matku i plod a nie je znama realna hranica kritického
titra. Pri sledovani pacientov s anti-HFA znamej $pecificity ma vo v8eobecnosti SV0j vyznam vySetrenie triedy a
podtried IgG protilatky, kde pri IgG, ktord nie je podtriedy IgGl a lgG3 nepredpokladame hemolyticky
potencial. V kazuistike 1, ked’ dosSlo kvzostupu titra anti-Lan anastal switch podtried z nonlgGl
anonlgG3(vtedy sa predpokladala maximalne zmes 1gG2 algG4) na 1gGl sa nam osvedéilo sledovanie
selektivneho titra anti-lgG1.V kazdom pripade je potrebné adekvatne zabezpecenie hemoterapie k pérodu
a priprave k eventualnej vymennej transflzii a top-up transfuznej lieCby u novorodenca. Tieto pacientky by mali
byt dispenzarizované na hematologickej ambulancii za G¢elom promptnej korekcie zmien v krvnom obraze
a sledovani imunohematologického nalezu a v pripade klinicky vyznamnych protilatok hlavne na gynekologickej
ambulancii s moznost'ou sledovania pacientky s podozrenim na vyvoj HChP/N.

Problematika klinicky vyznamnych protilatok u tehotnych Zien je multidisciplindrna a vyzaduje spolupracu
gynekologa, hematologa a neonatologa. Pri anti-HFA protilatkach sa dostavame pre nedostupnost’ vhodnych
znamych darcov krvi Casto do nerieSitelnych situacii, z ktorych st vychodiskom Vv naSich podmienkach



autotransfuzne odbery krvi, hladanie vhodnych darcov spomedzi pribuznych pacientov s anti-HFA
a kryokonzervécia tychto erytrocytovych transfuznych jednotiek. BohuZzial na Slovensku nemame pristup
k medzinarodnym registrom darcov vzacnej krvi a momentdlne je de facto nedostupna moZnost
kryokonzervacie krvi....
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