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1. Uvod:

Vyznam antigennich systému erytrocyti

Zatizeni transfuzni sluzby jsou zodpovédna za odbér darcovskeé krve,
zpracovani a testovani na pritomnost infek¢nich chorob, které jsou
prenosné krvi (viry hepatitid, retroviry). Odebrana krev je dale zpracovana
na transfuzni piipravky (erytrocyty, trombocyty, plazmu), které jsou
vyuzivany k 1é¢b¢ pacientli. Soucasti zafizeni transfuzni sluzby jsou
imunohematologické laboratote, které provadi piedtransfuzni vySetieni.
Pro spravné provedeni ptedtransfuzniho vySetieni je klicova preanalyticka
faze — spravny odbér vzorku, jeho oznaceni a transport za definovanych
podminek do pfislusné laboratofe. V mnoha ptipadech pomaha;ji
imunohematologické laboratote fesit problémy, které mohou vzniknout
béhem nebo po transfuzi (tzv. potransfuzni reakce). Jednou z pticin téchto
reakci mize byt vyskyt protilatek v séru, které po reakci s antigenem
erytrocytu mohou zpusobit hemolyzu a nasledné poskozeni zdravi nebo i
smrt pacienta.

U darcu krve se pti kazdém odbéru vysettuje krevni skupina a
screening protilatek. Pokud je screening pozitivni, musi byt protilatka
urcena (identifikovdna) dalSimi testy. Obdobné vySetieni (krevni skupina,
screening protilatek, popft. identifikace protilatek) se také provadi u
pacienta, ktery se stane ptijemcem transfuze. Soucasti ptedtransfuzniho

vySetieni je také zkouska slucitelnosti (kiizova zkouSka, cross match test),



ktera potvrdi, Ze krev darce je slu€itelna s krvi pacienta a Ze transfuze by
m¢éla probéhnout bez imunologickych problémii.

Cilem této prace bylo zjistit ¢etnost vyskytu antigennich systémtit ABO, Rh
a Kell u darcti krve. Prace vznikla retrospektivnim zpracovanim vysledkt
vySetieni darct, ktefi darovali krev na transfuznim oddéleni Fakultni

nemocnice v Hradci Kralové od 1. ledna do 31. prosince 2006.



2. Teoreticka cast:

2.1. Erytrocyty

Erytrocyt je bezjaderna buiika,
V krvi nejpocetnéji zastoupena.
Neobsahuje vétsinu nitrobunéénych

struktur, proto erytrocyt povazujeme spise

za netplnou buriku.
Jeho struktura je uzptisobena tak, aby snesl opakované deformace

Z priméru kolem 7,2 um ve velkych cévach na primér kolem 2 um

v kapilarach.

Membréna erytrocytu je elasticka a pevnd, miize do ni omezen¢ pronikat
voda a n€které anionty, ale zabraiiuje Uiniku kationtl1 a bilkovin (hlavné
hemoglobinu). V membrané se uskuteciiuje vymeéna lipidii mezi erytrocyty
a plazmou. Miizeme ji rozd¢lit na dvé zakladni slozky:

a) vnitini stranu membrany: jsou k ni fixovany kontraktilni

bilkoviny, které napomahaji udrzet tvar erytrocytu.

b) vnéjsi stranu membrany: jsou Vv ni uloZeny integralni

molekuly glykoproteini a glykolipid, které jsou nositeli

. ’ ;v ’ . 4
antigennich vlastnosti cervené krvinky



2.2. Antigeny

Antigeny jsou latky, které mohou, po jejich zaneseni do ciziho
organizmu, vyvolat specificky obranny mechanizmus. Biologicka Gloha
antigennich latek je definovat imunologické "JA" prostfednictvim
biochemickeé struktury. To ma hlavni vyznam pro integritu a individualitu
kazdého organizmu.® Cizorodé bilkoviny, které se do t&la p¥ijemce
dostanou jinou cestou nez travicim traktem, rozpozna télo jako cizi latky.
Rozpoznani cizi biloviny vyvola imunitni reakci organizmu. Tato obrana
se mimo celkové reakce projevuje tvorbou specifickych protilatek, ktere
plsobi proti dané cizi latce.” Bilkovinné antigeny obsahuji obvykle
nckolik oblasti, na néz se vazi jednotlivé protilatky; hovotime o
antigennich determinantach neboli epitopech.® Antigeny jsou bud’
rozpustné v rtiznych télnich tekutinach nebo se vyskytuji na povrchu bun¢k
vétsinou zabudované do struktury membrany.*

Antigeny krevnich skupin patii ke tfem riznym biochemickym
skupinam:

glykoproteiny - obsahuji cukernou a bilkovinnou slozku
glykolipidy - obsahuji cukernou a lipidovou slozku
lipoproteiny - obsahuji lipidovou a bilkovinnou slozku

Antigennost antigenll krevnich skupin souvisi obvykle s cukernou
nebo bilkovinnou ¢asti molekuly, zatimco imunogennost souvisi s celou

molekulou antigenu.*
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2.3. Genetika krevnich skupinovych systémi

Jako vlastnosti lidského téla se dédi i krevni skupinové systémy
clovéka. Krevni antigeny maji obvykle proteinovou slozku, ktera je
vytvafend procesem proteosyntézy. Clovék ma pro kazdy krevni skupinovy
znak jeden gen tvoteny dvéma useky DNA, kter¢ jsou ulozeny v lokusech
chromozomového paru stejneho chromozomu. Alely podle jejich
schopnosti kddovat antigenni znak délime na:

a) funkéni (znacime je vétSinou velkym pismenem)

b) némé (znacime je vétSinou malym pismenem).
Krevni skupinové znaky se dédi podle klasickych pravidel genetiky. Tedy
potomek ziskéava jednu alelu z alelického paru od otce a druhou alelu z

alelického paru od matky.*

2.4, Antigenni systemy

V soucasnosti je zndmo vice nez 250 krevnich skupin, které 1ze
zatadit do 23 systémi. Mimo téchto systému existuji také sbirky krevnich
skupin (Globoside-sbirka), fady vysoké frekvence antigenti (HFA) a fady
nizké frekvence antigenti (LFA).?

Podle ptitomnosti protilatek a jim odpovidajicich antigeni ptislusi
jedinci do riznych krevnich skupin, z nich jsou klinicky nejvyznamné;jsi

ABO aRh.?
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Tab.1. Antigenni systémy podle nomenklatury ISBT 2

: POCET
SYSTEM ISBT SYMBOL ANTIGENY AR

ABO ABO A, B, AB' A' 4
MNSs MNS M, N, S, s, U, Ena,... 38
P P P1 1
Rhesus RH D,C,E,c,e,C",... 45
Lutheran LU Lu?, Lu®, Lu4,... 18
Kell KEL K, k, Kp?, Kp°, Js%, Js°,... |21
Lewis LE Le? Le” 3
Dyffy FY Fy?, Fy°, Fy3, ... 6
Kidd JK JKE, JK® 3
Diego DI Di%, Di°, Wr?, Wr° 4
Cartwright YT Y, Yt 2
Xg XG Xg? 1
Scianna SC Sm, Bu3, Sc3 3
Dombrock DO Do?, Do, Gy?, Hy, Jo® 5
Colton coO Co? Co” 3
Land./Wiener LW Lw?, Lw®, Lw® 3
Chido/Rogers CH/RG Chl1,Ch2,Ch3,Rg1,Rg2,WH |9
Hh H H 1
Kx XK Kx 1
Gerbich GE Ge2, Ge3, Ge4, Wb 7
Cromer CROM Cr?, Tc?, Tc°, Tc®, Dr2,... 10
Knops KNOPS Kn?, Kn°, McC®Si®, YK* |5
Indian IN In%, In° 2
2.4.1. ABO systém

Prvni lidské antigeny systému ABO objevil roku 1900 Karl

Landsteiner.! Za tyto objevy krevnich skupin, jimiZ poloZil zaklady

moderniho transfuzniho 1€katstvi, byl Karl Landsteriner ocenén v roce

1930 Nobelovou cenou.?
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Antigeny

vvvvvv

antigeny, maji tii alely. Alely A a B jsou kodominantni, alela 0 je ticha,
proto nevede k expresi antigenu. Jednu alelu ¢loveék dédi po otci a druhou
po matce a vysledkem je Sest moznych kombinaci (genotypy AA, A0, BB,
B0, AB a 00). Protoze 0 je ticha alela, vede téchto Sest kombinaci ke
ctyfem fenotypim krevnich skupin: A, B, AB a 0.

Antigeny A a B jsou oligosacharidy obvykle umisténé ve velkém
poctu na povrchu erytrocyti. Jsou tvoieny z prekurzoru (H antigen typ |
nebo II), ktery ma sdm antigenni vlastnosti. H antigen je tvoten
Z jednoduché slouceniny (zakladni latka). Tato zédkladni latka nebo
prekurzor je zakladem pro antigeny v Lewis, | a P systému. Antigeny ABO
systému jsou tvofeny hlavné z prekurzoru H II a jsou nejen na membrané
erytrocyti, ale také volné v plazmé a sekretech (sliny, slzy).?

Antigeny tohoto systému se tvofi nepfimym procesem. Proteiny
kodované alelami jsou vlastné enzymy - transferazy, které ptipojuji
galaktézu nebo galaktosamin k H antigenu a tim tvoii kone¢né antigeny
krevnich skupin. V ostatnich systémech koduji geny ptimo antigeny, které
se nachazeji na proteinech kddovanych alelami genu.' Alely A a B
preménuji H-latku na A a B-antigen prostfednictvim enzymd, které je
koduji. Alela 0 je ticha a tudiz H- latku neméni. V krevni skupiné 0 se

nachazi na erytrocytech pouze H- latka.
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Tab.2. Riizné kombinace genu u AB0 systému produkujicich nasledujici antigeny *

lokus 1 lokus 2 antigeny skupina
A A A A
A 0 AH A
A B A B A B
B B B B
B 0 B, H B
0 0 H, H

Antigeny ABO systému mizeme detekovat velmi brzo
Vv embryonalnim vyvoji, ale pfi narozeni nejsou jesté¢ maximalné vyvinuty.
Pocet A a B antigentll na erytrocytech novorozenct je mensi nez pocet
antigenti u dospé€lého ¢lovéka. Tento pocet vzrista nejvice v prvnich

letech zivota, dokud nedoséhne poctu dospélého jedince.

Podskupiny ABO systému

Aglutinogeny A a B se nevyskytuji ve vSech erytrocytech ve stejné
antigenni sile. Existuje n€kolik kvantitativné 1 kvalitativné odliSitelnych

druhtt antigenu A i B. *

A podskupiny

A;  80%

A, 20%

A; 0,1-0,01%

A,  skupiny s vétsi rozmanitosti

A, defektni skupiny
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Rozliseni téchto skupin se déje postupnym vysycovanim aglutininu anti-A

slabSimi podskupinami.

B podskupiny
B31 BX! Bm !

Vysetteni krevni skupiny v ABO systému vZdy zahrnuje:

a) urceni pritomnosti aglutinogenti (A, B nebo obou) na erytrocytech

b) vysetieni protilatek (aglutinin®) anti-A, anti-B v séru*

2.4.2. Rh systém

Landsteiner a Wiener objevili v roce 1940 krali¢i protilatky
namifené proti opic¢im erytrocytiim (Macac Rhesus), kter¢ také reagovaly
s erytrocyty &lovéka (84%). 2 Od tohoto pojmu je odvozen i ndzev
aglutinogenu a systému: faktor Rhesus. * Osoby, které vykazovaly tuto
reakci, byly popsany jako Rhesus-pozitivni a zbyvajicich 16% jako
Rhesus-negativni. Antigeny, které krali¢i protilatky identifikovaly, byly
oznaceny D. Pozdé&ji byl tento antigen popsan jako L/W
(Landsteiner/Wiener). 2

Antigeny

RhD antigen byl objeven lidskou protilatkou a ukazal se jako velice
dalezity pro systém krevnich skupin. Tomuto systému ziistalo oznaceni Rh

(Rhesus) s D, C, c, E, e antigeny, které jsou v tomto systému nejdulezitéjsi

(nejvice D antigen). Klasifikace D pozitivni a D negativni zalezi na
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piitomnosti ¢1 absenci D antigenu na erytrocytu. Ze vSech antigenti tohoto
systému je D nejvice imunogenni a indukuje tvorbu protilatek u téch
jedinc, kteti jsou D negativni. Pfiblizné 80% D negativnich lidi tvofi
protilatky po prvni transfuzi s D pozitivnimi krvinkami. Anti-D protilatky
mohou zplsobit vdzné problémy po dalsi transfuzi a béhem téhotenstvi. D
pozitivni krev by neméla byt podana D negativnimu pacientovi.

Molekularné - biologicky vyzkum ukazal, Zze Rh system obsahuje
dva Uzce propojené geny: CcEe gen a D gen, které jsou umistény na
prvnim chromozomu. Alely C, ¢, E, e kdduji antigeny C, ¢, E, e. Jsou tedy
mozné Ctyfi kombinace alel: CE, Ce, cE a ce. Alely Cacaalely E a e jsou
kodominantni tim padem jsou ob¢ exprimovany. D gen koduje D protein a
kdyZ chybi D gen, fikame, ze jde o d alelu. To ale neni alela, ale pouze
oznacuje nepiitomnost D antigenu, takze d protein ve skutecnosti
neexistuje. Oba geny D systému (D a CE) jsou uzce spjaty a dédi se
spolecné.

D antigen tvofi velmi slozitou strukturu, kterd souvisi s cytoskeletem
erytrocytll a dalSimi antigeny jako gp50 a CD47. Zndme molekularni
zédklad Rh gent a velkou podobnost mezi D a CcEe geny.

Rlzné Rh-alely na jednotlivych chromozémech spolu tvoii Rh-
haplotyp. Existuje osm moznych Rh-haplotypi: CDe (R;), cDE (R,), CDE
(R,), cDe (Ry), Cde (r"), cdE (r""), CdE (ry), cde (r).

Rh geny jsou kodominantni a je tedy mozné urcit genotyp
sérologicky, ale musime si uvédomit, ze Rhd antigen neni.

D antigen erytrocytt mize mit kvantitativni a kvalitativni
variabilitu, mluvime tedy o slabém a silném antigenu nebo o D variantg.
Kvantitativni variace miize znamenat vys§i nebo nizsi pocet D antigenii na
membran¢ erytrocytu. Pfitomnost C a E antigenu potlacuje expresi D
antigenu. Kvalitativni variace (D-varianta) znamen4, ze antigen neni

kompletni, ¢ast molekuly, na které se antigen nachazi, chybi.
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RhD null oznacuje nulovy genotyp, kdy chybi vS§echny antigeny.
Tento genotyp se vyskytuje vzacné a miize byt zpisoben absenci genti
systému (amorfni typ). Dal8i moZnosti je Spatna exprese gent (regulacni
typ).

Antigeny C, c, E, e jsou mnohem mén¢ imunogenni nez D antigeny.
Imunogenita klesa v fad€ od nejsilnéjSiho k nejslabsSimu antigenu: D, ¢, E,
C, e. Nejcastéji se tvori protilatky anti-c a anti-E.

Dalsi vyznamny antigen je C", ktery byl objeven v roce 1946.
Prakticky v8echny erytrocyty, které jsou pozitivni na tento antigen, maji
také antigen C. Ma vyznam pfi screeningu protilatek.

G antigen byl objeven v roce 1958. Obvykle se vyskytuje spole¢né
s D nebo C antigenem. Prakticky vsichni, kdo jsou D nebo C pozitivni,
jsou také G pozitivni. Tento antigen ma vyznam pii ur€ovani otcovstvi.

V této chvili zndme 48 Rh antigent a velky pocet jejich kombinaci.

Ty nachazime, kdyZ jsou dvé alely na jednom chromozému (cis). *

Tab.3. Rh komplexy *

CDE nomenklatura Wienerova nomenklatura
geny: CDE geny: R

CDe R1
cde r

cDE R»
cDe Ro
Cde r

cdE r
CDE R;
CdE ry
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Antigeny Rh se objevuji u plodu jiz v ¢asném stadiu vyvoje embrya.
Urcovani Rh skupin se provadi:

- na destickach

- ve zkumavkach

- na gelech jako sloupcova aglutinace *

2.4.3. Kell systém

System byl pojmenovan po pacientovi (Kelleher), u kterého Coombs
a spoupracovnici v roce 1946 objevili protilatky proti nezndmému
antigenu. Zjistilo se, Ze tento systém ma obrovsky klinicky vyznam.?

Antigeny

Zaklad pro Kell systém tvoii tf1 geny umisténé na sedmém
chromozomu v lokusu Kell. Tyto geny jsou dédi¢né spjaty, ale jejich
produkce zavisi taktéZ na genech z XK lokusu na X chromozomu. V této
chvili zname 23 alel Kell systému. Nejdilezit&jsi antigeny jsou: K, k, Kp?,
Kp®, Kp®, Js%, Js*®> Tento systém obsahuje hlavng antigeny nizké frekvence
vyskytu (LFA) a antigeny vysokeé frekvence vyskytu (HFA). Kell systém
se nachazi na membrané erytrocytii v podob¢ glykoproteinu.

K antigen je siln€ imunogenni, v klinické vyznamnosti stoji t€sn¢ za
antigeny ABO a Rh systému. Antigeny K a k vznikaji v ¢asné fazi vyvoje,
nachazime je u jiz v 10. tydnu téhotenstvi, plné jsou vyvinuty na

erytrocytech pii narozeni.
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Kp®-antigen je antigen vysoké frekvence, zatimco Kp® je antigen
nizké frekvence. Kp® -antigen se vyskytuje ¢ast&ji v bélosské populaci.
Js"- antigen je antigen vysoké frekvence, zatimco Js° je nizké

frekvence. Js* -antigen se &ast&ji vyskytuje v negroidni populaci.?

2.4.4. Lewis systém

Lewis systém neni pravym krevnim skupinovym systémem. Jeho
antigeny se navazuji na povrch erytrocytu az sekundarné tzv. absorpci
Z plazmy. Ale asi 30% Le substance se neabsorbuje a ziistava rozpusténo v
plazmé&.' Lewis systém se zkracuje jako Le a mé Gzkou souvislost s ABO, |
a P systémy.?

Antigeny

Geny systému Lewis maji dvé alely: Le a le. Alela le je ticha a
antigend je kontrolovana alelami Le a le, ale také alelami Se a se genu pro
sekreci. Se alela zajiSt'uje produkci ABO antigent v plazmé a méni
prekurzorovou latku v plazmé na H antigen, ze kterého pozdé&ji vznikaji A
a B antigeny v plazmé¢.

Le alela kdduje enzym Le-transferazu, ktera ptidava molekulu
fukdzy k prekurzorové latce. To vede k tvorbé Le® antigenu. Kdyz je
pfitomna také Se alela, nachazime v plazmé H antigen. Le-tranferaza
ptidava fukézu na H latku cirkulujici v plazmg a tvoii se Le” antigen. Se a
Le-transferaza tedy souté€Zi o stejnou prekurzorovou latku. Se-transferaza

. 7 7w J4 v J4 . o W . /4 4 b
je vice u¢inna nez Le-transferaza a to je diivod, pro¢ vznika vice Le
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antigenu. Ve skutecnosti je mnozstvi Le® antigenu na erytrocytu velice
malé. Lewis antigeny se absorbuji z plazmy na membranu erytrocyta.

Lewis antigeny nemiizeme identifikovat hned po narozeni pouzitim
béznych technik. Vétsina déti ve veku tii mésic ma fenotyp Le (a+b-) a
Le® se za&ina tvofit pozdg&ji, takze v dali fazi je fenotyp Le (a+b+).

Koneény fenotyp zjistime u ditéte az v sedmi letech. 2

2.4.5. Duffy systém

Cutbush objevil tento systém v roce 1950. Je pojmenovan po prvnim
pacientovi, u které¢ho byly protilatky proti témto antigeniim nalezeny.
Zkraceny nazev je Fy. 2

Antigeny

Zname sedm riiznych Duffy-antigenii: Fy®, Fyb, Fy3, Fy4, Fy5, Fy6,
Fyx. Nejdulezit&jsi jsou Fy*a Fy". Geny pro Duffy systém jsou umistény
na prvnim chromozému, obdobné jako geny pro Rh systém.” Alely se
mohou vzajemn¢ zastupovat na lokusu pro geny a plati pro n¢ nasledujici:

- antigeny Fy?, Fy°, Fy"™ jsou mezi sebou kodominantni

- antigeny Fy?, Fy®, Fy"™ jsou dominantnf vigi Fy *

Frekvence vyskytu téchto antigeni se lisi podle populace, napi. Fy®
je v 99,7% zastoupen v ¢inské populaci, ale jen v 10% v negroidni
populaci.

Fy3 antigen najdeme jen na buiikach s antigenem Fy® nebo Fy”,
takze pokud Clovék nema tyto antigeny, nemiize mit ani Fy3.

Duffy antigeny jsou méné imunogenni nez antigeny v ABO, Rh a

Kell systému.
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Ptitomnost antigeni Duffy systému ma vztah k onemocnéni malarii.
Je dobfe znamé, Ze vétSina negroidni populace je rezistentni na urcitou
formu malarie. Tato souvislost se vyskytuje u Plasmodium Vivax a P.
Knowlesi, které v piipadé absence Fy* a Fy" nemohou proniknout do
burky.

Fy®a Fyb antigeny mtizeme vZdy identifikovat jiz u Sestitydenniho

plodu a jsou pln& vyvinuty jiZ pfi narozeni. >

2.4.6. Kidd systém

Tento system objevil v roce 1951 Allen. Zname zde tii antigeny.
Jednoduchy gen se tfemi alelami je zodpovédny za tento systém. Kidd

systém zkracujeme jako Jk.?

Antigeny

Tii alely genu se nachazeji na osmnactém chromozému: Jk®, K a
Jk. Jk alela je ticha alela a nekéduje zadny antigen.? Alely se mohou
vzajemné zastupovat a plati pro né€ nasledujici:

- JK?, JK® jsou kodominantni

- JK, JKP jsou dominantni nad znakem némé alely Jk !

Fenotyp Jk (a-b-) se v populaci v zapadni Evropé vyskytuje velmi vzacné,
av§ak ¢asto ho mizeme nalézt v zemich v Tichém oceanu, na Novém
Zélandu a na Havajskych ostrovech.” Tento vzacny fenotyp proptjéuje
buiikdm odolnost viiéi roztoku mo&oviny.”

Jk3 antigen je nalézéan pouze v piitomnosti Jk* nebo Jk” antigenu.
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Kidd antigeny jsou méné imunogenni neZ ABO, Rh a Kell antigeny.
Kidd antigeny mtizeme detekovat v ¢asné fazi vyvoje plodu i na

erytrocytech pupeéni iiiry a jsou dobfe vyvinuty jiZ pfi narozeni.?

2.4.7. Lutheran system

Tento systém objevil Callender v roce 1945 a v soucasnosti u néj
zname 18 antigenli. VEtSina antigenti se v populaci vyskytuje hojné.
Zkratka Lutheran systému je Lu. > Geny Lutheran systému jsou v t&sném

sousedstvi s geny H ABO systému. *

Antigeny

vvvvvv

na devatenactém chromozému. 2 | u tohoto systému se mohou alely
vzajemn¢ zastupovat a plati pro n¢ nasledujici:

- Lu®, Lu® jsou kodominantni

- Lu®, Lu® jsou dominantni nad znakem ndmé alely Lu. *

Frekvence Lu® antigenu v populaci je mnohem vy3si nez v piipads
Lu® antigenu. Fenotyp Lu (a-b-) se vyskytuje jen vzacné a miizeme rozlisit
dva typy: dominantni a recesivni. V dominantnim fenotypu je Lu gen
piitomen, ale exprese tohoto genu je potlacena jinym genem (Lu-inhibi¢ni
gen). Na membrang erytrocytl existuje velmi mélo Lu antigent a nevytvari
se alloprotilatky pro antigeny, pro které existuje odpovidajici alela. Jedinci
s recesivnim fenotypem jsou homozygoti s tichou alelou a nemohou

produkovat antigeny a tim padem ani protilatky.
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Lu antigeny nejsou pii narozeni plné vyvinuty a jsou malo

imunogenni. 2

2.4.8. MNSs systém

V zakladu zahrnuje dva systémy: MN a Ss systém. Roku 1927
Landsteiner a Levine nalezli na lidskych erytrocytech nové aglutinogeny,
které oznacili M a N, jsou odvozené od slova IMUNITA. Alely Sas
zjistili v roce 1947 Walsh a Mongomery, pojmenovali je podle Sydney v
Australii, kde byly antigeny poprvé zjistény. ' Gen, ktery koduje alely M a
N, je Uzce spjat s genem pro S a s. Tyto dva geny jsou na ¢tvrtém

. Y . . 2
chromozomu a nevytvareji mezi sebou crossing over.

Antigeny

MNSs systém obsahuje 40 antigentl, nejzndméjsi jsou: M, N, S, s, U.
MNSs antigeny se nachazeji na tzv. sialoglykoproteinu o , jinak zvanému
glykoforin A. Ss antigeny jsou na sialoglykoproteinu B, jinak zvanemu
glykoforin B. U antigen je také na glykoforinu B a je pfitomen u vSech
bélocht, ktefi jsou S pozitivni, ale také u 16%, ktefi jsou S i s negativni.
TéZko bychom nasli bélocha S i s negativniho. U negativni jsou vétSinou
negroidni populace.

MNSs antigeny miZzeme detekovat u plodu velmi brzy, po narozeni

jsou antigeny dobfe vyvinuty. >
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2.4.9. P systém

Byl objeven v roce 1927 Landsteinerem a Levinem a obsahuje pouze
jeden antigen, ktery vznikéa ze stejné zakladni latky jako antigeny ABO,
Lewis a | systémy.

Antigen tohoto systému se oznacuje jako Py, najdeme ho u 79%
bélosské populace. Absence tohoto antigenu se oznacuje P,. Tento antigen
samoziejme neexistuje a nema tedy ani protilatku. P; antigen je plné
vyvinut v sedmi letech a je vice frekventovany v negroidni populaci nez u
bélochti. Béhem skladovani erytrocyti s P; antigenem muze dojit k jeho
redukci a screening nam pak dé faleSné negativni vysledek.

Anti- P, je v séru, kdyZ P, antigen chybi. Je to IgM chladovy
aglutinin, ktery jen ziidka reaguje pti 37 °C. Nemuze tedy zptusobit HON.
Anti- P; v séru miize zptsobit problém pii urCovani skupiny v ABO
systému v téch piipadech, kdy testovaci erytrocyty A nebo B majii P,
antigen. Protilatky mohou byt neutralizovany ptidanim P, substance a
detekovat je miizeme v solném roztoku. Aglutinace mize byt zesilena

o o 2
pouzitim enzymu.

2.4.10.  lisystém

Tento systém byl objeven v roce 1956 Wienerem. Obsahuje dva
antigeny, které se tvoii ze stejné latky jako ABO, Lewis, P a Globosidy.
Anti-1 jsou predominantni autoprotilatky a jen vzacné alloprotilatky.
Autoprotilatku anti-1 ma v séru v nizkém titru i zdravy ¢lovék. Pacienti
S vysokym titrem mohou trpét autoimunitni hemolytickou anémii, ktera je

zpusobena IgM protilatkami.
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Jsou znamy také kombinace protilatek: anti-HlI, anti-A.l, anti-Bl,
anti- Pql.

Pfi narozeni se na membrané erytrocytil nachazi predominantné i
antigen. B&hem prvnich osmi mésict je silné exprimovan I antigen na tkor
I antigenu. V dospélosti se vyskytuje v podstaté jen I antigen, ackoli malé
mnozstvi 1 antigenu zastava. Velmi vzacné ma dospély ¢lovek pouze 1

antigen. 2

2.4.11. Globoside shirka

Tato sbirka obsahuje tfi antigeny, které vznikaji ze stejné latky, ktera
dava vznik antigenim v ABO a Lewis systému. Serologicky je velmi Gzce
spjata s P systémem.

Jsou zde tf1 antigeny: P, Pa LKE (nebo Luke). Témét 100%
populace je P pozitivni. P* antigen se v populaci vyskytuje vzacng, protoze
je prekurzorem P antigenu.

Anti-P nalézame v séru, jestlize se jedna o P* nebo p fenotyp,

protoZe tito lidé nemaji P antigen. *

2.4.12.  Krevni skupiny vysoké frekvence
Tyto antigeny oznacujeme jako HFA: High Frequency Antigens.

Dal$im pozivanym terminem muZe byt: vefejné antigeny. Aby mohl byt

antigen zafazen do této skupiny, musi frekvence jeho vyskytu v populaci
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piekrocit 99%, nositelem antigenu musi tedy byt prakticky kazdy jedinec.
Mezi tyto antigeny patii napiiklad: Vel, Lan, Yt°, Co% Ge®.
Geny kddujici HFA maji jednu alelu, pro kterou je frekvence v populaci
velmi vysoka. Je také mozné, Ze se vedle této alely nachazi i alela ticha
(velmi nizke frekvence). V krevnich systémech jsou také popisovany
HFAs, napk.: Kell (Kp°, Js°), Lutheran (Lu®), Globoside (P) a i (1).

Protilatky proti HFA mohou zptsobit velké problémy, protoze je
velmi obtiZzné najit kompatibilniho darce krve pro pacienta, ktery je HFA
negativni a vytvofil si protilatky. Pro takové ptipady se vytvareji banky
darcovskych erytrocytu, které se skladuji v zamrazeném stavu pfi teploté
pod -80 °C.

Protilatky proti nékterym HF A ukazuji zvI&Stni serologické chovani.
Reaguji ve vysokém titru, ale sila vazby a avidita je nizka, takze reakce je
slaba. Tyto protilatky nazyvame HTLA (High Titre Low Avidity). HTLA

jsou téméf klinicky nevyznamné a inkompatibilni erytrocyty témét nenici.
2

2.4.13.  Krevni skupiny nizke frekvence

Antigeny s velice nizkou frekvenci vyskytu v populaci se oznacuji
LFA: Low Frequency Antigens. V soucasnosti zname vice nez sto téchto
antigent a nékdy jsou tak vzacné, Ze je najdeme jen u ¢lenti rodiny, kterd
jim dava jméno. Jejich alela je ticha a v populaci se vyskytuje hojné.
Priklady t&chto antigenti jsou: Wr?, Di?, Ca°, Yt°, Sc2. Tyto antigeny

mizeme nalézt také v Kell (Kp?® Js) a Rhesus systému (C"). LFA musi
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splnit urcita kritéria: dédi¢nost je dominantni nebo kodominantni, musi mit

specifickou protilatku a musi byt serologicky odlisen od ostatnich LFA. 2
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3. Vyvsetrovaci metody pro identifikaci

antigennich struktur

Pro vySetieni vétSiny krevnich skupinovych systému je poZzadovan
odbér co nejcerstveéjsi, protoze antigenni determinanty krevnich skupin
velmi rychle denaturuji. VySetfovaci metody pro stanoveni krevnich
skupin vyuzivaji zejmena sérologické metody.

Ke stanoveni antigennich systému vyuzivame diagnosticka séra, ktera
obsahuji znamy aglutinin. Maji pfedepsany:
a) titr, ktery predstavuje takové fedéni protilatky, kdy jesté protilatka
reaguje s antigenem a je vizualné detekovatelna
b) aviditu - veli¢ina vyjadiujici pevnost vazby mezi antigenem a
protilatkou
Diagnosticka séra mtizeme ziskat od lidi, zvifat nebo pouzivame

vytazkd nékterych rostlin tzv. lektind. *

3.1. Detekce protilatek prostiednictvim aglutinace

erytrocyti

Nejvhodnéjsi metody uréené pro detekci protilatek proti erytrocytiim
jsou zalozZené na aglutinaci. V takovych metodach jsou erytrocyty po
senzibilizaci protilatkami aglutinovany a vysledek reakce miizeme proto
vidét pouhym okem. Pozitivni aglutinace znamena, Ze protilatky reagovaly
s erytrocyty. Kdyz se jedna o protilatky typu IgM (kompletni), aglutinace
nastane piimo. V ptipadé¢ protilatek typu IgG (inkompletni) je tieba ke
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zviditelnéni reakce pouzit dalsi 1atku, napf. antiglobulinové sérum. Proto
se k detekci IgG pouzivaji neptimé metody. Skutecnost, Ze aglutinace
erytrocytll se nevyskytuje vzdy ptimo, je zplisobena ur¢itymi vzdalenostmi
mezi erytrocyty. Proteiny pfitomné na membrané erytrocytd jsou nabité
negativné a ve vodnych i solnych roztocich je okolo bunék vytvoten
"vodni plast™ s kladn€ nabitymi ionty. Vysledkem rozdilu potencialu mezi
negativné nabitymi erytrocyty a kladn€ nabitymi ionty v médiu je
vytvoreni tzv. zeta-potencidlu. ProtozZe ¢ervené krvinky maji podobny
naboj, odpuzuji jedna druhou a tim si udrzuji mezi sebou urcitou
vzdalenost ( pfiblizné 16 nm). Molekuly proteini na membrané davaji
povrchu erytrocytli zaporny naboj. Erytrocyty pfitahuji kationty, vytvaii se
kladn€ nabity mrak okolo membrany a tim vznikne rozdil potenciali (zeta-

potencial). Tento naboj zptisobi, Ze erytrocyty odpuzuji okolni erytrocyty. >
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Obr.2. Molekuly proteinii na membran¢ davaji povrchu erytrocyti zaporny naboj.
Erytrocyty pfitahuji kationty, vytvaii se kladné nabity mrak okolo membrany a tim
vznikne rozdil potenciald (zeta-potencial). Tento ndboj zplisobi, ze erytrocyty odpuzuji

okolnf erytrocyty. 2

Kompletni protilatky (IgM) maji pramér 30 nm a diky jejich Fab-
castem (vazebna mista) jsou schopné ptfemostit vzdalenost mezi erytrocyty.
IgM protilatky mohou zplisobit piimou aglutinaci a proto jsou nazyvany
aglutininy. Aglutininy jsou schopné aglutinace erytrocyti za kazdych

okolnosti, dokonce i v solném roztoku.
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Obr.3. Pfemosténi erytrocytlh pomoci kompletnich protilatek 2

Mensi inkompletni protilatky (IgG) se navazi na piislusny antigen
cervené krvinky (tzv. senzibilizuji erytrocyty), ale nejsou schopny
premostit vzdalenost mezi erytrocyty. Vzdalenost mezi dvéma Fab- ¢astmi
jedné molekuly IgG je ptili§ malé pro spojeni erytrocytll, protoze rozsah
mezi Fab-¢astmi je mensi nez 16 nm.

Pro identifikovani téchto protilatek in vitro se vyuzivaji nasledujici
postupy:
Metoda ¢.1: ZmenSeni vzdalenosti mezi erytrocyty.
Metoda ¢.2: Spojovani protilatek na senzibilizovanych erytrocytech
prostiednictvim protilatek proti lidskym IgG-protilatkdm (antiglobulinovy
test). 2

Existuji urcité vyjimky, které umoznuji protilatkam IgG ptimo

aglutinovat erytrocyty. 1gG protilatky proti krevnim skupindm A a B

mohou zplsobit aglutinaci v solném roztoku. To je zplisobeno:
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a) Antigeny systému ABO jsou umistény na glykoproteinu, ktery
vycniva z bunééné membrany. Vzdalenost mezi A nebo B antigeny a
dal$imi erytrocyty je mensi nez vzdalenost mezi membranami bunék.

b)  Pocet A nebo B antigenti na membran¢ erytrocytd je
obrovsky. KdyzZ se obrovsky poc¢et molekul IgG-protilatek navaze na

membranu, aglutinace se vyskytne i v solném roztoku.

3.2. Aglutinace erytrocyti senzibilizovanych

inkompletnimi protilatkami

3.2.1. Snizeni hydratace a iontového mraku okolo

erytrocyti

Cast vodniho plasté a iontového mraku, ktery se nachézi v tésné

blizkosti erytrocytu, ma negativni ndboj a je zdanlive ptipojen
k bunécnému povrchu. Kolem toho je rozptylen kladné nabity mrak.
Potencial, ktery se nachdzi na tomto rozdéleném povrchu, se nazyva zeta-
potencial. Snizenim tohoto potencidlu se mohou erytrocyty ptiblizit
k ostatnim a inkompletni protilatky mohou vyvolat aglutinaci. Snizeni zeta
potencialu mizeme dosahnout, pokud piidame k suspenzi ¢ervenych
krvinek nésledujici latky:

e polymery jako albumin

e polykationty: polybren

e proteolytické enzymy
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3.2.1.1. Albumin

Albumin je bipolarni polymer, jehoZ ptidanim do suspenze erytrocyti
se povrchovy naboj erytrocytu zméni. Bipolarni molekula albuminu zabere
misto pozitivni molekuly vody. Vysledkem je méné pozitivni Castice, ktera
se vaze na membranu erytrocytl. Zeta-potencidl se snizi, vodni plast’ okolo
erytrocytu se ztenci a vzdalenost mezi erytrocyty bude mensi. Nékteré
inkompletni protilatky mohou tedy piekonat rozdil mezi buiitkami a
aglutinovat je. Obvykle je uzivano 22% (né¢kdy 30%) roztoku albuminu
(BSA: Bovine Serum Albumin) v kombinaci s antiglobulinovym testem.
Neptimy antiglobulinovy test (NAT) s pfidanim albuminu je tfifazova
technika, pomoci které jsou detekovany protilatky napt. v Rh systému.
Reakce se odecita ve tiech Casech: béhem solné faze, po piidani albuminu,

po pridani anti-human globulin sera.

3.2.1.2. Polybren

Kladn¢ nabité ¢astice jako polybren zvySuji aglutinaci jejich reakci se
zépornym nabojem piimo na povrchu erytrocytli. Timto zplisobem tvofi
polybren pfemosténi mezi erytrocyty. Kdyz se polybren ptida ve velké
davce, probéhne aglutinace spontanné. To vSak neni zplisobeno reakci
antigen-protilatka. Polybren se ¢asto uziva v kombinaci

s antiglobulinovym testem.
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3.2.1.3. Proteolytické enzymy

Proteolytické enzymy odstraiiuji ¢ast proteinil (glykoproteiny)
Z membrany erytrocytd. Mnoho z téchto glykoproteinti obsahuje fetézce
cukrii se zaporné nabitymi kyselymi skupinami a jejich konce, které jsou
zodpovédné za zaporny nédboj na bunécném povrchu. Pouziti enzymu pied
testem redukuje zaporny naboj a snizuje vzdalenost mezi erytrocyty. Poté
muze IgG-molekula pfemostit vzdalenost mezi erytrocyty. Pro tento ucel
se pouziva papain, bromelin a ficin. Nevyhodné je, Ze enzymy odstrani
také proteiny, na kterych jsou umistény antigeny krevni skupiny (antigeny
Duffy systému a MNS systému). To je diivod, pro€ protilatky proti témto
antigenim nemohou byt detekovany pomoci této techniky. Touto
technikou se vySetiuji napft. protilatky systému Rh, Kidd a Lewis .

Technika je citlivéjsi nez NAT. 2

3.2.2. Zesileni vazby mezi protilatkou a antigenem

Zesilenim vazby mezi protilatkou a antigenem se aglutinace zlepsi.
Tohoto se docili ptidanim polyethylenglykolu (PEG) nebo ukotvenim
bun¢k v médiu o nizké iontove sile (LISS).
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3.2.2.1. PEG

Polyethylenglykol je polymer rozpustny ve vodé¢, ktery extrahuje
vodu z okoli, cozZ zesiluje spojeni protilatky a antigenu. Navic ztrata
vody zvysuje koncentraci protilatky v séru béhem testu. PEG se
pouziva v kombinaci s antiglobulinovym testem, ve kterém se pouziva
monospecificka anti-human IgG. Metoda PEG je jednofazova technika
(odecita se po piidani anti-human globulin séra) a je velmi vhodnéa

k identifikaci vSech klinicky vyznamnych erytrocytarnich protilatek.

3.2.2.2. LISS: snizeni iontove sily v médiu

Suspenze erytrocytl je vytvorena v solném roztoku o nizké iontove sile,
ve které se mohou protilatky vazat silnéji k antigentim. LISS-metoda se
pouziva v kombinaci s antiglobulinovym testem. lontova sila je velmi
rozhodujici a proto se musi dodrzovat ptesné objemy LISS a séra. Tato

metoda se uzivéa hlavn& ve sloupcové technice.?

3.2.3. Spojeni molekul protilatek: antiglobulinovy test

Erytrocyty nemohou pifimo aglutinovat s IgG protildtkami bez
piedchozi potenciace. KdyZ jsou erytrocyty senzibilizované IgG
protilatkami, mohou byt aglutinovany prostfednictvim protilatek
namifenych proti navazanym imunoglobuliniim. Aglutinace se vyskytuje,

protoze protilatky na riznych erytrocytech jsou spojeny antiglobulinovou
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molekulou v anti-human globulinovém séru (AGH sérum). Tento princip
byl vyvinut v roce 1908 Moreschim a zaveden do praxe Coombsem v roce
1945. Druhy nazev pro antiglobulinovy test je tedy: Coombsuv test.
Antiglobulinovy test se netyka pouze protilatek proti imunoglobuliniim, ale
také protilatek proti faktorim komplementu. Antiglobulinovy test je

se detekuje senzibilizace erytrocytt IgG-protilatkami a faktory

komplementu.

Primy a neprimy antiglobulinovy test (PAT a NAT)

V imunohematologii se vyuZzivaji dv€ formy antiglobulinového testu.
Pfimy antiglobulinovy test a nepfimy antiglobulinovy test.

PAT se uziva k detekci in vivo senzibilizovanych erytrocytu pacienta,
pro zjiSténi autoimunitni hemolytické anémie (AIHA), hemolytického
onemocnéni novorozencti (HON) a také pro ureni pii¢iny hemolytické
transfuzni reakce (HTR). U PATu se ptidava k erytrocytim pacienta pouze
AGH-sérum, erytrocyty jsou vzdy uz senzibilizované. Kdyz je PAT
pozitivni, mize to ukazovat nésledujici moznosti:

- autoprotilatky (AIHA)

- protilatky matky proti erytrocytim novorozence (HON)

- alloprotilatky proti erytrocytiim vytvofené po piedchozi transfuzi
PAT pouziva polyspecifické AGH-sérum, které obsahuje protilatky jak

proti IgG tak 1 proti komplementu. Pfi pozitivnim PATu jsou erytrocyty

testovany oddélen¢ s anti-1gG a anti-komplementem.
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NAT se uziva pro identifikaci alloprotilatek, které se vyskytuji volné
Vv plazmé pacienta. Protilatky ve vzorku séra nebo plazmy se detekuji,
protoze se v priub¢hu testu navazi na testovaci erytrocyty (vazba in vitro
na panel erytrocytl). NAT se pouziva pro zjisSténi pritomnosti protilatek pfi
sreeningu protilatek, testech kompatibility (CM test,cross match test) a pfi
identifikaci protilatek. Pfi NAT je AGH-sérum piidano po inkubaci
testovacich erytrocytl se sérem pacienta, obvykle v pfitomnosti
potencidtort reakce jako albumin, polybren, PEG, nebo LISS. Kdy?z je
NAT pozitivni, znamena to, Ze jsou piitomny protilatky ve vzorku séra
piimo proti antigenlim na testovacich erytrocytech (screening a

identifikace), nebo u erytrocytl darce (CM test).

3.23.1. NAT

NAT zahrnuje tfi faze: senzibilizace, promyti, antiglobulinova faze

1. Féaze senzibilizace — sérum se inkubuje s testovacimi erytrocyty.
Jestlize obsahuje sérum protilatky, pak se v této fazi navazi na
diagnostické krvinky.

2. Faze promyti — jsou odstranény vSechny nenavazané
imunoglobuliny. Tato faze je dllezita, protoze nenavazané
imunoglobuliny mohou reagovat s molekulami antiglobulinu a tak
neutralizovat AGH-sérum a zapricinit faleSn¢ negativni reakci.

3. Antiglobulinova faze — je ptidano AGH-sérum. AGH-sérum
obsahuje protilatky proti lidskému IgG. Tyto protilatky se navazou
na 1gG-molekuly, které jsou navazané na erytrocytech, vytvofi tedy

premosténi mezi sousednimi erytrocyty a tim zptsobi aglutinaci

erytrocytd.
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3.2.3.2.  Faktory ovliviiujici citlivost NAT

Faze ¢.1

Faze ¢.2:

Faze ¢.3:

a) pomer séra a buné€k (3-5% naplav erytrocyta + 2
kapky séra)

b) inkuba¢ni médium (albumin, polybren, LISS, PEG -
nejcastéji v LISS po pridani BSA, polybren nebo PEG)
c) pH (5,5-8,5)

d) inkubac¢ni teplota (37 °C)

¢) inkubacni ¢as (15-30 minut)

Je dilezité vzdy zkontrolovat, zda promyti bylo
dikladné pomoci tzv. Coombsovych kontrolnich bunék.
Citlivost antiglobulinového testu vzriista pii promyvani
pfii teploté 4° C, protoZe jsou odstranény i1 chladové
protilatky.

Antiglobulinové sérum musi vZdy obsahovat anti-1gG.
Anti-IgA nejsou povazovany za alloprotilatky.Jestlize
jsou pritomny IgA-alloprotilatky, 1gG-protilatky stejné
specifity jsou vzdy pfitomny také. IgM-protilatky jsou
chladové protilatky a nejsou klinicky vyznamne.
Citlivost testu mize byt zlepSena pouZzitim anti-
komplementu. AGH-sérum musi obsahovat také anti-
C3d (nebo anti-C3g), protoZe na bunkach
senzibilizovanych in vivo s komplementem je C3d
ptitomno, ale C3¢ neni. C3c, C3d a C3g jsou antigenni
determinanty na molekule C3b, ktera je navazana na

erytrocytu, kdyz je aktivovany komplement.

AGH-sérum, které obsahuje anti-IgG a anti-komplement, se nazyva

polyspecifické AGH-sérum. To se pouziva hlavné u antiglobulinového
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testu v solném roztoku, albuminu nebo v LISS. Pii pouziti PEG a
polybrenu se uziva pouze anti-IgG (monospecifické) AGH-sérum, protoze
Vv té€chto technikach dava anti-komplement faleSné pozitivni vysledek. Anti

JK* a anti-Jk” se identifikuji pomoci PEG-NAT bez anti-komplementu. 2

3.3. Testy k vySetireni protilatek erytrocyti: ze

zkumavky do sloupce

V minulosti se aglutina¢ni testy provadély na destickach (slide), pozdé;ji
bylo zavedeno vySetieni ve zkumavce (zkumavkova metoda). Behem
poslednich pér let doSlo k rozvoji v optimalizaci antiglobulinového testu
zdokonalenim reakéniho média a potenciatotu.

Na konci osmdesatych let se vedle zkumavkové metody rozvinula prvni
generace sloupcovych testii. Tyto prvni sloupcové testy byly zalozeny na
principu nepiimého antiglobulinového testu. Byly také oznacovany jako
sloupcové (nebo gelové) aglutinacni techniky. V téchto technikach je
aglutinace senzibilovanych erytrocytl zakotvenych v LISSu ziskavana
v gelovém sloupci s AGH-sérem. Erytrocyty a sérum jsou inkubovany
Vv inkubaéni ¢asti na povrchu gelu. Po inkubaci je sloupec centrifugovan,
béhem niz se erytrocyty dostavaji do kontaktu s gelem. Senzibilizované
erytrocyty aglutinuji po reakci s AGH-sérem, které je pfitomno v gelu. Po
centrifugaci zistava aglutinat nad sloupcovym materialem, ktery funguje
jako urcity druh sita. Nesenzibilizované erytrocyty nereaguji s AGH-sérem
Vv gelu a projdou gelem na dno sloupce. Fyzikalni separace aglutinatt
zavisi na jejich velikosti a filtraci v gelu. Centrifugaci jsou erytrocyty

oddéleny od séra a tedy 1 od nenavazanych imunoglobulinti, které
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zustavaji v inkubacni ¢asti sloupce. Neni tedy nutné promyvat erytrocyty

po jejich inkubaci se sérem ve sloupci.

l I ey in1ubaéni kompartment
m— A H-sérum

Obr.4. Gelovy sloupec 2

== sklenény sloupec s gelem

Sloupcova technika ma urcité vyhody oproti tradiéni zkumavkoveé
metodé. Metoda je rychla, mize byt automatizovana a erytrocyty nemusi
byt promyvany. Vysledky se daji dobte interpretovat i pozd¢€ji a mohou byt

odecitany pristrojove.

Od konce devadesatych let je na trhu druhy typ sloupcového testu. Tato
druhé& generace neni zalozena na aglutinaci senzibilizovanych erytrocytd,
ale na pfimém spojeni senzibilizovanych erytrocytu s matrix gelu uvnitf
sloupce. Tento testovaci systém je zaloZzen na Solid-phase technologii a je
oznacovan jako sloupcova (nebo gelova) afinitni technika.

Imuno-afinitni gelovy sloupec obsahuje aktivni, imunoreaktivni fazi
v médiu o vysoké hustot¢.

V tomto sloupcovem afinitnim testu jsou senzibilizované erytrocyty
piimo zachyceny do aktivni faze ve sloupci. Tato imunoreaktivni faze
obsahuje protein G (nebo protein A a protein G), anti-lgM a anti-
komplementovy faktor C3d, které jsou fixovany do gelové matrix (afinitni
gel). Protein G je protein z bunécné stény Streptokoka a vaze se s velkou

afinitou na Fc-¢ast vSech Ctyt podtiid lidského IgG.
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Senzibilizované erytrocyty tedy zistanou v horni ¢asti sloupce, zatimco
nesenzibilizované erytrocyty budou béhem centrifugace migrovat na dno
sloupce. V reakci slabsi nez 4+ dosahnou nékteré erytrocyty dna sloupce.
U slabsi reakce bude shromdzdéno po centrifugaci na dné sloupce vice
bunék.

Pomér mezi erytrocyty v horni a spodni ¢asti urci silu reakce, ktera se
muze pohybovat mezi 0,5+ az 3+. Vyrobcem sloupcového afinitniho

systému je Sanquin (Cellbind systém).

3.4, Solid-phase metody na mikrotitra¢ni desti¢ce

V devadeséatych letech se rozvinuly techniky na mikrotitracnich
destickach zalozené na pevné fazi pro sérologii krevnich skupin. V této
technologii je vzdy jeden z reagentti piedem fixovan na mikrotitra¢ni
desticce. Priklady téchto systémti zalozenych na Solid-phase
technologii pro identifikaci a screening jsou Capture R (Immucor) a
Solid screen (Biotest).

Capture R technika: technika je vhodna pro screening a
identifikaci protilatek. Testovaci erytrocyty
jsou pfedem fixovany na dné mikrotitracni
desticky. Buiky, které na dné tvofi tvori
velmi slabou vrstvi¢ku (monolayer), jsou
inkubovany se sérem. Po promyti jsou
pridany indikacni erytrocyty potaZen anti-
IgG. Po centrifugaci se odecita vysledek.

The Solid Screen technika: tato technika je také vhodna pro screening

a identifikaci protilatek. Sérum je nejprve
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inkubovéano s testovacimi erytrocyty, poté
nasleduje promyti. Erytrocyty jsou znovu
rozpustény ve smési anti-lgG/anti-C3d. Po
senzibilizaci se erytrocyty fixuji na
aktivované dno mikrotitra¢nich jamek
prostfednictvim smési anti-lgG/anti-C3d. V
piipadé pozitivni reakce testované
erytrocyty vytvoii souvislou vrstvu na dné
jamky a v pfipad¢ negatvni reakce jsou
erytrocyty akumulovane pouze ve

uprostied jamky.
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4. Vysledky

4.1. VySetieni skupinovych systémia AB0, Rh a Kell ve
zkumavkach

4.1.1. Princip: Vysetiovaci metody jsou zaloZeny na principu

aglutinace.

Skupinovy systém ABO je charakterizovan
pritomnosti aglutinogenii A, B na erytrocytech a vyskytem pravidelnych,
piirozené se vyskytujich aglutininti anti A, anti B v séru nebo v plazmé. Z
tohoto diivodu se krevni skupinovy systém ABO zjist'uje jednak detekci
aglutinogenu na erytrocytech pomoci diagnostickych sér anti A, anti B,
anti AB a soucasné se provadi detekce aglutininli v séru nebo v plazmé
pomoci diagnostickych erytrocyti 0, Ay, B.

Erytrocyty, které nesou antigeny, aglutinuji v
piitomnosti diagnostického séra proti témto antigentim = pozitivni
vysledek reakce. Erytrocyty, které tyto antigeny postradaji, neaglutinuji =

negativni vysledek reakce.

4.1.2. Materialy:

Laboratorni potieby:

zkumavky

stojan na zkumavky
pipety

Spicky

popisovace

Roztoky:
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4.1.3.

fyziologicky roztok
Reagencie:

vySetfovany vzorek krve

diagnostické séra

diagnostickeé krvinky

Ptistroje:
centrifuga

mikroskop

termostat

lednice

pocitac

Postup:

1.

Dodrzujeme vZdy pracovni postup uvedeny na
piibalovém letaku piislusného diagnostického séra.
Oznacime vysettovany vzorek krve, zkumavky.
Centrifugujeme vySetfovany vzorek krve (oddéleni séra
od erytrocyti).

Déle postupujeme dle navodu vyrobce diagnostického
séra.

Odecitame vysledky aglutinace makroskopicky 1
mikroskopicky.

Soucasné testujeme pozitivni 1 negativni kontroly.

Vysledek zaznamename do piislusné dokumentace.
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4.1.4.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

Hodnoceni:

Pozitivni reakce: erytrocyty jsou aglutinovany - vysetiované
erytrocyty nesou piislusny antigen

Negativni reakce: erytrocyty neaglutinuji - pfislusny antigen

neni na erytrocytech pfitomen

VySetieni skupinovych systéma AB0O, Rh a Kell na

mikrotitracnich destickach

Princip: Vysetiovaci postupy jsou zaloZeny na principu

aglutinace. Erytrocyty, které nesou antigeny jsou aglutinovany za
piitomnosti diagnostického = pozitivni vysledek reakce. Erytrocyty,

které postradaji antigeny = negativni vysledek reakce.

Materialy:
Ptistroje:
QUATRO SP 400
fotometr AR - 96
tiskarny
centrifuga
trepacka

pocitac

lednice
Reagencie:
vySetfovany krevni vzorek, odebrany do K3EDTY

diagnosticka séra
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4.2.3.

diagnostickeé krvinky

pozitivni a negativni kontrola

pozitivni kontrola pro erytrocyty
Roztoky:

fyziologicky roztok + 4 kapky TWEEN
destilovana voda + 4 kapky TWEEN
destilovana voda

Laboratorni potieby:

mikrotitracni desticky typu U
zkumavky

stojanek na zkumavky

pipety

Spicky

kadinky

zasobnik vzorku

budik

Postup:

1. VySettované krevni vzorky oznacené barkddy a
pofadovymi Cisly zcentrifugujeme.

2. Zkumavky narovndme do zasobniku vzorka.

3. Pristro QUATRO SP 400 uvedeme do chodu podle

piislusného navodu.

4. Rozkapané mikrotitracni desti¢ky vizudlné
zkontrolujeme. Inkubujeme pii pokojové teploté 15

minut, zcentrifugujeme a roztfepeme na specidlni

trepacce.

5. Vysledky odecitame na READERU AR 96

6. Vysledek zaznamename do piislusné dokumentace.
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424,

4.3.

4.3.1.

4.3.2.

Hodnoceni:
Pozitivni reakce: erytrocyty jsou aglutinovany

Negativni reakce: erytrocyty nejsou aglutinovany

VySetieni skupinovych systému AB0, Rh a Kell
panelovymi krvinkami DIAMED na ID kartach

Princip: Antigeny uréujeme aglutina¢ni reakci ¢ervenych
krvinek s diagnostickymi séry obsazenymi v

mikrozkumavkach ID-karty.

Materidaly:

Laboratorni potieby:

zkumavky

stojanek

pipety

umélohmotné jednorazové Spicky
mikropipety

Roztoky:

ID-diluent 1 (bromelin roztok)
ID-diluent 2(LISS)

Reagencie:

vysetfovany vzorek krve

ID-karty
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4.3.3.

4.3.4.

Ptistroje:
centrifuga

lednice

pocitac

Postup:

1.

Vysetieni provadime na gelovém systému ID-Diamed
dle pracovniho navodu vyrobce.

ID diluent a vySetfované vzorky uvedeme pied pouzitim
na pokojovou teplotu.

Oznacéime vySetiovany vzorek krve, ID-karty a
zkumavky.

Centrifugujeme vySetiovany vzorek krve a oddélime
sérum od erytrocyti.

Ptipravime si 5% erysuspenzi v diluentu.

Do oznacen¢ ID karty napipetujeme do mikrozkumavek
10ul 5% suspenze erytrocytu.

Zcentrifugujeme.

Vyslednou reakci odecitame makroskopicky.

Vysledek zaznamename do piislusné dokumentace.

Hodnoceni:

Pozitivni reakce: erytrocyty jsou aglutinovany - ¢ervena linka

na gelové suspenzi

Negativni reakce: erytrocyty nejsou aglutinovany - erytrocyty

jsou na dn¢ zkumavky
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Statistickeé vyhodnoceni

Vyskyt antigend erytrocytu v systémech ABO, Rh a Kell jsme

sledovali u darcii transfuzniho oddéleni FN v Hradci Kralove, kteti byli
vySetfovani v obdobi od 1.1.2006 do 31.12.2006. Tyto vysledky byly

statisticky zpracované se spolehlivosti 0,999.

V roce 2006 darovalo krev celkem 8367 darc, z toho bylo 5230

muzu a 3137 Zen.

Tab.4. Vyskyt antigenua systému ABO (n=8367)

ABO Pocet darci Dolni mez Horni mez PravdEpodobnost
systém vyskytu
0 3006 0,3431 0,3756 35,93 %
A 2967 0,3385 0,3709 35,46 %
Al 274 0,0271 0,0392 3,27 %
AlB 47 0,00342 0,00863 0,56 %
A2 52 0,00389 0,00935 0,62 %
A2B 9 0,00056 0,00188 0,11 %
AB 632 0,0708 0,0805 7,55 %
B 1380 0,1583 0,1718 16,49 %
Tab.5. Vyskyt antigent systému RhD
RhD Pocet darci Dolni mez Horni mez Pravdépodobnost
systém vyskytu
POS 6668 0,7896 0,8042 79,69 %
NEG 1699 0,1958 0,2104 20,31%
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U darct, kteti jsou RhD pozitivni, neni povinné vySetfeni antigenti

CcEe, proto nebylo toto vySetieni provedeno u vSech darci. Antigeny

CcEe byly vySetieny u 6352 darcii z 6668 s RhD pozitivnim tzn. u 95,26

%.

Tab.6. Vyskyt antigenti CcEe u 6352 darci s RhD pozitivnim faktorem

antigeny ; i Pravdépodobnost
S Pocet darci Dolni mez Horni mez wskytu
CC 1455 0,2130 0,2457 22,91 %
Cc 3685 0,5608 0,5993 58,01 %
cc 1212 0,1758 0,2064 19,08 %
EE 149 0,0180 0,0299 2,34 %
Ee 1882 0,2787 0,3143 29,63 %
ee 4321 0,6619 0,6982 68,03 %

Tab.7. Vyskyt antigenti CcEe u 1699 darci s RhD negativnim faktorem

Antigeny ) i Pravdépodobnost
. Pocet darci Dolni mez Horni mez vyskytu
cC 2 2,67 *10° 0,00659 0,12 %
Cc 150 0,0684 0,1115 8,83 %
cc 1547 0,8872 0,9306 91,05 %
EE 1 5,88 * 10” 0,00542 0,06 %
Ee 28 0,0085 0,0284 1,65 %
ee 1670 0,9709 0,9910 98,29 %
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Tab.8. Vyskyt antigenii erytrocyti u 8367 darci v systému Kell

Kell Pravdépodobno
. Pocet darcii Dolni mez Horni mez i
system st vyskytu
KK 10 0,00035 0,00288 0,12 %
Kk 655 0,0695 0,0878 7,83 %
kk 7702 0,9110 0,9294 92,05 %

Vyskyt antigenti erytrocytii v zavislosti na pohlavi

Tab.9. Vyskyt antigenii erytrocyti v systému AB0 u muzi (n=5230)

ABO Pocet darci Dolni mez Horni mez PravdEpodobno
systém st vyskytu
0 1821 0,3279 0,3688 34,82 %
A 1943 0,3509 0,3924 37,15 %
Al 135 0,0195 0,0333 2,58 %
AlB 26 0,00249 0,00877 0,50 %
A2 23 0,00210 0,00802 0,44 %
A2B 5) 0,00014 0,00314 0,10 %
AB 400 0,0656 0,0885 7,65 %
B 877 0,1521 0,1842 16,77 %

Tab.10. Vyskyt antigenii erytrocyti v systému RhD u muzi (n=5230)

RhD Pravdépodobnost
. Pocet darcii Dolni mez Horni mez ;
system vyskytu
POS 4172 0,7801 0,8146 79,77 %
NEG 1058 0,1854 0,2199 20,23 %
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Antigeny CcEe byly vySetieny u 3982 z 4172 muz s RhD

pozitivnim faktorem, tzn. u 95,45 %.

Tab.11. Vyskyt antigenii CcEe s RhD pozitivhim faktorem u muzi (n=4172)

Antigeny Pravdépodobnost
— Pocet darci Dolni mez Horni mez vskytu
CC 909 0,2081 0,2494 22,83 %
Cc 2323 0,5590 0,6075 58,34 %
cc 750 0,1696 0,2081 18,83 %
EE 89 0,0158 0,0306 2,24 %
Ee 1168 0,2713 0,3161 29,33 %
ee 2725 0,661 0,7069 68,43 %

Tab.12. Vyskyt antigenii CcEe s RhD negativnim faktorem u muzi (n=1058)

Antigeny ; i Pravdépodobnost
. Pocet darci Dolni mez Horni mez vskytu
CC 1 9,45 * 10” 0,00869 0,10 %
Cc 94 0,0640 0,1190 8,88 %
cc 963 0,8514 0,9130 88,47 %
EE 1 9,45 * 10” 0,00869 0,10 %
Ee 16 0,0061 0,0306 1,51 %
ee 1041 0,9681 0,9933 98,39 %
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Tab.13. Vyskyt antigenii erytrocyti v systému Kell u muzi(n=5230)

Kell ) i Pravdépodobnost
) Pocet darcu Dolni mez Horni mez ;
Systém vyskytu
KK 4 8,196 * 10 0,00283 0,08 %
Kk 409 0,0672 0,0903 7,82 %
kk 4817 0,9089 0,9321 92,10 %

Tab.14. Vyskyt antigenii erytrocyti v systétmu ABO u Zen (n=3137)

ABO Pocet darci Dolni mez Horni mez Pravdépobnost
systém vyskytu
0 1185 0,3472 0,4005 37,77 %
A 1024 0,2974 0,3490 32,64 %
Al 139 0,0334 0,0562 4,43 %
AlB 21 0,00304 0,01238 0,67 %
A2 29 0,0048 0,0156 0,92 %
A2B 4 0,00014 0,00466 0,13 %
AB 232 0,0596 0,0885 7,40 %
B 503 0,1391 0,1795 16,03 %

Tab.15. Vyskyt antigent erytrocyti v RhD systému u Zen (n=3137)

RhD Pravdépodobnost
. Pocet darcii Dolni mez Horni mez ;
system vyskytu
POS 2496 0,7637 0,8089 79,57 %
NEG 641 0,1805 0,2249 20,43 %
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Antigeny CcEe byly vySetfteny u 2370 z celkem 2496 Zen s RhD

pozitivnim faktorem, tzn. u 94,95%.

Tab.16. Vyskyt antigenii CcEe s RhD pozitivhim faktorem u Zen (n=2496)

Antigeny ) ) Pravdépodobnost
S Pocet darcia Dolni mez Horni mez vskytu
CcC 546 0,2042 0,2581 23,04 %
Cc 1362 0,5429 0,6060 57,47 %
cc 462 0,1705 0,2211 19,49 %
EE 60 0,0165 0,0369 2,53 %
Ee 714 0,2725 0,3311 30,13 %
ee 1596 0,6430 0,7029 67,34 %

Tab.17. Vyskyt antigeni CcEe s RhD negativnim faktorem u Zen (n=641)

Antigeny ) i Pravdépodobnost
el Pocet p darci Dolni mez Horni mez vskytu
CcC 1 1,56 * 10° 0,0143 0,16 %
Cc 56 0,0565 0,1270 8,74 %
cc 584 0,8712 0,9422 91,11 %
EE 0 0 0,0107 0%
Ee 12 0,0063 0,0417 1,87 %
ee 629 0,9583 0,9937 98,13 %

Tab.18. Vyskyt antigenu erytrocyti v systému Kell u Zen (n=3137)

Kell Pravdépodobnost
. Pocet darcii Dolni mez Horni mez i
system vyskytu
KK 6 0,00035 0,00568 0,19 %
Kk 246 0,0636 0,0933 7,76 %
kk 2885 0,8927 0,9245 90,95 %
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Predmétem zavérecné kapitoly této bakalatské prace je zhodnoceni
vysledk a jejich porovnani s o€ekdvanymi hodnotami. V piedchozi
kapitole byly antigenni vlastnosti erytrocytli u darct krve FN transfuzniho
oddéleni v Hradci Kralové za obdobi 1.1. 2006 az 12.12. 2006 statisticky
zpracovany nejdiive bez zavislosti na pohlavi a pak rozd€leny v zavislosti
na pohlavi v jednotlivych systémech ABO, Rh a Kell.

V roce 2006 byla odebrana a vySetiena krev 8367 darctim, z toho
bylo 5230 muzt a 3172 Zen.

ABO systém: Pomérné zastoupeni jednotlivych krevnich skupin u
vySettené skupiny darct krve (0-A-B-AB: 36-40-16-8) pIn¢ odpovida
udajim o zastoupeni krevnich skupin ABO v evropské populaci
kavkazského ptivodu. Rozdil ve vyskytu krevnich skupin A a 0 mezi
soubory Zen a muzu — VYSSi vyskyt skupiny A v souboru muzi - (muzi 0:A
34,8: 40,2; zeny 0:A 37,8:38,0) neni statisticky vyznamny.

Rh systém: Obdobné jako u ABO systému, i vyskyt D antigenu
V souboru vySetfenych darct (79,7% D+, 20,3% D-) odpovida udajim o
zastoupeni D antigenu v evropské populaci kavkazského ptivodu. Nebyl

zjistén zadny rozdil mezi vyskytem D antigenu mezi soubory muzl a Zen.

-B55 -



Vyskyt antigent CcEe je rozdilny v souborech D pozitivnich a D
negativnich darcti. U D- osob se nejcastéji vyskytuje kombinace ccee, coz
je v souladu s principy dédi¢nosti Rh systému. U D pozitivnich darct se
nejcastéji vyskytuje kombinace Ccee. Nebyly zachyceny rozdily mezi
souborem Zen a muzi.VSechny vysledky vySetieni CcEe antigenti jsou ve
shodé s literarnimi Gdaji platnymi pro b&losskou populaci Evropy.

Kell systém: Pomérné zastoupeni antigenu Kell (kk-Kk-KK: 92-7,9-
0,1) je ve shodé se znamymi idaji o zastoupeni téchto antigenti v evropské
— kavkazské populaci. Celkem 10 darct (4 muzi a 6 zen) s kombinaci KK
patii mezi vzacné darce krve, jejich krev je nutna pro zajisténi transfuzni

1é¢by pro pacienty s protilatkou anti-k.
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6. Seznam pouzitych zkratek

AGH sérum:
AlHA:
BSA:
CD:

CM test:
Fy:

gp:
HFA:
HON:
HTLA:
HTR:
ISTB:
Jk:

Le:
LFA:
LISS:
Lu:
NAT:

PAT:

anti-human globulinové sérum
autoimunitni hemolyticka anémie
Bovine Serum Albumin

Cluster of differentiation

Cross match test

Duffy systém

glykoprotein

Hight Frequency Antigens
hemolytické onemocnéni novorozencii
Hight Titre Low Avidity

hemolytickeé trasfuzni reakce
International Society of Blood Transfusion
Kidd system

Lewis system

Low Frequency Antigens

snizeni iontové sily v médiu

Lutheran systém

nepiimy antiglobulinovy test

pfimy antiglobulinovy test
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PEG:

polyethylenglykol
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