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SOUHRN

V teoretické Casti prace je popsana obecnd problematika imunologie s ohledem na jeji vyuziti
v transfuzni medicin€é. Podrobnéji popsan vyznam krevnich skupin a klinicky vyznam protilatek
proti erytrocytim s ohledem na bezpecnou transfuzi a vznik hemolytického onemocnéni
novorozence. V praci je uveden piehled klinicky nejvyznamnéjSich antierytrocytarnich protilatek.
Déle jsou popsany imunohematologické vySetfovaci metody pro diagnostiku aloimunizace vcetné
rutinné pouzivanych diagnostik pfi provadeéni zakladniho predtransfuzniho vysetfeni. V praktické
Casti prace je uveden piehled vySetfeni pacientd s pozitivhim screeningem nepravidelnych
protilatek, u kterych byly zjistény specifické antierytrocytarni protilatky v jednotlivych systémech
krevnich skupin a dale fada kazuistik s doporu¢enim pro bezpe¢nou kompatibilni transfuzi. Jedna z

kazuistik popisuje pozdni hemolytickou potransfuzni reakci.

Kli¢ova slova: krevni skupina, transfuze, screening protilatek, kazuistika

SUMMARY

In theoretic parts of the thesis are common problems of the immunology described with reference to
its usage in blood - transfusion medicine. In more detail described meaning of blood groups and
clinical meaning of antibodies against erythrocytes with reference to safe blood - transfusion and
rise haemolytic disease of newborn. Thesis provide an overwiev of clinically most considerable
antibodies. Further are immunohaematology investigative methods decribed used for diagnostic of
alloimunization inclusive groovy used diagnostics in applying the provision basic pre-transfusion
investigation. In practical parts of the thesis investigation survey is presented focused on inmates
with positive screening irregular antibodies, near which were ascertained specific antibodies in
several systems blood groups and further row casuistries with recommendation for safe compatible

blood - transfusion. One casuistry describes the delayed haemolytic transfuzion reaction.

Keywords: blood group, transfusion, screening of antibodies, casuistry



PODEKOVANI

Chtéla bych vyjadfit své podékovani vSem, ktefi mi pomahali pfi zpracovani bakalarské prace.
Predev§$im mému Skoliteli prim. MUDr. Kvétoslavé Petrtylové za odborné vedeni a poskytnuti
cennych rad. Dale dékuji vedoucimu laborantovi Oddéleni krevni banky FN Motol Martinu
Matéjc¢kovi za vSestrannou pomoc a ochotu pii feSeni problémui spojenych s tvorbou bakalaiské

prace.

Rada bych podékovala Mgr. Katefiné Vasatové za pomoc a ochotu pfi feSeni administrativnich a

technickych zélezitosti a Ing. Jakubu Vichovi za pomoc pii odborném cesko-anglickém piekladu.

Nakonec bych chtéla podékovat svym rodi¢iim za jejich podporu, kterou mi poskytovali po celou

dobu studia.



UV OD . .uueeeeeeeeeereececssssnssseeessessssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssasssssssssssssssssassssssssss 9
TEORETICKA CAST eeeeeeeeeeeeesesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 11
OBECNA IMUNOLOGIE.....uucuieieieeeeeeceessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssasases 12

1.1 NESPECIFICKE MECHANISMY ..eeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeeesaaaeseseeseeanenaaaaseeeeeees 12
1.2 SPECIFICKE MECHANISMY ... eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeaeaeaeaaaeaeseseaeaeaesesesaaanananns 12
1.3 ANTIGEN .ottt e et e e e e e e e e e e eeaeeseeeeeeaaaaaeseeeeeeaannaaaaeas 13
1.4 PROTILATER A .ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaeeeeeeeenannnan 13
PROTILATKY V IMUNOHEMATOLOGIL....u.eoeeeeeeeeeeerereesesssesessssssssssssnens 15
2.1 PRIROZENE PROTILATEY ..eeetttuuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenenneaesseesseenennnaessseeesrsannnnnaneess 15
2.2 IMUNNI PROTILATEY evveeeeeeeeeeeeee e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeaeeeeeeeeeeenaaaeeeeeeeenennnan 15
2.3 PRAVIDELNE A NEPRAVIDELNE PROTILATEY «euneeeeeeteieeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeeneaaaneens 16
2.4 PROTILATKY TRIDY IGM ... eemneeene 16
2.5 PROTILATKY TRIDY LIGGi ... oo e e 17
2.6 REAKCE ANTIGEN — PROTILATEA .eeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e et eeeeeeeeeeeeeeeeeaaeeeeeeennennnas 18
SYSTEMY KREVNICH SKUPIN V IMUNOHEMATOLOGII ....ucueeeeerererennne 19
3.1 ABO SYSTEM ...ttt ettt e e e e e e ettt eeaeeeeeeeeeaaeaaeseeeeeeaanaaaaaas 19
3.1.1  Biochemie ABO SYStEMU........ccccuiiiiiiiiieiieiieeieeie et 19
3.1.2  Podskupiny v ABO SYStEMU ....cc.eeeviiriiieiieiieeieeiieeieeiee e e see e ssve e 20
32 R SY STEM .ttt seseeeememeeeennenemnnnnnn 21
3.3 OSTATNI SKUPINOVE SYSTEMY tttuuueeeeeeeteeeeneeeeeeeeeeeteenenaeeeseseseeesnnnesessesessmsennnns 23
KLINICKY VYZNAM ANTIERYTROCYTARNICH PROTILATEK............. 24
4.1 ABO SYSTEM ..ttt eeeeneeeeeennenennnnenen 24
4.1.1  Protilatky anti-A, -B......ccooiiiii e 24
4.1.2  PrOtIALKA Ao e ee et e e et eeeeeae e e e e e ee e eaeeeeeeeeeaaeaaaaaaens 24
4.1.3 ProtilatKa anti-H ....ooo oot e e e e e e et eeaee e e e e e eaaeeeeaeseaaeaaes 24
4.2 R SY STEM ..ttt seeeemeeeeeennememnnnnne 25
42.1 ProtilAtKa anti-D ... .cooveeeeeeieee e e e et e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeaaaeeeenanas 25
422 ProtilAtKa anti-C ......eeeeeeeeeeeeeeeee e e e et eeeee e e e e e e eeaeeeeeeeeeeaaaaaaaeeas 25
4.2.3  ProtilatKa anti-C% ...oooooeeeeee oo e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaaeaaans 25
424 ProtilAtKa anti-F .....oooeeoeiiiieiee et e et e e e e e eeeeeeeeeeeeeaaaeeeeenaeas 25
425 PrOtIlALKA ANTI=C ovneeeeeeee e e e e e e e e e ee e e e e e eeeeeeeaeeeeeaeaeeeenaeeeeennanns 26
42,60 PrOtlAKA QNtI=€ cooeeueeeeeeeeeeeeeeeeee et e e e e e e e et eeeaeeeeeeeeeaeeaeeeeeeeeeaaeaaaaaeens 26
427 ProtilAtKa Qnti-G.oooee e e e e oot e e e e e e e et e e eeaeeseeeeaeaeaaeeeeeeseeeneaaaaaees 26
4.3 KELL SYSTEM ..ttt eeseeeeeemeeeeeennenemnnnnnn 26
431 ProtilAtKa anti-K .....coomneeiiiieoe et e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeaaaeeeenaaas 26
4.3.2  Ostatni protilatky Kell SyStemu..........cccueeviiriiiiniieiiieiecieecie e 26
4.4 IMINSS SYSTEM ...ttt e e e e e et e e e e e e e e e e e e e aaeeeeeeeeeaaaaaaeeeeeeeeaanaaaanaens 27
4.4.1 ProtilAtKa anti-IM ....cooeeeeeeiieeee e e e e e e ee e e e e eeeeeaeaeeeaeeaaeeeanaaseennaanas 27

442 Protilatka anti-N ... .cooeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e eaeaeeeaeraee 27



443 Protilatka anti-S.....ooooeeeeeeee ettt e e e e e e e eeaeeeaaneees 27

4.4.4 PrOtIIALKA ANTI=S ooeeeeeieee et e e e e e e e e e e e e e e eeeeaaaaeeeeeaaaeeeeanaaseeennanas 27
4.5 DUEFY SYSTEM . ..etttttiteeeee ettt e e e e e e et eeeeeeeeeeeeeeeeaaaaaeeeeseeeaaneaaeseeeesraannnaaaaeas 28
4.5.1  Protilatka anti-Fy” .........c.ccocoiiiiiiiieeeeeeeeee e 28
452 ProtilAtka anti-FYP .......oooovoveeeeeeeeeeeeeeee e 28
4.6 JIDD SYSTEM ..ttt seeeemeeeeeennenemnnnnne 28
4.6.1  Protilatka anti-TK® .........c.ccooiiviiiviiriieiececeeee e 28
4.6.2  ProtilAtka Anti-JK® .....oooeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 28
4.7 LEWIS SYSTEM .ottt e e e e e e e e e e e e e et eaaeeeeee e e eee e aeaaeeeeeeeeeaaaaaeeeeeeeenannaan 29
4.7.1  ProtilatKa anti=-Le? ..oooo oo e e e e e e e e e e e e 29
472 PrOtlAtKA ANH-LED oo, 29
4.8 P oS Y STEM ettt e e e e e e e e e e e e e ———————aaaaeennan——— 29
5 METODY POUZIVANE K IMUNOHEMATOLOGICKEMU
TESTOVANT couetteeercrereeeeessesssesessesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 30
5.1 DETEKCE PROTILATEK V IMUNOHEMATOLOGIL.....ccevvuuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeanaens 30
5.1.1  Primy antiglobulinOVy teSt.......ccccuiieiiieiiiieeiee ettt 30
5.1.2  Neptfimy antiglobulinovy test........c.cecuieiiiiiiieniiiiieeie e 31
5.1.3  PHMA QZIULINACE.......ceiiieiieeiieiie ettt ettt et aee e 31
5.14 GEIOVA TIIETACE oo e e et e e e e ae e e e e e e e e aeaeaeeeaaans 31
5.2 IMUNOHEMATOLOGICKE LABORATORNI TECHNIKY ..ccovveieieeieiiieieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 32
5.2.1  Sloupcova agIUtINACE ......ceevueeiiriiriiiiiriieeieeteet ettt 32
52.2 Gelova afiNItnd TNELOAA ...eeveeeeee e e e eee e e e e e e eeaaeeaaeeeas 33
5.2.3  Metoda pevné faze na mikrotitra¢nich destiCkach............cccccvevvviinvennennen. 34
5.2.4 ZKUMAVKOVA INETOAA ... eeeeee e e e e e e eeee e e e eeeeeeeeaeeseeeaeesannaeeeenaans 35
II  PRAKTICKA CASTuuueeeieeeeenerseecseasesssasessssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssasssssss 36
6 PREHLED VYSETRENIi PACIENTU S POZITIVNIM SCREENINGEM
PROTILATEK A JEJICH IDENTIFIKACI V OBDOBI ROKU 2007.............. 37
6.1 ALOPROTILATKY V RH SYSTEMU ...ttt eeee e et eeaeeeeeeeeeeeaeaaaneeas 38
6.2 ALOPROTILATKY V JINYCH SYSTEMECH .....eveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeeenneeenes 38
6.3 SMESI ALOPROTILATEK V RH SYSTEMU ....uiiieiitteiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeees 39
6.4 SMESI ALOPROTILATEK V RH SYSTEMU A JINYCH SYSTEMECH .......cccvvveeeeirieeennnn, 40
6.5 SMESI ALOPROTILATEK V JINYCH SYSTEMECH «.vvvueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeaeeaeanes 40
7  ZAJIMAVE IMUNOHEMATOLOGICKE KAZUISTIKY V OBDOBI
ROKIU 2007 ceeeeerreeeceerseeccoessssccsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 41
7.1 JEDNOTLIVE PRIPADY ....viiiiiiiiiieiiesiieeieeeite et e sieeeteesiteenteessteenseesateenseessneensaesasaens 41
ZAVER A DISKUZE ....couoereeeeeeeeserseesesessssasssssssssassssssssssassssssssssssasssssssssssssssssssssssassssssssns 51
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ...ovveveveeeveeereeeeesesesesssssssssssssssssasees 56
TIIT  PRILOHY oo cessnsnesessssssssssssssssassssssssssassssssssssasassssssssssssssssssssssssssssssssns 57



UvVOD

Transfuze je nejstarsi typ tkanové transplantace a ma velmi bohatou historii. O podavani
lidské krve nachdzime zminky uZz v Bibli Svaté (Mathew 26:“.take drink..this is my
blood...which is shed for you for the remissions of sins“),' dale ve staré Cing, starém
Egypté a velmi asto bdhem trvani Rimské fiSe. Dokonce stafi Rimané praktikovali
tzv. Taurobolium, neboli koupele v cCerstvé krvi za ucelem léceni a krasy. Za prvni
»transfuzni komplikaci 1ze oznacit 1écbu papeze Innocenta VIII., kterému bylo na zakladé
doporuceni zidovského Iékafe indikovano per os podavani krve Ccerstvé ziskané
z desetiletych chlapcti s naslednou nauzeou a vomitem. Podavani lidské krve
predstavovalo dlouhou dobu prostfedek ke znovunabyti Zivotni energie a plného zdravi
(Libavius, 1615:“.. Let there be a young man, robust, full of spirituous blood, and also an
old man, thin, emaciated, his strength exhausted, hardly able to retain his soul...the hot and
spirituous blood of the young man will pour into the old one as it were from a fountain of
life, and all of his weakness will be dispelled.”)." Vyznamnym pokrokem bylo objeveni
krevniho ob&hu (Harvey, 1628). Béhem dalSich staleti prob&hlo mnoho pokusit o
intravendzni transfuze a to jak mezi zvifaty, tak 1 mezi zvifaty a lidmi. Nejcennéjsi a
nejvyznamnéjsi poznatky v oboru transfuziologie ptinesly vSak vzdy véle¢né konflikty.
Cilem transfuzni mediciny je
v soucasnosti zabezpeceni imunologicky kompatibilnich transfuzi. Po opakované
podanych transfuzich se mohou vytvofit protilatky proti antigenim nachéazejicich se na
erytrocytech, leukocytech, trombocytech a bilkovinach plazmy, které se nevyskytuji u
se prijemce setkd scizim antigenem. Na aloimunizaci sta¢i podani 0,5 — 1 ml krve
obsahujici cizi antigen. Aloimunizace nastane cca po 2 — 3 tydnech, avSak nebezpeci
vzniku aloimunizace neni
u vSech antigent stejné. Nejsiln€jsi a nejucinnéjsi jsou antigeny Rh systému D, C, E, c, e,
z ostatnich je to antigen Kell. Tvorba protilatek proti cizim antigenim nezavisi jen
na Cetnosti kontaktu, ale také na vnimavosti kazdého jedince. Kazdy jedinec ma jinou
nachylnost k aloimunizaci a tvorb& protildtek. Aloimunizace a tvorba protilatek nemusi
vznikat jen pfi transfuzi, ale mize nastat za ptirozenych podminek béhem gravidity, kdy
erytrocyty matky a plodu nemaji totozné sloZeni svych skupinovych genotypti (HON).

Pted kazdym podanim transfuze je povinnosti provést piedtransfuzni laboratorni vysetieni



a odhalit tak ptipadné se vyskytujici aloprotilatky v séru/plazmé piijemce, které by mohly

o . s -2
zpusobit potransfuzni reakei.
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1 OBECNA IMUNOLOGIE

Imunitni systém patii k zdkladnim homeostatickym mechanismtim organismu. Jeho funkci
je udrzovani integrity organismu tim, Ze rozpoznava Skodlivé od neskodného a chréani tak
organismus proti §kodlivindm zevniho i vnitiniho pavodu.’ Na imunologickém obranném
se krom¢ periferni krve nachdzeji v thymu, slezin¢, lymfatickych uzlinach a ve tkanich
s mukdéznimi membranami, jako jsou kréni a nosni mandle. Imunitni mechanismy mizeme

rozd¢lit do dvou zakladnich kategorii a to na nespecifické a antigenné specifické.

1.1 Nespecifické mechanismy

Nespecifické mechanismy, nazyvame také jako neadaptivni, vrozené. Jsou evolu¢né starsi
a jsou zalozeny na molekuldch a buiikach, které jsou v organismu piipraveny piedem a
jsou obvykle u¢inné proti mnoha riznym patogeniim tim, ze reaguji na strukturni nebo
funkéni rysy, které jsou jim spole¢né. Nespecifické imunitni mechanismy obsahuji dvé
slozky a
to bunécné a humordlni. Bunééné nespecifické systémy jsou reprezentovany
fagocytujicimi buitkami a pfirozené cytotoxickymi buiikami. Humoralni slozky
nespecifick¢é imunity tvoii komplementovy systém, interferony, lektiny a jiné sérové
proteiny.” Nespecifické mechanismy reaguji na piitomnost $kodliviny rychle, fadové
v minutach. Nemaji

tzv. imunologickou pamét, nejsou tedy ovlivnény predchozim setkdnim se Skodlivinou.

1.2 Specifické mechanismy

Jedna se o mechanismy, které jsou evolu¢né mladsi, adaptivni a antigenné specifické.
Na cizorodou strukturu reaguji prostfednictvim vysoce specifickych molekul, jako jsou
protilatky, antigenné specifické receptory T lymfocyti a aktivuji se az po setkani s danym
antigenem. Mezi né patfi mechanismy humoralni, které jsou zalozeny na protilatkach
a bunécné zprosttedkované, zalozené na T lymfocytech. K Gplnému rozvoji specifické
imunitni reakce je zapotiebi nékolika dni az tydnd. Charakteristickym rysem téchto reakci

je imunologicka pamét’.’

-12 -



1.3 Antigen

Antigen je slozitd organickd molekula, kterd je schopna vyvolat imunitni odpovéd.
Nachazi se na povrchu bunék a je vétSinou zabudovany do struktury membrany nebo je
rozpustny v télnich tekutindch. Na svém povrchu nese antigenni determinanty, které se
vazi

se specifickou protildtkou. Antigenni determinanty jsou bilkovinné povahy a skladaji se
bud’ z aminokyselin spojenych do polypeptidd nebo z jednoduchych cukrii spojenych
do polysacharidi. Na povrchu krevnich bunck, jako jsou erytrocyty, leukocyty
a trombocyty, se nachazeji antigenni struktury, které jsou typické pro kazdy druh krevni
buiiky.? Imunitni odpovéd’ je zahajena rozpoznanim antigenu jako cizi latky, kterou je

potieba z téla odstranit.

1.4 Protilatka

Protilatky jsou soucasti bilkovin, které se nachazeji v krevni plazmé. Jsou dulezitymi
Ciniteli v humoralni imunité, jejich hlavni funkce je reakce s ptisluSnym antigenem, ktery
vyvolal jejich tvorbu. V lidském séru se nachazi pét strukturné odlisnych tiid
imunoglobulinti. Imunoglobulin IgG, IgM, IgA, IgD, IgE”  Zakladni struktura
imunoglobulinové molekuly obsahuje dva tézké (H) fetézce, které jsou kovalentné spojeny
disulfidickymi (cystinovymi) mistky. Ke kazdému H fetézci je cystinovym mustkem
pripojen jeden lehky (L) fetdzec.” Tézké fetézce se skladaji ze &tyé domén, které jsou
tvofeny sekvenci aminokyselin. Jednotlivé domény jsou spojeny kratkymi useky
polypeptidového fetézce. Lehké fetézce
se sklddaji ze dvou imunoglobulinovych domén. Ptiblizna molekulova hmotnost L-fetézcl
je 25 kDa a H-fetézct je 50-75 kDa. Domény na N-konci té€zkého i lehkého fetézce jsou
variabilni. Ostatni domény jsou konstantni. Variabilni domény H a L fetézcii vytvateji
spoletné vazebné misto pro antigen.” Molekulu imunoglobulinu miZeme za uritych
okolnosti rozstépit na dva stejné fragmenty Fab a jeden fragment Fc. Oblast fragmentu Fab
odpovida za navazani molekuly imunoglobulinu na antigen, oblast Fc je dulezitd pro

aktivaci komplementu.
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Obr.¢.1 Prostorové usporadani L fetézce(A), Struktura imunoglobulinu(B)

Zdroj: Pievzato a upraveno z:

http://www.accessexcellence.org/RC/VL/GG/ecb/antibody molecule.html
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2 PROTILATKY VIMUNOHEMATOLOGII

Antigeny krevnich skupin mohou indukovat tvorbu protilatek. Antierytrocytarni protilatky
mohou byt klasifikovany riznym zplsobem. A to podle plivodu antigenu, proti kterému
jsou namifeny, na zaklad¢ priciny tvorby protilatky (Ab) nebo podle jejiho sérologického
chovani. Na zdklad€ piivodu antigenu se protilatky déli na aloprotilatky, namifené proti
antigenim ciziho jedince a autoprotilatky, namifené proti vlastnim antigentim. Podle
pfi¢iny tvorby rozliSujeme piirozené se vyskytujici, imunni, pravidelné a nepravidelné

protilatky.’

2.1 Prirozené protilatky

Nachazeji se vséru vétSiny lidi a tvoii se pfirozenym zplsobem v pribéhu Zivota,
napf. pfirozenym kontaktem s mikroorganismy nebo jinymi ZzivociSnymi strukturami
zivotniho prostfedi. Vznikaji také procesem imunizace, ale vice méné nepozorovang,
prizptisobovanim jedince okoli. Pfirozené protilatky reaguji pii nizSich teplotach a patii

do imunoglobulinové tidy IgM.

Ptiklady ptirozenych protilatek: anti-A, -B, -AB,-A,, -H, -HI, -Ii, -M, -N, -Le, - P, -Lu

2.2 Imunni protilatky

Jedna se o protilatky, které vytvari ¢lovek pti prekonavani nemoci nebo po pasivnim styku
s antigenem a které by bez tohoto styku jinak nevytvofil. Séra, kterd takové protilatky
obsahuji, byvaji oznaovana jako imunni. Imunni protilatky reaguji pti 37°C a patii do
tiidy IgG.° Nejéastéjsim piikladem kdy dochazi ke vzniku imunnich protilatek, je podani
krevni transfuze nebo téhotenstvi. Na darcovskych erytrocytech prakticky vzdy existuji
antigeny, které nejsou piitomny u piijemce. Krom¢ podani krevni transfuze, miize
imunizace nastat
v téhotenstvi a to jako dusledek fetomaternalniho krvaceni. Diky tomu, Ze dit¢ zdédi
antigeny jak od matky, tak od otce, mohou erytrocyty ditéte nést antigeny, které jsou

pro imunitni systém matky cizi a ta miZe proti témto antigeniim vytvofit protilatky.

Priklady imunnich protilatek: anti-Rh, -Kell, - Kidd, -Duffy, -Ss, -A(IgG), -B(IgQG)

-15-



2.3 Pravidelné a nepravidelné protilatky

Mezi pravidelné protilatky patii anti-A a anti-B, které se vzdy vyskytuji u osob, kterym
chybi odpovidajici antigen. VSechny ostatni krevné skupinové protilatky se nazyvaji
nepravidelné. Nepravidelné protilatky vSak mohou byt pfirozené se vyskytujici a imunni

protilatky.

2.4 Protilatky tridy IgM

Molekula IgM protilatky ma tézké fetézce p typu a vyskytuje se ve formé pentameru.
Ma deset antigennich vazebnych mist a je prvni tfidou imunoglobulinu, kterd je vytvarena
fetadlnim imunitnim systémem. IgM protilatka velmi dobie vaze a aktivuje komplement.
Jeji velikost je 900 tisic daltontll, a proto neprochdzi placentarni bariérou a nezpisobuje

HON.? V imunohematologii jsou chladové protilatky t¥idy IgM a jsou prikazné metodou

pfimé aglutinace.

Obr.c.2 Piima aglutinace erytrocytli molekulami IgM protilatky

Zdroj: http://www.bio-pro.de/md/images/rnd/igm_agglutiniert 338x338.jpg

-16 -


http://www.bio-pro.de/md/images/rnd/igm_agglutiniert_338x338.jpg

2.5 Protilatky tridy IgG

Molekula IgG protilatky je pouze jedna jednotka s dvéma tézkymi a dvéma lehkymi fetézci
a existuje pouze ve form¢ monomeru. Typicky pro IgG molekulu je t€Zky fetézec typu vy.
IgG molekula mé Ctyti podtiidy IgG; — IgGa, které se 1iSi sekvenci aminokyselin a také
svou schopnosti navodit hemolyzu senzibilizovanych erytrocytl.. Podttidy IgG; a 1gGs
dobfe vazou komplement, proto jsou z hlediska erytrocytarni hemolyzy vyznamné.
Velikost molekuly je asi 130 tisic daltonli, proto miize prochézet placentarni bariérou a
zpisobovat destrukci fetalnich erytrocytd (HON). Molekula IgG nestaci svou velikosti
pfemostit vzdalenost mezi erytrocyty, a proto je pfimé aglutinace nemozna. K reakci je
tteba modifikovat prostfedi a zmirnit odpuzujici van der Waalsovy sily mezi erytrocyty
roztokem o nizké iontové sile (LISS) nebo na senzibilizované erytrocyty navazat protilatku
proti IgG (AGH). Pro prukaz IgG protildtek se v imunohematologii vyuziva metody
nepiimého AGH testu (NAT).

Vazebna
mista

Obr.c.3 Molekula IgG
Zdroj: Pfevzato a upraveno z:

http://www.science-projects.com/IgG.GIF
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2.6 Reakce antigen — protilatka

Vazebna mista protilatek tvoti nekovalentni komplexy s molekulami antigenti. Uplatiiuji se
v nich iontové, hydrofobni a van der Waalsovy sily a vodikové mistky.” Vazebné misto je
vzdy svym tvarem a rozlozenim naboji v ném vice ¢i méné komplementarni ke strukture
na povrchu antigenu, se kterym vytvaii komplex. Komplex antigen-protiladtka je
reverzibilni,

tj. vyznacuje se urcitou rychlosti reakci vzniku a rozpadu. Pomér rychlostnich konstant
vzniku a rozpadu komplexu definuje rovnovdznou (asociacni) konstantu. Cim vyssi je
konstanta, tim vyssi je afinita protilatky k antigenu. Tyto pojmy se tykaji interakce jednoho
vazebného mista s jednoduchym antigenem. Sila interakce polyvalentni protilatky
s polyvalentnim antigenem vyjadiuje pojem avidita reakce, ktera vzrista s afinitou
jednoduché interakce jednoho vazebného mista a s poctem simultdnné se uplatiujicich
vazebnych mist. Desetivalentni molekuly IgM se proto mohou véazat velmi silné€ (s velkou
aviditou) napft. na bakterialni povrch obsahujici velky pocet identickych antigennich mist,

atkoli afinita jednotlivych vazebnych mist k epitoptim byvé u nich nizka.’

1.homologicky |

casteéneé
homologicky;

3.heterologicky

Obr.c.4 Reakce antigen — protilatka
Zdroj: Pfevzato a upraveno z:

http://www.biologie.uni-hamburg.de/b-online/ge17/21.jpg
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3 SYSTEMY KREVNICH SKUPIN V IMUNOHEMATOLOGII

Krevni skupiny maji nejvétsi vyznam pfi transfuzi krve. V transfuzni praxi, kdy jsou
podavany ptipravky s viditelnou pfimési erytrocytli, je nutné dodrZzovat kompatibilitu
v ABO/RhD systému. Kazdy antigen ze skupinového systému ABO, Rh a z ostatnich

skupinovych systémt, ktery erytrocyty piijemce neobsahuji, mize vyvolat aloimunizaci.

3.1 ABO systém

Skupinovy systém ABO je z hlediska objevu nejstar§i a mize byt v imunohematologii
oznacovan jako zakladni. Systém ABO urcuji tfi zakladni alely: A, B a 0. Geny A, B a0
se nachazeji na 9 chromozomu. Alely A, B a 0 se navzdjem homozygotné a heterozygotné
kombinuji a davaji vznik 4 zakladnim fenotyptim (krevnim skupinam) A, B, 0, AB. Gen 0
je vuci genim A, B ustupujici a fenotypicky se objevuje pouze v homozygotni kombinaci.
Ptislusnost k jednotlivym krevnim skupindm urcuje ptitomnost nebo chybéni aglutinogenu
A nebo B na erytrocytech a dvou pfirozené se vyskytujicich aglutinini anti-A a anti-B

v krevnim séru.’

3.1.1 Biochemie AB0 systému

Antigeny systému jsou determinovany pfipojenim pfislusnych sacharidovych jednotek
ke glykoproteinim. H gen kdéduje enzym, ktery pfipojuje fukézovou jednotku (Fuc)
ke konci prekurzorového fetézce. U lidi s genem A je k H antigenu pfipojen oligosacharid
NAGA, zatimco u lidi s genem B je na toto misto pfipojen oligosacharid Gal.* Lidé

vlastnici oba geny maji na povrchu erytrocyti oba tyto zminéné antigeny.
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Obr.c.5 Biochemie ABO systému

Zdroj: Pievzato a upraveno z:

http://nfs.unipv.it/nfs/minf/dispense/immunology/blgrou.html

3.1.2 Podskupiny v AB0 systému

U krevnich skupin A a B je zndmo vétsi mnozstvi podskupin. U krevni skupiny A jsou
znamy podskupiny Aj, Az, Az Ax, Aend. U krevni skupiny B se diive pouZivana
nomenklatura rozdéleni neuziva. Rozdily v podskupinach jsou kvantitativni (mnozstvi
antigenll na povrchu buniky) i kvalitativni (typ enzymu, ktery modifikuje H fetézce). Co se
tyCe obsahu antigenu H na erytrocytech rtznych krevnich podskupin, je pofadi jeho
mnozstevniho zastoupeni nésledujici, od nejvyssi k nejnizsi hodnoté: 0> A >B >

AB>A;> A B.

-20 -


http://nfs.unipv.it/nfs/minf/dispense/immunology/blgrou.html

3.2 Rh systém

Rh systém obsahuje nejméné 45 antigentl, z toho hlavni antigeny jsou C, ¢, E, e, D a C".*
Ze vsech antigentl systému je antigen D (RhD) nejvice antigenni, proto je podstatné tiidéni
na D pozitivni a D negativni erytrocyty. Piiblizné u 80% osob RhD negativnich vyvolava
styk s RhD antigenem po prvnim stimulu specifickou protilatku anti-D.” Tento transfuzng
nejdilezitéjsi antigen piedstavuje soubor epitoptli na povrchu extramembran6zni ¢asti RhD
proteinu.” Epitopem je ur¢ité uskupeni nékolika aminokyselin, zavislé na uspotadani
celého proteinu. V soucasné dob¢ je rozezndvano asi 30 riiznych epitopii. Imunologicka
jedine€nost a velmi silnd imunogenicita D antigenu je dana chybénim celého RhD proteinu
u Rh minus jedinct, kteti vlastni pouze RhCcEe protein, ktery se od RhD proteinu lisi vice
nez 30-ti aminokyselinami.” Systém obsahuje dva uzce propojené geny CcEe a D, které
jsou lokalizovany na 1.chromozomu a zpravidla se dédi spole¢né. Antigeny Rh systému

vytvaii komplexni strukturu, kterd je spojena s cytoskeletem erytrocytu a dalSimi geny.

RHAG gen

11-p21.1 18
it RHCE gen

1pid-p36

[(THZHSHAaHSH8H7H8H 9H10]

Fro {E)
T = (=)
1 a(e) -~

""(GI -
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Cys (C, ') | ||{ger (C)
{c) 30 e}
st w | ‘&9&. =
L - w \ W
RhAG glykoprotein = RhCcEe protein
e (THZHIHEHSHEHTHEHSHIo
1p34-p36
7
r A 'rT 2
r 4 & [ ]
2 & L
p ) !
NHz Wi o U 4 COOH
(] @7
RhD protein U
Obr.c.6 Struktura proteinti Rh systému

Zdroj: MUDr.M.Pisacka CSc., UHKT Praha
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Nomenklatura
%

ISBT tradic¢ni
RH1 D
RH2 C
RH3 E
RH4 c
RH5 e
RH6 f
RH7 Ce
RH8 Cw
RH9 Cx

RH10 V

RH11 Ew

RH12 G

RH17 Hr0

RH18 Hr

RH19 hrS

RH20 VS

RH21 CG

RH22 CE

RH23 Dw

Tab.¢.1

Molekularni zaklad (sérologické vlastnosti)

D+/D-... pfitomnost i absence D proteinu

(Cys16, lle60, Ser68) Ser103 na CcEe

Pro226 na CcEe proteinu
Pro103 na CcEe proteinu
Ala226 na CcEe proteinu
antigeny c a e v cis pozici
antigeny C a e v cis pozici
GIn41 na CcEe proteinu

Ala 36 na ccEe proteinu
Val245 Gly336 na CcEe proteinu
Hybridni RhcE gen

Ser103 na D a Ce(E) proteinu
(anti-RH17 u D-, D.., Dc, Dcw-)
(neg. U Rh null, D-, hrS-)

(anti hrS raguje silngji s f+)
Val245 na CcEe

(slaba forma C antigenu?)
Antigeny C a E v cis pozici

U varianty D VaC(c)e

Nomenklatura Rh systému

Zdroj: MUDr.M.Pisacka, CSc., UHKT Praha
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Frekvence

bélosi-CernoSi-asiaté
85(b)-92(¢)-99(a) %
27-68-93
22-29-39
47-80-96
96-98-98
12-65-92
27-68-92
1-2-6(CR)
LFA(<0,01%)
1(b)-30(¢)

LFA
84-92-100
HFA (~100%)
HFA
HFA(98%)
LFA-32%(¢)
68(b)
<1%-2%(a)

LFA



3.3 Ostatni skupinové systémy

V soucasné dob¢ je definovano vice nez 600 antigenti krevnich skupin, z nichz je asi 250
rozdéleno do 23 systémil. Mezi vyznamné skupinové systémy patii Kell, MNSs, Duffy,
Kidd, Lutheran, Lewis, P.°
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4 KLINICKY VYZNAM ANTIERYTROCYTARNICH PROTILATEK

Vysetrovani nepravidelnych protilatek proti erytrocytim (antierytrocytarnich protilatek)
patfi mezi rutinni pfedtransfuzni vySetteni. V piipad¢ detekce nepravidelnych protilatek,
musi byt urcena specifita a klinicky vyznam protilatky. Klinicky vyznamna je ta protilatka,
ktera zkracuje pfezivani transfundovanych erytrocytd nebo je pfi¢inou vzniku
hemolytického onemocnéni novorozence. Stupen klinického vyznamu je rizny a zavisi

na rychlosti destrukei erytrocyti.®

4.1 ABO systém

4.1.1 Protilatky anti-A, -B

Jedna se o piirozené protilatky. Jejich tvorbu mohou stimulovat stievni bakterie. Tyto
bakterie maji na své membrané struktury podobné A a B antigentim, které jsou schopny
indukovat imunitni systém k jejich tvorbé. Anti-A je pfitomna v séru jedinct s krevni
skupinou 0 a B. Anti-B je soucasti séra jedincti s krevni skupinou 0 a A. Mohou zpiisobit
mirné HON a t&7ké potransfuzni reakce (HTR).® Jsou zpravidla tfidy IgM a zpiisobuji
pfimou aglutinaci. Nejsou pfitomny u novorozenct, ale jejich tvorba je zahdjena od tietiho
do Sestého meésice po narozeni. Maximalni hladina je dosaZzena mezi patym az desatym

rokem véku ditéte.

4.1.2 Protilatka anti-A,

Jedna se o klinicky pfirozeny chladovy aglutinin, ktery obvykle nereaguje pii 37°C.°
Nebyva pii¢inou HTR a HON. Béhem pftipravy transfuzniho ptipravku neni za potiebi
vybrat transfuzni pfipravek A,, pokud Ab nereaguje v 37°C. Laboratorné je téidy IgM.
Vyskytuje se u 1% osob s krevni skupinou A; a u 25% osob s krevni skupinou A,B.

4.1.3 Protilatka anti-H

Jde o Ab, kterd je vzdy ptitomna v séru lidi s velmi vzacnou krevni skupinou Bombay.
Protilatka anti-H se obcas nachazi v krvi lidi s krevnimi skupinami A;, A;B nebo B.
Nebyva pti¢inou HON a HTR. Tato chladova protilatka neni obvykle dilezitd z pohledu

transfuze, protoze nereaguje pii 37°C.
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4.2 Rh systém

Protilatky proti antigenim Rh systému jsou témét vyhradné vytvareny imunizaci
nasledkem krevni transfuze nebo v t€hotenstvi. Jedna se o imunni IgG protilatky. Mohou
byt pii¢inou HTR i HON. Jsou optimalné aktivni pii teploté 37°C a nevazou komplement.
Nejlépe

se urcuji pomoci NAT nebo enzymaticky osetfenymi krvinkami, napt. bromelinem nebo

papainem (ET).

4.2.1 Protilatka anti-D

Jde o Ab, které se z hlediska genové frekvence, ale i antigenni sily vyskytuje nejcastéji.
Byva ptitinou t&zké formy HTR a HON.® Je tiidy IgG a reaguje v NAT a v ET. Neaktivuje
komplement a n€kdy mtze byt i tfidy IgM. Anti-D se miZe nachézet v kombinaci s anti-C

a n¢kdy s anti-G.

4.2.2 Protilatka anti-C

Vyskytuje se sou€asné s anti-D. Je pfi¢inou HTR i HON. Jedna se o IgG protilatku,
ktera reaguje v NAT a ET. Ne¢kdy mize byt IgM piirozenou nepravidelnou protilatkou,

ktera ptimo aglutinuje erytrocyty.

4.2.3 Protilatka anti-C"

Tato Ab se muze v séru jedincl vyskytovat i bez predchozi imunizace. V tomto piipadé
patti do tifidy IgM. Pokud je tfidy IgG pak reaguje v NAT i1 ET. Vzacné byva pticinou
HTR a HON.

4.2.4 Protilatka anti-E

Nachazi se u osob s fenotypem ee. Protilatka se nachazi v séru jak u Rh negativnich, tak
u Rh pozitivnich osob. Nékdy se zjisti anti-E Ab bez ptfedchozi imunizace transfuzemi
nebo téhotenstvim. Nazyvadme ji prirozen¢ se vyskytujici anti-E Ab. Tato pfirozené
se vyskytujici protilatka nema Zadny klinicky vyznam. Ta anti-E Ab, ktera je tfidy IgG je
Gasta a byva pti¢inou HRT i HON. Casto se vyskytuje spolu s anti-c.°
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4.2.5 Protilatka anti-c

Je klinicky casta Ab a je pfi¢inou HRT a HON. Béhem transfuze je tfeba podavat ,,c*
negativni erytrocyty. Je tfidy IgG a reaguje v ET a NAT testu.

4.2.6 Protilatka anti-e

Patii mezi klinicky vzacné protilatky. Byva pificinou HTR a HON. Je nejcastéjsi specifita
mezi IgG autoprotilatkami, které jsou ptficinou autoimunitni hemolytické anémie (AIHA).

Laboratorné je vzdy tfidy IgG.

4.2.7 Protilatka anti-G

Tato Ab reaguje s erytrocyty od D pozitivnich nebo C pozitivnich osob. Znamena to tedy,
e anti-G nemiize byt rozlidena in vitro od anti-C a anti-D.® Je tieba podavat D negativni

erytrocyty. Jedna se o vzacnou IgG protilatku, kterd mtze zptisobit HTR a HON.

4.3 Kell systém

Protilatky proti antigenlim Kell systému patfi obvykle do tfidy IgG a tvofi se po transfuzi

nebo po téhotenstvi a mohou byt pficinou HTR ¢i HON.

4.3.1 Protilatka anti-K

Vyskytuje se velmi Casto kvili silné imunogenicité¢ Kell antigenu. Mlze zptsobit tézky

HON s utlumem erytropoezy plodu i tézkou potransfuzni reakei.

4.3.2 Ostatni protilatky Kell systému

Patfi mezi protilatky proti antigeniim s vysokou frekvenci vyskytu, jako jsou antigeny k,
Kp® a Js. Zpiisobuji komplikace pti vybéru vhodného transfuzniho pripravku pro transfuze

pacientlim s t€mito protilatkami pro maly pocet vhodnych, antigen negativnich darcti.
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4.4 MNSs systém

4.4.1 Protilatka anti-M

Je vétSinou pfirozeny aglutinin tfidy IgM. Pokud patii ke tfidé IgG miize zptisobit HTR a
HON. Natraveni erytrocyti enzymy, jako je bromelin, papain a trypsin odstrani cast
glykoforinu A, na kterém jsou umistény M antigeny. To zplsobi, ze M antigeny nejsou
na erytrocytech dale detekovatelné. Anti-M Ab nelze tedy detekovat pomoci krvinek
osetfenych enzymem, Ize je prokdzat pomoci solné¢ho a neptimého antiglobulinového testu

(NAT). Test kompatibility se musi provadét piisné pii 37°C.

4.4.2 Protilatka anti-N

Ma obvykle charakter IgM protilatky a jedné se casto o pfirozenou chladovou protilatku.
Nebyva pii¢inou HTR a HON. Podobn¢ jako anti-M byva detekovdna pomoci solného a
NAT. V praxi muze délat problémy pii testech kompatibility, které je proto potieba
provadét piisné pii 37°C.

4.4.3 Protilatka anti-S

Vyskytuje se prevazné jako imunni Ab a v tomto pfipad¢ je tiidy IgG. Muze vSak byt
ptirozené se vyskytujici a pak je tiidy IgM. Byva pficinou HTR i HON. Pusobi piimo

aglutinaci a Gasto reaguje v NAT.°

4.4.4 Protilatka anti-s

Klinicky se jedna o imunni protilatku. Vzhledem k tomu, Ze antigen s se v populaci
nachazi ve velkém mnozstvi, je vyskyt protilatky anti-s velmi vzacny. Mize zplsobovat

HTR a HON. Reaguje v NAT a jen zfidka kdy, jde o aglutinujici chladovou Ab.
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4.5 Duffy systém

Protilatky namifené proti Duffy antigenim patii zpravidla do tfidy IgG. Detekuji se
pomoci NAT. Duffy protilatky nelze prokézat erytrocyty oSetfenymi enzymem, protoze

pusobenim enzymu dojde k odstranéni vétsiny dilezitych Duffy antigent z erytrocyti.

4.5.1 Protilatka anti-Fy"

Patii mezi ¢astou imunni protilatku, je pti¢inou HTR 1 HON. Je tiidy IgG.

4.5.2 Protilatka anti-Fy”

v

Klinicky jde o méné& Cast€js$i imunni protilatku. Byva pfi¢inou HTR a mirného HON. Je

tiidy IgG a je detekovatelnd pomoci NAT.

4.6 Kidd systém

Protilatky namifené proti antigenim Kidd obvykle patii do tfidy IgG, ale nékdy mohou
patiit do tfidy IgM. Prakticky vzdy véazou komplement. Koncentrace Kidd protilatek
se muze rychle snizit pod uroven jejich detekce a nemusi byt tak zjiStény rutinnim
screeningem. Pacient tak mtze byt ohrozen opozdénym typem hemolytické potransfuzni

reakce. Nejlep$imi metodami k jejich detekci jsou: PEG-NAT, LISS-NAT a enzym-NAT.

4.6.1 Protilatka anti-JK*

Klinicky nebezpetna imunni Ab, byva pfi€¢inou HTR i HON. Ab reaguje v NAT
s polyspecifickym AGH sérem.

4.6.2 Protilatka anti-JK®

Je pfi¢inou okamzit¢ HTR a na vzniku HON se podili vzacné. Laboratorné se jednd o Ab
tiidy IgG, kterda muze vazat komplement a optimalné reaguje v NAT s polyspecifickym

AGH sérem.
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4.7 Lewis systém

Lewis protilatky jsou ptirozené se vyskytujici a mohou vazat komplement. Obvykle patii
do tfidy IgM. Velmi malo nebo viibec nereaguji pii 37°C, takze prakticky nejsou klinicky
dialezité. Pouze ve velmi vzacnych piipadech zptisobi Lewis protilatky hemolytickou

potransfuzni reakci.

4.7.1 Protilatka anti-Le®

Patii mezi &astou piirozend se vyskytujici Ab vséru jedinct Le(a-b-).° Vétsinou
bez klinického projevu. Vzacné byvad béhem reakce pii 37°C pficinou HTR. U
novorozenct neni Ab Le® vyvinuta, proto nebyva pfi¢inou HON. Laboratorné se urcuje

v solném a ET, vaze komplement.

4.7.2 Protilatka anti-Le"

Jde o pfirozené se vyskytujici Ab, kterd nebyva ptic¢inou HTR ani HON. Novorozenci

nemaji vyvinut Le® antigen. Patfi mezi IgM protilatku a reaguje v solném a ET.

4.8 P systém

Protilatka anti-P1 se miZe nachéazet v séru osob, u kterych chybi P1 antigen. Je to IgM
chladova Ab a velmi zfidka je aktivni pii 37°C. Neni pficinou HTR ani HON. Anti-P1 Ab
miZze zpusobit problémy pfi urovani krevni skupiny ABO v piipadech, kdy diagnostické
erytrocyty A nebo B obsahuji také Ag P1. Laboratorn¢ se urcuje solnym testem pfi teplote
22°C. Aglutina¢ni reakce miiZze byt zesilena pomoci enzymu. Testy kompatibility je tfeba

provadet pii 37°C.
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5 METODY POUZIVANE K IMUNOHEMATOLOGICKEMU
TESTOVANI

5.1 Detekce protilatek vimunohematologii

Nejvhodnéjsi a obecné nejpouzivanéj$i metodou pro detekci protilatek v imunohematologii
je aglutinace erytrocyt. Pfi tomto postupu jsou erytrocyty, které jsou senzibilizovany
navazanymi protilatkami, aglutinovany, coz lze hodnotit makroskopicky. Pokud jsou
na erytrocytech navazany protildtky tiidy IgM, aglutinace nastdva piimo (pfima
aglutinace). K detekci IgG je nutné pouzit nepifimou metodu. Molekula IgG totiz neni
vzhledem ke své mensi velikosti schopna ptekonat pfirozenou vzdalenost mezi erytrocyty
(asi 16 nm), ktera je dana stejnym nabojem povrchu erytrocyti a tedy vzajemnou
odpudivosti. Je tedy nutné bud’ sniZit zeta potencidl, aby doslo ke sniZeni vzdalenosti mezi
erytrocyty a Fab fragmenty imunoglobulinu G byly schopny vzdalenost pfemostit nebo
pomoci protilatek proti lidskému globulinu (AGH) vytvofit na dvou IgG molekulach
mustek a vzdalenost pfemostit. Je také mozné oba tyto postupy kombinovat. Pro snizeni
iontové sily v médiu se uziva roztok
o nizké iontové sile (LISS) a pro pfemosténi IgG molekul se pouziva komeréni kralici
antiglobulin. V praxi se uzivaji dva druhy antiglobulinového testu, p/imy, pro detekci
protilatky senzibilizované na erytrocytu a neprimy, pro detekci volnych protilatek

v séru/plazmé in vitro.

5.1.1 Primy antiglobulinovy test

Piimy antiglobulinovy test (PAT) je urCen k detekci senzibilizace erytrocytl pacienta in
metod¢ se k vySetfovanym erytrocytim pacienta pridava pouze AGH, které je v pfipadé
senzibilizace schopno aglutinovat vySetfované erytrocyty. Pozitivita PAT znamena bud’
pritomnost autoprotilatek na erytrocytech, nebo pfitomnost protilatek pochazejicich
od matky proti erytrocytim jejiho novorozeného ditéte, a nebo aloprotilatek vytvorenych

po predchozi transfuzi erytrocytu.
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5.1.2 Neprimy antiglobulinovy test

Neptimy antiglobulinovy test (NAT) je urcen k detekci protilatek v séru/plazmé pacienta
in vitro. NAT se pouziva k detekci pfitomnosti protildtek pfi screeningu protilatek,
identifikaci protilatek a testu kompatibility. Pfi této metodé se inkubuje vySetfované
sérum/plazma s testovacimi erytrocyty v roztoku s LISS a az poté se ptridava AGH.
Pozitivita NAT znamend, Ze v séru/plazmé pacienta jsou piitomny protilatky proti
antigentim

na diagnostickych erytrocytech (screening a identifikace) nebo na erytrocytech darce (test

kompatibility).

5.1.3 Prima aglutinace

Ptima aglutinace je metoda urcend k prikazu IgM protilatek s optimem 4-25°C. Protilatka
v séru/plazmé pacienta reaguje piimo s diagnostickymi ¢i vlastnimi erytrocyty. Piimé
aglutinace se vyuziva pfi prikazu antigenii (napt.v ABO systému), kdy znama protilatka
IgM (diagnostické sérum) reaguje s antigenem na vySetfovanych erytrocytech, proti

kterému je namifena.

5.1.4 Gelova filtrace

Gelova filtrace umoziuje rozdéleni protilatek IgG a IgM a jejich néslednou detekcei
nékterym vhodnym testem (NAT). Principem je oddélovéani latek s velmi rozdilnymi
molekulovymi hmotnostmi. Molekulova hmotnost IgG (130 000) je téméi sedmkrat mensi

nez IgM (900 000), proto lze tuto technologii na jejich rozdéleni aplikovat.
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5.2 Imunohematologické laboratorni techniky

5.2.1 Sloupcova aglutinace

Koncem 80.let byla vyvinuta technologie sloupcové (gelové) aglutinace, zalozena
na nepiimém antiglobulinovém testu. Pfi této metod¢ je aglutinace senzibilizovanych
erytrocytlt suspendovanych v LISS docilena v gelovém sloupci pomoci AGH séra.
Erytrocyty a sérum se inkubuji na povrchu gelu. Po inkubaci se sloupec centrifuguje, coz
zpisobi putovani erytrocytti gelem. Po centrifugaci zlstanou aglutinaty v gelu, ktery ma
funkci sita. Nesenzibilizované erytrocyty, které nereaguji s AGH, prostupuji gelem na dno
sloupce. Fyzikélni separace aglutinati je zalozena na jejich velikosti a filtraci pfes gel.
Pomoci centrifugace jsou erytrocyty oddéleny od séra a timto i od nenavazanych
imunoglobulinti, které zlstavaji v horni, inkubaéni ¢asti gelového sloupce. Nejznamé;jsi
vyrobci sloupcové aglutinacnich systému jsou DiaMed (ID-systém), Grifols (DG Gel),
BioRad (ScanGel) a Ortho (BioVue). Kazdy z téchto systémil vyuziva unikéatnich LISS

roztok, karet 1 centrifug.

—— =TT - —.—_— - - —— ——

Obr.c. 7 Sloupcove aglutinacni systém DG Gel

Zdroj: RNDr.M.Kérnerova, Grifols Ceské republika
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5.2.2 Gelova afinitni metoda

Od poloviny 90.let je k dispozici dalsi technologie druhé generace, tzv.pevna faze, ktera je
oznacovana jako sloupcovd afinitni metoda. Test neni zaloZzen na aglutinaci
senzibilizovanych erytrocytli, ale na pifimé vazbé na gelovou matrix uvnitt sloupce.
Imunoafinitni gelovy sloupec obsahuje aktivni fdzi v médiu s vysokou hustotou.
Senzibilizované erytrocyty jsou fixovany piimo na aktivni fazi ve sloupci.
Tato imunoreaktivni fdze obsahuje protein G, protilatku anti-IgM a anti-C3d
komplementovou slozku fixovanou na gelovou matrix. Protein G je bilkovina z bunécné
stény Streptokoka, kterd se vaze k Fc castem lidského IgG. Senzibilizované erytrocyty
zustanou ve vrchni Casti sloupce, zatimco vSechny nesenzibilizované budou migrovat ke

dnu sloupce. Vyrobcem tohoto systému je Sanquin (CellBind).

|
Calbiing Soioen 2
= [ o voe 4
Obr.c. 8 Sloupcova afinitni metoda CellBind

Zdroj: http://www.sanquin.nl/
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5.2.3 Metoda pevné faze na mikrotitra¢nich desti¢ckach

V 90.letech byly vyvinuty dalsi metody pro imunohematologické testovani, které vyuzivaji
techniku tzv.pevné faze na mikrotitracnich destickdch. U této technologie je jedna
z reagencii predem fixovdna na mikrotitracni desti¢ce. Pro screening a identifikaci
protilatek jsou pouzivany systémy Capture R (Immucor) a Solid Screen (Biotest). Capture
R je metoda pevné faze, kde jsou diagnostické erytrocyty pfedem fixovany na dné jamek
mikrotitracni desticky. Nasledné¢ jsou inkubovény s testovanym sérem. Po promyti se
pridaji erytrocyty senzibilizované IgG protilatkou. Nasleduje centrifugace a odecteni typu
reakce. V piipad¢ pozitivniho vysledku, kdy jsou IgG protilatky z vysetifovaného séra
navazany

na spodni vrstvu diagnostickych erytrocytl, se indikatorové erytrocyty v tenké vrstve
navazou na tyto IgG protilatky nad senzibilizovanymi erytrocyty na celém povrchu dna
jamky. Pfi negativni reakci, pokud nejsou na diagnostické erytrocyty navdzané zadné

protilatky, se indikatorové krvinky soustiedi do stfedu dna jamky.

Obr.¢. 9 Capture Solid Phase Immucor

Zdroj: http://www.immucor.com/site/ps_capture.jsp
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5.2.4 Zkumavkova metoda

Je nejstarsi pouzivanou technikou v laboratofich. V soucasné dob¢ je ustup od sklenénych
zkumavek ve prospéch plastovych materiala a to prevazné z ekonomickych divodl (myti
skla). T pfesto, ze pii soucasném trendu prevazna vétSina laboratofi pouziva systémy
sloupcové aglutinace ¢i jiné systémy, role zkumavek je stile nezastupitelnd. VétSina
erytrocytarnich antigenii je stale vysetifovdna zkumavkovou metodou a svou roli maji
zkumavky vzécné 1 pii predtransfuznim vySetfeni pacientdl, jejichz sérum/plazma

nespecificky pozitivné reaguje v systémech sloupcové aglutinace.

Obr.c. 10 Vysetteni krevni skupiny ABO zkumavkovou metodou

Zdroj: http://www.vetmed.wsu.edu//Lab_Tests/transfusion_medicine.htm
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II. PRAKTICKA CAST
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6 PREHLED VYSETRENI PACIENTU S POZITIVNIM
SCREENINGEM PROTILATEK A JEJICH IDENTIFIKACI
V OBDOBI ROKU 2007

Vroce 2007 bylo na Oddéleni krevni banky FN v Motole provedeno v ramci
predtransfuzniho vysetieni 9 037 krevnich skupin, 16 558 screeninglti nepravidelnych
protilatek a 32 636 testli kompatibility. Z 16 558 vySetfenych screeningti nepravidelnych
protilatek byla zjisténa pozitivita u 620 vysetieni (tj. ve 3,75 %). Tato pozitivita se tykala

pouze vySetieni provedeného pied podanim erytrocytarniho TP, mimo prenatalni vysetieni.

Specifické aloprotilatky byly identifikovany u 197 pacienti.

OZeny 123
Emuzi 54

Odivky 13
Ochlapci 7

Graf ¢.1 Rozlozeni specifickych aloprotilatek v zavislosti na pohlavi a véku pacienta
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6.1 Aloprotilatky v Rh systému

PROTILATKA DOSPELI DETI
zeny muzi divky chlapci
Anti-D 22 2 0 2
Anti-E 17 13 5 2
Anti-C 2 3 0 0
Anti-c 6 1 1 0
Anti-C" 7 4 1 0
Celkem 54 23 7 4
Celkem 88
6.2 Aloprotilatky v jinych systémech
PROTILATKA DOSPELI DETI
zeny muzi divky chlapci
Anti-Kell 15 9 0 0
Anti-Fy* 5 2 0 0
Anti-Jk* 6 1 0 0
Anti-S 3 0 0 0
Anti-M 4 1 3 2
Anti-N 0 1 0 0
Anti-Le® 7 3 1 0
Anti-Le® 2 1 0 0
Celkem 42 18 4 2
Celkem 66
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6.3 Smési aloprotilatek v Rh systému

PROTILATKA DOSPELI DETI
zeny muzi divky chlapci
Anti-D + C 15 2 0 1
Anti-D + E 5 1 0 0
Anti-E + ¢ 1 4 0 0
Anti-C + e 2 0 0 0
Anti-C + E 1 0 0 0
Anti-E + C¥ 1 0 0 0
Anti-D+C+E 0 0 1 0
Anti-E+C+CY 0 0 1 0
Celkem 25 7 2 1
Celkem 35
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6.4 Smési aloprotilatek v Rh systému a jinych systémech

PROTILATKA DOSPEL{ DETI
zeny muzi divky chlapci
Anti-D + Kell 1 0 0 0
Anti-D+E+Kell 1 0 0 0
Anti-c+E+Kell 0 1 0 0
Anti-C+E+Kell 0 1 0 0
Anti-E + Jk* 0 1 0 0
Anti-D+C+S 0 1 0 0
Anti-E + Le” 0 1 0 0
Celkem 2 5 0 0
Celkem 7
6.5 Smési aloprotilatek v jinych systémech
PROTILATKA DOSPELI DETI
zeny muzi divky chlapci
Anti-Le® + Le” 0 1 0 0
Celkem 0 1 0 0
Celkem 1
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7 ZAJIMAVE IMUNOHEMATOLOGICKE KAZUISTIKY
V OBDOBI ROKU 2007

7.1 Jednotlivé pripady

KAZUISTIKA 1
Pacient:
Oddéleni:

Diagnéza:

Imunohematologicka anamnéza:

Krevni skupina:

P.J., Zena, 84 let

chirurgie

Ca tlustého stfeva

porody 2, aplikace EBR a MP ano

0 RhD pozitivni

Fenotyp: CcD.ee Cw negat. Kk
Vysledek screeningu protilatek: pozitivni
Dg.erytrocyty NAT ET (bromelin)

L. neg. neg.

II. 3+ 4+

II1. 1+ neg.

Vysledek vySetieni PAT: negativni

Vysledek vySetieni autoprotilatek: negativni

Prokazana aloprotilatka: anti-E

Pouzita metodika:

Doporuceni pro transfuze:

sloupcova aglutinace, DG Gel

erytrocytarni TP E neg., kompatibilni v NAT

-4] -



KAZUISTIKA 2

Pacient: S.V., muz, 60 let
Oddéleni: ortopedie
Diagnéza: nahrada kycelniho kloubu

Imunohematologicka anamnéza: v roce 2003 aplikace 2 TU EBR, 3 TU MP

Krevni skupina: A RhD pozitivni

Fenotyp: CCD.ee Cw negat. kk
Vysledek screeningu protilatek: pozitivni
Dg.erytrocyty NAT ET (bromelin)

L. neg. neg.

II. 2+ 2+

II1. neg. neg.

Vysledek vysetteni PAT: negativni

Vysledek vySetieni autoprotilatek: negativni
Prokazana aloprotilatka: anti-E
Pouzitd metodika:

sloupcova aglutinace, DG Gel

Doporuceni pro transfuze: erytrocytarni TP E neg., c neg., K neg.
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KAZUISTIKA 3

Pacient: K.J., zena, 66 let
Oddé¢leni: onkologie
Diagnéza: Caplic
Imunohematologicka anamnéza: neuvedena
Krevni skupina: B RhD pozitivni

Fenotyp: ccD.Ee Cw neg. kk
Vysledek screeningu protilatek: pozitivni
Dg.erytrocyty NAT ET (bromelin)

L. 4+ 4+

1. neg. (1+)

II1. neg. 1+

Vysledek vySetieni PAT: negativni

Vysledek vySetieni autoprotilatek: negativni
Prokazana aloprotilatka: anti-Cw
Pouzita metodika: sloupcova aglutinace, DG Gel

Doporuceni pro transfuze: erytrocytarni TP C neg., Cw neg., K neg.
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KAZUISTIKA 4

Pacient: S.J., muz, 57 let
Oddé¢leni: spondylochirurgie
Diagnéza: patologické zlomenina

Imunohematologicka anamnéza: v roce 2006 aplikace 8 TU EBR, 2 TU MP

Krevni skupina: A Rh pozitivni

Fenotyp: CcD.ee Cw neg. kk
Vysledek screeningu protilatek: pozitivni
Dg.erytrocyty NAT ET (bromelin)

L. neg. neg.

II. neg. neg.

II1. 2+ 2+

Vysledek vySetieni PAT: negativni

Vysledek vySetieni autoprotilatek: negativni
Prokazana aloprotilatka: anti-Kell
Pouzita metodika: sloupcova aglutinace, DG Gel

Doporuceni pro transfuze: erytrocytarni TP Kell neg., E neg.
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KAZUISTIKA 5
Pacient:
Oddéleni:

Diagnéza:

Imunohematologicka anamnéza:

Krevni skupina:

V.J., zena, 75 let

ortopedie

nahrada kolenniho kloubu

porody ano, transfuze v roce 2005

AB RhD pozitivni

Fenotyp: CcD.ee Cw neg. Kk Fy(a-b+)
Vysledek screeningu protilatek: pozitivni

Dg.erytrocyty NAT ET (bromelin)

L. 1+ neg.

II. neg. neg.

II1. (1+) neg.

Vysledek vySetieni PAT: negativni

Vysledek vySetieni autoprotilatek: negativni

Prokazana aloprotilatka: anti-Fy"

Pouzita metodika:

Doporuceni pro transfuze:

sloupcova aglutinace, DG Gel

erytrocytarni TP Fy” neg., E neg.

-45 -



KAZUISTIKA 6

Pacient: H.L., muz, 75 let
Oddé¢leni: onkologie
Diagnéza: Cauzlin
Imunohematologicka anamnéza: neuvedena
Krevni skupina: A RhD pozitivni

Fenotyp: CcD.ee Cw neg., kk NN
Vysledek screeningu protilatek: pozitivni

Dg.erytrocyty NAT ET (bromelin)

L. 2+ neg.

II. 2+ neg.

II1. neg. neg.

Vysledek vysetteni PAT: negativni

Vysledek vySetieni autoprotilatek: negativni
Prokézana aloprotilatka: anti-M, reagujici v 37°C
Pouzita metodika: sloupcova aglutinace, DG Gel

Doporuceni pro transfuze: erytrocytarni TP M neg., E neg., K neg.
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KAZUISTIKA 7
Pacient:
Oddéleni:

Diagnéza:

Imunohematologicka anamnéza:

Krevni skupina:

K.M., zena, 79 let
interna

dyspepsie

porody ano, transfuze neuvedeny

0 RhD pozitivni

Fenotyp: CcD.Ee kk Cw neg. NNSs
Vysledek screeningu protilatek: pozitivni

Dg.erytrocyty NAT ET (bromelin)

L. 4+ neg.

II. neg. neg.

II1. 4+ neg.

Vysledek vySetieni PAT: negativni

Vysledek vySetieni autoprotilatek: negativni

Prokazana aloprotilatka:

Pouzita metodika:

Doporuceni pro transfuze:

anti-M, reagujici v 37°C
sloupcova aglutinace, DG Gel

erytrocytarni TP M neg., K neg.
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KAZUISTIKA 8

Pacient:

Oddéleni:

Diagnéza:

Imunohematologicka anamnéza:

Krevni skupina:

H.M., zena 76 let

hematologie

myelodysplasticky syndrom

porody ano, 3 mésice pted vySetifenim 2 TU EBR

A RhD pozitivni

Fenotyp: CCD.ee Cw neg. kk
Vysledek screeningu protilatek: pozitivni
Dg.erytrocyty NAT ET (bromelin)

L. neg. neg.

I1. 3+ 3+

II1. neg. 2+

Vysledek vySetieni PAT: negativni

Vysledek vySetieni autoprotilatek: negativni
Prokazana aloprotilatka: anti-c + E

Pouzita metodika:

Doporuceni pro transfuze:

sloupcova aglutinace, DG Gel

erytrocytarni TP c neg., E neg., Cw neg., K neg.
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KAZUISTIKA 9
Pacient:
Oddéleni:

Diagnoza:

Imunohematologickd anamnéza:

Krevni skupina:

H.J., muz, 29 let

ARO

polytrauma

aplikovéano 21 TU EBR, 30 TU MP, 2 TU TAD

A RhD pozitivni

Fenotyp: CcD.ee Cw neg. kk Jk(a+b-) Le(a-b-)
Vysledek screeningu protilatek: pozitivni

Dg.erytrocyty NAT ET (bromelin)

L. 2+ 2+

II. 4+ 4+

II1. 2+ 2+

Vysledek vySetieni PAT: negativni

Vysledek vySetieni autoprotilatek: negativni

Prokazana aloprotilatka:

Pouzita metodika:

Doporuceni pro transfuze:

anti-E + Le® (reagujici v 37°C)
sloupcova aglutinace, DG Gel

erytrocytarni TP E neg., K neg., Le" neg.
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KAZUISTIKA 10
Pacient:
Oddéleni:

Diagnéza:

Imunohematologicka anamnéza:

Krevni skupina:

P.H., Zena, 76 let
ortopedie
nahrada kycelniho kloubu

1 porod, vroce 2001 2 TU EBR, vanamnéze
nefrektomie v jiném zdr. zafizeni (transfuze?). Nyni 7
dni po posledni transfuzi (9 TU EBR) po operaci

ikterus, anemizace.

0 RhD pozitivni

Fenotyp: CcD.ee Cw neg. kk Jk(a-b+)
Vysledek screeningu protilatek: pozitivni

Dg.erytrocyty NAT ET (bromelin)

L. neg. neg.

I1. 2+ 2+

I11. 3+ 3+

Vysledek vysetifeni PAT:

Vysledek vysSetfeni autoprotilatek:

Prokazana aloprotilatka:

Pouzita metodika:

Doporuceni pro transfuze:

pozitivni 4+, senzibilizace IgG + C3d
pozitivni

anti-Jk*

sloupcova aglutinace, DG Gel

erytrocytarni TP Jk* neg., E neg., K neg., uzavieno

jako pozdni hemolyticka potransfuzni reakce
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ZAVER A DISKUZE

Erytrocytarni antigeny a antigeny slozek krevni plasmy mohou u pfijemce transfuzniho
ptipravku vyvolat imunologické komplikace v zavislosti na imunologické odpovédi dané

geneticky, dale v zavislosti na mnozstvi a kvalité transfuzniho ptipravku.

Moderni transfuziologickd praxe umoznuje predchdzet imunologickym komplikacim
hemoterapie piedevsim dodrzovanim standardnich predpist tykajicich se predtransfuznich

vySetfeni pacienta i transfuzniho ptipravku.

Tato prace popisuje problematiku imunologie a imunohematologie s ohledem na jeji
vyuziti v transfuzni medicing. Popisuje vyznam krevnich skupin a klinicky vyznam
protilatek proti erytrocytim s ohledem na bezpecnou transfuzi. Popisuje metodiky
pouzivané¢ pro zéakladni predtransfuzni vySetfeni (krevni skupina, screening
nepravidelnych protilatek, testy kompatibility) a metodiky pouzivané pro identifikaci
aloprotilatek. Pro pacienty snalezem aloprotilatek je dilezité zajistit bezpecnou
kompatibilni transfuzi erytrocytarniho transfuzniho ptipravku (otypovany TP). Je tieba si
uvédomovat 1 rizika spojena s podanim transfuznich piipravkii ve smyslu potransfuzni

reakce.

Na oddéleni krevni banky FN v Motole bylo v roce 2007 (1.1.-31.12.2007) provedeno
vramci predtransfuzniho vySetfeni celkem 9 037 krevnich skupin, 16 558 screeningli

nepravidelnych protilatek a 32 636 testi kompatibility.

Z 16 558 vysetfenych screeningli nepravidelnych protilatek byla zjisténa pozitivita u 620
vySetteni (tj. 3,75 %). Tato pozitivita se tykala pouze screeningii vySetienych pred
podanim erytrocytarniho transfuzniho pfipravku, ne vysetfeni provedeného v ramci

prenatalniho vySetieni.

Specifické aloprotilatky byly identifikovany u 197 pacientii/ptijemcti, ztoho vétSinu

tvotily zeny 123x (62,4%), muzi 54x, déti 20x (divky 17x, chlapci 3x).

Nejvice aloprotilatek bylo identifikovano v systému Rh celkem u 88 pacientti (54x u zZen,
23x u muzi, 11x u déti). Nejcastejsi aloprotilatkou v Rh systému byla aloprotilatka anti-E
celkem 37x (17x Zeny, 13x muzi, 7x pfenesené u novorozencli), dale anti-D celkem 26x
(22x zeny, 2x muZi, u novorozence 2x pienesend mateiskd), anti-Cw aloprotilatka byla
stanovena u 12 pacientd (7x Zeny, 4x muzi, 1x divka), anti-c 8x (6x zeny, 1x muz, 1x

divka), anti-C 5x (2x Zeny, 3x muzi).
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Aloprotilatky v jinych systémech krevnich skupin byly celkem identifikovany u 66
pacientd (u 42 Zen, u 18 muzl a 6 déti). Nejcastéji zjisténou aloprotilatkou byla klinicky
vyznamnd a nebezpecna aloprotilatka anti-Kell celkem 24x (15x Zeny, 9x muzi), dalsi
vyznamné aloprotilatky byly identifikovany v systému Duffy anti-Fy(a) celkem 7x (5x u
zen a 2x
u muzt), v systému Kidd anti-Jk(a) 7x (6x Zeny, 1x muz), v systému MNSs anti-S celkem
3x u zen. Méné klinicky zavazné aloprotilatky byly zastizeny celkem 25x (13x Zeny, 6x
muzi, 6x déti). Jednalo se o aloprotilatky anti-M 10x (4x Zeny, 1x muz, 5x déti), anti-N
(1x muz), anti-Le(a) 11x (Zeny 7x, muzi 3x, déti 1x), anti-Le(b) 3x (2x Zeny, 1x muz).
Smési aloprotilatek v Rh systému byly identifikovany 35x, smési aloprotilatek v Rh
systtmu kombinované s jinymi systémy 7x, smés Vv jinych systémech zastizena 1x

(aloprotilatka anti-Le(a+b+).

Vybrané kazuistiky uvadi postup pouzivany pfi identifikaci specifické aloprotilatky a
doporuceni bezpecné kompatibilni transfuze erytrocytarniho ptipravku
pro pacienta/pfijemce se zjiSténymi aloprotilatkami. Krom¢ imunohematologického

vySeteni je dilezité i ziskani tzv. imunohematologické anamnézy (podané transfuze,

vvvvvv

Posledni kazuistika upozoriiuje na moznost vzniku pozdni hemolytické reakce u pacientky.

Zavérem je tfeba zdaraznit, Zze vybér kompatibilniho transfuzniho ptipravku
pro pacienta/ptijemce spociva predev§im v dodrZzovani ptisnych klinickych indikaci,
na rozsahu a kvalité pfedtransfuzniho vySetieni. Je bezpodminecné nutné dodrzovat systém
SLP pfi ¢innostech souvisejicich s laboratornim vySetfovanim, dodrzovat platné postupy a
SOP a kontrolovat kvalitu diagnostik a pouzZitych metodik. Z hlediska prevence
imunologickych komplikaci hemoterapie je nutna i cilend anamnestickd informace
pacienta a jeho zdravotnickd dokumentace. Spravna indikace spradvného transfuzniho
ptipravku

ve spravny cas je vysledkem posouzeni poméru mezi riziky transfuze, rizikem jejiho

nepodani a o¢ekavanym piinosem pro pacienta / pfijemce.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Ab Antibody, protilatka

Ag Antigen

AGH Anti-globulinum humanum, protilatka proti lidské bilkoviné
AIHA Autoimunni hemolyticka anemie

APC Antigen prezentujici buitka

Ca Carcinoma, zhoubny nador

EBR Erytrocyty bez buffy-coatu

ET enzymaticky test

Fuc Fukoza

Gal Galaktéza

H Heavy, tézky

HON Hemolytické onemocnéni novorozence
HTR Hemolytické potransfuzni reakce

IgG Imunoglobulin G

IgM Imunoglobulin M

L Light, lehky

LISS Low lonic Strength Saline, roztok o nizké iontové sile
MP Mrazena plazma

NAGA N-acetylgalaktozamin

NAT Neptimy antiglobulinovy test

PAT Ptimy antiglobulinovy test

PEG Polyetylenglykol

TAD Trombocyty z aferézy deleukotizované
TP Transfuzni ptipravek
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