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Seznam pouzitych zkratek

AlIHA
HON
PAT
NAT
g

Ag
Ab
ISBT

LISS
AGH
PCR
LFA
HFA
ELISA

Autoimunitni hemolyticka anémie

Hemolytické onemocnéni novorozence

PFimy antiglobulinovy test

Nepfimy antglobulinovy test

Imunoglobulin

Antigen

Protilatka

International Society of Blood Transfusion, mezinarodni spole¢nost pro
krevni transfuze

Low lonic Strength Solution, roztok o nizké iontové sile
Antiglobulinum humanum, protilatka proti lidské bilkoviné
Polymerasova fetézova reakce

Low frequency antigens, antigeny o nizké frekvenci vyskytu
High frequency antigens, antigeny o vysoké frekvenci vyskytu

Enzym-Linked Immuno Sorbent Assay



1. Uvod a zadani prace

Rh systém predstavuje soubor celé fady klinicky vyznamnych antigend,
vyskytujicich se na membrané erytrocytd. Tyto antigeny spolu s pFisluSnymi
protilatkami hraji ddlezitou roli pfi potransfuznich reakcich, hemolytickém onemocnéni
novorozence €i autoimunitni hemolytické anémii. Detekce téchto antigenu je zalozena
na reakci prislusného antigenu a specifické protilatky. Proto je spravné urCeni Rh
antigenl dulezité pro IéCbu a prevenci téchto stavi. Antigeny Rh systému patfi mezi
nejucinnéjSi a nejsilnéjSi antigeny. Tvorba protilatek proti t€mto antigenim zavisi jak
na vnimavosti kazdého jedince, tak na Cetnosti kontaktu s antigenem. Protilatky se
mohou vytvofit jak pfi transfuzi, tak také béhem téhotenstvi, kdy matka a dité nemaji
shodny genotyp. V pfipadé neshody genotypu matky a ditéte se mlize vyskytnout
hemolytické onemocnéni novorozence (HON). Proto je nutné v téhotenstvi nebo pred
podanim transfuze vySetfit tyto pacienty, zda nemaji v séru protilatky, a tim predejit

nezadoucim komplikacim.



2. Teoreticka cast

2.1. Obecna imunologie

2.1.1. Antigen (imunogen)

Antigen je slozita organicka molekula schopna vyvolat imunitni odpovéd. Antigen
se nachazi na povrchu bunék nebo je rozpustény v télnich tekutinach. Na svém
povrchu ma urcité specifické struktury tzv. antigenni determinanty, které se vazi se
specifickou protilatkou. Obyc€ejné jsou to bilkoviny nebo jednoduché cukry spojené do
polysacharidl. Na povrchu krevnich bunék (erytrocyty, leukocyty, trombocyty) se
nachazeji antigenni struktury, které jsou jedinec¢né pro urcity druh krevni bunky (napf.
skupinovy systém Rh se vyskytuje jen na erytrocytech), jiné se mizou nachazet na
riznych druzich krevnich elementl. VétSina membranovych proteinli je bohata na
jednoduché cukry — oligosacharidy. Glykoproteiny, glykolipidy, ale i dal§i membranové
proteiny jsou znamé jako antigeny krevnich skupin. Proces, pfi kterém organismus
rozpozna antigen a reaguje na né€j aktivaci urcitého druhu bilych krvinek nebo tvorbou
protilatek, se nazyva imunizace .

Druhy antigenu jsou uvedeny v tab. €. 1.

Tab. &. 1 Druhy antigent (pfevzato z ?)

Druh antigenu Charakteristika Priklad
exoantigen antigen vné&jsiho puvodu mikroorganismy
autoantigen antigen vnitfniho pivodu | jaderné antigeny

cytoplazmatické
antigeny

tkaniové specifické

antigeny
superantigen antigen schopen vyvolat stafylokokovy antigen
aktivaci velkého poctu
lymfocytu
alergen antigen schopny vyvolat u | pyly, soucasti prachu,
vnimavého jedince potraviny, léky aj.

patologickou imun. reakci




2.1.2. Protilatky

Protilatka je latka bilkovinné povahy, ktera se specificky vaze na antigen. Soubor
vSech protilatek séra se svymi biochemickymi vlastnostmi fadi mezi globuliny. Protoze
jejich ulohou je zajistovat tzv. humoralni obranu, tj. obranu pomoci rozpustnych latek,
oznaCuje se cela tato skupina globulinl zapojenych do obrany organismu jako
imunoglobuliny. Imunoglobuliny se nachazi v séru, télnich tekutinach a také na

povrchu B-lymfocyt °.

2.1.2.1. Struktura imunoglobulinu.

Kazda protilatka je slozena ze dvou identickych tézkych (oznaCovanych H dle
angl. heavy) a dvou identickych lehkych fetézcd (L dle angl. light). Lehké a tézké
Fetézce se liSi poétem aminokyselin i molekulovou hmotnosti. Retézce jsou vzajemné
svazany kovalentnimi disulfidickymi mustky. Cela makromolekula ma tvar pismena
ypsilon s vykyvnymi raménky. Mezi lehkym a téZkym fetézcem se nachazi vzdy jeden
disulfid; mezi dvéma tézkymi fetézci jich byva rlizny pocet — dle tfidy a podtfidy Ig. Na
fetézcich jsou domeény:

o Variabilni (V) - formuje rozpoznavaci ¢ast pro Ag a vytvari vazebné misto.

o Konstantni (C) - urCuje sekundarni biologické funkce lg, je totozna ve vsech
protilatkach téze tfidy. Protilatky maji kratké biologické polo¢asy — od 2 do 23
dni.

Imunoglobulinové molekuly Ize rozstépit na dvé ¢asti pomoci enzymu papain, a to
na Fab-fragment, ktery obsahuje vazebné misto pro Ag, a na Fc-fragment, ktery
reaguje s Fc-receptory fagocytu.

Imunoglobulinové fetézce se déli na:

0 Lehké retézce

Sestavaji se z variabilnich a konstantnich domén — ty byvaji oznaCovany jako
VL a CL. Vyskytuji se ve dvou typech: k aA. Vjedné imunoglobulinové
molekule jsou vzdy oba fetézce téhoz typu. Oba typy se v jedné molekule
nevyskytuji. U Clovéka je Castéjsi typ k.

o Tézké retézce
Na zakladé odliSnosti aminokyselin a cukerného slozeni se rozliSuje pét druhd
tézkych fetézcu. Byvaji analogicky oznacovany feckymi pismeny (q, 0, €, y, M).

V imunoglobulinové molekule se mohou vyskytovat jen dva souhlasné tézké
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fetézce. Tézké fetézce maiji urCujici ulohu pro déleni protilatek na tfidy (IgA,

IgD, IgE, IgG, IgM). Lii se jak sloZenim, tak svou velikosti >. Viz. obr. &. 1

variabilni
Lt oblasi/ .+ vazebné misto
= lehky < _~ pro antigen
NHg* / retézec NH3*

Schematicky
nikres lgG )
kanstantni

oblast

tezky
fetézec

COQ~  COoo

Obr. &. 1 Struktura imunoglobulinu IgG (pfevzato z %)

2.1.2.2. Tridy

21.2.21.1gG
Je to nejhojnéji vyskytujici se tfida, ktera prevazuje vSude v téle. Vyskytuje se

vyhradné ve formé monomeru . Diky této formé& muzZe pronikat pres placentu >.
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21.2.2.2.IgA
Nachazime ji ve dvou formach — slizni¢ni a sérové. Slizni¢ni IgA se sklada ze dvou

monomerl spojenych J-fetézcem a ze sekreCnich komponent. Sérovy IgA je bud
monomer, dimer nebo trimer. Oligomery jsou spojeny J-fetézcem. IgA je zakladem
slizniéni imunity gastrointestinalniho a dychaciho ustroji. Podporuje fagocytarni
odstranovani cizich ¢astic. Neaktivuje komplement, ale funguje jako opsonin. V téle je
ho méné nezli IgG, ale celkova denni produkce je nejvyssi ze vSech imunoglobulind,
nebot ma kratky poloCas (pfiblizné Ctyfikrat kratSi nez 1gG). IgA je secernovan do

matefského miléka 3.

2.1.2.2.3. IgM
Vyskytuje se jako pentamer, coZ zpusobuje také jeho vysokou molekulovou

hmotnost kvali které pronika jen tézko mimo cévni fecisté a pfi obrané se tedy
uplatiuje zvlasté intravaskularné. Neprochazi placentou. V téle se vytvafi jako prvni
imunoglobulin pfi styku s antigenem, teprve pozdéji se tvofi dalSi izotopy. IgM je
syntetizovan iz v zarodcich. Je zvIasté uginny proti bakteriim a viriim. Uginné aktivuje

klasickou drahu komplementu, avéak nevaze se na Fc-receptory fagocyt °.

21.2.2.4.1gD
Je zastoupen relativné malo. Nachazi se hlavné na povrchu B-lymfocytd, kde ma

funkci receptoru pro antigen. Vyvolava uvolfiovani histaminu z mastocytl a bazofilnich

leukocytt >.

21.2.2.5. IgE
Nachazi se v mnozstvi jesté niZz8im nez IgD. Protilatky IgE jsou zodpovédné za

reakce asné precitlivélosti a podili se rovnéZ na obrané proti parazitim °.

2.1.2.3. Prirozené protilatky

Pfirozené protilatky se nachazeji v séru, tyto imunoglobuliny se v organismu tvofi
pfirozenym zplUsobem v prubéhu Zivota. Jsou tvofeny pfirozenym kontaktem
s mikroorganismy a jinymi zivoCiSnymi strukturami ZzZivotniho prostfedi. Patfi do
imunoglobulinové tfidy IgM reagujici pfi nizSich teplotach. Mezi tyto protilatky patfi

napfiklad protilatky ABO systému .
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2.1.2.4. Imunni protilatky

Tyto protilatky se tvofi po prekonavani nemoci nebo po pasivnim styku
s antigenem. Bez tohoto styku by se nevytvofily. Pfikladem tvorby imunnich protilatek
je t&hotenstvi nebo krevni ptevody. Radi se do imunoglobulinové tfidy 1gG a reaguiji

pfi 37°C. Mezi imunni protilatky patfi napfiklad anti-D, anti-C, anti-c, anti-E, anti-e 1

2.1.2.5. Protilatky kompletni

Patfi do IgM tfidy. ZpUsobuiji aglutinaci erytrocytt v solném prostiedi.

2.1.2.6. Protilatky inkompletni
Patfi do IgG tfidy. U téchto protilatek aglutinace probiha jen za pFitomnosti

suplementu, ktery zviditelni specifickou vazbu s odpovidajicim antigenem.
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2.2. Skupinovy systém Rh
2.2.1. Historie Rh systému

Tento komplikovany a velmi dullezity skupinovy systém objevili vroce 1940
Landsteiner a Wiener. Pfi pokusech, kterymi chtéli pfipravit imunni séra anti-M a
anti—N, imunizovali kraliky krvinkami opice Macaca Rhesus. Zjistili imunni protilatku,
ktera shlukovala lidské krvinky nezavisle na jinych skupinovych systémech. Tento
novy a do té doby neznamy antigen na lidskych erytrocytech oznacili ,faktor Rhesus®,
zkracené Rh faktor °.

Priblizné 83% evropské populace je RhD pozitivni a asi 17% RhD negativni.
V zapadni Africe nebo Ciné je frekvence RhD pozitivnich 97% a RhD negativnich 3%.
Rh systém je sloZen z vice nez 50 antigenu (viz. tab. €. 3) nebo antigenich komplexd,
z nichz kazdy muaze byt definovan vlastni specifickou protilatkou. V rutinni diagnostice
véak postaduje uréeni $esti zakladnich antigenti C, ¢, D, E, e a C". Tyto antigeny byly
objeveny po roce 1940 v souvislosti s hemolytickymi onemocné&nimi novorozencl a

s hemolytickymi potransfuznimi reakcemi.

2.2.1.1. Dédiénost a nazvoslovi Rh systému

Dnes existuje nékolik navzajem odliSnych imunohematologickych a genetickych
koncepci skupinového systému Rh. Wienerova koncepce dnes uZ neni zcela
vyhovujici pro svoji slozitost. Druha koncepce dle Fishera a Racea je jednodussi
k pochopeni celkovych vzajemnych spojitosti v Rh systému - viz.tab. €. 2. Treti

koncepce je zalozena na molekularné-genetickém podkladé (viz. tab. €. 3).

2.2.1.1.1. Wienerova koncepce Rh systému

Wiener povazoval systém Rh za polyalelicky systém, jehoz geny formuji antigen
skladajici se ze tfi dil€ich faktor(, schopnych reagovat se dvéma az tfemi specifickymi
antiséry. Geny oznacil symbolem Rh, jestlize Slo o pozitivni, a symbolem rh, kdyz $lo
o Rh negativni antigeny; brzy pismeno h vynechal a pouzival jen r, resp. R. Tyto
symboly doplnil indexy, popf. riznym typem pismen, aby odlisil jednotlivé komplexni

antigeny. Uznaval 10 zakladnich (,standardnich“) gend a antigent a jejich dalsi vice
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nebo méné znamé alely. Jeho koncepce je spiSe sérologicka, pro genetiku méné

vyhovuijici, ale i méné pravdépodobna "2

2.2.1.1.2. Fisherova a Raceova koncepce Rh systému

Fisherova a Raceova koncepce vychazela z predstavy, Ze systém Rh je
reprezentovan tfemi velmi Uzce spojenymi alelickymi pary genu, které oznacuji C - c,
D —d a E — e. Sled téchto husté vedle sebe uloZzenych genetickych mist v dédicném
materialu (v fetézci deoxyribonukleové kyseliny pfisluSného autozomu) je s nejvétsi
pravdépodobnosti CDE, resp. dce, pfiCemz d je amorfni, bez vlastniho antigenniho
produktu, proto se oznacuje také jako (d) nebo jednodusSe vyraznou teckou (D/.).
Kazdé z genového mista muze mit vice alel, variant, parcialnich gent apod., jako to
pozorujeme i v jinych skupinovych systémech. Tfi uzce svazana mista dédicného
materialu vytvareji na jednom autozomu jeden haplotyp 2.
Cetnost vyskytu a kombinaci je uvedena vtabulce & 2 suvedenim obou

nomenklatur v evropské populaci.

Tab. ¢. 2 Cetnost vyskytu a kombinaci s uvedenim obou nomenklatur (pfevzato z °)

CDE nomenklatura Wienerova nomenklatura Cetnost
CDe R1 40,55 %
cde r 39,17 %
cDE R2 14,16 %
cDe Ro 2,69 %
Cde r 0,94 %
cdE r- 0,62 %
CDE R; 0,23 %
CdE ry 0,01 %

2.2.1.1.3. Koncepce dvou lokust

Posledni genetické teorie ukazaly, ze antigeny Rh systému jsou lokalizovany na
Rh proteinech erytrocytové membrany. Antigeny Rh systému jsou produkty gen(
nachazejicich se na chromozomu 1. RozliSuji se dva blizce podobné Rh proteiny, a to

RhD a RhCcEe. Tyto proteiny jsou kédovany dvéma pfibuznymi geny, a to RHD
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(1p34.2-p36), které urcuji pfitomnost nebo nepfitomnost antigenu D, a RHCE (1p36.2-
p34), které uréuji antigeny C/c a E/e™®. Geny, které koduji C/c a E/e antigeny, jsou
kodominantni alely. RHCE existuje ve Ctyfech alelickych formach a kazda alela urcuje
vyjadieni dvou antigent v kombinacich Ce, ce, cE nebo CE. Kddujici Rh glykoprotein
je lokalizovan na Sestém chromozomu (6p11-21) a je oznatovan RHAG. RHD a
RHCE geny jsou velmi podobné, kazdy obsahuje deset exonu. Odpovidajici
polypeptidy jsou tedy velmi podobné, liSi se pouze ve 36 ze 417 aminokyselinovych
zbytkl v kazdém polypeptidu. S polymorfismem C/c souvisi substance 6 nukleotidl a
nasledné 4 aminokyselin RhCcEe proteinu, polymorfismus E/e je urfovan pouze
jednou nukleotidovou substanci a jednou zméné&nou aminokyselinou ">,

V tabulce €. 3 jsou uvedeny antigeny Rh systému v€etné ISBT nomenklatury, ktera
je celosvétovym standardem pro identifikaci, oznaCovani a zpracovani informaci z

lidské krve, bunék, tkani a organa.

Tab. &. 3 Antigeny Rh systému véetn& nomenklatur a frekvenci vyskytu (prevzato z '°)

Nomenklatura

ISBT | tradi€ni | Sérologické vlastnosti Frekvence

RH1 | D pFitomnost/ absence D proteinu b-85%, €-99%, a-99%

RH2 | C (Cys16, lle60, Ser68) Ser103 na CcEe b-68%. ¢-27%, a-93%

RH3 | E Pro226 na CcEe proteinu b-29%, €-22%, a-39%

RH4 | c Pro103 na CcEe proteinu b-80%, €-96%, a-47%

RHS5 |e Ala226 na CcEe proteinu b,E-98%, a-96%

RH6 |f antigeny c a e v cis pozici b-65%, €-92%, a-12%

RH7 | Ce antigeny C a e v cis pozici b-68%, ¢-27%, a-92%

RH8 |C" GIn41 na CcEe proteinu b-2%, &-1%, CR-6%

RH9 |cC* Ala36 na CcEe proteinu LFA (<0,01%)

RH10 |V Val245 Gly336 na CcEe proteinu b-1%, ¢-30%

RH11 | E Hybridni RhcE gen LFA

RH12 | G Ser103 na D Ce(E) proteinu b-84%, ¢-92%, a-
100%

RH17 | Hr, (anti-RH17 u D--, D..., D¢, DC"-) HFA (~100%)

RH18 | Hr (neg u Rhyui, D--/D--, he®-) HFA (~100%)

RH19 | hr° (anti-hr® reaguje silngji s f+) HFA (98%)

RH20 | VS Val245 na CcEe LFA ¢-32%

RH21 | C°® (slaba forma C antigenu?) b-68%

RH22 | CE antigeny C a E v cis pozici <1%-2% a

RH23 | D u varianty D? C(c)e LFA

RH26 | c-like RH:-26=Ser96 na cE(e) proteinu 47-96%

RH27 | cE antigeny c a E v cis pozici b-28%, ¢-22%, a-38%

RH28 | hr" v asociaci s antigenem VS LFA
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RH29 | RH29 u vSech Rh antigen(, chybi jen u Rhyy HFA
RH30 | Go® u varianty D@ LFA
RH31 | hr® (anti-hr° reaguje siln&ji s Ce) HFA (98%)
RH32 | =R" u variant =R" DBT LFA
RH33 | Har u varianty D™ LFA
RH34 | Hr® (anti-Hr reaguje silnéji s C+>c+>DcE/DcE) HFA
RH35 | 1114 (Rh komplex se slabymi C,e a normalnim D) | LFA
RH36 | Be® (Rh komplex se slabymi c, e, f, D-) LFA
RH37 | Evans | U variant D-- a D"" LFA
RH39 | C-like (reaguje silnéji s C+ nez C-) HFA
RH40 | Tar u varianty D" LFA
RH41 | Ce-like (na rozdil od anti-Ce neg s C" e v cis pozici) | b-70%
RH42 | Thornton | (anti-RH42 reaguje s komplexem Ce®) LFA, ¢-2%
RH43 | Crawford | (pouze jeden pfipad, nejista souvislost LFA

s RH)
RH44 | Nou (anti-Nou separovatelna prostt. D' (C)- HFA

v anti-Hr,)
RH45 | Riv (kédovan raritnim komplexem D' (C)- LFA
RH46 | Sec (anti-Sec u imunizovanych homozygotu HFA

Rh32)
RH47 | Dav (anti-Dav separovatelna prostf. D-- v anti- HFA

Hro)
RH48 | JAL (€=(c)(e) komplex, b=(C)(e)komplex) LFA
RH49 | STEM (u Dce hr° nebo hr® negat.) LFA, &-6%
RH50 | EPTT u varianty DFR a D™ LFA
RH51 | MAR (MAR-jsou homozygotni pro C" a/nebo C*) | LFA
RH52 | BARC u varianty D" Ce (typ Il a lll) LFA

Obsolentni: RH13 (Rh*), RH14 (Rh®), RH15 (Rh®), RH16 (RhP), RH24 (ET), RH25

2.2.2. Antigeny a genové komplexy Rh

2.2.2.1. Antigen D (RH1)

Rozdéleni populace na RhD pozitivni a RhD negativni je podminéno pfitomnosti
antigenu D, a to bez ohledu na to, zda je v homozygotni nebo heterozygotni formé.
RhD pozitivni jsou bud DD nebo Dd, RhD negativni dd. Antigen D je ze vSech
antigend Rh systému nejsilngjSi ve své antigennosti. RhD negativni lidé byvaiji
ohrozeni antigenem D, a to pfedevSim po podani transfuze RhD pozitivni krve nebo
téhotné zZeny. Pfi imunizaci si tito jedinci s RhD negativnimi antigeny mohou vytvofit
protilatku anti—D. K této imunizaci postaci i nékolik desitek mililitrd RhD pozitivni krve.

Antigen d neexistuje ’.
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Na misté alely D se mohou vyskytovat jak kvantitativné slabé D antigeny
oznacované D weak (dfive oznaCované DY), tak kvalitativné odlisné antigeny tzv.
variantni. Nejéastéjsi varianty D antigent jsou DY, DY!, DFR. Skupina D variant ¢&ita
vice nez dvé desitky riznych fenotypa. Tyto varianty jsou charakterizovany absenci
ur€itych Rh epitopd a moznosti vytvaret anti-D protilatky proti normalnim Rh

antigentim ™.

2.2.2.2. Antigeny C a ¢ (RH2, RH4)

C a c antigeny jsou produkty alel RHCE. Oproti antigenu D jsou antigeny C, ¢
slabsi ve své antigennosti. Gen C se vyskytuje nejCastéji v kombinaci s genem D,
naproti tomu gen c je nejCastéji v kombinaci s genem d a e. Kombinace genu Dce je
méné Casta.

viiv s

mUZe nahradit alelu C ve vSech genovych komplexech Rh. Alela C" se vyskytuje u

pobaltskych narod(i, a to kolem 8%. Alela ¢ neobsahuje Zadné znamé varianty ™.

2.2.2.3. Antigeny E a e (RH3, RH5)

E a e antigeny reprezentuji dalSi par RHCE alel. Vyskyt antigenu E neni tak Cetny
jako vyskyt antigenu e. Antigen E se vyskytuje nejCastéji v kombinaci s antigenem D.
Antigen E byva nejCastéjsi pfi€inou aloimunizace u téhotnych zen.

Také na mistech E a e se mohou vyskytovat dalSi alely a varianty jako je
zeslabeny antigen E" nebo alela E" "',

vvvvvv

s frekvenci vyskytu ve stfedni Evropé.
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(pfevzato z °)

v

Vv s

FENOYPY MOZNE GENOTYPY
CcDee 33,97% CDe/cde 31,74%
CDe/cDe 2,18%
Cde/cDe 0,05%
CCDee 17,74% CDe/CDe 16,42%
CDe/Cde 0,76%
ccddee 15,34% cde/cde 15,34%
CcDEe 12,42% CDe/cDE 11,46%
CDel/cdE 0,50%
Cde/cDE 0,27%
CDel/cde 0,18%
CDE/cDe 0,01%
CdE/cDe <0,01%
ccDEe 11,89% cDE/cde 11,10%
cDE/cDe 0,76%
cdE/cDe 0,03%
ccDEE 2,18% cDE/cDE 2,00%
cDE/cdE 0,18%
ccDee 217% cDe/cde 2,10%
cDe/cDe 0,07%
Ccddee 0,74% Cde/cde 0,74%
ccddEe 0,49% CDE/CDe 0,49%
CCDEe 0,19% CDE/CDe 0,19%
CDE/Cde <0,01%
CDE/cDE 0,06%
CDE/cdE <0,01%
Ccddee 0,01% Cde/Cde 0,01%
CcddEe 0,01% Cde/cdE 0,01%
CdE/cde <0,01%
99,65% 96,65%
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2.2.3. Protilatky Rh systému

Protilatky v Rh systému jsou jen velmi zfidka pfirozené. Zpravidla jsou ziskany
imunizaci nasledkem chybné transfuze nebo v téhotenstvi zasluhou diference
antigen matky a ditéte. VétSinou jde o protilatky tfidy IgG, méné Casto o IgM a zcela

vyjimecné o IgA protilatky. Reaguiji pfi 37°C a nevazou komplement.

2.2.3.1. Protilatka anti-D
hemolytické potransfuzni reakce, ale stejné tak i téZzkého hemolytického onemocnéni
novorozence. V dnesni dobé neni tak ¢asta, a to hlavné diky v€asné prenatalni péci a

prevod(im kompatibilni krve °.

2.2.3.2. Protilatka anti—-D weak

D weak je kvantitativné slaby D antigen s mensim pocétem kopii proteind. RhD
negativni jedinci mohou tvofit protilatky nejen anti-D, ale také anti-D weak. U RhD
pozitivnich jedincu se protilatka anti-D weak nemUze vytvofit, protoze by se mohla

zamé¥it i na vlastni D antigen °.

2.2.3.3. Protilatka anti—C

Tato protilatka se vyskytuje pfevazné u D negativnich jedincu. D pozitivni naproti
tomu tvofi vzacné anti-C. To je dano rliznou skladbou antigent v genotypu kazdého
jedince. Protilatka anti—-C je zpravidla smés protilatek anti-CC", ktera byva Gasto

provazena protilatkou anti—D °.

2.2.3.4. Protilatka anti—c
Tato protilatka se vyskytuje pomérné vzacné. Casto je provazena protilatkou
anti-E, velmi vzacné protilatkou anti—e. Vytvofit protilatku anti—c jsou schopni jen ti

jedinci, ktefi maji antigen C v homozygotni formé °.

2.2.3.5. Protilatka anti—E
Patfi k pomérné cCastym protilatkdm, zejména u té€hotnych Zen. Mlze se

vyskytovat spoleCné s protilatkou anti—D a obcas i jako protilatka pfirozena.
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Je CastéjSi nez anti-C. Po anti-D je to nejCastéjSi protilatka, muze se vyskytovat

spoledné s ni °.
2.2.3.6. Protilatka anti—e

Je extrémné vzacna protilatka, protoze pocet e negativnich jedincl, tedy

potencionalné schopnych vytvorit protilatku, je maly °.
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2.3. Nemoci spojené s protilatkami

2.3.1. Akutni (intravaskularni) potransfuzni hemolyticka reakce

Uginkem protilatky pfitomné v plazmé prijemce dochazi krychlé destrukci
erytrocytll. Zfidka dochazi krozpadu erytrocytld pfijemce v dusledku pFitomnosti

protilatek darce v transfuznim pripravku .

2.3.1.1. Hemolytické reakce s IgG protilatkami

Tyto reakce jsou zpusobeny protilatkami namifenymi nejCastéji proti antigenim
systému Rh (anti-D), Kell atd. Nejde o pfirozené protilatky, pfijemce musi byt v dobé
podani transfuzniho pfipravku senzibilizovan. Pravdépodobnost je nejvySSi u
polytransfundovanych pacientli, ale také u téhotnych Zen. Hemolyza nastava ve
sleziné, kde jsou vychytavany erytrocyty povleCené IgG protilatkou. Protilatku, ktera
zpusobila hemolyzu, je nutno vzdy pfesné identifikovat. V pfedtransfuznim vzorku
nemusi byt zjistitelna béznymi vySetfovacimi metodami. Po transfuzi byva protilatka
detekovana jen vyjimecné, protoze sérum po hemolyze protilatku neobsahuje. Titr

protilatek v&ak rychle nartista b&hem nékolika dnt po transfuzi '*'".

2.3.2. Pozdni potransfuzni hemolyticka reakce

PFicinou jsou protilatky IgG proti antigeniim Rh systému (E, c a zvlasté D), ale i
jinym antigentm. Dochazi k pozvolnému narUstu protilatek, které se objevuji za 4 az 8
tydnl po transfuzi. Zjistitelné hodnoty narlstaji az za 5 mésicu, kdy jsou jiz vSechny
transfundované erytrocyty odstranény =z cirkulace. Pfi dalSi transfuzi je imunitni
odpovéd rychlejSi. Vysoké koncentrace protilatek se objevi b&€hem nékolika dnl po
podani transfuze. Darcovské krvinky se rozpadaji extravaskularné. Diagnostika
nékterych protilatek nemusi byt vzdy jednoducha, koncentrace protilatek klesa rychleji
a predtransfuzni testy mohou byt negativni i u pacientll ve skutecnosti

senzibilizovanych. PFikladem muzZe byt protilatka anti — E '
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2.3.3. Hemolytické onemocnéni novorozence

Toto onemocnéni je podminéno inkompatibilitou mezi matkou a plodem. Na

viv s

e

je inkompatibilita v Rh systému, nejcetnéjsi je v ABO systému. Dojde-li k praniku
erytrocytu ditéte pres placentu do ob&hu matky, za¢ne si matka vytvaret imunitni
protilatky proti témto antigenim, které sama nema a které dité zdédilo od otce.
K tomuto obvykle dochazi v druhé poloviné téhotenstvi, nejCastéji pfi samotném
porodu. Pfes placentu do krevniho obéhu ditéte mohou pronikat jen protilatky tfidy
lgG. Protilatky tridy IgM, jako jsou pfirozené aglutininy v ABO systému, jsou pro
pfechod placentarni bariérou pfili§ velké a onemocnéni nevyvolavaji. Proniknou-li
protilatky tfidy 1IgG do obéhu ditéte, zkrati prezivani erytrocytd na 45 az 70 dni.
V tézkych pfFipadech vznika Spatné prokrveni tkani az srde¢ni nedostateCnost a

generalizovany edém plodu "2,

2.3.3.1. Hemolytické onemocnéni novorozence pri Rh inkompatibilité

Je to onemocnéni zplsobené imunitnimi protilatkami proti antigenim Rh systému,
které si vytvafi RhD negativni matka pokud je plod RhD pozitivni. Protilatky pfestupuji
v téhotenstvi placentou a vedou k hemolyze krvinek ditéte.

Onemocnéni vznika, jestlize je matka RhD negativni a plod je po otci RhD
pozitivni. Erytrocyty plodu mohou zpUsobit aloimunizaci matky s naslednou tvorbou
protilatek, které diky své velikosti mohou prechazet placentarni bariérou a vedou
k hemolyze krvinek plodu. VétSinou jde o protilatky proti antigenu D, E.

Po primarni imunizaci probiha tvorba protilatek pomalu, €asto tfidy IgM. Méfitelné
protilatky se objevi asi za 6 mésicu. VétSinou se vSak po té zacinaji tvofit protilatky
tfidy IgG. V nasledném téhotenstvi pfi RhD pozitivité plodu dochazi k sekundarni
imunitni odpovédi, coz vede k rychlé tvorbé protilatek anti-D, vétSinou tfidy IgG.
V pribéhu téhotenstvi je béznou praxi urCovat krevni skupinu v ABO a Rh systému
vSech téhotnych. Dale je opakované provadén screening nepravidelnych
antierytrocytarnich protilatek, v pfipadé pozitivniho nalezu se provadi identifikace a
stanovuije titr protilatky.

Profylaktickym podanim anti-D gamaglobulinu v potfebné davce Ize teoreticky

témér zabranit senzibilizaci RhD 1.
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2.3.4. Autoimunitni hemolyticka anémie (AIHA)

Protilatky jsou namifeny proti vlastnim erytrocytim organismu, jde o hemolytické
stavy. V ramci autoimunitni anémie Ize rozlisit AIHA s tepelnymi protilatkami, chorobu
chladovych aglutinini, paroxysmalni chladovou hemoglobinurii a léky indukované

hemolytické stavy o'

2.3.4.1 Autoimunitni hemolyticka anémie s tepelnymi protilatkami

Pfi¢ina selhani imunitniho systému, ktery tvofi protilatky proti vlastnim strukturam,
neni dosud znama. Pfitomné protilatky optimalné reaguji pfi 37°C. Protilatky jsou
pfevazné namifeny proti Rh systému nejCastéji specifity anti—e, ojedinéle pak proti
jinym systémdm. Protilatky jsou nejCastéji tfidy 1IgG. Mohou vazat komplement a tim

zpUsobit intravaskularni destrukci erytrocyttl .

2.3.4.2 Autoimunitni hemolyticka anémie s chladovymi protilatkami

PriCina poruchy imunitniho systému je nejasna, stejné jako u AIHA s tepelnymi
protilatkami. PFitomné protilatky reaguji pfi teplotach nizSich nez 32°C. Chladové
protilatky jsou tfidy IgM a maji schopnost aktivovat komplement, i kdyz v nékterych

pripadech jen ¢astecné .

2.3.4.3 Paroxysmalni chladova hemoglobinurie
Onemocnéni je charakterizovano vznikem hemoglobinurie po expozici chladu.
Hemolyza je zplUsobena aktivaci komplementu pfi télesné teploté 37°C chladovou

protilatkou tfidy IgG, nejéast&ji specifity anti-P '
2.3.4.4 Polékové hemolytické anémie

Léky mohou zpUsobit zkracené prezivani erytrocytu, a to bud oxidaci hemoglobinu

nebo Iéky indukovanymi imunitnimi mechanismy .
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2.4. Imunohematologické vysetiovaci metody

Imunohematologické vySetfovaci metody zahrnuji vySetfeni antigend na
erytrocytech a protilatek, které jsou namifeny proti ttmto antigenam. Tyto metody jsou
soucCasti celé fady transfuznich vySetfeni, at jiz jde o pfedtransfuzni vySetieni,

vySetfeni v téhotenstvi nebo vySetieni darcl krve, €i potransfuzni reakce.
2.4.1. Laboratorni vySetieni antigent Rh systému

PFi vySetfeni antigent se jako vychozi materidl pouzivaji Cisté erytrocyty zbavené

séra nebo plazmy.

2.4.1.1. Zkumavkova metoda

Je to nejstarSi metoda, ktera je i pfes své limity v pfesnosti stale jeSté pouzivana.
Princip: pomoci znamych diagnostickych sér se na erytrocytech vySetfovaného
dokazuje pfitomnost nebo nepfitomnost antigent Rh systému.
Provedeni: dukladné promyté erytrocyty se rozfedi fyziologickym roztokem. Z takto
vzniklé suspenze se odebere kapka a pfida se diagnostické sérum. Smés je
inkubovana a posléze odstfedéna. Pfi provedeni je tfeba dbat pracovniho postupu
vyrobce.
Hodnoceni: aglutinace (pozitivni reakce) svéd¢i o pfitomnosti pfislusného antigenu Rh
systému na povrchu erytrocytu. Pfi negativni reakci se tento antigen na erytrocytu

nevyskytuje '°.

2.4.1.2. Sloupcova (gelova) aglutinace

Tato technika byla vyvinuta koncem 80. let. Reakce probiha v mikrozkumavkach
naplnénych specialnim gelem, ktery ma funkci sita. Gel obsahuje odpovidajici
protilatky nebo reagencie dle stanoveni. Testy jsou zalozeny na principu nepfimého
Coombsova testu. Mezi firmy vyrabéjici sloupcové aglutinace patfi napf. DiaMed,

Grifols, BioRad.
Princip: Gel, ktery ma funkci sita, je nasycen odpovidajici protilatkou. Po odstfedéni

se aglutinované erytrocyty znatelné oddéli od neaglutinovanych erytrocytu.
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Provedeni: suspenze vySetfovanych erytrocytl se odpipetuje do mikrozkumavky,
ktera je jiz od vyrobce napusténa reagencii pro stanoveni pfislusného antigenu. Pfi
provedeni je tfeba dbat pracovniho postupu vyrobce.

Zhodnoceni: Pozitivni reakce je viditelna jako Cervena linka na gelové suspenzi
(komplexy antigen — protilatka neprochazi gelovym sitem). U negativni reakce jsou

erytrocyty viditelné na dné mikrozkumavky jako &erveny sediment'®. Viz. obr. &. 2.

Obr. €. 2 Vysetfeni fenotypu pomoci sloupcové aglutinace.

2.4.1.3. Pfima nekompetitivni ELISA - "Sandwich"

Metoda je zaloZzena na vysoce specifické interakci protilatky a antigenu. Umoziiuje
jak detekci, tak i kvantitativni stanoveni antigenu.
Princip: pouziji se dvé protilatky, které mezi sebou zachyti antigen a vytvofi tzv.
sandwich. Antigen se zachyti na imobilizované protilatce a po promyti se prida
znaCena protilatka enzymem (nejCastéji peroxidaza, alkalicka fosfataza, b-
galaktosidaza a glukéza oxidaza). DalSi promyti odstrani nenavazané znacené
protilatky, pfida se substrat pro enzym a po urCité dobé se reakce zastavi. Poté se
zméfi intenzita vzniklého zabarveni. K detekci je vyuzita enzymova reakce, kdy je
bezbarvy substrat preménén na barevny produkt.
Vznikly barevny produkt je stanoven spektrofotometricky. Rozsah enzymové reakce je
poté pfimo umérny mnozstvi pfitomného antigenu. Tato metoda umoznuje méreni

malych mnozstvi antigenu *°.
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2.4.1.4. Molekularné biologické metody
NejCastéji pouzivané molekularné biologické metody v imunohematologii jsou

metody zaloZené na principu PCR. Jsou to jednoduché enzymatické metody, které
umoznuji prakticky neomezenou amplifikaci pozadovanych specifickych useki DNA
nebo RNA.
Princip: PCR je opakovana fizena denaturace dvouretézcové DNA a nasledna
renaturace osamocenych fetézcl se specifickymi oligonukleotidy, které jsou v reakéni
smési v nadbytku. Tyto oligonukleotidy slouzi nasledné jako primery pro syntézu
nového fetézce DNA. Amplifikace DNA probiha v opakujicich se cyklech, které maji tfi
kroky: 1. Denaturace.

2. Annealing (hybridizace primeru)

3. Extenze (polymerace)

Po prvnim cyklu PCR se podet fetézcti DNA ve smési zdvojnasobi 7.

2.4.1.4.1. Kvantitativni PCR

Polymerazové fetézové reakce se ve svém zakladnim uspofadani pouzivaji
predevsim ke kvalitativnim stanovenim. Pouziti pro kvantifikaci urcité sekvence ve
vzorku (napf. pro méfeni exprese urcitého genu) ztéZuje skuteCnost, Ze po jistém
poctu cykli se rychlost amplifikace zpomali. Pfesto existuji postupy, které kvantifikaci
templatu umoziuji. Byvaji zalozeny na méfeni mnozstvi PCR produktu v pribéhu
amplifikace (tzv. PCR v redlném &ase — real-time PCR ) '®'7.
o Princip TagMan PCR
Kromé& primerl se do reakce vklada dalSi oligonukleotid, ktery doseda na
amplifikovany usek. Tento oligonukleotid je na jednom konci oznaceny
fluorescenni znaCkou a na druhém konci nese tzv. zhase. Pokud je
fluorescencni latka v tésné blizkosti zhaSece, je jeji fluorescence potlacena.
Vlastni PCR probiha obvyklym zplisobem az do okamziku, kdy DNA polymeraza
pfi syntéze nového fetézce narazi na znaCeny nukleotid. V tom okamziku jej zacne
vytésnovat z templatového vliakna a $tépi jej. Tim se uvolni fluorescenéni sonda
do roztoku a ve specialnim PCR cykleru je mozné méfit fluorescenci pfimo ve
zkumavce v pribéhu amplifikace. Intenzita fluorescence je umérna mnozstvi

nasyntezovaného PCR produktu '°.
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2.4.2. Laboratorni vysSetreni protilatek

Screening protilatek se provadi se 2 - 3 rlznymi diagnostickymi erytrocyty.
Diagnostické erytrocyty jsou takové erytrocyty, u kterych zname antigeny. Pfi
vySetfovani protilatek se jako vychozi material pouziva sérum nebo plazma. Jsou to

tzv. vyhledavaci metody.

2.4.2.1. Zkumavkova metoda

2.4.2.1.1. VySetreni v solném prostredi — pfima aglutinace

Timto testem jsou vySetfovany nepravidelné pfirozené protilatky a ziskané imunni
protilatky kompletni povahy.
Princip: reakce kompletnich a pfirozenych imunnich protilatek s diagnostickymi
erytrocyty v prostfedi 0,9% roztoku NaCl.
Provedeni: spolecné jsou inkubovany diagnostické erytrocyty a vySetfované sérum.
Hodnoceni: dojde-li k aglutinaci, obsahuje sérum kompletni protilatku IgM.
Test se provadi jak pfi pokojové teploté, tak pfi 37°C, protoze mnoho protilatek ma své

reakéni optimum pfi télesné teploté 8.

2.4.2.1.2. Enzymovy test

Princip: enzymy jako je bromelin, papain a ficin maji schopnost natravit povrch
erytrocytll, ¢imz je priblizi k sobé a tak ulehCi aglutinaci. Snizuji zeta-potencial
erytrocytll, které se mohou vzajemné vice priblizit. Timto zplsoben je mozno zvysit
citlivost témér vSech antigenu.

Provedeni: spole¢né jsou inkubovany diagnostické erytrocyty, sérum vySetfovaného a
enzym napf. bromelin, papain.

Hodnoceni: hodnoti se, zda doslo k aglutinaci ®.

2.4.2.1.3. Antiglobulinové testy

Soucasti téchto testu je sérum antiglobulinum humanum (AGH), coz je sérum proti
lidské bilkoviné. Timto precipitatnim sérem se prokazuje spojeni protilatek se
specifickymi antigeny na erytrocytech. Sérum se ziskava imunizaci zvifat lidskymi

globuliny. RozliSujeme dva testy - pfimy a nepfimy Coombs(v test.
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Pfimy Coombstiv test

Je pouzivan za predpokladu, ze kvazbé protilatky na vlastni erytrocyty
(senzibilizaci) doslo jiz in vivo, tedy v organismu vySetfovaného. Napf. pfi vySetfovani
potransfuznich reakci nasledkem podani inkompatibilni krve, pfi podezfeni na
hemolytické onemocnéni novorozence a pfi diagnostice ziskané hemolytické anémie.
VySetfovanym materialem jsou erytrocyty.
Princip: senzibilizované erytrocyty vytvareji aglutinaci se sérem AGH.
Provedeni: dukladné promyté erytrocyty se rozfedi fyziologickym roztokem. Z takto
vzniklé suspenze je odebrana kapka, ke které se pfida AGH sérum. Smés se inkubuje
a posléze centrifuguje.

Hodnoceni: je-li vzorek pozitivni, do$lo k senzibilizaci erytrocytt *®.

Nepfimy Coombsiiv test

Slouzi k vySetfeni inkompletnich protilatek volné cirkulujicich v séru pomoci AGH
séra a znamych typovych erytrocytl. Nepfimy Coombsuv test slouzi k vyhledavani
protilatek v téhotenstvi, pfi zkouskach kompatibility pfed transfuzi, u darcu krve atd.
VySetfovanym materialem je sérum nebo plazma.
Princip: dukaz vazby inkompletni protilatky na diagnostické krvinky pomoci AGH séra.
Tento test se pouziva k prikazu velmi slabych inkompletnich protilatek.
Provedeni: k diagnostickym erytrocytim se pfidava vySetfované sérum. Po inkubaci
pfi 37°C a centrifugaci je zhodnocena pfitomnost kompletnich protilatek. Pokud je
vzorek negativni, promytim se zbavi erytrocyty séra a pfida se AGH sérum a odstredi.
Hodnoceni: je-li vzorek pozitivni, znamena to, Ze diagnostické erytrocyty byly

senzibilizovany inkompletni protilatkou .

2.4.2.2. Metoda sloupcové (gelové) aglutinace

Tato metoda se v laboratofich pouziva pFedevsim pfi screeningu nepravidelnych
imunnich protilatek. Screening protilatek se provadi jak v enzymatickém prostfedi, tak
metodou nepfimého antiglobulinového testu.
Princip: dojde-li k senzibilizaci diagnostickych erytrocytd protilatkou pFitomnou
v plazmé, vznikne komplex antigen protilatka. Tento komplex neprojde gelem ktery

ma funkci sita.
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Provedeni: do pfislusnych mikrozkumavek se odpipetuje pfislusné mnozstvi
diagnostickych erytrocytl, pfida se sérum nebo plazma. Pokud se jedna o enzymovy
test, pfida se jesté enzym. Pfi provedeni je tfeba dbat pracovniho postupu vyrobce.
Hodnoceni: U pozitivni reakce (viz obr. €. 3) se provadi identifikace protilatek.

Pokud nedoSlo k senzibilizaci erytrocytld, jsou tyto erytrocyty viditelné na dné
mikrozkumavky jako Cerveny sediment. Pfi senzibilizaci erytrocyty neprojdou gelovym

sitem a z(istavaji na gelu .

g ¥
12,22 37

Obr. €. 3 Pozitivni screening protilatek.

2.4.2.3. Nepiima kompetitivni ELISA

Pouziva se pro detekci pfitomnosti protilatky. Princip této metody je zalozen na
tom, Ze antigen zakotveny na pevny nosiC soutézi se stanovovanym antigenem ve
vzorku o omezeny podet vazebnych mist na molekulach protilatky. Cim vice antigenu
obsahuje analyzovany vzorek, tim méné protilatky se navaze na zakotveny antigen.
Nenavazané slozky se odstrani a nasledné se pfida enzymem znacena sekundarni
protilatka proti navazané protilatce. Kone€na detekce je uskuteCnéna enzymovou
reakci, kdy vznika barevny produkt. Intenzita zbarveni je méfena
spektrofotometricky'®.

0 Princip Capture systému

antigeny jsou imobilizovany na povrchu jamek polystyrénovych mikrodesticek.

Lidska plazma/ sérum a Capture LISS jsou pipetovany do jednotlivych jamek a

inkubovany. Po promyti a centrifugaci se pfitomnost pfipadnych protilatek zobrazi

pomoci indikatorovych krvinek s navazanou anti-IgG, nebo obsahujici anti-IgG i

anti-lgM. Tento test je vhodny k detekci a identifikaci neoCekavanych, vyznamnych
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IgG protilatek proti erytrocytarnim antigenim. Tato metoda je zaloZena na

modifikaci Coombsova testu %°.

2.4.2.4. Uréeni specifity protilatek

Pro ur€eni specifity je screening s tfemi diagnostickymi erytrocyty nedostatecCny.
Pro pfesné urCeni, o jakou protilatku jde, je tedy nutno pouzit panel, ve kterém se
nachazi osm az jedenact diagnostickych erytrocytl, které davaji predpokladanou
reakci. Tyto panely umozni detekovat protilatku v zavislosti na testovaci tabulce.
Princip: dojde-li k senzibilizaci diagnostickych erytrocytd protilatkou pFitomnou
v plazmé, vznikne komplex antigen-protilatka. Tento komplex neprojde gelem, ktery
ma funkci sita.
Provedeni: do pfislusnych mikrozkumavek se odpipetuje pfislusné mnozstvi
diagnostickych erytrocytl, pfida se sérum nebo plazma. Pokud se jedna o enzymovy
test, pfida se jesté enzym. Pfi provedeni je tfeba dbat pracovniho postupu vyrobce.
Hodnoceni: Pokud nedoslo k senzibilizaci erytrocytd, jsou tyto erytrocyty viditelné na
dné mikrozkumavky jako Cerveny sediment. Pfi senzibilizaci erytrocyty neprojdou

gelovym sitem a zUstavaji na gelu 8.
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3. Experimentalni ¢ast
Transfuzni oddéleni Kroméfizské nemocnice, a.s., od roku 2000 vySetfuje
nepravidelné imunni protilatky pomoci sloupcové aglutinace od firmy DiaMed-ID.
Pomoci tzv. ID-karet se zde vySetfuji antigeny Rh systému, screening protilatek,

identifikace protilatek, testy kompatibility v Coombsové a enzymovém prostfedi, atd.

3.1. Screening protilatek
Postup pfi screeningu protilatek.
Reagencie: ID - diluent 2: Modifikovany LISS roztok pro pfipravu suspenze
erytrocytu.

ID — diluent 1 (bromelinovy roztok) — reagencie pro enzymovy test.
Pomucky: ID-Pipetor, ID-Trips (Spicky), ID-Inkubator, ID-Centrifuga.

Krevni vzorek: Sérum nebo plazma.

Diagnostické erytrocyty: ID — DiaCell I-1I-111.

ID-Karta: LISS/Coombs + NaCl/Enzym (karta se sklada ze tfi mikrozkumavek
obsahujici polyspecifické AGH a tfi mikrozkumavek obsahujici neutralni gel).

Provedeni testu: VSechna cCinidla musi mit pokojovou teplotu. Do mikrozkumavky se

vzdy pipetuji nejprve erytrocyty.

1) Pfiprava ID—Karty: Karta se oznaci jménem nebo Cislem vySetfovaného.

2) ID-Karta je drzena ve svislé pozici; z pozadovaného poc¢tu mikrozkumavek se
odstrani aluminiova folie.

3) Diagnostické erytrocyty jsou jemné resuspendovany, pipetovany do
pfislusnych mikrozkumavek po 50 ul (v pofadi 1 az 3, 4 az 6) a oznaCeny
odpovidavidajicimi diagnostickymi erytrocyty.

4) Do kazdé mikrozkumavky se pfida 25 ul plazmy/séra vySetfovaného.

5) ID-karta se inkubuje pfi 37°C po dobu 15 minut v ID-Inkubatoru (ID-
INCUBATOR 37 SI).

6) ID-Karta je centrifugovana po dobu 10 min v ID-Centrifuze (ID-CENTRIFUGE
6S).

7) Odeget a vyhodnoceni vysledk( ™.
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3.2. Identifikace protilatek
Postup pfi identifikaci protilatek.

Reagencie: ID - diluent 2: Modifikovany LISS roztok pro pfipravu suspenze
erytrocytu.

ID — diluent 1 (bromelinovy roztok) — reagencie pro enzymovy test.
Pomucky: ID-Pipetor, ID-Trips (Spicky), ID-Inkubator, ID-Centrifuga.

Krevni vzorek: Sérum nebo plazma.

Diagnostické erytrocyty: ID-DiaPanel (11 diagnostickych erytrocyta)
ID-karty: LISS/Coombs (jedna karta se sklada ze Sesti mikrozkumavek obsahujicich
polyspecifické AGH).

NaCl/Enzym (jedna karta se sklada ze Sesti mikrozkumavek obsahuijicich
neutralni gel).

Provedeni testu: VSechna cCinidla musi mit pokojovou teplotu. Do mikrozkumavky se

pipetuji vzdy nejprve erytrocyty.

1) Pfiprava ID—Karty: Karta se oznaci jménem nebo Cislem vySetfovaného.

2) ID-Karta je drzena ve svislé pozici; z pozadovaného poc¢tu mikrozkumavek se
odstrani aluminiova folie.

3) Diagnostické erytrocyty jsou jemné resuspendovany, pipetovany do pfislusnych
mikrozkumavek po 50 ul (v poradi 1 az 11) a oznaCeny odpovidajicimi
diagnostickymi erytrocyty.

4) Do kazdé mikrozkumavky se pfida 25 ul plazmy/séra vySetfovaného.

5) ID-karta se inkubuje pfi 37°C po dobu 15 minut v ID-Inkubatoru (ID-
INCUBATOR 37 SI).

6) ID-Karta je centrifugovana po dobu 10 min v ID-Centrifuze (ID-CENTRIFUGE
6S).

7) Odeget a vyhodnoceni vysledk( ™.
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4. Vysledky a diskuse

Pozitivita protilatek byla sledovana po dobu péti let (v letech 2005-2009). Ro¢né
proSlo screeningovym vysetfenim pfiblizné 3500 vzorkd. Identifikace protilatek byla
provadéna na transfuznim oddéleni Kroméfizské nemocnice. Podklady pro tuto praci

byly ziskany taktéz na transfuznim oddéleni Kroméfizské nemocnice, a.s. Pozitivni

identifikace protilatek u t€hotnych Zen po aplikaci anti—-D neni zapoc&tena.

4.1. Screening protilatek v roce 2005

V roce 2005 proslo screeningovym vySetienim 3818 vzorka.

Pozitivnich bylo 77 vzorku. Pfi nasledné typizaci bylo identifikovano:
o 13 protilatek Rh systému (viz. graf €. 1)

15 protilatek z ostatnich systému

12 protilatek, jejichz specifita se nepodafila urcit

4 nespecifické chladové protilatky

13 nespecifickych reakci v bromelinu

3 PAT pozitivni

4 anti—D neimunni povahy

O O 0O o o o

o 13 vysledkl negativni typizace
Z urCenych protilatek Rh systému se nejcastéji vyskytovala protilatka anti-D.

Smeés protilatek: anti—-C+D byla identifikovana ve tfech vzorcich.

Graf €. 1 Protilatky Rh systému za rok 2005

Protilatky Rh systému 2005

5,
4,
Pocet Rh 31
protilatek 5|
1. @ Téhotné Zeny
m Pacienti
O,A
anti-| anti- anti-| anti- anti-| anti+
D E|e | C|c |Cw
O Téhotnézeny | 1 | O | O | 1 | 1
m Pacienti 5120 2|1
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4.2. Screening protilatek v roce 2006

V roce 2006 proslo screeningovym vySetifenim 3617 vzorka.

Pozitivnich bylo 80. Pfi nasledné typizaci bylo identifikovano:
0 25 protilatek z Rh systému (viz. graf €. 2)

19 protilatek z ostatnich systémi

9 protilatek, jejichz specifita se nepodafila urcit

3 nespecifické chladové protilatky

9 nespecifickych reakci v bromelinu

2 PAT pozitivni

0 6 anti—D neimunni povahy

O O O O o

o 7 vysledku negativni typizace
Z urCenych protilatek Rh systému se nejCastéji vyskytovala protilatka anti—E.
Smeés protilatek: anti-D+C ve dvou vzorcich

anti-D+C+E u jednoho vzorku

Graf €. 2 Protilatky Rh systému za rok 2006

Protilatky Rh systému 2006

6,
4
Pocet Rh
protilatek
2 @ Téhotné Zeny
0 m Pacienti
anti-| anti4 anti-| anti4 anti-| anti-
D E|e | C|c |Cw
@ Téhotnézeny| 0 | 6 | O | O | O | 1
m Pacienti 6 | 6| 040 2
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4.3. Screening protilatek v roce 2007

V tomto roce proslo screeningovym vySetienim 3767 vzorka.

Pozitivnich bylo 60. Pfi nasledné typizaci bylo identifikovano:
o 17 protilatek Rh systému (viz. graf €.3)

15 protilatek z ostatnich systémi

8 protilatek, jejichz specifita se nepodafila urcit

5 nespecifickych chladovych protilatek

3 nespecifické reakce v bromelinu

1 PAT pozitivni

6 anti—D neimunni povahy

O O O o o o

o 5 vysledku negativni typizace
Z urCenych protilatek Rh systému se nejcastéji vyskytovala protilatka anti—E.
Smés protilatek: anti-D+C u jednoho vzorku

anti—-E+Fy® u jednoho vzorku

Graf €. 3 Protilatky Rh systému za rok 2007

Protilatky Rh systému 2007

“ILAN
4
Poéet Rh 31
protilatek 5|
1. @ Téhotné Zeny
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anti-| anti anti-| anti- anti-| anti-

o Téhotnézeny| 1 | 5| 0| 0| 1] 0
m Pacienti 513, 02|00

36



4.4. Screening protilatek v roce 2008

V tomto roce proSlo screeningovym vySetfenim 3709 vzorkd.

Pozitivnich bylo 46. Pfi nasledné typizaci bylo identifikovano
o 13 protilatek Rh systému (viz.graf €. 4)

8 protilatek z ostatnich systému

5 protilatek, jejichz specifita se nepodafila urcit

2 nespecifické chladové protilatky

11 nespecifickych reakci v bromelinu

3 PAT pozitivni

1 anti—-D neimunni povahy

©O O O o o o

o 3 vysledky negativni typizace
Z urCenych protilatek Rh systému se n ejCastéji vyskytovala protilatka anti—E.

Smés protilatek: anti—-D+C u jednoho vzorku.

Graf €. 4 Protilatky Rh systému za rok 2008

Protilatky Rh systému 2008

6,
. 4
Pocet Rh
protilatek
2 @ Téhotné Zeny
0 m Pacienti
anti-| anti- anti-| anti{ anti-| anti-
DI E|e | C|c |Cw
O Téhotnézeny | 0 | 2 | O | O | 1
m Pacienti 216|020
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4.5. Screening protilatek v roce 2009

V tomto roce proSlo screeningovym vySetfenim 3590 vzorkd.

Pozitivnich bylo 41. Pfi nasledné typizaci bylo identifikovano:
o0 8 protilatek Rh systému (viz. graf € . 5)

16 protilatek z ostatnich systému

4 protilatky, jejichz specifita se nepodafila urcit

1 nespecificka chladova protilatka

5 nespecifickych reakci v bromelinu

2 PAT pozitivni

2 anti—D neimunni povahy

©O O O o o o

o 3 vysledky negativni typizace
Z urCenych protilatek Rh systému se nejCastéji vyskytovala protilatka anti — E.
Smés protilatek: anti—-E+Kell u jednoho vzorku

anti-E+S u jednoho vzorku

Graf €. 5 Protilatky Rh systému za rok 2009

Protilatky Rh systému 2009

5,
4
Poéet Rh 31
protilatek 5|
" @ Téhotneé Zeny
0 m Pacienti
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D E|e |C|c |Cw
@ Téhotné zeny| 0 | 1 | O | O | 0| O
m Pacienti 115,0,0|0]|1
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4.6. Vyhodnoceni

Pfi vyhodnoceni shora uvedenych dat byly zjiStény skuteCnosti, které jsou

souhrnné zpracovany v tab. €. 4, 5.

o

Vyskyt protilatek anti-D ma klesajici tendenci. Tato skuteCnost muze byt
disledkem zlepSeni prenatalni péCe a v€asné aplikace protilatky anti-D
matkam pfi inkompatibilité v Rh systému .

ZvySeny vyskyt protilatky anti-E. Tato protilatka byla od roku 2006 mezi
protilatkami Rh systému identifikovana nejCastéji a v poslednich dvou letech
vyrazné pfevysila vyskyt protilatky anti-D. Vyskyt antigenu E v populaci je
kolem 27%, ¢imz vznika vysoké riziko imunizace napf. pfi transfuzich nebo v
téhotenstvi.

Nulovy vyskyt protilatky anti-e je podminén vice nez 96% vyskytem antigenu e
v populaci. Tato skute¢nost zpUsobuje vzacnost vyskytu protilatky anti-e.
Protilatka anti-C byva Casto provazena protilatkou anti-D, coz bylo prokazano u
osmi vySetfovanych. Kombinace protilatek anti-C+D byla zaznamenana jako
nejCastéjSi mezi rznymi kombinacemi.

Protiltky anti-D neimunni povahy jsou protilatky u téhotnych Zzen po aplikaci
imunoglobulinu anti-D, které nejsou vyhodnoceny v tab. €. 4. Tyto protilatky
jsou vytvofeny v dusledku preventivni imunizace RhD negativnich Zen a po
Case vymizi. Tyto protilatky neimunni povahy jsou uvedeny v tab. €. 5.
Protilatky ostatnich systém( jsou souhrnné uvedeny vtab. &. 5. Byly zde

identifikovany napf. protilatky anti-K, anti-M, anti-Fy?, anti-S.
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Tab. €. 4. Vyhodnoceni protilatek Rh systému za dobu péti let

Rok 2005 2006 2007 2008 2009
Pocet screeningovych
vySetieni 3818 3617 3767 3709 3590
Pozitivni sccreening protilatek 77 80 60 46 41
Protilatky Rh systému 13 25 17 13 8
Protilatky Rh systému v % 16,88% 31,25% 28,33% 28,26% 19,51%
anti-D 6 6 6 2 1
anti-E 2 12 8 8 6
anti-e 0 0 0 0 0
anti-C 3 4 2 2 0
anti-c 2 0 1 1 0
anti-C" 0 3 0 0 1
Smeés protilatek anti-C+D 3 2 1 2 0
Smés protilatek anti-C+D+E 0 1 0 0 0
Smés protilatek anti-E+Fy?® 0 0 1 0 0
Smeés protilatek anti-E+Kell 0 0 0 0 1
Smés protilatek anti-E+S 0 0 0 0 1
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Tab. €. 5. Vyhodnoceni protilatek z ostatnich systému za dobu péti let

Rok 2005 2006 2007 2008 2009
Protilatky z ostatnich systému 15 19 15 8 16
Protilatky z ostatnich systémua v % 19,48% 23,75% 25% 17,39% 39,02%
Protilatky, jejichz specifita se
nepodarila urcit * 12 9 8 5 4
Protilatky, jejichz specifita se
nepodafila ur€it v % 15,58% 11,25% 13,33% 10,87% 9,76%
Nespecificka chladova protilatka 4 3 5 2 1
Nespecificka chladova protilatkav %  5,19% 3,75% 8,33% 4,35% 2,44%
Nespecifickych reakci v bromelinu 13 9 3 11 5
Nespecifickych reakci v bromelinu v% 16,88% 11,25% 5,0% 23,91% 12,2%
PAT pozitivni 3 2 1 3 2
PAT pozitivni v % 3,90% 2,5% 1,67% 6,52% 4,88%
anti—-D neimunni povahy ** 4 6 6 1 2
anti—-D neimunni povahy v % 519% 7,5% 10,0% 2,17% 4,88%
Negativni typizace *** 13 7 5 3 3
Negativni typizace v % 16,88% | 8,75% |8,33% |6,52% |7,32%

*

specifitu protilatky.

** Pozitivni identifikace protilatek u t€hotnych Zen po aplikaci anti-D.
*** Screening protilatek pozitivni, nasledna typizace negativni.
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5. Zaver

| pfes nové metody, které imunohematologie pfinasi, neni mozné zcela zabranit
imunizaci Clovéka. Stale plati fakt, Ze transfuze je pro pacienta rizikem.

Dodrzovanim standardnich operacnich postupl vsak Ize pfedejit omylim, které
jsou mnohdy fatalni. Plati to nejen o protilatkach Rh systému, ale o vSech imunnich
protilatkach. Kazda protilatka je specificka, a proto je tfeba pfi jakékoliv pozitivité dbat

zvysSené opatrnosti.
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Abstrakt

Tato bakalarska prace je zaméfena na antigeny a protilatky Rh systému.

Protildtky Rh systému nejsou pfirozené, vyskytuji se pfevazné jako imunni.
Antigeny Rh systému patii k nejsilnéjSim imunogenim s nejvétsSi Cetnosti vyskytu.
Pozitivita protilatek byla sledovana po dobu péti let (v letech 2005 - 2009). Ro¢né
proslo screeningovym vysetienim pfiblizné 3500 vzorkl. Ve sledovaném obdobi bylo

identifikovano kolem patnacti druht rlznych protilatek s riznou frekvenci vyskytu. V

vvvvvv

Podklady k bakalafské praci byly ziskany na transfuznim a hematologickém

oddéleni Kromérizské nemocnice a.s.
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Abstract

This work is focused on antigens and antibodies of the Rh system.

Antibodies of the Rh system are not natural; they occur mostly as immune
antibodies. Antigens of the Rh system are among the strongest immunogens with the
greatest frequency. Antibody positivity was observed over a period of 5 years (2005 -
2009). Approximately 3500 blood samples per year were examined in screening tests
and approximately 15 kinds of different antibodies with different occurrence frequency

were identified. In some cases identification required more complicated procedures.

The foundation of this work was acquired at the Transfusion and Haematology

Ward at Kroméfiz Hospital.
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