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Abstrakt

V této praci se budeme zabyvat odpovédi organismu na cizi antigeny, které
v nasem piipadé organismus pfijima pfi podani krevni transfuze pacientovi. Mimo
jiné k tomuto procesu muZze dochazet také v t€hotenstvi pfi pritomnosti rozdilného
antigenu matky a plodu.

Pfi podani krevni transfuze vznika u pfijemce vzdy jisté riziko aloimunizace.
Dochazi tedy k tvorbé tzv. aloprotilatek, jako odpovéd na antigeny, které nejsou
organismu vlastni. V této praci se budeme zabyvat vznikem nepravidelnych
protilatek (aloprotilatek) vznikajicich imunizaci, cetnosti jejich vyskytu a jejich
vlivem na vlastni podani krevni transfuze. NejdtileZitéjsi soucasti transfuziologie je
predtransfuzni vysetfeni, kterym se zajisStuje pacientovi kompatibilni transfuzni
pfipravek. Predtransfuzni vySetfeni je sledem vySetfovacich metod vedoucich
k urceni spravnosti transfuzniho pfipravku (TP). VedlejSim cilem této prace je
posouzeni tcinnosti a potfebnosti enzymového testu v imunohematologii, ktery je
dopliikovym testem ke stanoveni nepravidelnych protilatek. Enzymovy test miize a
nemusi byt soucasti predtransfuzniho vySetfeni.

V praci se v prvni fadé seznamime se zdklady imunologie, které jsou nezbytné
pro vlastni pochopeni reakce antigenu a protilatky, pfi podavani TP.

Dalsi ¢asti této prace je imunohematologie, kterou predstavime jako nezbytnou
systémy, které se mohou nachdzet v organismu a které mohou hrat roli v procesu
aloimunizace. Nejvyznamnéjsim skupinovym systémem je ABO, ktery je
v organismu reprezentovan antigeny a pravidelnymi protildtkami. DalSim
vyznamnym skupinovym systémem je Rh systém. Tyto dva systémy (z Rh systému
antigen D) se stanovuji pfi kazdém predtransfuznim vysetieni a hraji nejvétsi roli
pfi uréovani spravnosti kompatibility TP.

Urceni kompatibility TP mtZe byt komplikované u pacientti, ktefi dostavaji
transfuze opakované a mohou tedy tvorit vice aloprotilatek. U téchto pacientd mtize

byt obtizné vyhledat kompatibilni transfuzni ptipravek.
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Abstract

In this bachelor thesis, we will deal with the response of the organism to
foreign antigens, which in our case will receive a blood transfusion in a patient.
Among other things, this process also occurs during pregnancy in the presence of a
different Rh factor of the mother and baby.

When administering the transfusion, certain risks of alloimmunization are
always generated by the recipient. Alloantibodies are produced in response to
antigens that are not their own organism. In this thesis, we will deal with the
formation of irregular antibodies resulting from immunization, the frequency of
their occurrence and their effects on blood transfusion. The most important part of
transfusion is a pre-transfusion examination that provides the patient with a
compatible transfusion product. A pre-transfusion examination is a sequence of
several methods to determine the accuracy of transfusion unit. The secondary
purpose of this thesis is to assess the effectiveness of the enzyme test, which is a
complementary test for the determination of irregular antibodies. The enzyme test
does not need to be part of a pre-transfusion examination.

In the thesis, we will first learn the basics of immunology, which is necessary
to understand for our own understanding of the antigen and antibody response
when administering transfusion unit.

The other part of this thesis is immunohematology, explaining how the
immunology and hematology are related, which are an essential part of transfusion
medicine. We will learn about the most important group systems that can be found
in the body and which can play a role in the process of alloimmunization. The most
important group system is AB0O, which is represented by antigens and regular
antibodies in the body. Another important system is the Rh system. These two
systems are determined at each pre-transfusion examination (D antigen from Rh
system) and play the greatest role in determining the correctness of transfusion unit

compatibility.



Determination of transfusion unit compatibility may be more complicated especially
at patients with chronic illness. At these patients, repeated transfusions might be
required. Some patients can get more than one antibody and it might be complicated

to search the right transfusion.



Keywords
Alloantibodies, alloimmunization, antibody, antigen, erythrocyte,
hematology, immunology, immunohematology, non-specific antibody, pre-

transfusion test, specific antibody, transfusion.
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1 UVOD

Pocatky transfuzniho lékafstvi sahaji az na zacatek 20. stoleti, kdy byl objeven
prvni krevné skupinovy systém, a to systém ABO, na zakladé schopnosti séra
aglutinovat cervené krvinky. Karl Landsteiner objevitel tohoto systému popsal
skupiny krve jako A, B a C (pozdéji oznacovana jako 0).

Rok 1940 byl dal$im milnikem pro transfuzni medicinu, kdy byl objeven novy
krevné skupinovy systém, a to systém Rhesus. Karl Landsteiner spolu s jeho kolegou
Wienerem objevili fakt, Ze krali¢i protilatky reagujici s erytrocyty primata Makak
Rhesus, téz reaguji s lidskymi erytrocyty. Konkrétné s 84 %, vzorki lidskych
erytrocytli tyto protilatky reagovaly (Rh pozitivni) a s 16 % nereagovaly (Rh
negativni jedinci).

Objevenim téchto dvou krevné skupinovych systémt, ale rozvoj transfuzni
mediciny nekoncil. Védec Callender objevil v roce 1945 krevné skupinovy systém
Lutheran.

Vroce 1946 byla objevena nova protilatka védcem Coombsem. Tato nova
protilatka byla prifazena k do té doby neznamému antigenu, a vznikl tak novy
skupinovy systém, klinicky velice vyznamny, nesouci ndzev Kell (pojmenovan po
jméné pacienta u kterého byla nalezena nova protilatka). Ve stejném roce byl také
popsan krevné skupinovy systém Lewis.

Po prvnim pacientovi, u kterého byla objevena neznama protildtka, byl
pojmenovan také dalsi nové objeveny skupinovy systém Duffy. Tento systém byl
objeven v roce 1950 védcem Cutbushem.

Pouze o rok pozdé€ji v roce 1951 byl objeven skupinovy systém védcem Allenem.
Tento systém nese jméno Kidd, po prvni pacientce, u které byla prokdzana nova
protilatka.

Dalsim pokrokem transfuzni mediciny bylo objeveni systému MNSs. Tento
systém byl aplné poprvé z casti popsan jiz v roce 1927 védci Landsteinerem a
Levinem, kdy byly prokdzany prvni nezndmé protilatky (tito védci v tomto roce

popsali také krevné skupinovy systém P). V roce 1947 pak byla objevena dalsi
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protilatka patfici do tohoto systému a ucelenym systémem se stal az v roce 1951
nalezenim protilatky anti-s.

Vysledkem neustalého pokroku transfuzni mediciny je 36 krevné skupinovych
systémtl, které zname dnes, a diky kterym muiZeme pacientim poskytovat
maximalné imunologicky kompatibilni krevni transfuzi s minimdlnim rizikem

potransfuznich reakci. (16)

14



2 SOUCASNY STAV

2.1Transfuziologie a riziko vzniku aloimunizace

Aloimunizace je stav, kdy dojde v organismu k rozvoji imunitni reakce, jejiz
soucasti je vznik specifickych protilatek proti urcitému antigenu. Riziko
aloimunizace muZe byt problémem téZ napt. u t¢hotnych Zen, kdy RhD negativni
matka nosi RhD pozitivni plod, kdy plod zdédi antigen D v rdmci Rh systému po
otci. Analogicky stav mtize nastat i pfi inkompatibilit¢ v jinych krevné
skupinovych systémech, napft. Kell, Kidd apod.

V této praci se ale budeme zabyvat rizikem vzniku aloimunizace pfi podani
krevni transfuze. Krevni transfuze podana pacientovi vétsinou obsahuje rozdilné
skupinové systémy, nez jsou jeho vlastni. Tyto skupinové systémy nemaji na
podani a kompatibilitu krevni transfuze tak zavazny vliv jako systém ABO nebo Rh
(zvlasté antigen D). Pokud tedy pfijemce transfuze obdrZzi takovou transfuzi, kterd
diky svym rozdilnym skupinovym systémiim vyvold v organismu tvorbu
protilatek, proti témto organismu nepfirozenym systémim, jedna se o
aloimunizace. K blizsimu pochopeni vzniku aloimunizace a vyhodnoceni jistych
rizik pfi podavani krevni transfuze je nutné se seznamit se vSemi skupinovymi

systémy a popsat systém vzniku imunitni odpovédi organismu. (1) (2) (3) (4)

2.2 Zaklady imunologie
2.1.1 Nespecificka imunita

Nespecifické mechanismy nebo také neadaptivni nebo vrozené. Tyto
mechanismy jsou vyvojové starsi, reaguji v fadech minut a nemaji imunologickou
pamét. Jsou tvoreny slozkou bunécnou a humoralni. Bunécnou sluzku nespecifické
imunity tvofi fagocytujici a pfirozené cytotoxické burlky. Humoralni slozku
nespecifické imunity tvofi komplementovy systém, interferony, lektiny a dalsi
sérové proteiny. Do nespecifické odpovédi mj. patfi koZni epitel, monocyto-

makrofagovy systém a dalsi. (1) (5)
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2.1.2 Specificka imunita

Specifické mechanismy, adaptivni nebo ziskané. Jsou vyvojové mladsi, reaguji
v fadech dni az tydnd a maji imunologickou pamét. Mezi specifické mechanismy
opét fadime slozku bunécnou a humoralni. Bunécna slozka je reprezentovdna T
lymfocyty a B lymfocyty a humordlni sloZka je reprezentovana protildtkami
tvofenymi B lymfocyty. V obou pripadech se jednd o vysoce specifické molekuly

reagujici s cizorodou latkou. (1) (5)

2.1.3 Antigen

Antigeny jsou latky, které imunitni systém rozpozna a reaguje na né. Spoustéji
specificky ochranny mechanismus, jehoZz vysledkem je produkce specifické
protilatky (aloprotilatky) a jeji vazba na uvedeny antigen. Tento proces tvorby
aloprotilatek, zplisobeny cizim antigenem se nazyva imunizace. Schopnost
antigenu vyvolat imunitni odpovéd v organismu se nazyva imunogenicita. Vedle
imunogenicity ma antigen schopnost antigenicity, kterd umoZnuje reakci
s protilatkou. (6) (7)

Cizorodé antigeny, tedy antigeny z vnéjsiho prostfedi nazyvdme exoantigeny.
Mezi tyto antigeny patfi také alergeny, které vyvolavaji specifickou imunologickou
reakci (alergickou reakci). Dal$im exoantigenem je superantigen, ktery ma
schopnost nespecificky aktivovat velké mnozstvi lymfocytd. Antigeny vlastni
organizmu oznacujeme jako autoantigeny. (8) (2)

Antigen je velice slozitd organickd molekula, nachdzejici se na bunécné
membrané. Jednd se o vysokomolekuldrni latky nebo nizkomolekuldrni latky
navazané na vysokomolekuldrni nosié. Z chemického hlediska se jedna o bilkoviny
nebo bilkoviny s polysacharidy, mtzZe se ale také jednat o lipidy nebo lipoproteiny.

Velice dulezitou casti antigenu je oblast nazyvajici se epitop. Tato oblast je

specificky rozezndvana imunitnimi receptory. (6) (7)
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2.1.4 Protilatka

Protilatky neboli takzvané imunoglobuliny (Ig) jsou vysokomolekularni proteiny
nebo také glykoproteiny a jsou soucasti gamaglobulinové frakce lidského séra.
Protilatky jsou tvofené B-lymfocyty a plazmatickymi burikami. (5) (8)

B lymfocyty jsou aktivovany pfi prvotnim styku jedince s antigenem pravé timto
antigenem a T pomocnymi lymfocyty. Dale nastava proces, kdy se B lymfocyty
diferencuji na plazmatické bunky, které produkuji protilatky. Tento proces se
nazyva primarni imunitni odpovéd a fadi se do humoralni slozky imunitniho
systému. Plazmatické buriky produkuji v rdmci primarni imunitni odpovédi IgM
protilatky. IgG protilatky jsou pak produkovany az v pribéhu nékolika
nasledujicich dni. (4) (8)

Protilatky, jsou také produkovany pamétovymi burikami, coZ jsou lymfocyty,
které zustavaji v organismu po prvotnim setkani s antigenem a nesou pamét pro
prislusny antigen. Po opétovném setkdni organismu s timto antigenem jsou
pamétové bunky schopné velice rychle produkovat specifické protilatky proti
danému antigenu. (4) (8)

Zakladni strukturu imunoglobulini tvoii dva tézké fetézce (H) nesouci
aminokyselinovou sekvenci a jeden lehky fetézec (L). Mezi dvéma tézkymi fetézci
se nachdzi kovalentni vazba, kde dochdzi ke spojeni téchto dvou fetézcti
disulfidovymi neboli cystinovymi miistky. Tato vazba také umoznuje pripojeni
lehkého fetézce ke kazdému z tézkych fetézcli. Misto vazby dvou tézkych fetézcti

se nazyva pantova oblast. (4) (8)
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Epitope-binding
EPITOPE region at NH

terminus

Immunoglobin

domains

Obrdzek 1 Stavba imunoglobulinu (18)

Existuje pét rliznych izotopti imunoglobulinti (IgG, IgM, IgA, IgD, IgE), tyto
izotopy jsou dany rozdilnymi doménami tézkého fetézce. RozliSujeme tedy pét
domén tézkych fetézcli (gama, mi, alfa, delta a epsilon). Kazdd doména je tvofena
110-120 aminokyselinami. U lehkého fetézce rozliSujeme pouze dva druhy (lambda,
kappa).

Molekula imunoglobulinu se déli na C-konec a N-konec. Na N-konci lehkého i
tézkého fetézce lezi variabilni domény, které tvoifi vazebné misto pro antigen.
Variabilni domény jsou rtizné pro lehky a tézky retézec (Vy, V). Ostatni domény
molekuly jsou konstantni, tedy identické pro fetézce téhoz typu.

Imunoglobulinovd molekula obsahuje dva Fab fragmenty obsahujici lehky
fetézec a Cast tézkého fetézce. Oba tyto fragmenty jsou identické, maji schopnost
vazat antigen a jsou nositeli protilatkové specifity. Fab fragment obsahuje také mensi

fragment Fv, nachdzejici se na N-konci.

18



Dalsi ¢asti molekuly imunoglobulinu je Fc fragment obsahujici ¢asti obou tézkych
fetézcti. Tato ¢ast molekuly zajistuje specifické biologické vlastnosti a efektorové
funkce imunoglobulinu. Fc fragment slouzi také pro navazani fagocytti a

komplementového proteinu. (4) (8)

papain (Fab)
pepsin (Flab))

Obrazek 2 Strukturni éisti imunoglobulinu (8)

Protilatky mtiZeme rozdélit na protilatky prirozené, které vznikaji jako reakce na
membranové antigeny rtiznych organismti vyskytujicich se bézné v organismu. A
dale imunni protilatky, které vznikaji procesem imunizace, v pribéhu téhotenstvi
nebo pfi umélém kontaktu s antigenem, jedna se tedy o aloimunni protilatky, které
se tvori proti cizim antigenim. Protilatky, které vznikaji, proti buiikdm vlastniho
organismu, se nazyvaji autoprotilatky. (4) (6)

Dale mtizeme rozdélit protilatky na pravidelné, které se vyskytuji vzdy u daného
jedince a na protilatky nepravidelné (vSechny ostatni protilatky). (9)

Obecné rozeznavame pét izotopt imunoglobulinu (IgG, IgM, IgA, IgD, IgE).
Rozdil mezi témito izotopy je dan rozdilnymi doménami (viz. Stavba protilatky). (2)
(8)

IgG protilatky se v séru vyskytuji nejhojnéji. Maji ¢tyri podtfidy (IgGl, IgG2,
IgG3, IgG4). Tyto podtiidy se lisi schopnosti vazby komplementu. (5) (8)
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IgM se v organismu vyskytuje ve formé monomeru na povrchu B bunék. Reaguje
jako prvni pfi setkani s antigenem a ma schopnost vazat komplement.

IgD je pentamer a stejné jako IgM se nachdazi na povrchu B bunék.

IgA se nachazina povrchu sliznic, ale vyskytuje se také v sérové formé. Vyskytuje
se jako monomer, dimer nebo trimer. Ma dvé podtfidy (IgAl, IgA2). Chrani
organismus na povrchu sliznic proti mikroorganismtim a funguje také jako opsonin.

IgE se vyskytuje na povrchu sliznic a v lidském séru. Hraje dtileZitou roli pfi

alergickych reakcich. (5) (8)

monomer
IgG igD IgE
rantai Y rantai O rantai
IgA (dimer) IgM (pentamer)

Obrdzek 3 Typy imunoglobulinii (16)

2.1.5 Reakce antigen - protilatka

Tato reakce je dana komplementaritou trojrozmérné konfigurace, ktera je velice
dtlezitd. DalSim faktorem jsou komplementdrni ndboje antigenu a protilatky.
Stabilita komplexu je ddna vodikovymi vazbami, Van der Walsovymi silami

a hydrofobnimi vazbami. Pokud dojde k navazani protilatky na epitop antigenu,

20



vytvori se tzv. imunokomplex, ktery je reverzibilni a silu vazby oznacujeme jako
afinitu. Afinitu pfi vazbé antigen-protilatka vyjadfuje rovnovazna (asociacni)
konstanta. Pfi vyvaZeném mnozstvi antigenu a protilatky je rychlost asociace rovna

rychlosti disociace.

Elekrrostatické sity Spajent mezl opozitnimi naboll - j‘ﬁ E)-:.u_—
Vodikove mistky Interakee atomu vodiku se dvéma elektronegativaimi proky :': :‘_ :' f.:
HH
Yada vede ke shlukovani hydrofobnich skupin, hea 2
Hydrafobnl sily Malekula vody piitem piechdzl z hydrofebnihe povrchu oty
do roztoku o
ey
HH
Kladny a zaporny nabaj na apacnych stranach maolekuly =
Van der Waal: sil . P .
an der faalsovy sty wytvaf| pritaZlivou silu mezi opacné nabitymi konc -

Obrdzek 4 Nekovalentni vazebné sily (2)

Specificnost reakce je vlastnosti protilatek, ktera udava schopnost protildtky
specificky reagovat pouze s jednim epitopem, tedy pouze s jednim antigenem.

Zktizena reaktivita je vlastnost protilatky, ktera umoZziiuje reakci protilatky s vice
epitopy. Vazbu protilatky s antigenem ovliviiuje nékolik faktorti a jednim velice
dtlezitym faktorem je teplota. Optimalni teplota pro prtibéh reakce vazby protilatky
na antigen je 37 °C. Pti této teploté dochdazi k destrukci erytrocytu protilatkami. Tuto
schopnost maji protilatky IgG a IgM, které dokazi vdzat komplement. Vyjimku tvofi
protilatky ABO systému. Pfi vysSich teplotdch miuZe nastat situace, kdy dojde
k uvolnéni protilatky zvazby na antigen. Naopak protilatky, které reaguji pfi
teploté nizsi, nez 30 °C se nazyvaji chladové protilatky.

Tento pomér musi byt vyrovnany. Rovnovdha mezi mnozstvim antigenu a
protilatky ma vliv na pocet komplexti, které vznikaji. Pokud nastane naptiklad
situace, kdy je protilatka v nadbytku, tak dochdazi k inhibici aglutinace.

Optimalni hodnota pH pro priibéh reakce je pro kazdou protilatku specificka. Ve
vétsiné piipadil je ale pouzivana hodnota pH 7. Pokud je hodnota pH snizZena,

antigen disociuje protilatku z komplexu.
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»Doba inkubace je cas potfebny k dosazeni rovnovihy mezi molekulami antigenu a
protilatky.” (8)

Rychlost vzniku vazby zavisi na tfidé imunoglobulinu a také na schopnosti
protilatky navazat se na urcity antigen. Dobu inkubace je mozné zkratit pridanim
dalSich latek, které mohou zvysSit mnozZstvi protildtek. Prabéh reakce je také

ovlivnén poctem epitopti anebo vzdalenosti molekul. (2) (4) (5) (8) (9)

2.1.6 Reakce vazby komplementu

Komplementovy systém ma za tikol rozpoznat antigen, perforovat membranu a
znicit bunku. Komplementovy systém je slozen z 30 sérovych a membranovych
bilkovin a jednd se zejména o beta globuliny. Komplementovy systém je soucasti
humordlni odpovédi organismu. Skldda se ze sledu kaskadovitych reakci
jednotlivych slozek systému. Velice dilezitou roli, pfi reakcich komplementového
systému hraji vdpnikové ionty. Pokud je vapnik odstranén tak nedochazi k aktivaci.

Pro komplementovy systém je dtlezitych 9 sérovych proteinti, které znacime
Cl - C9. Pokud dojde knavazani protilatky vazajici komplement na antigen,
aktivuje se prvni slozka systému Cl. Antigenem mtize byt napfiklad krevné
skupinovy antigen na erytrocytu. Slozka C1 je prvni slozka komplementového
systému a vaZe se na protilatku. A déle se kaskadovité aktivuji dalsi slozky systému.
Velice diileZita je slozka C3, ktera obsahuje fragment C3b, ktery se kovalentné vaze
na mikrobidlni povrch.

Samoziejmé, nez dojde k vytvoreni fragmentu C3b, dochdzi k aktivaci mnoha
slozek komplementového systému. Slozka C1 aktivuje slozku C4, kterda ma
podjednotky C4a a C4b, kterd se vaZe na membranu erytrocyti a dale aktivuje
slozku C2, ktera ma také dvé podjednotky a to C2a, ktera se opét vaze na membranu
erytrocyti a C2b. A nasledné je aktivovan protein C3. Pokud dojde k vytvoreni
faktoru C3b tak dojde ke dvéma procesim. V prvnim pripadé se komplement
neaktivuje a ukoncuje se tedy kaskada reakci, kdy fagocytarni buriky rozpoznavaji
faktor C3b perforuji bunécnou sténu a dochazi k lyze buiiky. Ve druhém procesu

kaskada reakci pokracuje, dokud neni vytvofen komplex MAC (membrane attack
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complex), ktery se oznacuje jako terminalni komplex kaskady reakci. Sestava se
z proteinti C5b, C6, C7, C8 a C9, které jsou aktivovany po aktivaci C3. Tento komplex
opét perforuje erytrocytarni membranu a dochdzi k destrukci buriky.

Nékteré imunokomplexy komplementového sytému maji i dalsi funkce. Jedna se
naptiklad o aktivaci B lymfocytt, regulace transportu antigent do sleziny a uzlin
nebo mohou fungovat jako adhezivni molekuly.

Existuji tfi zplisoby aktivace komplementového systému. Jedna se o alternativni,
lektinovou a klasickou cestu aktivace.

Komplementovy systém je velice u¢innou ochranou v protiinfekéni imunité,
muze ale poskozovat také vlastni bunky. Tomuto nechténému poskozovani lze
predejit diky plazmatickym a membranovych inhibitor(, které kontroluji aktivaci

komplementového systému. (1) (2) (5) (8)

Classical ‘\ Lectin { Alternative l]
pathway J . pathwayJ __pathway |
MBL/ficolins
SIGN-R1 gﬁspz
SAP C2
CRP e,

P
Vv
C3 / >C3b—>iC3b

|

C3d «—C3d,g
CG 09
NS 5%
ACR1/2

Obrizek 5 Schéma t7i variant aktivace komplementového systému (17)
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Obrizek 6 Grafické zndzornéni t¥i variant reakce vazby komplementu (19)

2.2 Imunohematologie

Imunohematologie  je  nedilnou  soucdsti  transfuzniho  lékafstvi.
Imunohematologie popisuje krevné skupinové systémy a interakce mezi antigeny
erytrocytti a protilatek namifenych proti témto antigentim. Imunohematologie déle
popisuje klinicky vyznam vyskytu téchto antigenti a protilatek v lidském organismu
a jejich vyznam pfi podavani krevnich transfuzi. Obrovsky pokrok zaznamenalo
transfuzni lékafstvi na zacatku 20. stoleti, diky objeveni imunohematologickych

principti (metod a postupti) pouzivanych v imunohematologickych laboratotich. (7)

2.2.1 Pravidelné protilatky
Lidsky organismus obsahuje protilatky (aglutininy), které nejsou vytvareny
imunizaci, ale vlastnimi substancemi béhem prvnich mésici Zivota. Pravidelné

protilatky patfi, do skupinového systému ABO a vyskytuji se v lidském séru nebo v
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plazmé. Organismus tedy miize obsahovat ani-A, anti-B a anti-A, B. Clovék, ktery
ma na povrchu erytrocytt antigen A, tak pfirozené vytvari anti-B.

Pravidelné protilatky se stanovuji v ramci kazdého predtransfuzniho vysSetfeni
k urceni krevni skupiny pfijemce. Podani krevni transfuze neshodné v AB0O systému
zpusobuje akutni potransfuzni hemolytickou reakci a mtize mit za nasledek smrt

pacienta anebo vazné zdravotni poskozeni. (5) (7) (10)

2.2.2 Nepravidelné protilatky

Zatim co protilatky z krevniho systému ABO jsou pravidelné, protilatky tvorené
imunizaci po kontaktu s antigenem ze vSech ostatnich skupinovych systému jsou
nepravidelné. Jedna se tedy o vSechny antigeny kromé anti-A a anti-B.

Vyskyt nepravidelnych protilatek je velice ndhodny a pro samotné podani TP
nejsou protilatky ostatnich skupinovych systémt tak dutlezité jako protildtky ABO
systému nebo pfipadné RhD. Pro tuto préci jsou ale nepravidelné protilatky velice
dtlezité. Diky témto protilatkdm muZeme statisticky vyhodnotit frekvenci jejich
vyskytu a odpovédét na nékteré z otazek procesu aloimunizace.

Tvorbu nepravidelnych protilatek, podminuji antigeny, pochazejici z krevnich

systému Rh, MNSs, Kell, Duffy, Kidd, Lewis a dalsi. (1) (5) (7) (10)

2.2.3 Chladové protilatky

Chladové protilatky (aglutininy) jsou protilatky produkované imunitnim
systémem. Za nizkych teplot adheruji na povrch erytrocyti a zptisobuji jejich
destrukci coz vede ke zvySenému odbouravani erytrocytd. Pokud dochazi
pusobenim chladovych protilatek k vyrazné degradaci erytrocyti, mize dochdzet
k autoimunitni hemolytické anémii, kterd se vyznacuje sniZenymi hodnotami

erytrocyti a hemoglobinu v krvi. (11)
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2.2.4 Destrukce erytrocytt interakci

antigen-protilatka

Protilatky v organismu prirozené odstranuji cizorodé latky. V pfipadé erytrocytti
muZze dochazet ptisobenim protilatek k jejich destrukci. Tento dé&j je zptisoben
pritomnosti antigent na povrchu erytrocyt.

K destrukci erytrocyti mtize dochazet tfemi mechanismy, a to aktivaci
komplementu, fagocytozou erytrocyti nebo pfimym ovlivnénim stability
membrany.

Déj degradace erytrocytti je zndm jako hemolyza. Hemolyzu miizeme rozdélit na
intravaskularni a extravaskuldrni.

Intravaskuldrni hemolyza je zptisobena aktivaci komplementové kaskady po
navazani protilatky na antigeny erytrocytu. Na povrchu erytrocytu se vytvori MAC
schopny narusit erytrocytarni membranu. Tento d€j zptisobuje tnik hemoglobinu
do krevniho fecisté. Intravaskuldrni hemolyzu mohou zptisobovat komplement
vazajici protilatky a protilatky IgM.

Pfi extravaskularni hemolyze dochdzi k degradaci erytrocyti nepfimo.
K destrukci erytrocytii mtZze dochéazet ve sleziné nebo v jatrech. Ve sleziné se
komplex erytrocyt-protilatka (IgG) vaze pomoci Fc fragmentti protilatky na Fc
receptory makrofagli. Erytrocyty jsou tak cytotoxicky destruovany na povrchu
makrofdgi nebo jsou fagocytovany. Pfi tomto procesu nedochazi k aktivaci
komplementové kaskady. Vjatrech dochdzi k degradaci erytrocytti aktivaci
komplementu. Protilatky na povrchu erytrocytu aktivuji komplement, ten ale za¢ina
az C3 slozkou. Na povrchu erytrocytli ztstane navdzany C3b fragment. Tento
fragment interaguje s C3b receptorem na povrchu makrofdgti, dochazi k adhezi
erytrocytii na povrch makrofagu a nasledné jsou erytrocyty fagocytovany. V tomto

pripadé tedy nedochdzi k pfimé lyze erytrocytti. (7)

26



2.3 Krevné skupinové systémy

V dnesni dobé je znamo 36 krevné skupinovych systémii. Dale jsou zndmé tak

zvané krevné skupinové soubory. Antigeny jednotlivych krevné skupinovych

systémil se mohou vyskytovat v riznych genotypech a fenotypech.

,Krevné skupinovy systém se sklidd z uréitého pocCtu antigenii kédovanych jednim

samostatnym genem nebo vice velmi tésné vizanymi geny, mezi kterymi se nevyskytuje

crossing over s ndslednou genetickou rekombinaci.” (5)

031
032
033
034
035
036

System name

MANS

PIPK
Bh

Lutheran
Kell
Lewis
Dy
Kidd
Diego

it

Xg
Sciznna
Diombrock
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Landsteiner-
‘Wiener

Chido/Rodzers
H

Kx

Gerbich
Cromer
Knops

Indian

Ok
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John Milton Hagen
|

Globoside
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Bh-aszocizted
Ehycoprosein
FORS
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W

COs5
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System
symibol
&BO

P1PK

JMH

GLOE
GIL
EHAG

FORS
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LAN
VEL
cDs59
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Gene
name(s)*

ABD

YA,
GY¥PE,
[E¥PE)

ALGALT

RHD,
RHCE

BLAM
KEL

ACKR1
SLC14A1
SLC4AL
ACHE
X5, MIC2
ERMAP
ART4
AQF1
ICAMS

44, {48
FuT?
XK
GYPC

L F
fael
B5G
D151
SEMATA
GONTZ
B3GALNTI
AQP3
RHAG

GBGTI
ABOGZ
ABCBE
L4
o9
SLC20A1

Chromosomal o

location numbers

Sg3a2

43111 CD235a
CD235h

22q13.2 CoF7

1p36.11 Coz240

15q13.2 o2

Tg33 CD238

15p13.3

1g21-q22 D23

1Bq11-gl2

17q21.31 o233

Tg22

¥p22.32 coagt

1p34.2

12p13-pl12 coz297

Tpld

15p13.2 coz24z

Bp21.3

18413.33 D73

¥p21.1

2nliq21 Co236

1g3z CO55

1g322 o35

11p13 ods

15p13.3 o147

11p15.5 CDi51

15q22.3q23 CD108

Gp24.2

3025

9pl13

Gpli.3 D24l

9g34.13-g34.3

422 1 CD338

236

1p36.32

11p13 CO59

6p21.1

Obrizek 7 Aktudlni seznam krevné skupinovyjch systémit (16)
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2.3.1 ABO (ABH) systém

V roce 1900 byl objeven, prvni krevné skupinovy systém ABO, ktery ma nejvétsi
vyznam pro transfuzni lékarstvi. Antigeny tohoto systému se nachazeji na
membrané erytrocytii a protilatky v plazmé nebo v séru.

ABO systém udava krevni skupinu v organismu. Gen, ktery koduje krevni
skupinu ma tfi alely A, B a 0. V organismu se vSak projevuji vZdy pouze dvé z téchto
tii alel. Alely A a B jsou kodominantni a alela 0 je recesivni. V organismu tedy
existuje Sest moZznych genotypti krevnich skupin (AA, A0, BB, B0, 00, AB). MozZnosti
fenotypu jsou ale jen ctyfi (A, B, AB, 0).

Organismus obsahuje pravidelné protilatky, takového antigenu, ktery neni
pfitomny na membrané erytrocytt.

Antigen A ma podjednotky A;,A;,A3,Am, Ay, Aena, Aine Aer- Znamé jsou také
podskupiny antigenu B, a to B3, By, By, B;.

Protilatky pro skupinovy systém ABO jsou anti-A a anti-B, které jsou tvofeny
stfevni bakterii. Jedna se o pfirozené, pravidelné protilatky ze tfidy IgM aglutinind,
vyskytujici se v séru.
vySetfeni, zajistujici kompatibilitu krevni transfuze. Jednd se o metodu pfimé
aglutinace, kdy se nejprve stanovuji antigeny na erytrocytech, pomoci
monoklonalnich protilatek.

Druhym krokem je stanoveni pravidelnych protilatek v séru pomoci typovych

erytrocytt. (1) (5) (7) (10)

2.3.2 Systém Rhesus (Rh)

Tento krevné skupinovy systém ma nejvétsi aloimunogenicitu. Casto se tvoif IgG
protilatky, které mohou zptisobovat tézké HON a HTR.

Rhesus skupinovy systém se vyznacuje svym polymorfismem. V rdmci toho

systému rozeznavame 53 antigent. Nejvyznamnéjsimi antigeny jsou D, C, ¢, E, e.

vvvvv
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Nejvyznamnéjsi protilatkou tohoto systému je anti-D, kterd se také vyznacuje
nejcastéjsim vyskytem. Protiladtky anti-E a anti-D spadaji mezi IgG protilatky a
ostatni protilatky tohoto systému fadime mezi IgM protilatky (C, ¢, E, e).

Na protilatky anti-D z krevné skupinového systému reaguje 84 % (v nékterych
literaturdch uvadéno 85%) lidi, ktetijsou oznac¢ovanijako RhD pozitivni. Na zbylych
16 % (nebo 15 %) erytrocyty v organismu nereaguiji a tito lidé jsou oznacovani jako
Rh negativni. Toto rozdéleni je dano pfitomnosti nebo absenci antigenu D na
povrchu erytrocytii. Tento antigen se také vyznacuje svou vysokou imunogenitou.

Aloprotilatky proti antigeniim ze skupinového systému RhD maji vysokou
frekvenci vyskytu zejména u polytransfundovanych pacientti. VSechny tyto
protilatky (D, E, e, C, ¢) mohou byt tyto protilatky detekovany pomoci NAT nebo
ET. (1) 5) (7) (9)

2.3.3 Krevné skupinovy systém Kell

Tento krevné skupinovy systém je klinicky velice dulezity. NejvyznamnéjsSimi
antigeny tohoto systému jsou K, k, Kp%, Kp?, Js?, JsP. Vysokou imunogenitou se
vyznacuje zejména antigen K.

Protilatky tohoto systému jsou zejména imunogenni, tedy zplisobeny imunizaci
a fadi se do tfidy IgG protilatek. Nejhojnéji se vyskytuje protildtka anti-K. ZvySena
tvorba protilatek tohoto systému je podminéna opakovanymi transfuzemi. Tvorba
protilatek proti Kell antigenim mtiZe nastat také pfi t€hotenstvi. Tyto protilatky
mohou zptisobovat HON a tézké HTR.

Priakazem protilatek proti Kell antigentim je NAT a mtze byt i ET. (4) (5) (9)

2.3.4 Krevné skupinovy systém Duffy
V tomto systému je zndmo sedm réiznych antigenti. Nejvyznamnéj$imi antigeny
jsou Fy® a FyP. Procentudlni zastoupeni neboli frekvence vyskytu Duffy antigent je

rozdilnd u rtiznych populaci.
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Protilatky proti Duffy antigenim spadaji pod IgG protilatky a v nékterych
pripadech jsou schopny vazat komplement. Mohou zptisobovat potransfuzni reakce
a vyskytuji se zejména u polytransfundovanych pacientt.

Prikazem protilatek proti Duffy antigentim je NAT. ET vétsinou neprokazuje

protilatky z tohoto systému. (1) (7) (10)

2.3.5 Krevné skupinovy systém Kidd

Tento systém je velice jednoduchy, ale zarovernl muZe byt také velice nebezpecny.
Obsahuje pouze tfi antigeny a z téchto tfi jsou nejvyznamnéjsi pouze dva a to
Jk® a JkP.

Protilatky proti antigenim krevné skupinového systému Kidd mohou byt, jak
jsme jiz zminili velice nebezpecné. Je obtiZné je detekovat, jelikoz sila jejich nalezu
ma tendenci sldbnout a také mohou zptisobovat zavazné HON a akutni i pozdni
HTR. Tyto protilatky se tvofi imunizaci, anebo pfi téhotenstvi. Protilatky tohoto
systému patfi do tfid IgG, nebo IgM. Mohou se vyskytovat jako autoprotilatky a takeé
jako aloprotilatky.

Priukazem protilatek proti systému Kidd jsou NAT a mtize byt ET. (5) (7)

2.3.6 Krevné skupinovy systém MNSs

MNSs systém je velice jednoduchy. Antigeny leZi na dvou lokusech, kdy na
jednom lezi alely M a N a na druhém lokusu lezi alely Sa s. V tomto krevné
skupinovém systému je zndmo 40 antigenti, nejvyznamnéjsimi jsou vSak M, N, S a
U. Velice vzacné se vyskytuje s antigen.

Anti-M a anti-N patii do tfidy IgM protilatek (ve vyjimecnych pfipadech také IgG)
a jen zfidka jsou piic¢inou potransfuzni hemolytické reakce. Protilatky anti-M se
mohou vyskytovat také jako chladové protilatky.

Protilatky anti-S a anti-s jsou ve vétSiné pfipadi imunni protilatky ze tfidy IgG
protilatek. Tyto protildtky mohou zptlisobovat potransfuzni hemolytickou reakci
nebo HON.
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Pritkazem téchto protilatek je NAT. (5) (7) (10)

2.3.7 Krevné skupinovy systém Lewis

Tento systém je velice specificky tim, Ze jeho antigeny nejsou tvofeny na
erytrocytarni membrdané. Antigeny systému Lewis se vyskytuji v télnich tekutinach
a zejména v plazmé ze které je pribliZzné 30 % z nich absorbuje a nasledné adsorbuje
na erytrocyty. Zbylé antigeny, které neadsorbuji na erytrocyty, jsou ponechany v
plazmé. Nejvyznamnéj$imi antigeny jsou Le® a Le".

Protilatky anti-Le se casto vyskytuji pri téhotenstvi. V tomto systému
rozeznavame protildtky anti-Le® a anti-Le?. Mohou se vyskytovat jako pfirozené
nepravidelné (bez predchozi imunizace) anebo jako imunni protilatky. Protilatky

krevné skupinového systému Lewis se mohou vyskytovat jako chladové protilatky.

() (7) (10)

2.3.8 Krevné skupinovy systém Lutheran

V systému Lutheran rozeznavame 22 antigent (starsi publikace uvadéji 18) z
nichz se vétSina vyskytuje v populaci ve vysoké frekvenci. Nejvyznamnéjsimi
antigeny jsou Lu® a Lu".

Vyznamnymi protilatkami jsou anti-Lu® a anti-Lu®, které jsou velice slabé a
vétsinou neptisobi potransfuzni reakce. Mohou zptisobovat velice slabé pozdni HTR
nebo HON. Tyto protilatky se v organismu vyskytuji ve formé imunnich i pfirozené
nepravidelnych protilatek. 99.8 % populace obsahuje antigen Lu’ a je tedy velice
obtizné zajistit imunologicky kompatibilni krevni transfuzi ¢lovéku, ktery obsahuje

anti-LuPprotilatky. (1) (5) (7)

31



32



3 CIL PRACE

Cilem této prace je zmapovat a vyhodnotit frekvenci vyskytu a zastoupeni
specifickych aloprotilatek u pacientti Fakultni nemocnice Motol. Vysledkem prace
tedy bude statistické vyhodnoceni jednotlivych protildtek zjednotlivych krevné
skupinovych systémi u pacienti FN Motol v obdobi 2015-2016.

Vedle prokazanych specifickych protilatek je u pacientti pri vySetfeni prokdzano
také veliké mnoZstvi nespecifickych protilatek. Tento fakt je do urcité miry ovlivnén
provadénim enzymového testu, ktery udava casto faleSné pozitivni vysledky. Ze
ziskanych dat a statistickym vyhodnocenim téchto dat se tedy pokusim odpovédét
na casto diskutovanou otazku, zda je enzymovy test nezbytny pro

imunohematologicka vySetfeni.
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4 METODIKA

K detekci protilatek proti erytrocyttim se vyuzivaji sérologické metody. Jedna se
o imunohematologickd vySetfeni, zaloZend na principu aglutinace (pfima/nepfima).

Pro stanoveni erytrocytarnich antigent se vyuzivaji diagnosticka séra. A k detekci
protilatek (v plazmé/séru) se vyuzivaji diagnostickeé erytrocyty.

Primarné se stanovuji antigeny A, B, protilatky anti-A, anti-B a pfitomnost ¢i
nepritomnost RhD antigent. Antigeny ostatnich krevné skupinovych systému se
stanovuji v pfipadé potieby. Jedna se o situace, kdy ma darce vzacny fenotyp, u
polytransfundovanych pacienti nebo pokud se jedna o pfijemce krevni transfuze,

ktery jiz ma prokazané aloprotilatky.

4.1Antiglobulinové testy
Antiglobulinové testy jsou zakladnim vySetfenim pfi stanoveni protilatek proti

erytrocytiim.

4.1.1 Pfimy antiglobulinovy test (PAT, Coombsuv test)

Jednd se o metodu pomoci kterého lze detekovat protilatky pfitomné na
erytrocytech. K provedeni PAT testu se vyuzivaji erytrocyty pacienta. PAT testem
stanovujeme IgG protilatky nebo slozky komplementu (C3d) navazané na
erytrocyty pacienta in vivo. Pomoci PAT lze také detekovat i IgA a IgM protilatky
na povrchu erytrocytt.

Princip PAT je zaloZen na pfimé aglutinaci. Aglutinace je ukazatelem pfitomnosti
nepravidelnych protilatek v séru pacienta. Pokud je vysledek PAT pozitivni, je
mozné provést dalsi vySetfeni, zaméfené na identifikaci navazanych protilatek na
povrchu erytrocytu (elucni test).

K vySetfovanym erytrocytiim se pfidava specifické antiglobulinové sérum AGH
(anti-IgG + anti-C3d). AGH je polyspecifické sérum, pokud dojde k pozitivnhimu
vysledku, 1ze pouzit monospecifické sérum anti-IgG a anti-C3d (pouziti oddélené).

Pfipadné se vyuziva také anti-IgA, anti-IgM a anti-C3b.
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PAT lze provést zkumavkovym testem nebo sloupcovou aglutinaci.

%@
e

% e

Obrizek 8 K erytrocytiim s antigenem je priddna protildtka proti antigenu, kterd se viZe na erytrocyty, kterd maji na
povrchu specifické antigeny. Tim dochdzi k aglutinaci erytrocytil, eventudlné k aktivaci komplementu. (21)

+

PAT se pouziva pri AIHA, HON, hemolytické potransfuzni reakci nebo u

skupinové neshodné transplantace.

Obrizek 9 Schéma piimého antiglobulinového testu (22)

4.1.2 Nepfimy antiglobulinovy test (NAT)

Tento test je schopen detekovat vSechny klinicky vyznamné protilatky, a je
standardem pro predtransfuzni vySetfeni. Tento test se provadi bud na pevné fazi
nebo sloupcovou aglutinaci. NAT je moZno provadét také zkumavkovou metodou.
Jedna se o screeningové vySetfeni k detekci nepravidelnych protilatek proti

antigentim na povrchu erytrocytu (z jinych systémiu nez ABO).
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NAT test je pouZitelny i pfi laboratorni diagnostice AIHA, kdy jedinec vytvari
protilatky proti vlastnim antigentim (autoprotilatky).

Doplitkovym testem NAT je enzymovy test (ET)

[ 'y Positive test result

Obrdzek 10 Schéma neptimého antiglobulinového testu (22)

4.2Enzymovy test

Enzymovy test je dopliikovym testem NAT. Vyuziva se k detekci aloprotilatek.

Enzymovy test se provadi ve screeningovém panelu diagnostickych erytrocytt.
Pouzivaji se erytrocyty upravené za pomoci proteolytického enzymu. Enzymy, které
Stépi specificky peptidovou vazbu se nazyvaji protedzy (bromelin, ficin, papain).
Specifi¢téjsimi enzymy, avSak v praxi nepouzivanymi jsou trypsin a chymotrypsin.

Principem je pfibliZzeni erytrocyti na velice malou vzdalenost, kdy dochazi
pomoci protilatky ke spojeni dvou erytrocytti (aglutinace). Enzymovy test mtize
odhalit nékteré antigeny (odstépeni molekuly kyseliny sialové a odhaleni
vazebného mista), které nemusi prokazat jiny test (vétsinou antigeny Rh). Na
druhou stranu, ale mtze dojit k destrukci nékterych antigenti. Tento test tedy
nemusi byt jednoznaény pro stanoveni klinicky vyznamnych aloprotilatek.
Pozitivita testu mtize byt ddna priikazem nespecifickych, tedy klinicky

nevyznamnych protilatek.
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Obrdzek 11 Princip aglutinace p¥i enzymovém testu (21)

4 .3Test kompatibility

Test kompatibility nebo také slucitelnosti se provadi standardné v NAT. Tento test
ovéfuje kompatibilitu mezi plazmou/sérem pacienta/prijemce a erytrocyty krevni
transfuze/darce. Tento test téZ kontroluje kompatibilitu ABO mezi pfijemcem a

darcem erytrocytu.

Darce
B+

o+

s

A+ AB+

AB+
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Obrizek 12 Kompatibilita krevné skupinovych systémii ABO a RhD (22)
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5 VYSLEDKY

Ze zaznamii Oddéleni krevni banky FN Motol jsme ziskali data za rok 2015 a 2016
o poctu provedenych predtransfuznich vySetfeni, zjiSténych specifickych,
nespecifickych ¢i chladovych protildtek. Dale jsme ziskali pocty jednotlivych
zjisténych specifickych aloprotildtek a jejich zastoupeni v jednotlivych krevné
skupinovych systémech. (12)

Ze ziskanych dat jsme rozdélili pocty provedenych vySetfeni na dospélé a déti
(déti raznych vékovych kategorii) a na muZe a Zeny.

Dale jsme ziskali pocet pozitivnich enzymovych testi (ET), které ve vétsiné
pripada signalizovaly pouze nespecifické protilatky, na druhou stranu ale
v nékolika testech prokazal specifickou protilatku pouze pozitivni ET.

A vneposledni fadé jsme ziskali také pocet vySetfenych onkologickych a
hematoonkologickych pacientti.

V této kapitole nalezneme statisticky vyhodnocena ziskana data. Tato data jsou
vynesena v tabulkach a k vétsiné tabulek je pro zndzornéni pfifazen graf. JelikoZ tato
prace vychazi zdat za rok 2015 a 2016, budeme vzdy porovnavat rozdily

v hodnotach dat mezi témito dvéma roky.

5.1 Pfehled ziskanych dat predtransfuznich
vySetfeni pacientd FN Motol

V tomto pfehledu jsou shrnuta vSechna ziskand data vynesena v tabulkach a
grafech.

Jako prvni jsou zde v tabulce vynesena zdkladni ziskand data poctu vsech
provedenych vySetfeni, pocet pozitivnich test(i, prokdzané specifické, nespecifické
¢i chladové protilatky, pozitivita ET a pocet onkologickych a hematoonkologickych
pacienti. U onkologickych a hematoonkologickych pacienti se muze jednat o
polytransfundované pacienty. U téchto pacientti je tedy velice dtleZity screening
protilatek, protoze mohou tvofit dalsi aloprotilatky, coz je zptisobené opakovanym

podavanim krevnich transfuzi. U téchto pacientli se tedy mutize vyskytovat vice
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aloprotilatek a neni snadné pro né najit tu nejvhodnéjsi krevni transfuzi, pravé diky
procesu aloimunizace. Jako prevence tvorby aloprotilatek jsou ve FN Motol vSichni
détsti hematoonkologicti pacienti ihned po pfijeti otypovani na antigeny Rh-Kell
systému a u kazdé transfuze erytrocytd je tento systém dodrzovan pfi vybéru
erytrocytlh k transfuzi. Pacienti s autoprotilatkou, u kterych je nutné provadét
vysyceni séra vlastnimi erytrocyty, za ucelem zjiSténi pfitomnosti skrytych
aloprotilatek ¢i negativniho testu kompatibility jsou otypovani i na dalsi antigeny,
které jsou poté pfi transfuzi dodrZovany (zejména Kidd). Opakované podavani
krevni transfuze pacientovi tedy muZe zvysovat riziko aloimunizace. Tuto pfi¢inu
aloimunizace mtiZeme také zaznamenat u polytransfundovanych pacienti trpicich

vrozenymi chorobami, jako jsou naptiklad utlumy krvetvorby.

Tabulka 1 Mnozstvi jednotlivych provedenych vysetieni za rok 2015 a 2016

Obdobi 2015| 2016
Celkem vysetienych pacienti 1254 1239
Vsechny pozitivni testy 713 594
Specifické aloprotilatky 331 294
Nespecifické protilatky 382 300
Chladové protilatky 12 17
Pozitivni enzymovy test 612 472
Pozitivni pouze enzymovy test 82 79
Prtikaz protilatek bez pozitivniho enzymového testu 101 122
Onkologicti a hematoonkologicti pacienti 124 87

Pro lepsi pfedstavu jsou data ztabulky vynesena v nasledujicim grafu, kde
mutZzeme vidét jednotlivé hodnoty za rok 2015 a 2016. Miizeme zde zaznamenat

rozdily mezi témito roky.

39



1400

Y=
]
= 1200
A
= 1000
S 800
(=]
-
c
]
= 600
O
3 400
e
=
-
S mm EE H=
a 0 - H 2016
=) i = = = ‘u‘-’. % > =
c o = = 0 o e I s
o =1 W 1) = —
o = — —— ~ B N (=]
2 £ S ° o 3 2 2 o g
a = Pt Pt =1 =] L = o]
= = a - = £ x @ =
= . o N g = = T = 50
2 =] = = =] ] = 2 ‘&
=y a 5 2 c c i~ o X
@ —_ @ @ = L=
N = 2 = o — ot 3 = <=5
=] c = < = c bt = C =
R = 5 a © 2 = =T =
S
g R @ o ] 2 §F2 ©Os
= = = o — X2 = -
= A = (= = C
] 2 g 2 £
- — = (1)
< = = <
© e g

Obrizek 13 Graf 1 Graf k tabulce 1

V dalsi tabulce jsou vynesena data jednotlivych prokazanych aloprotiladtek opét
za rok 2015 a 2016. Nazvy aloprotilatek jsou fazeny dle krevné skupinovych
systémil. Opét je zde mozné zaznamenat drobné rozdily mezi ziskanymi daty pro

rok 2015 a 2016.
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Tabulka 2 Zjisténé aloprotildtky za rok 2015 a 2016

E 118 107
e 9 10
c 38 21
c 22 22
Cw 35 24
D 79 58
M 12 13
S 6
s 0
P 0
K 41 30
k 0 1
Kp(a) 3

Le(a) 42 28
Le(b) 4 4
Fy(a) 7 13
Fy(b) 1 0
Jk(a) 10 9
Jk(b) 1 1

| 0

Data z Tabulky 2 jsou vynesené v nasledujicim grafu, kde muzeme vidét

rozdily mezi jednotlivymi roky.
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Obrizek 14 Graf 2 Graf k tabulce 2 — zastoupent jednotlivych prokdzanych aloprotildtek za rok 2015 a 2016



Jako dalsi jsme rozdélili ziskana data na dospélé a déti a na muze a zeny. Déti jsou

rozdéleny dle vékovych kategorii. Tato data vychazi ze vSech pozitivnich testu

z celkového poctu provedenych vysetfeni. U vSech pacientti z nasledujici tabulky

byly testy pozitivni na specifické, nespecifické ¢i chladové protilatky.

Tabulka 3 Ptehled poctit dospélych a déti z pozitivnich vysetieni

Déti Déti 0- | Déti 2- | Déti 7- Déti 16-
Obdobi | Dospéli | Obdobi | Muzi | Zeny | celkem 1 6 15 18
2015 610 2015| 274| 336 103 33 28 21 21
2016 504 2016| 186| 318 90 14 27 32 17

Nasledujici graf zndzornuje pomeér mezi pozitivnimi testy u déti a dospélych

za rok 2015 a 2016.
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Obrizek 15 Graf 3 Zndzornéni rozdilu mezi poctem pozitivnich testil u déti a dospélych

Daldi graf znazornuje pocty vSech pozitivnich vy3etfeni pro muZe a Zeny

v jednotlivych letech.
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Obrizek 16 Graf 4 Zndzornéni poctu pozitivnich vysettent u muzii a Zen za rok 2015 a 2016
Pro znazornéni pozitivnich vysetfeni u déti jsme v grafu vynesli nejprve
celkovy pocet déti a nasledné jsou v grafu vynesena data pro jednotlivé vékové

kategorie déti.
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Obrizek 17 Graf 5 Zndzornéni pozitivnich vysetieni dle vekové kategorie déti za rok 2015 a 2016
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5.2Statistické vyhodnoceni pozitivnich a
negativnich testu
Tato kapitola obsahuje tabulky a grafy udavajici pocty pozitivnich a negativnich
vySetfeni z celkového poctu provedenych vysetfeni za rok 2015 a 2016. Pocty

vySetfeni jsou pro lepsi predstavu a prehled pfevedena na procenta.

Tabulka 4 MnoZstvi vsech provedenych vysetfeni a mnoZstvi pozitivnich a negativnich vysetient

Obdobi 2015|2016
Celkem vysetienych pacientt 1254 1239
Celkem vysetienych pacientt [%] | 100% 100%
Pozitivni vysledky 713 594
Pozitivni vysledky [%] 57% 48%
Negativni vysledky 541 645
Negativni vysledky [%] 43% 52%

Jak si mtzeme vSimnout v Tabulce 4, pocet provedenych vysetfeni v jednotlivych
letech je témér stejné. Pocet pozitivnich vysledkt testd, je ale cca o sto testh nizsi
v roce 2016. Tim je tedy zptlisobeno, Ze pocet negativnich vysledki je o toto mnozZstvi
vy$ssi za rok 2016. V roce 2015 tedy bylo vice pozitivnich vysledki testii, oproti tomu
v roce 2016, bylo vétsi mnozstvi negativnich test.

Nasledujici grafy zndzornuji procentudlni zastoupeni pozitivnich a
negativnich vysledkt za rok 2015 a 2016. Grafy vychazi z faktu, Ze 100 % je pocet
vSech provedenych vysetfeni za rok 2015 a 2016. Tyto hodnoty nalezneme v Tabulce

4.
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2015

= Pozitivni vySetfeni = Negativni vySetieni

Obrizek 18 Graf 6 Porovnini pozitivnich a negativnich testit ze vsech provedenych vysetieni za rok 2015

2016

= Pozitivni vySetfeni = Negativni vySetreni

Obrizek 19 Graf 7 Porovndni pozitivnich a negativnich testii ze vsech provedenych vysetieni za rok 2016

5.3Statistické vyhodnoceni specifickych,
nespecifickych a chladovych protilatek
Tato kapitola shrnuje a porovnava pocet pozitivnich testii. Do pozitivnich test
fadime vysledky prokazujici specifickou aloprotilatky, nespecifické protilatky a
chladové protilatky. Prvni tabulka obsahuje pocty pozitivnich vysledkl vySetfeni.

Vychdzi tedy z faktu, Ze za rok 2015 bylo 713 pozitivnich vysSetfeni a v roce 2016 bylo
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594 pozitivnich vySetfeni. Jak si miZeme vSimnout, jiz zde zaznamendvame rozdil

mezi rokem 2015 a 2016 a to pfiblizné o sto pozitivnich vySetfeni.

Tabulka 5 Zastoupent specifickych, nespecifickych a chladovych protildtek ze vSech pozitivnich vysetfeni za rok 2015 a

2016
Pozitivni testy za rok 2015
Specifické protilatky | Nespecifické protilatky Chladové protilatky
Pozitivni testy 331 382 12
Pozitivni testy [%] 46% 54% 2%
Pozitivni testy za rok 2016
Pozitivni testy 294 300 17
Pozitivni testy [%] 49% 51% 3%

Informace z Tabulky 5 mdme zndzornéné v nasledujicich dvou grafech. Pocet
chladovych protilatek je zahrnut mezi specifické protilatky, proto v grafu zptisobuiji
hodnotu celku nad 100 %. Pocet chladovych protilatek je v grafu znazornén pro

predstavu a porovnani s mnozstvim specifickych a nespecifickych protilatek.

Pozitivni testy za rok 2015

= Specifické protilatky = Nespecifické protilatky = Chladové protilatky

Obrdzek 20 Graf 8 Zastoupeni prokdzanych protildtek ze vsech pozitivnich testii za rok 2015
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Pozitivni testy za rok 2016

= Specifické protilatky = Nespecifické protilatky = Chladové protilatky

Obrizek 21 Graf 9 Zastoupeni prokdzanyjch protildtek ze vSech pozitivnich testii za rok 2016

V obou predchozich grafech je velice viditelny pomér prokazanych specifickych
protilatek a nespecifickych protilatek ze vSech pozitivnich vySetfeni. Mtizeme tedy
vidét, Ze v roce 2015 i 2016 bylo u vice nez poloviny pozitivni vySetfeni, ovSem

s neprokdzanou specifickou protilatkou.

5.4 Statistika prokazanych aloprotilatek a jejich
zastoupeni v jednotlivych krevné skupinovych
systémech

V predchozi kapitole byl zndzornén pomér prokazanych specifickych protilatek

a nespecifickych protilatek. Nyni se budeme zabyvat pouze prokdzanymi

aloprotilatkami a jejich zastoupenim v krevné skupinovych systémech.
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Tabulka 6 Seznam prokdzanych aloprotildtek za rok 2015 a 2016

Aloprotilatky za rok 2015 Aloprotilatky za rok 2016

E 35,65% E 35,65% E 36,39% E 36,39%
e 2,72% D 23,87% e 3,40% D 19,73%
C 11,48% Cw 12,69% C 7,14% K 10,20%
c 6,65% Le(b) |12,39% c 7,48% Le(a) |9,52%
Cw 12,69% C 11,48% Cw 8,16% Cw 8,16%
D 23,87% Le(a) 10,57% D 19,73% c 7,48%
M 3,63% c 6,65% M 4,42% o 7,14%
S 2,42% M 3,63% S 2,04% M 4,42%
s 0,30% Jk(a) 3,02% s 0,00% Fy(a) |4,42%
P 0,30% e 2,72% P 0,00% e 3,40%
K 1,21% S 2,42% K 10,20% Jk(a) 3,06%
k 0,00% Fy(a) [2,11% k 0,34% S 2,04%
Kp(a) |0,91% K 1,21% Kp(a) |1,70% Kp(a) |1,70%
Le(a) |[10,57% Kp(a) [0,91% Le(a) [9,52% Le(b) |[1,36%
Le(b) |12,39% s 0,30% Le(b) |1,36% k 0,34%
Fy(a) [2,11% P 0,30% Fy(a) [4,42% Jk(b) 0,34%
Fy(b) |0,30% Fy(b) |0,30% Fy(b) |0,00% I 0,34%
Jk(a) 3,02% Jk(b) 0,30% Jk(a) 3,06% s 0,00%
Jk(b) 0,30% | 0,30% Jk(b) 0,34% P 0,00%

| 0,34% k 0,00% I 0,34% Fy(b) |0,00%

V Tabulce 6 je zndzornéné procentudlni zastoupeni jednotlivych aloprotilatek

prokazanych u pacientti FN Motol. Ve druhém sloupci jsou aloprotilatky fazeny od

nejcastéji se vyskytujicich v daném roce po nejméné se vyskytujici. Je zajimavé, ze

v kazdém roce se stejné aloprotilatky vyskytuji sriznou frekvenci vyskytu.

Napriklad aloprotilatka D je z hlediska frekvence vyskytu v roce 2016 na druhém

misté, zatimco v roce 2015 je az na 6 misteé.
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Obrizek 22 Graf 10 Zndzornéni frekvence vyjskytu prokdzanych aloprotildtek za rok 2015
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Obrizek 23 Graf 11 Zndzornéni frekvence vyskytu prokizanych aloprotildtek za rok 2016
Jednotlivé aloprotilatky pochazi zrtznych krevné skupinovych systémi.

V nasledujici tabulce je vyneseno procentudlni zastoupeni jednotlivych krevné

skupinovych systémt dle frekvence vyskytu prokazanych aloprotilatek.
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Tabulka 7 Procentudlni zastoupeni krevné skupinovych systémii za rok 2015 a 2016

2015 2016

Rhesus systém 90,94% | Rhesus systém 82,31%
LE Lewis systém 13,90% | JK Kidd systém 12,24%
Kell systém 13,29% | Fy Duffy systém 10,90%
MNS sytém 6,34% | LE Lewis systém 6,12%
JK Kidd systém 3,32% | LU Lutheran systém |4,42%
Fy Duffy systém 2,42% | P systém 3,40%
LU Lutheran systém |0,90% | MNS sytém 0,68%
P systém 0,30% |1 systém 0,34%
| systém 0,30% | Kell systém 0,00%

Data obsazend v Tabulce 7 jsou vynesena v ndasledujicich dvou grafech.
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Obrdzek 24 Graf 12 Frekvence vyskytu aloprotildtek jednotlivych krevné skupinovych systémii za rok 2015
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Obrdzek 25 Graf 13 Frekvence vyskytu aloprotildtek jednotlivych krevné skupinovych systémii za rok 2016

V grafech 12 a 13 lze vidét, Ze frekvence vyskytu aloprotilatek jednotlivych
krevné skupinovych za rok 2015 odlisna nez za rok 2016. V obou letech je prokazano
nejvice aloprotilatek zkrevné skupinového systému Rh. Mnozstvi vyskytu

aloprotilatek ostatnich krevné skupinovych systémti je ale rozdilné.

Dalsi tabulka znazornuje rozdil mezi souctem prokazanych aloprotilatek a mezi
celkovym poctem pozitivnich testi na specifické protilatky. Soucet jednotlivych
aloprotilatek je vyssi nez celkovy pocet provedenych vySetfeni prokazujici
specifické protilatky. Tento rozdil je dan skutecnosti, Ze nékteti pacienti maji vice
nez jednu prokdzanou aloprotildtku. Tato skutecnost se tyka napriklad
polytransfundovanych pacientti ¢i onkologickych a hematoonkologickych pacientti
u kterych je vyskyt vétsiho poctu aloprotildtek dan opakovanym podavanim

krevnich transfuzi.

Tabulka 8 Rozdil mezi poctem prokdzanych aloprotildtek a poctem pozitivnich testii na specifické protildtky

Obdobi 2015 2016
Soucet prokazanych aloprotilatek 433 352
Pozitivni test na specifické protilatky |331 294
Rozdil 102 58
Rozdil [%] 24% 16%

51



5.5Statistické vyhodnoceni pozitivity ET
ET je soucasti kazdého predtransfuzniho vysetteni, jako dopliiujici test. Tento test
muiize udavat falesné pozitivni vysledky, v nékolika pfipadech je ale aloprotilatka

prokdzana praveé pouze ET.

Jak jsme jiz v pfedchozich kapitolach zminili, ze vSech pozitivnich vysledk vice
neZ polovina neprokazuje specifickou aloprotilatku. Jedna se tedy o pozitivni test,
kdy zaznamendvame pouze nespecifické protilatky. Tato skutecnost je déana
pozitivitou ET.

V této kapitole tedy zhodnotime mnoZstvi pozitivnich ET a jejich vyuziti v

pritkazu aloprotilatek.

Tabulka 9 obsahuje vSechna dtlezitd data tykajici se ET, ze kterych vychazi
nasledujici vyhodnoceni. V tabulce mutZeme vidét procentudlni zastoupeni
pozitivnich ET ze vSech pozitivnich testi a ztestli prokazujicich specifické
protilatky. Dale je v tabulce zahrnuto mnoZstvi pozitivnich ET, kdy pouze ET
prokazal aloprotilatku a také mnozstvi vySetfeni kdy byla prokazana aloprotilatka
bez pozitivniho ET. Tyto dvé situace nejsou tak casté, ale jsou velice dulezité,

zejména varianta, kdy prokazuje aloprotilatku pouze pozitivni ET.
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Tabulka 9 Ptehled zastoupent pozitivnich ET u prokdzanych aloprotildtek a u vSech pozitivnich testii

Zastoupeni z

2015 Ziskana |Zastoupeni z | prokazanych | Zastoupeni
data pozitivnich testli | aloprotilatek |z ET

Celkem vysetfenych pacientd 1254

Vsechny pozitivni testy 713

Prokazané aloprotilatky 331

Pozitivni ET 612 86% 100%

Priikaz aloprotilatek bez pozitivniho ET 101 14% 31%

Prakaz aloprotilatek s pozitivnim ET 230 32% 69% 38%

Prlikaz aloprotilatek pouze s pozitivhim ET 82 12% 36% 13%

Zastoupeni z

2016 Ziskana | Zastoupeni z | prokazanych | Zastoupeni
data pozitivnich testi | aloprotilatek |z ET

Celkem vysetfenych pacienti 1239

Vsechny pozitivni testy 594

Prokazané aloprotilatky 294

Pozitivni ET 472 79% 100%

Prakaz aloprotilatek bez pozitivniho ET 122 21% 41%

Prakaz aloprotilatek s pozitivnim ET 172 29% 59% 36%

Prikaz aloprotilatek pouze s pozitivnim ET 79 13% 46% 17%
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2015 2015
Viechny pozitivni testy Aloprotilatky s pozitivnim ET

» Prilkaz
aloprotiatek s
poztivnim ET

» Prikaz
aloprotiatek pouze
5 pozitivnim ET

» Pozitivni ET bez

» Podtivni ET

prikazu
» Prikaz aloprotildtky bez pozitivniho ET aloprotilatky
2016 2016
Vsechny pozitivni testy Aloprotilatky s pozitivnim ET
= Prilkaz
‘ aloprotitek s
pozitivmim ET
= Prilkaz
aloprotildtek pouze
5 pozitivnim ET
L = Pozitivni ET bez
= Pozitivmi ET préikazu
= Prikaz aloprotilatek bez pozitivniho ET aloprotildtky

Obrizek 26 Graf 10, 11, 12, 13 Grafické znazornéni k Tabulce 9

Z dat vynesenych v Tabulce 9 jsme sestrojili nasledujici grafy, které znazornuji
mnozstvi pozitivnich ET.

Na prvnim grafu (Graf 10, 12) je znazornéno mnozstvi prokdzanych aloprotilatek
bez pozitivniho ET. Za rok 2015 bylo prokazano 14 % aloprotilatek bez pozitivniho
enzymového testu, coZz je velice malé mnoZstvi vzhledem k tomu, Zze u 86 %
prokazanych aloprotilatek byl ET pozitivni. Za rok 2016 jsou tato mnozZstvi mirné
odlisna.

Druhy graf (Graf 11, 13) zobrazuje mnoZstvi pozitivnich ET u kterych byla
prokadzana aloprotildtka. Ddle zde mtiZeme vidét mnozZstvi pozitivnich ET, kdy
aloprotilatka prokazana nebyla. Nejvétsi mnozZstvi pozitivnich ET, ale neprokazuje
zadnou aloprotilatku, jedna se tedy o nespecifické protilatky. V roce 2015 se opét
mnozstvi mirné 1isi, v obou letech je vSak mnoZstvi pozitivnich ET bez priikazu

aloprotilatky témét 50 %.
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Je zde tedy na misté polozit si otdzku, jak moc je dtlezity ¢i nezbytny ET

v predtransfuznim vysetteni a v pritkazu aloprotilatek.
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6 DISKUZE

Imunohematologie je dilezitou soucasti oboru transfuziologie. Aby bylo mozné
podat pacientovi imunologicky kompatibilni krevni transfuzi, je potfeba provést
imunohematologicka vysetfeni, diky, kterym lze potvrdit kompatibilitu mezi
plazmou/sérem pacienta a erytrocytarnich antigenti transfuzniho pripravku.

Pred vlastnim podanim krevni transfuze pacientovi je nutné provést standardni
predtransfuzni vySetteni, které zahrnuje nékolik testt, diky kterym lze zjistit, zda je
transfuzni pripravek vhodny pro daného pacienta. V procesu predtransfuzniho
vySetfeni se stanovuje ¢i kontroluje krevni skupina pacienta tedy protilatky z krevné
faktorem pro podani krevni transfuze. Podana imunologicky nekompatibilni krevni
transfuze v krevné skupinovém systému AB0O mtiZe mit za nasledek velice zdvazné
potransfuzni reakce a miZe zptsobit i smrt pacienta. DalSim diilezitym faktorem
pro podani krevni transfuze je krevné skupinovy systém Rh, obzvlasté antigen D.
Inkompatibilita v riznych systémech miZe mimo jiné nastat také v pribéhu
téhotenstvi, kdy imunitni systém matky mtize zacit vytvaret protilatky proti
erytrocytarnim antigentim plodu, které matéiny erytrocyty neexprimuji. Nejcastéjsi
je inkompatibilita v ABO systému a nejzavaznéjsi je v Rh systému (antigen D).

Predtransfuzni vysetfeni je provadéno antiglobulinovymi testy, enzymovym
testem a testem kompatibility. Enzymovy test je provadén jako doplrikovy test NAT
a PAT. Enzymovy test je u vétSiny pfedtransfuznich vySetfeni pozitivni a neni tedy
stéZejnim testem pro priikaz aloprotilatek. Ve vétsiné pripadti mtize ET prokazovat
pouze nespecifické protilatky, které jak jsme jiz zminili, nejsou klinicky vyznamné.

V piipadé, Ze je néktery z testli pfedtransfuzniho vySetfeni pozitivni, shleddvdme
u pacienta nepravidelné protildtky. Nepravidelné protilatky nejsou vytvareny
substancemi organismu, ale jsou tvofeny procesem imunizace. V pozitivnim testu
se mohou vyskytovat tyto nepravidelné protilatky nespecifické, které nejsou
klinicky vyznamné a nemaji vliv na podani krevni transfuze. Druhou moznosti je,

ze se ve vzorku pacienta vyskytuji specifické protilatky, které maji zdsadni vliv na
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podani krevni transfuze. Tyto specifické protilatky neboli aloprotilatky jsou tvorené
procesem aloimunizace. Aloprotilatky nepochdzeji az na vyjimky (anti-Al, A2)
z krevné skupinového systému ABO, ale pochézeji z ostatnich krevné skupinovych
systém1 (Rh, Kell, Kidd, Duffy apod.). Inkompatibilita krevni transfuze s pacientem
muze mit za nasledek velice zdvazné potransfuzni reakce. Pokud pacient pfijme
spolu s transfuzi antigen, ktery neni jeho organismu vlastni, télo za¢ne vytvaret
aloprotilatky proti tomuto antigenu, coZ miize mit za nasledek destrukci erytrocyt.
Aloprotilatky z nékterych krevné skupinovych systémt (napf. Lewis) muze byt
tézké detekovat, proto je velice dtlezité, provadét predtransfuzni vySetfeni s co
nejvyssi opatrnosti a preciznosti. K aloprotilatkdm vyskytujicich se nejcastéji patii
naptiklad anti-E, anti-Cw, anti-C, anti-K, anti Le(a), anti-Le(b) ad. Nejcastéji tedy
zaznamendvame aloprotilatky pochézejici z krevné skupinovych systémt Rhesus,
Lewis, Kell a Kidd.

Zvysené riziko tvorby aloprotilatek je dano opakovanym podavanim krevni
transfuze pacientovi. Pacienti trpici nékterymi vrozenymi chorobami ¢i onkologicti
a hematoonkologicti pacienti mohou mit vyssi riziko tvorby aloprotilatek z divodu
vysokého vyskytu polytransfundovanych pacientti. Skazdou krevni transfuzi
podanou pacientovi existuje jisté riziko aloimunizace, protoze kazda krevni
transfuze obsahuje rGzné antigeny. Muze tedy byt komplikované zajistit
polytransfundovanym pacientim s vyskytem vice aloprotilatek vhodnou krevni

transfuzi.

6.1Kazuistiky

6.1.1 Aloimunizace a erytrocytarni autoimunizace u
pacientd na transfuzi zavislych, trpicich thalasémii,
ptevaziné u asijské rasy.

Vyvoj hemolytickych aloprotildtek a autoprotilatek erytrocytli komplikuje

transfuzni terapii u pacientt trpicich talasemii. Byla hodnocena frekvence, ptic¢iny a
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prevence této problematiky u 64 pacientd s talasemii (75 % Asiaté). Bylo zjisténo
plisobeni fenotypovych rozdilti mezi darce (prevazné bilé rasy) a asijskymi pfijemci
na frekvenci aloimunizace (¢ervenych krvinek). Bylo provedeno vySetfeni dalSich
imunitnich faktort pacienta. 14 pacientti (22%) ze 64 pacientt (75 % Asiatt1) se stalo
aloimunizovanymi. Pro antigen K, ¢, S a Fy(b) byl nalezen nesourody fenotyp RBC
mezi bilou populaci, véetné vétSiny darcti, coZ pfedstavuje 38 % aloprotilatek mezi
asijskymi pacienty. U pacienti, ktefi méli splenektomické sérum byla prokazana
vyssi mira aloimunizace neZ u pacientti, ktefi splenektomické sérum neméli (36 %
vs. 12,8 %). Autoprotilatky erytrocytti, stanovené pozitivnim PAT, se vyvinuly u 25
% pacientt tedy u 16 pacientti z 64 pacient, coz zptisobilo téZkou hemolytickou
anemii u 3 z 16 pacienti. Z téchto 16 pacienti byly protilatky u 11 pacientii
prokézany IgG imunoglobulinem a u 5 pacientti imunoglobulinem IgM. Cervené
krvinky mély abnormdlni profily deformace, které byly vyraznéjsi u pacienti bez
sleziny, coz pravdépodobné stimulovalo tvorbu protilatek. Bylo prokdzano, ze
krevni transfuze fenotypové kompatibilni krve systémtt RhD a Kell, ve srovnani
s fenotypové kompatibilni krvi systému ABO, byla ti¢inna pfi prevenci aloimunizace
(2,8 % vs. 33 %). Aloimunizace a autoimunizace jsou bézné a zavazné komplikace u
pacientt1 asijské rasy trpicich talasemii, ktefi jsou postizeni nesourodym mnozstvim

antigenu RBC od piijemce a imunologickymi faktory. (13)

6.1.2 Aloimunizace a erytrocytarni autoimunizace u
pacientd na transfuzi zavislych, trpicich thalasémii,

prevazné u arabské rasy
Thalasémie je relativné bézna hemoglobinopatie v oblasti Arabského zalivu. Jsou
ovSem k dispozici pouze omezené udaje o frekvenci vyskytu aloimunizace a
autoimunizace krvetvorby u pacientti trpicich talasemii zavislych na krevni
transfuzi.
Celkem 190 pacientti se zdvaznou talasemii bylo klasifikovano jako kuvajtsti

prislusnici arabské rasy a na ostatni. Byly pfezkoumany zdznamy o
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predtransfuznim vySetfeni na pfitomnost RBC aloprotilatek a autoprotilatek a vék,
ve kterém byly RBC aloprotilatky vyvinuty.

U 57 (30%) pacient(1 byla prokdzana novotvorba RBC aloprotilatek. Nejbéznéjsi
klinicky vyznamné aloprotildtky byly namifeny proti antigentim z krevné
skupinovych systémt Kell a RhD. Aloprotildtka anti-K se zacala vytvaret u 41 (72%)
pacientti, po nichZ nasledovala aloprotilatka anti-E u 26 (45,6%). RBC autoprotilatky
byly vytvofeny u 21 (11%) pacientti. U 66 (49,6%) pacientii se vytvofily RBC
protilatky ve véku od 2 do 10 let.

Vysoké hodnoty aloimunizace a vysoké rychlosti autoimunizace, pozorovanych
v této studii, mohly byt ovlivnény nékolika faktory, jako napriklad heterogenitou
populace zijici v Kuvajtu, nedostatkem vhodnych darci pro tyto pacienty a

pouzitim krve, ktera byla deleukotizovana. Doporucuje se, aby pacienti s thalasémii

dostavali krevni transfuze kompatibilni s antigeny RhD a Kell. (14)

6.1.3 Aloimunizace a erytrocytarni autoimunizace u
pacientd na transfuzi zavislych, trpicich thalasémii,
pfevazné u pacientt pochazejicich z Egypta

Thalasémie je povazovana za nejcast€jsi hemoglobinopatii v Egypté a je zde
jednim z hlavnich zdravotnich problému. Celozivotni transfaze ¢ervenych krvinek
(RBC) ztistava hlavni léébou tézkych forem, avsak aloimunizace RBC se projevuje
jako komplikace pravidelnych transfuzi kvtli opakované expozici cizim antigentim.
Cilem bylo porovnat frekvenci aloprotilatek u skupiny pacienti s omezenym
poctem darcti a témi, ktefi dostdvali krevni transfuze od vice darcli, mezi
egyptskymi pacienty trpicimi talasemii a jsou zavisli na krevni transfuzi.

Bylo studovano celkem 235 pacientt s talasemii, pravidelné pfijimajicich krevni
transfuze. Z nichz 36 bylo mélo omezeny pocet darcli. VSichni pacienti byli
vySetfovani na pfitomnost RBC autoprotilatek a aloprotilatek, nasledovany
identifikaci aloprotilatek u pozitivnich pacientda.

U 46 (19,5%) pacientt byla prokdzana novotvorba RBC aloprotilatek. Nejbéznéjsi
klinicky vyznamné aloprotilatky byly namifeny proti antigentim ze systémi Kell a
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RhD. Vyvoj aloprotilatek byl spojen s vyssim vékem, vyssi frekvenci podanych
krevnich transfuzi a splenektomii. Nizsi pocet aloimunizace byl prokazan ve
skupiné s omezenym poctem darcti, kde bylo 8,3 % (3/36) pacient(i aloimunizovano
ve srovnani s 21,6 % (43/199) pacienty, ktefi dostavali krevni transfuze od vice darcti.

Vysetfeni donorovych RBC za pfitomnosti antigenti Kell a Rh (E) pred transfuzi
mutZe pomoci sniZit vznik aloimunizace. Pro posuzovani frekvence produkce
aloprotilatek u pacienti s omezenym poctem darc je zapotfebi dalSich a

podrobnéjsich studii. (15)
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7 ZAVER

Primarnim cile této prace bylo zmapovat miru vyskytu aloprotilatek u pacientu,
kterym byla poddna krevni transfuze ve FN Motol. Tato analyza byla vytvorena pro
rok 2015 a 2016. Ze ziskanych dat jsme tedy mohli porovnat rozdily mezi rokem 2015
a 2016. V roce 2015 bylo provedeno 1254 vysetfeni, z tohoto poctu vysel pozitivni
test na specifické ¢i nespecifické protilatky u 713 pacientti. Z téchto pacientti byla
prokazana aloprotilatka u 331 pacientti. Vyskyt aloprotilatek byl nejcetnéjsi u krevné
skupinového systému RhD, a to celkem u 91 % pacientii s pozitivnim vySetfenim.
Druhym krevné skupinovym systémem s nejvétsim zastoupenim aloprotilatek by
systém Lewis (14 %)a tfetim byl systém Kell (13 %). Ostatni prokdzané aloprotilatky
pochazeli z krevné skupinovych systémtt MNSs (6 %), Kidd (3 %), Dufty (2 %),
Lutheran (1 %), P (0,30 %) a I (0,30 %). V roce 2016 bylo provedeno celkem 1239
vySetfeni, z tohoto poctu byly testy pozitivni na specifické ¢i nespecifické protilatky
u 594 pacient. U 294 pacientti, ze vSech pozitivnich vySetfeni byla prokazana
aloprotilatka. Krevné skupinovym systémem, ze kterého pochazel nejvétsi pocet
prokazanych aloprotilatek byl systém RhD (82 %), druhym nejzastoupenéjSim
systémem byl systém Kell (12 %) a jako tfeti systém s nejhojnéjsim zastoupenim
prokazanych aloprotilatek byl systém Lewis (11 %). Dal$imi krevné skupinovymi
systémy, ze kterych pochdzeli prokdzané aloprotilatky byly systémy MNSs (6 %),
Dufty (4 %), Kidd (3 %), Lutheran (0,70 %) a I (0,30 %). Lze tedy s jistotou
konstatovat, Ze vyskyt aloprotilatek u pfijemcti transfuze ve FN Motol je pomérné
vysoky, coz je dano spektrem pacientd. Mnozi z nich jsou polytransfundovani
chronicky (hematoonkologiéti, onkologiéti a pacienti s chronickymi chorobami) a
velkému mnozZstvi pacientl je poddno vétsi mnozstvi transfuznich pfipravka
v kratké dobé (polytraumata, kardiochirurgické a velké ortopedické vykony,
transplantace plic u dospélych a ledvin a srdce u déti).

Druhotnym cilem této prace bylo posoudit tucelnost enzymového testu
v pfedtransfuznim vysetfeni. V roce 2015 byl ET ze vSech pozitivnich vySetfeni (713)

pozitivni u 612 pacientd (86 %), ztoho prokazal aloprotilatku pouze ET u 82
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pacienti (12 %). U 101 pacientd (14 %) za vSech pozitivnich vySetfeni, byla
prokdzana aloprotildtka bez pozitivhiho enzymového testu. V roce 2016 byl ET
pozitivni u 472 pacientt (79 %), ze vSech pozitivnich vySetfeni (594). U 79 pacientti
(13 %), ze vSech pozitivnich ET, byla prokazana aloprotilatka pouze pozitivnim ET.
U 122 pacientt (20 %) byla aloprotilatka prokazana bez pozitivniho ET. Nelze tedy
jednoznacné fici, zda je enzymovy test icelny ¢i ne. Jeho pouZzivani s sebou nese
zvysené finan¢ni naklady na laboratorni diagnostiku (fddové v desitkach procent) a
nasledna identifikace protildtek u pozitivnich vysledkii screeningu protilatek
neprinasi zadny benefit pro pacienta, avSak u ne€kterych skupin pacientt 1ze jeho
pouzivani zcela zdGvodnit zdGvodu citlivéjsi detekce protilatek (détsti
hematoonkologicti a onkologicti pacienti). Pracovisté FN Motol se prozatim pfiklani
k rutinnimu vyuZivani dvoustupniovych enzymovych testi sohledem na

specializované skupiny pacientti.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Ab
Ag
AIHA
APC

EBR
ELISA
Fy(a)
Fy(b)
Hb
HON

HTR

Jk(a)
Jk(b)

Kp(a)
Le(a)
Le(b)
Lu(a)

protilatka (antibody)
antigen

autoimunitni hemolyticka anémie

antigen prezentujici burika (antigen presenting cell)

komplement C1-C9 slozky komplementu
antigen systému Rhesus

antigen systému Rhesus

antigen systému Rhesus

antigen systému Rhesus

antigen systému Rhesus

antigen systému Rhesus

erytrocyty bez buffy-coatu
enzyme-linked immunosorbent assay
antigen systému Duffy

antigen systému Duffy

hemoglobin

hemolytické onemocnéni plodu/novorozence
antigen systému I

hemolytickd potransfuzni reakce
imunoglobulin

antigen systému Kidd

antigen systému Kidd

antigen systému Kell

antigen systému Kell

antigen systému Kell

antigen systému Lewis

antigen systému Lewis

antigen systému Lutheran
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Lu(b)

MAC
NAT

PAT
PCR
RBC

antigen systému Lutheran

antigen systému MNSs

komplex proteintt C5b, C6, C7, C8, C9
neprimy antiglobulinovy test

antigen systému P

primy antiglobulinovy test
polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
erytrocyty

skupinovy systém Rhesus

antigen D systému Rh

antigen systému MNSs

antigen systému MNSs
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