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Abstrakt

ABO inkompatibilita mezi pfijemcem a darcem neni piekazkou uspésného
provedeni transplantace kmenovych krvetvornych bunék. Na ptihojeni §t€pu ma zasadni
vliv shoda v HLA systému, ABO inkompatibilita vSak mize zpisobit fadu komplikaci,
jako je akutni i pozdni hemolytickd reakce, Cistd aplazie Cervené tfady, vys$i stupen
GVHD aj. Ve své bakalaiské praci jsem zjistovala vliv ABO inkompatibility a vysky
vstupniho titru aglutinind na dobu ptfihojeni erytroidni linie, na dobu tpIného ptechodu
na erytropoezu darce a na pocet podanych erytrocytovych transfuznich ptipravk.

Sledovala jsem 104 pacientli, u kterych byla provedena transplantace kmenovych
krvetvornych bunék. Pacienty jsem rozdé€lila do ¢ty skupin podle druhu neshody
(velkd, mald, kombinovana) nebo shody s darcem v ABO syst¢tmu. U pacientl
po transplantaci byla opakované vySetfovana krevni skupina metodou sloupcové
aglutinace v gelu, ktera umoznuje odlisit dvoji populaci erytrocytt pochazejici
z puvodni krvetvorby pfijemce a nové vznikajici krvetvorby darce, pokud se lisi
v antigenech ABO nebo RhD.

Pfi hodnoceni vysledki jsem zjistila statisticky vyznamné prodlouzeni doby
piihojeni erytroidni linie u pacientli s velkou neshodou zplsobené destrukci nové
vznikajicich prekurzord erytrocyti darce protilatkami anti-A, anti-B v krvi pfijemce.
Prodlouzeni doby uplného ptfechodu na erytropoezu darce ani zvySeni spotieby
erytrocytovych transfuznich ptipravkn za toto obdobi nebylo u velké neshody statisticky
vyznamné. U sledovanych pacienti jsem neprokéazala vliv vysky vstupniho titru
aglutinintl na sledované parametry.

Pfi studiu zahrani€ni odborné literatury jsem nasla nové poznatky, na zdkladé
kterych bylo na Transfuznim oddéleni po konzultaci s Iékafi ptistoupeno ke zméné ABO
skupiny podavanych plazem pacientim s malou a kombinovanou neshodou v obdobi

po ptechodu na erytropoezu darce.

Kliova slova: transplantace kmenovych krvetvornych bun€k, krevni skupiny,

ABO inkompatibilita, pfihojeni erytrocytt



Abstract

ABO incompatibility between the recipient and the donor is not a barrier
for successful haematopoietic stem cell transplantation. Even though it is the HLA
compatibility that has a major impact on engraftment, ABO incompatibility may cause
a number of complications, e.g. both immediate and delayed haemolytic reaction, pure
red cell aplasia and a higher level of GVHD. In my Bachelor’s thesis, I investigated
the influence of ABO incompatibility and the level of the initial titer of isoagglutinins
on the red blood cell engraftment time, on the time of the complete transition
to the donor erythropoiesis and on the number of transfused red blood cell products.

| followed 104 patients who underwent haematopoietic stem cell transplantation.
| divided the patients into four groups according to the ABO mismatch type (major,
minor, bidirectional) or ABO match with the donor. In patients after transplantation,
the blood group was repeatedly examined using the micro-column gel technique, which
enables us to distinguish the dual population of donor and recipient derived
erythrocytes, if they differ in the ABO or RhD antigens.

The analysis revealed a statistically significant delayed red blood cell engraftment
in patients with major mismatch caused by the destruction of newly forming precursors
of the erythrocytes of the donor by anti-A, anti-B antibodies in the blood
of the recipient. Neither prolongation of the time to complete transition
to the erythropoiesis of the donor nor increased requirement of red blood cell products
in this period of time were statistically significant in the case of major mismatch. There
was no impact of the level of the initial titer of isoagglutinins on the monitored
parameters in the examined patients.

Foreign medical literature provides new findings based on which, after
a consultation with physicians at the Transfusion Department, we agreed to change
the ABO group of plasma products transfused to patients with minor and bidirectional
mismatch after the transition to the erythropoiesis of the donor.

Key words: haematopoietic stem cell transplantation, blood groups,

ABO incompatibility, red blood cell engraftment
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Seznam pouzitych zkratek

BFU-E
BMDW

CD

CFU-E

CFU-G
CFU-GEMM

CFU-GM

DNA
EDTA

EMDIS

FN
GM-CSF

G-CSF

GvHD
GvL
HLA
HSC

Burst forming unit-erythroid (¢asny erytroidni prekurzor)
Bone Marrow Donors Worldwide

(mezinarodni databaze darct dien¢)

Cluster of differentiation / designation

(oznaceni povrchovych molekul bunék)

Colony forming unit-erythroid (pozdni erytroidni prekurzor)
Colony forming unit-granulocyte (prekurzor pro granulocyty)
Colony forming wunit - granulocytes, erythrocytes, monocytes/
macrophages, megakaryocytes

(multipotentni kmenova bunika pro granulocyty, erytrocyty,
monocyty/makrofagy a megakaryocyty)

Colony forming unit - granulocyte — macrophage

(spole¢ny progenitor pro granulocyty a makrofagy)
Deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
Ethylenediaminetetraacetic acid

(kyselina etylendiamintetraoctova)

European Marrow Donor Information Systém

(Evropsky informacni systém darct dien¢)

Fakultni nemocnice

Granulocyte - macrophage - colony stimulating factor
(rastovy faktor pro granulocyty a makrofagy)

Granulocyte - colony stimulating factor

(ristovy faktor pro granulocyty)

Graft versus host disease (reakce Stépu proti hostiteli)

Graft versus leukemia (reakce Stépu proti leukemii)

Human leukocyte antigen (lidsky histokompatibilni antigen)

Hematopoietic stem cell (kmenova krvetvorna buika)



HSCT Hematopoietic stem cell transplantation

(transplantace kmenovych krvetvornych bungk)

HTR Hemolytické potransfuzni reakce

Ig Imunoglobulin

IL Interleukin

KS Krevni skupina

PLS Passenger lymphocyte syndrome

PRCA Pure red cell aplasia (Cista aplazie ¢ervené fady)

RIC Reduced intensity conditioning (pfipravny rezim s redukovanou
intenzitou)

SCF Stem cell factor (rastovy faktor kmenovych bungk)

SOP Standardni opera¢ni postup

TA-GvHD Transfusion-Associated GVHD

(s transfuzi spojena reakce §tépu proti hostiteli)
TO Transfuzni oddéleni
TP Transfuzni piipravek



Uvod

Transplantace kmenovych krvetvornych bunék jsou v soucasné dobé soucasti l€cby
nékterych hematologickych chorob, solidnich nadorti, ev. i metabolickych poruch
a autoimunitnich onemocnéni. Jeji pocatky sahaji do 50. let dvacatého stoleti, kdy byla
hlavnim cilem lécba poruch krvetvorby po masivnim ozéfeni. Byly zkoumany ucinky
radioaktivity na organismus, popsana nemoC Z ozafeni, zaroven byl zjiStén
imunosupresivni 1 protinadorovy ucinek celotélového ozareni a jeho destrukéni vliv
na krvetvorbu. (1)

Prvni pokusy o obnoveni krvetvorby byly provaddény na zvifatech. Vysledky
prvnich transplantaci kostni diené u lidi nebyly dobré, piezivani pacientl
po transplantaci bylo viadu tydnt. Bylo to zpisobeno neznalosti HLA systému,
imunitniho systému, nedostupnosti Sir§i nabidky antibiotik, antimykotik, imunosupresiv,
rustovych faktorti a kvalitni podplirné terapie. Jako zdroj hematopoetickych bunék byla
vyuzivana kostni dieil odebrana z lopat kyc¢elnich kosti ptibuznych darct. Po objeveni
HLA systému v roce 1968 se zacalo s typovanim HLA antigeni u pacienti a darct.
Diky tomu se zlepSila uspéSnost provadénych transplantaci, bylo mozné provadét
alogenni transplantace kostni dien¢ od neptibuznych darcii, u kterych byla zjisténa
shoda v HLA znacich s pacienty. V 70. letech 20. stoleti byly zaloZzeny prvni registry
darcti kostni diené. Byla vypracovana technika zamrazovani kmenovych krvetvornych
bunék, coz umoznilo rozvoj autolognich transplantaci. (2) V devadesatych letech
20. stoleti se zacaly pouzivat pro transplantace kmenové krvetvorné buiiky ziskané
zZ periferni krve, v souc¢asné dob¢ tento zdroj prevazuje nad odbéry kostni diené. (3)

vV HLA systému. Neshoda v antigennich systémech erytrocytll piijemce a darce neni
piekazkou provedeni transplantace, prestoze mize zplsobovat i zavazné komplikace.
Sledovani vlivu neshody v ABO systému a vysky vstupniho titru aglutininti na dobu
pfihojeni Stépu (erytroidni linie), na dobu potiebnou k Gplnému piechodu
na erytropoezu darce 1 na mnoZstvi podanych transfuznich ptipravkil je pfedmétem

mé bakalatské prace.
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1 Teoreticka c¢ast

1.1 Krvetvorba

Krevni bunky se zacinaji vyvijet ve zloutkovém vacku ve 2. az 3. tydnu
embryondlniho vyvoje, po 6. tydnu zacind embryonalni krvetvorba v jatrech, pozdé¢ji
1 ve slezin€é. Od 20. tydne nastava medularni obdobi, krvetvorba se objevuje v kostni
dfeni, ktera je definitivnim krvetvornym organem. Soucasné postupné ustava
hematopoeza v jatrech a sleziné a zcela zanika ve 2. - 3. tydnu po porodu. MuzZe se tam
vSak znovu obnovit za urcitych podminek 1 v dospélosti. (2)

Krvetvorba zdravych lidi probihd v tzv. Cervené kostni dieni, kterd se vyskytuje
u déti v dlouhych a plochych kostech, pozdéji je v dlouhych kostech nahrazovéana zlutou
hematopoeticky neaktivni kostni dieni, ve které pievladaji tukové buniky. U dospélého
Clovéka zistava medularni hematopoéza zachovana v hrudni kosti, panevni kosti
a Vv télech obratli. (4)

Kmenové krvetvorné burky (hematopoietic stem cells - HSC) se v kostni dieni
uchovavaji jako zdroj krvetvorby po cely zivot. Jsou to malé jaderné multipotentni
bunky, které nelze odlisit morfologicky, jsou zna¢né heterogenni a dokonce i mobilni.
VétSinou se vyskytuji v Go (klidové) fazi bunééného cyklu. (4) Maji schopnost
sebeobnovy (self-renewal), tim je udrzovan jejich staly pocet v kostni dieni, a zaroven
se mohou diferencovat do zralejSich kmenovych bunck (commited cells), ze kterych
pak vychazeji jednotlivé krvetvorné tady. (2, 4)

Vsechny linie lymfoidni i nelymfoidni se odviji od spolecné kmenové bunky
krvetvorby, zté dale vznikd kmenova bufika pro lymfoidni fadu a multipotentni
kmenova bunka CFU-GEMM pro nelymfoidni fady - granulocytovou, erytrocytovou,
monocyto-makrofdgovou a megakaryocytovou. Z CFU-GEMM se dale oddé&luje
spole¢ny progenitor pro erytroidni a megakaryocytarni fadu a CFU-GM (progenitor
pro granulocytarni/monocytarni fadu). Vyvoj erytroidni fady pokracuje pies BFU-E
a CFU-E Kk proerytroblastim, dale pies bazofilni, polychromatofilni a ortochromni
erytroblasty, retikulocyty a konc¢i u erytrocytu. (2, 4) Megakaryocytarni linie se vyviji
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v BFU-Meg, CFU-Meg, pies promegakaryoblasty az k megakaryocytim, ze kterych
vznikaji trombocyty odstépovanim utrzka jejich cytoplazmy. Z CFU-GM se oddéluje
monodendriticky prekurzor, ktery davd vzniknout samostatnému prekurzoru
pro dendritické buiiky a prekurzoru pro monocyty. Dale se CFU-GM vyviji v CFU-G,
ze kterého se diferencuje prekurzor pro neutrofilni granulocyty a prekurzor pro bazofilni
a eosinofilni granulocyty a mastocyty. (2)

Hematopoezu ovliviiuji rastové faktory erytropoetin, trombopoetin, GM-CSF,
G-CSF, stem cell faktor (SCF), fada interleukinti a dalSi. Rustové faktory ptisobi
specificky na jednotlivé druhy kmenovych bun¢k vazbou na receptory na jejich

povrchu. (2, 4)

1.3 Imunohematologie

1.3.1 Antigeny erytrocytii

Antigeny krevnich skupin maji  strukturu  glykoproteini, lipoproteini
nebo glykolipidi zabudovanych do membrany erytrocytl, ev. 1 jinych bunék.
Ptitomnost téchto antigenti 1ze urcit protilatkou, kterou si tvofi jedinci po kontaktu
S erytrocyty nesoucimi antigen, ktery se nevyskytuje na jejich vlastnich bunkach. (5, 6)

Antigeny jsou geneticky kdédované, kazdy antigen je urCovan jednim parem genii
(alelickym parem), jeden gen pochazi od otce, druhy od matky. Varianta genu
se oznacuje jako alela. Pokud jsou v paru dvé shodné alely, jednd se o homozygotni
kombinaci, pokud jsou kvalitativné odlisné, jednd se o kombinaci heterozygotni.
Dominantni alela se prosadi ptfi vytvafeni antigenu na erytrocytech proti alele recesivni,
alely kodominantni se prosadi stejnou mérou, na cervenych krvinkdch jsou
pak pfitomny oba antigeny kdédované témito alelami. Kombinace alel je oznaCovéana
jako genotyp, vysledné antigeny na povrchu erytrocytii jako fenotyp. Nékteré alely jsou
amorfni, nekdduji tvorbu Zadného antigenu, ktery by bylo moZné prokazat standardnimi
metodami. Pfitomnost amorfni alely lze prokazat, pouze pokud se vyskytuje

vV homozygotni form¢. Jedna se napt. o krevni skupinu 0. (6)
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1.3.2 Protilatky proti erytrocytiim

Protilatky proti erytrocytovym antigenim patii do skupiny imunoglobulint, jsou
nejcastéji tiidy IgG, IgM, ev. i IgA. Zékladni jednotka imunoglobulinu je tvofena
dvéma tézkymi fetézci (H), ke kazdému je disulfidickou vazbou ptipojen jeden lehky
retézec (L). Tézké fetézce jsou v tzv. pantové oblasti spojeny dalsimi disulfidickymi
vazbami. Lehké fetézce jsou tvofeny dvéma imunoglobulinovymi doménami, tézkeé
fetézce Ctyimi az péti dle typu fetézce. Na N-konci té€Zkych 1 lehkych fetézct jsou
umistény variabilni domény, dohromady vytvéreji vazebné misto pro antigen. Ostatni
domény maji u fetézct stejného typu shodnou strukturu, oznacuji se jako konstantni.

Pokud bychom za pouziti enzymu papainu rozstépili molekulu imunoglobulinu
v pantové oblasti, vznikly by zlehkych a tézkych fetézch dva fragmenty Fab
se specifitou k antigenu a jeden fragment Fc tvofeny tézkymi fetézci, ktery
je zodpovédny za vazbu na Fc receptor fagocyt a komplementovy protein C. (8)

Rozeznavame lehké fetézce x a A, a pét typua tézkych fetézch p, vy, a, € a o.
Imunoglobuliny rozdélujeme do péti tiid podle toho, jaky druh tézkého fetézce
se nachdzi v jejich molekule. Imunoglobuliny tfidy IgM obsahuji fetézce u,
lgG tetézce vy, IgA a, IgE € a IgD 6. (8)

Protilatky typu IgG jsou monomery. (5) Po vazbé Fab fragmentu na antigen mohou
vazat komplement. Nejlépe aktivuji komplement podtiidy IgGl a IgG3, IgG2 méné
a IgG4 vubec. Aktivace pokracuje vétSinou pouze ke slozce C3 a proto malokdy dojde
az k hemolyze. (5, 6) Fc fragment IgG se vSak navazuje na bunky, které maji pro néj
piitomen receptor (monocyty, makrofagy, leukocyty) a tim usnadni fagocytdzu antigenu
navazaného na Fab ¢ast imunoglobulinu. (5)

Protilatky typu IgM maji velkou molekulu, pét molekul imunoglobulinu je vdzano
spojovacim Fetézcem. Pfi imunitni odpovédi organismu na kontakt s antigenem vznika
IgM jako prvni ze vSech tfid imunoglobulintl, az s ur€itym opozdénim nastava tvorba
imunoglobulinu IgG. (5, 6) Diky své pentamerni struktufe obsahuje jedna molekula IgM

deset Fab fragmentt, které se mohou navéazat na antigeny. Vazbou Fc ¢asti na sloZzku
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komplementu C1  spousti aktivacni kaskadu komplementu, kterd vede
az k intravaskularni hemolyze navazanych erytrocytu. (7)

Bylo popsano i pifimé pisobeni protilaitek navdzanych na erytrocyty vedouci
ke zméné uspofadani membrany, vzniku lipidovych port prostupnych pro Kkationt
(Ca2+), coz vede k naruSeni struktury membrany a nasledné lyze erytrocyta. (7)

Ptirozené protilatky proti antigenim, které se nevyskytuji na vlastnich erytrocytech,
mohou vznikat kontaktem s antigeny z zivotniho prostiedi, které maji podobnou
strukturu jako erytrocytarni antigeny. Pfirozené protilitky mohou byt pravidelné
(aglutininy anti-A, anti-B) nebo nepravidelné (napi. protilatka anti-Le(a), anti-Le(b),
anti-M) a jsou vétSinou téidy IgM. (5, 7)

Imunni (nepravidelné) protilatky vznikaji po kontaktu imunitniho systému jedince
S cizorodymi erytrocyty po transfuzich nebo v t€hotenstvi. Jsou nejcastéji ttidy IgG,

Protilatky, které vznikaji proti antigenu, ktery se nevyskytuje na vlastnich
erytrocytech, oznacujeme jako aloprotilatky a ty, které se vytvaii proti vlastnim
antigenim, jako autoprotilatky. Jejich pfitomnost je znamkou autoimunitniho

onemocnéni. (5)

1.3.4 Systémy krevnich skupin

1.3.4.1 ABO systém

vvvvvv

protoze se u lidi vyskytuji ptfirozené pravidelné protilatky proti antigenu, ktery neni
pfitomen na vlastnich erytrocytech. Pokud by nebyla dodrzena kompatibilita transfuze
v ABO sytému, zpusobily by tyto protilatky (aglutininy) zdvaznou akutni hemolytickou
potransfuzni reakci. (7)

ABO gen ma tfi zékladni alely: A, B a 0 ulozené na 9. chromozomu. Alely A a B
jsou kodominantni, alela 0 je vi¢i nim recesivni. Alely A a B koduji syntézu enzymu
glykosyltransferazy, ktera katalyzuje pfipojeni imunodominantniho monosacharidu

Kk prekurzorové substanci H. Transferaza fizena genem A pfipojuje na H antigen
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N-acetylgalaktosamin, transferdza fizenad genem B navazuje na H antigen D-galaktézu.
Alela 0 nekdéduje syntézu zddného enzymu (ticha alela) a proto se na prekurzorovou
substanci H nenavazuje zddny monosacharid. (5) Na 19. chromosomu je lokalizovan
gen H, ktery fidi syntézu enzymu H-transferazy, katalyzujici pfenos a navazani fukozy
k olisacharidovému fetézci a vedouci ke vzniku prekurzoru H. (5, 7)

U ABO systému se vyskytuji pravidelné protilatky anti-A (u osob krevni skupiny B
a 0), anti-B (u osob krevni skupiny A a 0), ev. bispecificka protilatka anti-A,B (u 0sob
krevni skupiny 0). Protilatky (aglutininy) anti-A a anti-B se vytvaii ptirozené
bez predchozi imunizace cizimi erytrocyty na zakladé kontaktu organismu jedince
S antigeny obsazenymi ve stravé, v membrané bakterii, které maji podobnou strukturu
jako antigeny ABO systému. Organismus si vytvaii protilatku proti antigenu,
ktery se nenachédzi na vlastnich erytrocytech. (5, 7) Nevyskytuji se u novorozenct,
jejich titr se postupné zvysuje az do 5. roku zivota, kdy dosahuje normalnich hodnot. (5)
Protilatky anti-A a anti-B jsou tfidy IgM. Vzacné se vyskytuji ve tiidé IgG nebo IgA,
zejména po predchozi imunizaci nestejnoskupinovymi erytrocyty (napf. pfi imunizaci
matky erytrocyty plodu béhem téhotenstvi). U osob skupiny 0 se mize vyskytovat
bispecificka protilatka anti-A,B tfidy IgG. (7)

Vylucovani ABO antigenti do télnich tekutin a sekretl fidi gen pro sekretorstvi
s dominantni alelou Se a recesivni alelou se. Tento gen je nezavisly na genech pro ABO
antigeny. 80% jedinci ma alespon jednu alelu Se, jejich sekrety tak obsahuji ABO
antigeny, u ostatnich 20% jedincli s homozygotni kombinaci alel sese nedochézi
K vyluc¢ovani ABO antigenti do télnich tekutin. (5)

U fenotypti A i B se vyskytuji podskupiny odlisujici se kvalitativné 1 kvantitativng.
Jejich vznik je podminén ptitomnosti mutaci alel na lokusu pro ABO systém. Nejcasté;ji
se vyskytuje podskupina A; a Az, vzacné podskupiny As, Ax, Am, u kterych je antigen A
na erytrocytech velmi slabé vyjadifen U nékterych osob se slabymi podskupinami A
se muze vyskytovat nepravidelna protildtka anti-A; (¢im slabsi podskupina, tim Castéjsi
vyskyt anti-A;). U osob podskupiny Al se muze ziidka vyskytovat protilatka anti-H.
Tyto nepravidelné protilatky nebyvaji klinicky vyznamné (na rozdil od pravidelné

se vyskytujicich protilatek anti-A a anti-B). (5, 7)
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Ziskané¢ zmény ABO systému mohou nastat vlivem nékterych onemocnéni
(napf. akutni myeloidni leukemie), kdy mulze dojit k zeslabeni antigenu A.
U bakteridlnich infekei traviciho traktu osob krevni skupiny A mize naopak dojit
K tvorbé ziskaného antigenu B plsobenim bakterialnich enzymut. Docasné zmény
v antigenech krevnich skupin pozorujeme u pacientii po masivnich nestejnoskupinovych
transfuzich. K trvalé zmén€ krevni skupiny dochdzi u pacientd po uspésné alogenni
transplantaci kmenovych krvetvornych bunék. (5, 7)

Vyskyt jednotlivych antigeni ABO systému se li§i v riznych populacich.
Rozdilnost v zastoupeni krevnich skupin ve svété je zifejm& ddna odliSnou citlivosti
nositelil jednotlivych antigenti na infekce béhem vyvoje populaci. (5, 7) Celosvétove
je nejvyssi frekvence vyskytu krevni skupiny 0, v Ceské Republice se nejcastéji
vyskytuje skupina A (40% populace), pak krevni skupina 0 (34%), B (18%) a nejméné
skupina AB (8% populace). (7)

1.3.4.2 Rh systém

vvvvvv

systém pro krevni transfuzi. Rh antigeny mizeme na krvetvornych burnkach detekovat
jiz v pocatku jejich diferenciace. Rh antigeny se ziejmé podileji na transmembranovém
transportu a ucastni se pfenosu O, a CO,. (5)

Geny kodujici tvorbu Rh antigenti jsou umistény na 1. chromozomu. Gen RHD ftidi
tvorbu antigenu D a gen RHCE kéduje antigeny C, c, E, e. (5, 7) Do dnesni doby bylo
identifikovano pomoci polyklondlnich protildtek celkem 53 antigenit Rh systému.
Pfi oznacovani Rh antigenli se pouzivaji rtzné nomenklatury: ISTB numericka
Klasifikace, Wieneriiv Rh/Hr systém a nejcastéji pouzivany Fisheriv CDE systém. (7)
Nejvyznamnéjsi je antigen D, podle jeho pfitomnosti d€lime erytrocyty
na RhD pozitivni a RhD negativni.

Protilatky proti antigenim Rh systému jsou imunni, vznikaji po transfuzich
nebo v téhotenstvi, jsou zejména typu IgG a vétSinou neaktivuji komplement. Vzacné

se vytvareji pfirozené (napf. protilatka anti-E po n€kterych infekcich). (6, 7)
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e Antigen D

Antigen D je velice imunogenni, po transfuzi RhD pozitivnich erytrocytt
RhD negativnimu ptijemci dochazi az v 80% piipadi ke vzniku imunni protilatky
anti-D. Pii dalSich transfuzich RhD pozitivnich erytrocytl by tato protilatka vyvolala
hemolytickou potransfuzni reakci. (7) Protilatka anti-D muaze rovnéz vznikat
v téhotenstvi u RhD negativni matky, ktera si vytvafi imunni protilatky
proti RhD pozitivnim erytrocytim plodu, a zpusobit tak hemolytické onemocnéni
novorozence. (5, 7)

D antigen se vyskytuje u 85% kavkazské populace, zbyvajicich 15% populace
je RhD negativnich. Na povrchu RhD proteinu lze pomoci monoklonédlnich protilatek
prokazat vice jak 30 epitopti D antigenu. Chybénim jednoho nebo nékolika epitopt
(at’ uz je to zpisobeno bodovou mutaci ¢i hybridni formou proteinu) vznika variantni

Dvariant

forma D antigenu ( ), snizenou expresi D antigenu bez fenotypovych odlisnosti

oznadujeme jako slaby D antigen (D). (7)

e Antigeny C,c,E, e
Antigeny C/c, E/e jsou kddovany RHCE genem. Frekvence C+ v kavkazské populaci
je 65-70%, c+ 80-85%, E+ 25-30%, e+ 98%. (26, str. 169) Protilatky proti témto
antigeniim jsou klinicky vyznamné, mohou se vyskytovat samostatné nebo v kombinaci
s protilatkou anti-D. (5)

e Antigen Cw
Antigen Cw se vytvari zménou proteinu, obvykle vzniké u haplotypu DCe. U kavkazské

populace je zastoupen v 1-2%, v nasi populaci se vyskytuje ¢astéji, cca v 5-6%. Imunni

protilatky proti antigenu Cw jsou klinicky vyznamné. (5, 7)
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1.3.4.3 Ostatni systémy krevnich skupin

e Kell systém

Z genetického hlediska je Kell systém podobné slozity jako Rh systém,
vV souCasnosti je identifikovano 33 antigend tohoto systému, nejvyznamnéjSim
je antigen K. (6) V kavkazské populaci se vyskytuje v 9%, je siln¢ imunogenni. (7)
Protilatky proti antigenu K jsou typu IgG, vyvolavaji vazné hemolytické potransfuzni
reakce (HTR).(5)

e Duffy systém

Hlavnimi antigeny tohoto systému jsou Fy® a Fyb se zastoupenim fenotyptli
v populaci: Fy(a+b-) 17%, Fy(a+b+) 49% a Fy(a-b+) 34%. (8) Protilatky proti t€émto
antigenim jsou imunni, typu 1gG, mohou vyvolat aktivaci komplementu a zptsobit
HTR. (7)

e Kidd systém

Systém Kidd je tvofen antigeny Jk(a) s vyskytem v populaci 76% a Jk(b)
s vyskytem 72%. Vyznamné jsou protilaitky proti antigenim tohoto systému.
Po imunizaci velmi rychle klesa titr protilatek, proto jsou obtizné¢ detekovatelné
pii predtransfuznim vysetfeni. Vyskytuji se Casto jako smés IgG s IgM, které aktivuji

komplement a proto miize dojit i k zdvaznym potransfuznim reakcim. (7)
e  MNSs systém
Geny kodujici MNSs antigeny se nachazeji v komplexu dvou lokust, jeden lokus

pro alely MN, druhy pro Ss. Protilatky anti-M i anti-N jsou Casto pfirozené, chladové,
ale mohou byt i tepelné typu IgG a pak zplsobuji potransfuzni reakce.

18



Protilatky anti-S a anti-s jsou vét§inou imunni, tepelné typu IgG a mohou zptisobovat

tézké potransfuzni reakce. (6)

Existuje jesté mnohem vice antigennich systému erytrocytu (napf. systém Lewis,
Lutheran, P systém, Diego, Cartwright, Colton a dalsi), jejich vycet a charakteristika

vsak neni tématem této prace.

1.3.5 Imunitni hemolyza

Pti prvnim kontaktu s antigenem se protilatky vytvafeji postupné, az za nckolik
tydnti. Po opakovaném setkdni se stejnym antigenem je sekundarni imunitni odpovéd
rychld a béhem nékolika dnii se vytvari vysoky titr protilatek. Reakce protilatky
S antigenem erytrocyti vyvola hemolytickou reakci. Jeji intenzita a pribéh zdvisi
na vlastnostech protilatky a antigenu a na stavu imunitniho systému jedince.

Pii krevni transfuzi je nejnebezpecnéjsi inkompatibilita v ABO systému, protoZe
antigeny A a B jsou na povrchu erytrocyti silné vyjadiené a aglutininy anti-A a anti-B
jsou ttidy IgM, schopné aktivovat komplement, zplisobit intravaskularni hemolyzu a tim
akutni hemolytickou potransfuzni reakci. (6) Ve vyjimecnych ptipadech (ptfi vysokém
titru protilatek typu IgM) muize byt intravaskuldrni hemolyza zptsobena protilatkami
proti antigeniim v jiném systému krevnich skupin erytrocyti. (7)

Protilatky typu IgG (zejména podtiidy IgG3 a IgGl) napf. proti antigenim
Rh systému, Kell nebo Duffy se navazuji na transfundované erytrocyty nesouci dany
antigen, Fc ¢asti navazanych imunoglobulini jsou rozpoznany monocyty a makrofagy,
dochazi k fagocytéze erytrocytli s navazanou protildtkou, jejich extravaskularnimu

rozpadu a tim k pozdni hemolytické potransfuzni reakei.

1.4 Transplantace kmenovych krvetvornych bunék

Transplantace kmenovych krvetvornych bunék (hematopoietic stem cells

transplantation - HSCT) je 1é¢ebnou metodou fady hematologickych onemocnéni,
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vyuziva se vSak i pfi 1écbé nekterych solidnich nadorti a autoimunitnich onemocnéni.
Zdrojem krvetvornych bunék je bud’ sdm pacient nebo ptibuzny ¢i nepiibuzny darce.
Pacient musi pred transplantaci podstoupit ptipravny rezim, ptevod krvetvornych bunék
se provadi nitrozilni infuzi. V obdobi po transplantaci je pacient ohrozen fadou

komplikaci. (9)

1.4.1 Autologni transplantace

Autologni transplantace se pouziva predev§im pii 1écbé lymfomi a myelom,
nékterych typt akutnich leukemii i solidnich tumord (karcinom prsu, ovaria).
Zdrojem krvetvornych bunék je sam pacient. Krvetvorné buiiky se pacientovi odebiraji
cytaferézou nékolik tydni az mésici pied vlastni transplantaci ve fazi remise
onemocnéni, jsou konzervovany a zmrazeny v tekutém dusiku pi1 -196°C. Nasledné
je pacientovi aplikovana vysokodavkova chemoterapie, ktera mize byt kombinovana
S ozatenim. Tato lécba ma vysoce efektivni protinadorovy ucinek, ale je zaroven
toxicka pro krvetvorbu. Proto se po chemoterapii pacientovi vraci jeho hematopoetické
bunky, které¢ zajisti obnovu krvetvorby.

Hlavnim rizikem pro pacienta v posttransplantacnim obdobi, kdy je dfefiova
aplazie, jsou piedevsim bakteridlni infekce. Ostatni zavazné komplikace nenastavaji
Casto, a proto jsou autologni transplantace vhodné i pro starSi pacienty. Obnova

krvetvorby nastava za 2 az 3 tydny po transplantaci. (7)

1.4.2 Alogenni transplantace krvetvornych bunék

Alogenni transplantace je indikovdna zejména u pacientli s akutni myeloidni
leukemii, akutni lymfatickou leukemii, non-Hodkinovym lymfomem, myelofibrézou,
chronickou myeloidni leukemii, chronickou lymfatickou leukemii, mnohocetnym
myelomem, u tézkych aplastickych anemii, nékterych typli myelodysplastického
syndromu, vrozenych poruch krvetvorby a vrozenych metabolickych onemocnéni.
(3, 10)
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Protinddorovy ucinek alogenni transplantace je zajiStén nejen terapii pred vlastni
transplantaci, ale i protinddorovym pisobenim pievedenych imunokompetentnich
bunék darce. (9) Aby bylo dosazeno co nejvétsiho ucinku tohoto procesu, mél by byt
pacient v dob¢ transplantace v remisi, protoze tak jeho organismus obsahuje nejmensi
mnozstvi nddorovych bunék. (2, 9)

Pii vybéru ptipravného rezimu pted transplantaci je zohlediiovan klinicky stav
pfijemce a druh zakladniho onemocnéni. Piipravny reZim miZe byt myeloablativni,
ktery mé za nasledek radikalni odstranéni kostni dfené, vytvoteni prostoru pro uchyceni
darcovské krvetvorby, maximalni protinddorovy ucinek a UCinnou imunosupresi.
(9, 11) Nevyhodou myeloablativniho rezimu je jeho vysokd celkova toxicita,
coZ s sebou piindsi zivot ohrozujici komplikace v obdobi po transplantaci. Proto jsou
v soucasné dob¢ ¢im dal vice pouzivané piipravné rezimy s redukovanou intenzitou
(reduced intensity conditioning — RIC), které jsou méné cytotoxické a jsou zaméiené
piedevsim na tGplnou imunosupresi u piijemce. (2, 9) Jejich nevyhodou je vyssi vyskyt
relapsit nddoru. (11) Vzhledem k naroc¢nosti celé 1écby, 1 pres pouziti RIC, mohou
alogenni transplantaci jen vyjimeéné podstoupit pacienti starsi 55 - 65 let. (2)

Pacienta po alogenni transplantaci ohrozuji vSechny druhy oportunnich infekci,
bakterialni, virové, mykotické. Pomoci imunosupresiv je tlumena i imunitni odpovéd
darce proti ptijemci. Pfesto se u pacientu rozviji reakce $tépu proti hostiteli (GvHD),
ktera je spojena s mnoha komplikacemi. (2, 7) Pro velka rizika spojena s transplantaci
hematopoetickych bunck je tato lécba vyuzivana pouze u pacientti, ktefi jinak nemaji

Sanci na vyléceni nebo prodlouzeni zivota. (3)

1.4.3 Vybér vhodného darce pro alogenni transplantaci

1.4.3.1 Piibuzny darce

Pro provedeni alogenni transplantace je zapotiebi ziskat vhodného darce
krvetvornych bunék. Déarce muize byt piibuzny nebo nepifibuzny. S vyhledavanim

se zacind pfimo v rodiné pacienta. U syngenni transplantace je darcem jednovajecné
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dvojce pacienta se shodnou genetickou vybavou. Darcem mize byt i HLA identicky
sourozenec (shodny ve vSech HLA =znacich). Vzhledem ktomu, ze HLA geny
se vzhledem ke své tésné lokalizaci dédi po haplotypech, je pravdépodobnost shody
v HLA antigenech I. a II. tfidy u sourozencii 25%, u ostatnich pfibuznych jest¢ mnohem
niz$i. Pokud se nenajde vhodny dérce v rodiné pacienta, vyhledava se nepiibuzny darce
v registru dobrovolnych darci. V posledni dobé je moznost transplantovat
hematopoetické buniky od haploidentického darce, kterym je napft. rodi€ darujici pro své
dit¢ ev. naopak. U téchto transplantaci je shoda pouze v poloviné HLA antigenti (5/10).
Je nutny kvalitni $t€p s dostatecnym mnozstvim krvetvornych bunék a jeho uprava
depleci T-lymfocytu. (2, 9) U pfijemci haploidentického §t€pu pozdé€ji vyzrava imunita,

coZ s sebou nese mnoho komplikaci. (9)

1.4.3.2 Registry dobrovolnych darci

V Ceské republice existuji 2 registry: Cesky narodni registr darcti dfené se sidlem
vPIzni a Cesky registr darcti krvetvornych bunék se sidlem v Praze. Nepodaii-li
se vybrat vhodného darce v CR, vyhledava se HLA kompatibilni darce v ndkolika
desitkach svétovych registrt, jejichz databdze jsou navzajem propojené a nahlizeni
do nich zprostiedkovavaji organizace BMDW (Bone Marrow Donors Worldwide)
a EMDIS (European Marrow Donors Information System). (12) Evidovano je vice
nez 24 000 000 dobrovolnych darcii a jejich pocet stale roste. (13) Na zaklad¢ vySetieni
DNA je u darce a piijemce pozadovana shoda idealn¢ 10/10 (v nékterych piipadech
1 9/10) pro HLA geny I. tfidy (HLA-A, HLA-B, HLA-C) a II. tfidy (HLA-DRB1,
HLA-DQBI). Kazda neshoda ve vySetfovanych genech negativné ovliviiuje prezivani
pacientt po transplantaci v disledku zhorSeného piihojeni $tépu a vyssiho rizika GvHD.
(9, 12) U pokrocilych malignich, ev. relabujicich onemocnéni mize vSak tato neshoda
zvySenim GVHD a tim 1 GvL (reakce $tépu proti leukemii) mit siln€j$i protinadorovy
efekt a tak snizovat riziko relapsu. (12, 4) Velmi dualezitd je 1 rychlost nalezeni
vhodného darce, pii prodleni nemusi k transplantaci uz vibec dojit kvili zhorSenému

klinickému stavu pacienta. (9, 12)
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Inkompatibility v systémech krevnich skupin erytrocyti (ABO, Rh, Kell, Duffy,
Kidd aj.) s sebou mohou pfinést komplikace pii pievodu $tépu i v posttransplantac¢nim
obdobi, ale pfi dodrzeni ucinnych opatfeni, které snizuji rizika plynoucich

z téchto neshod, nejsou prekazkou provedeni transplantace. (7)

1.4.4 Zdroje kmenovych krvetvornych bunék

Existuji tf1 zdroje kmenovych krvetvornych bun€k. Patii mezi né kostni dfen,

kmenovée bunky krvetvorby ziskané z periferni krve a pupecnikova krev.

1.4.4.1 Kostni dren

Fyziologicky se vyskytuji kmenové bunky krvetvorby predev$im v kostni dfeni.
Odbér kostni diené se provadi v celkové anestezii (popt. v epidurdlni ¢i spindlni
anestezii). Punkéni jehlou se potfebné mnozstvi kostni diené odsaje bilateralné z lopat
kosti kycelnich. Objem odebrané diené zavisi na vaze ptijemce. (14) Obvykle se odsava
cca 15ml na 1kg hmotnosti darce, coz je 800 — 1500 ml, 40% objemu Stépu tvoii
erytrocyty. (6) Krevni ztrata darce pii odbéru se hradi transfuzi autologni krve, ktera
byla darci odebrana v dob¢ ptipravy na odbér. (15) Za minimalni mnoZstvi se povazuje
vice nez 2.10° jadernych bun&k ziskanych z odbéru kostni dfené na 1 kg hmotnosti

piijemce. (6)

1.4.4.2 Periferni kmenové bunky krvetvorby

Diive byl odbér perifernich kmenovych bunék krvetvorby (PBSC - peripheral blood
stem cells) pouzivan pouze jako alternativa odbéru kostni diené, pokud byly problémy
s odbérem (hypocelularni nebo fibrotickd dienl) nebo pro ABO inkompatibilitu mezi
darcem a pfijemcem z divodu vysokého obsahu erytrocytli v odebrané kostni dieni.
Odbér perifernich kmenovych bunék krvetvorby ¢im dal vic nahrazuje odbéry kostni
diené, v soucasnosti jsou PBSC pouZivany pro témef vSechny autologni a vétSinu

alogennich transplantaci. (3) Krvetvorné bunky nesou na svém povrchu znak CD34+.
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Za normalnich okolnosti se v periferni krvi vyskytuje velmi malé mnozstvi téchto
bungk. (6)

Odbér (aferéza) PBSC se provadi na separatoru po predchozi stimulaci krvetvorby
aplikaci hematopoetickych stimula¢nich faktort (G-CSF, GM-CSF aj.), které zpisobi
kratkodobé namnozeni krvetvornych bun¢k a jejich vyplaveni do krevniho obé¢hu.
Pomoci flowcytometru je sledovan vzestup koncentrace bunék CD34+ v krvi
pied odbérem 1 pocet bunék CD34+ a CD3+ (T lymfocyty) ziskanych aferézou.
Hodnocen je i celkovy pocet nuklearnich bunék. (9) Za minimalni pocet CD34+ bunék
ziskanych z periferni krve se povazuje 2,0 x 106/kg hmotnosti pfijemce pro autologni
transplantace a pro alogenni transplantace v rozmezi 2,5-5,0 x 10%kg hmotnosti
piijemce. (6)

U pacienti pied autologni HSCT se podava chemoterapie, ktera vyvola atlum
kostni dfené¢ a pancytopenii v periferni krvi, ale zacne stoupat pocet bunék CD34+.
Za n€kolik dni po chemoterapii se pacientim aplikuji ristové faktory.(6, 7)

PBSC ziskané ze separatoru jsou charakteristické nizkym obsahem erytrocytt,
ale mnohem vys$§im mnozstvim lymfocyti nez v odebrané kostni dfeni, coz zvysuje

riziko pozdni hemolytické reakce a GVHD u alogennich transplantaci. (16)

1.4.4.3 Pupecnikova krev

Pupecnikova krev (cord blood - CB) je bohatd na kmenové bunky a proto ji lze
vyuzit pro transplantace hematopoetickych kmenovych bun¢k. Pupecnikova krev
se odebira ze zbytkli pupecniku po porodu a jeji odbér neptedstavuje riziko pro matku
ani pro novorozence. Uchovdvd se zmrazend v tekutém dusiku ve specidlnich
kontejnerech v bankach pupe¢nikové krve. (17) Nevyhodou pupeénikové krve je jeji
malé mnozstvi (typicky 100ml), které lze ziskat pfi odbéru, a tim i mens$i mnozstvi
kmenovych bungk (primérné 1x10° jadernych bun&k na jednu jednotku pupednikové
krve) Z tohoto duvodu se pupecnikova krev pouziva piedevsim pro transplantace u déti.

Transplantace pupec¢nikovou krvi tvofi proto pouze cca 1% vSech HSCT. (17, 18)
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1.4.5 Reakce §tépu proti hostiteli - GvHD

Reakce s§tépu proti hostiteli (GVHD - graft versus host disease) je zpiisobena
imunokompetentnimi bunikami darce, pfedev§im T lymfocyty, které se do organismu
prijemce dostanou prevodem S$tépu pfi alogenni transplantaci krvetvornych bun¢k nebo
po organové transplantaci, pokud je v transplantovaném organu obsazen dostatek
imunokompetentnich bunék déarce. T-lymfocyty darce identifikuji bunky a tkané
pfijemce jako cizi a navozuji jejich degradaci. Vznik a stupen rozvoje GvHD
je ovlivnén piedevS§im mirou shody v HLA antigenech — ¢im vétsi shoda, tim nizsi
stupent GVHD. (7, 9)

GvHD je pti¢inou zvysené posttransplantacni morbidity a mortality. (10, 19) Vyssi
riziko chronické GvHD je po alogennich transplantacich, u kterych jsou pouzity
krvetvorné bunky z periferni krve, protoze ve Stépu je obsazeno vEét§i mnozstvi
T lymfocytd. (7)

GvHD se mlZe rozvinout i1 po transfuzi krve imunodeficientnimu pfijemci
(Transfusion-Associated GVHD). Je zptsobena imunokompetentnimi butikami darce,
piedevsim T lymfocyty, které se do organismu piijemce dostanou v transfuznim
piipravku a reaguji s rozdilnymi antigeny piijemce. Udinnou prevenci je v tomto

piipad€ ozareni transfuzniho ptipravku. (8, 10)

1.4.6 Selhani a rejekce Stépu

K selhani Stépu (nedojde vibec k ptihojeni) nebo k rejekci Stépu (po piedchozim
piihojeni) miize dojit z divodu nedostatecného mnozstvi pievedenych krvetvornych
bunék, jejich Spatnému uchyceni v kostni dieni nebo z imunologickych pfi¢in, véetné

aloimunizace ptijemce. (9)

1.4.7 Reakce §tépu proti leukemii - GvL

GvL (graft versus leukemia) je zaloZena na stejném principu jako akutni GvHD

a je bohuzel vzdy spojena s ur€itym stupném reakce $tépu proti hostiteli. Pfevedené
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imunokompetentni buiiky darce, predevsim T-lymfocyty, rozpoznaji nddorové bunky
pacienta a zahdji proti nim imunitni reakci. GvL tak funguje jako vysoce U€inna
protinadorova terapie. (2, 19) U autolognich transplantaci a alogennich syngennich
transplantaci, kdy je naprosta shoda v genetické vybavé Stépu a piijemce, nedochazi

ke GvL a z toho diivodu je u nich vyssi riziko relapsu. (2, 11)

1.4.8 Prihojeni

Termin ptihojeni (engraftment) leukocytd je definovan jako prvni ze 3 po sobé
nasledujicich dni, kdy je absolutni po&et neutrofiléi vétsi nez 0,5 x 10%/1. (20)

Termin ptihojeni trombocyti je definovan jako prvni ze 7 po sobé nasledujicich
dni, kdy podet trombocytii je v&tsi nez 20 x 10%1 bez podani trombocytovych TP. (20)

Termin ptfihojeni erytrocytii je definovan dnem, kdy pocet retikulocytii stoupne
nad 30 x 10%l. (20) Mize byt také hodnocen dle spotieby erytrocytovych TP.
U pacientii, ktefi nepotfebuji transfuze, je ptfihojeni erytrocytti urceno jako 30. den
po transplantaci. U pacientll zavislych na transfuzich je ptihojeni ur¢eno dnem detekce
erytrocyti krevni skupiny déarce pii vySetfovani aglutinogenti nebo dnem posledni

transfuze u pacientd, u kterych nenasledovalo dalsi vySetieni krevni skupiny. (21, 22)

1.4.9 Neshody v systému krevnich skupin u HSCT

Z divodu rozdilné lokalizace HLA genti a genii kddujicich antigeny erytrocytt
nastavaji neshody v ABO a jinych systémech i u HLA kompatibilnich darct a ptijemct.
Neshody je mozné rozdélit do dvou hlavnich kategorii: velké a malé. U velké neshody
(major incompatibility) ma pfijemce protilatky proti antigenim dérce, u malé neshody
(minor incompatibility) ma darce protilatky proti antigenim ptijemce. Déale se muze
vyskytnout stav, kdy dochazi ke kombinaci obojiho, tzn. Ze pfijemce ma protilatky proti
antigeniim déarce a darce ma protilatky proti antigeniim pifjemce. Tato neshoda

se oznacuje jako kombinovana (bilateral incompatibility). (16)
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1.4.9.1 Neshody v systému ABO

Nejvétsi vyznam maé inkompatibilita v ABO systému, nastava u vice nez 30%
alogennich transplantaci od pfibuznych déarci a vice nez 50% transplantaci
od neptibuznych darcti. Alogenni transplantace hematopoetickymi bunikami darce, ktery
je s ptijemcem inkompatibilni v ABO antigenech je proveditelna, ale nese s sebou riziko
komplikaci. (16)

e Velka neshoda (major AB0 incompatibility)

Jako velka neshoda v ABO systému je oznacCovan stav, kdy ptijemce ma protilatky
proti antigenim darce. NejCastéji tato situace nastavd pii prevodu erytrocyti darce
skupiny A, B nebo AB do krevniho ob&hu piijemce krevni skupiny 0, u kterého jsou
V plazmé pfitomny aglutininy anti-A i anti-B. Mén¢é Casto se vyskytuje major ABO
inkompatibilita, kdy je piijemci skupiny A s pfirozené¢ se vyskytujicimi aglutininy
anti-B nebo piijemci skupiny B saglutininy anti-A transplantovan $tép od darce
skupiny AB. (25)

Hlavnimi komplikacemi, které se mohou vyskytnout pii velké neshod¢ darce
a prijemce, je akutni hemolyza erytrocyti déarce b&hem pievodu Stépu, pozdni
hemolyza, opozdéna erytropoéza, ktera mize vyustit az v Cistou aplazii cervené fady
(pure red cell aplasia — PRCA). (23, 26)

Akutni hemolyza je zavisla na celkovém mnozstvi a typu erytrocyti a jejich
progenitori ve St€pu a na mnozstvi a druhu specifickych protilatek proti erytrocytim
darce. U nékterych ptijemcit miize byt titr aglutinint velice nizky, ev. mohou aglutininy
chybét v dasledku intenzivni chemoterapie pfed transplantaci. Akutni hemolyze
lze zabranit depleci erytrocytl ze Stépu ziskaného odbérem kostni diené (ndsledkem
je ale urc€ita ztrata bunék CD34+) nebo pouzitim PBSC, kde je jich malé mnoZstvi.

Pozdni hemolyza se mize objevit nckolik dni po transplantaci. Je zplsobend
vyplavenim zasob protilatek typu IgG namifenych proti erytrocytlim déarce z tkanovych
zasob nebo jejich tvorbou preZivajicimi plazmatickymi bunikami piijemce. Krvetvorba

darce miZe byt naruSovana aglutininy pfijemce jiZ na urovni CFU-E, coZ jsou nejmladsi
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buiiky erytropoezy, na kterych se objevuji ABO antigeny. (25) Dusledkem je opozdéni
erytropoezy, které vede ke zvySené potiebé transfuzi erytrocytti. Z tohoto stavu se mize
vyvinout az Cista aplazie ¢ervené fady. (23) V kostni dieni je pfitomna populace bunck
myeloidni, lymfodni i megakaryocytdrni tady, ale zato zcela nebo téméi chybi
erytroidni prekurzory. Pfi vySetfeni krevni skupiny metodou sloupcové aglutinace
Vv gelu neprokazujeme erytrocyty krevni skupiny darce, ale pouze erytrocyty krevni
skupiny piijemce, ev. erytrocyty transfundované. (22) Cista aplazie Servené fady mize
pretrvavat mésice 1 roky po transplantaci a je pfi¢inou zvySené potieby transfuzi
ve srovnani s pacienty po ABO kompatibilni transplantaci. (16) Jako dal$i komplikace
u velké neshody mize vzacné nastat opozdéné piihojeni granulocytll a trombocytu,

v disledku ptitomnosti ABO antigent na jejich membrané. (16, 23, 24)

e Mala neshoda (minor AB0 incompatibility)

K malé¢ neshod¢ dochéazi, kdyz ma darce protilatky proti antigentiim piijemce,
napt. pokud je krevni skupiné¢ AB transplantovan S$tép krevni skupiny, kterd ma
piirozené aglutininy anti-A, anti-B nebo oboji. Tato situace nastava, je-li piijemce
krevni skupina AB a darce skupina B, A nebo 0. Dals$i moznosti malé neshody
je prijemce skupiny B nebo A a darce skupiny 0 (s aglutininy anti-A i anti-B).

Vsechny hlavni zdroje hematopoetickych kmenovych bun¢k obsahuji urcité
mnozstvi plazmy darce. Protilatky obsazené v plazmé $té€pu se navazuji na erytrocyty
piijemce. Cim vy$§i mnoZstvi plazmy ve $tépu a &im vys$i titr aglutinint darce
namifenych proti erytrocytiim piijemce, tim je vétsi riziko pasivni hemolyzy. (25)

K dalsi hemolyze erytrocytt ptijemce mize dojit po cca 7-14 dni od pfevodu stepu.
Pozdni hemolyticka reakce je zplisobena B-lymfocyty darce (passenger lymphocytes),
které reaguji s ABO antigeny na cervenych krvinkach pifjemce, produkuji proti
nim namirené aglutininy, které nasledné zptisobuji hemolyzu erytrocytt pfijemce. Jedna
se o tzv. ,passenger lymphocyte syndrome* (PLS). (27) Hemolyza ustupuje vétSinou
béhem 5-10 dni. (18) B-lymfocyty darce mohou vytvaiet protilatky nejen proti ABO

antigeniim, ale 1 proti ostatnim antigeniim erytrocytli piijemce. (16, 27) Tyto piipady
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nejsou cCasté, dochéazi pii nich k rizné sile hemolyzy, kterd miize byt intravaskularni
nebo extravaskularni v zavislosti na typu protilatky. (18).

Aby se zabranilo akutni hemolytické reakci pti prevodu §tépu, zplisobené vysokym
titrem aglutinin Vv plazmé darce, je mozné provést redukci objemu plazmy
v prevadéném S$tépu. Tato redukce vsak nesnizi obsah B-lymfocytii a tak neovlivni

vyskyt PLS. (27)

e Kombinovana neshoda (bidirectional AB0 incompatibility)

U kombinované neshody se jednd o soucasny vyskyt velké 1 malé neshody.
Napt. pokud pfijemci skupiny A je transplantovan §tép darce skupiny B. V plazmé
piijemce skupiny A se vyskytuje aglutinin anti-B, ktery reaguje s erytrocyty darce
skupiny B (velkd neshoda). Zaroveini je v plazmé $tépu skupiny B ptitomen aglutinin
anti-A, ktery je namifen proti ¢ervenym krvinkam pfijemce (mala neshoda).

V piipadé kombinované neshody se mohou vyskytnout zaroven posttransplantaéni
komplikace jak velké (akutni hemolyza, pozdni hemolyza s opozdénou funkci
erytropoézy, ev. i PRCA), tak malé neshody (akutni hemolyza, pozdni hemolyza
zpusobena PLS). Stejné tak se provadéji i preventivni opatieni velké 1 malé neshody

omezujici vyskyt téchto komplikaci. (25)

1.4.9.2 Neshody Vv ostatnich antigennich systémech erytrocyti

Stejné¢ jako neshody v ABO systému, vznikaji Casto neshody v Rh systému
a ostatnich antigennich systémech erytrocyti (Kell, Kidd, MNSs aj.) 1 u pfijemct $t€pu
identického ve vSech 10 hlavnich HLA antigenech. Je to zpiisobeno rozdilnym
umisténim genti kédujicich tyto antigeny. (27) AvSak na rozdil od ABO systému
se Vplazmé jedinci nevyskytuje pravidelnd protilatka proti chybéjicimu antigenu.
Aloprotilatka vznikd az po imunizaci erytrocyty nesoucimi antigen, ktery
se nevyskytuje na vlastnich erytrocytech, transfuzi nebo u Zen v téhotenstvi. Pfirozené

se vyskytujici nepravidelné protilatky jsou vzacné. Je-li protilatka pfitomna v Krvi
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ptijemce nebo darce, jedna se o inkompatibilitu v daném antigennim systému. (28) Tyto

protilatky mohou zptsobit hemolyzu, ale vétSinou nebyvaji klinicky vyznamné. (18, 23)

1.4.9.3 Podavani transfuznich pripravkia po HSCT

Volba vhodné krevni skupiny transfuzniho piipravku vychazi v CR z doporuéenych
postupti  Ceské spole¢nosti pro transfuzni lékaistvi CLS JEP, konkrétnd
Dop STL2011_08 Piedtransfuzni vysetieni. (29)

Pacientim s velkou neshodou je doporuceno podavat erytrocytové TP shodné
s krevni skupinou ABO piijemce, dokud prokazujeme puvodni erytrocyty piijemce
a/nebo protilatky anti-A, anti-B proti A a B antigenim darce. Transfuzni ptipravky
S plazmou se ode dne transplantace podavaji shodné se skupinou darce.

U pacientd s malou neshodou jsou doporucené erytrocytové transfuzni ptipravky
ABO skupiny darce, TP splazmou shodné s puvodni ABO skupinou do vymizeni
erytrocytll ptivodni ABO skupiny piijemce.

Pacientim s kombinovanou neshodou jsou doporucené erytrocytové TP krevni
skupiny 0 a TP s plazmou skupiny AB, oboji do vymizeni erytrocyti puvodni ABO
skupiny ptijemce. (29)

Piijemcim RhD pozitivnich, ktefi dostali §t€p RhD negativni, je doporuceno
podavat RhD negativni erytrocyty i trombocyty.

Pacientiim, u nichz se zvazuje transplantace, jsou podavany deleukotizované
transfuzni ptipravky, aby se pfedchazelo aloimunizaci a ptenosu CMV infekce. Pokud
si pacient pfed HSCT vytvofi protilatky proti histokompatibilnim antigentim, zvysSuje
se tim riziko rejekce $tépu. (7) Ptijemci hematopoetickych kmenovych bunék dostavaji
ozafené transfuzni ptfipravky jiz od zahdjeni ptipravného rezimu pied transplantaci,
z davodu rizika Transfusion-Associated GvHD (TA-GvHD) a PLS. Ozafeni
transfuznich pfipravkll ionizujicim zafenim (davka 25-40 Gy) zachova lymfocyty,

ale zabrani jejich proliferaci a tim i TA-GvHD a PLS. (7, 18)
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2 Cile prace

1. Vypracovani literarniho shrnuti problematiky krvetvorby, systémt krevnich
skupin a problematiky transplantaci kmenovych krvetvornych bunék

se zaméfenim na vztah ABO systému darce a ptijemce.

2. Provedeni vySetfeni krevnich skupin u pacienti pied a po transplantaci
kmenovych krvetvornych bun€k a vyhledani ostatnich vysledkd krevnich
skupin, titru aglutininti a podanych erytrocytovych transfuznich piipravki v LIS.

3. Osvojeni metody titrace aglutinint.

4. Statistické zpracovani vysledkl vySetteni.

5. Vyhodnoceni vlivu riznych druhii inkompatibility nebo shody v ABO systému
a vySky vstupniho titru na dobu nutnou k pfihojeni §tépu (erytroidni linie),

ke kompletnimu pifechodu na erytropoezu darce a na pocet podanych

erytrocytovych transfuznich ptipravki.
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3 Hypotézy

1. U pacienti po HSCT svelkou a kombinovanou neshodou v ABO systému
je vlivem pfitomnosti protilatek anti-A, anti-B proti A a B antigenim darce
nutna del$i doba potfebna k ptihojeni erytrocyti ve srovnani s pacienty

se shodou nebo malou neshodou.

2. U pacienti po HSCT svelkou a kombinovanou neshodou v ABO systému
je vlivem pfitomnosti protilatek anti-A, anti-B proti A a B antigenim darce
potiebna delsi doba pro uplny pifechod na erytropoezu déarce ve srovnani

s pacienty se shodou nebo malou neshodou.

3. Pacienti po HSCT s velkou a kombinovanou neshodou v ABO systému maji
v disledku pfitomnosti aglutinini anti-A, anti-B proti A a B antigenim darce
vysSi spotiebu erytrocytovych transfuznich piipravki béhem ptechodu

na erytropoezu darce ve srovnani s pacienty se shodou nebo malou neshodou.

4. Vyssi titry aglutinint anti-A, anti-B pfed HSCT maji u pacientd s velkou
a kombinovanou neshodou v ABO systému vliv na prodlouzeni doby ptihojeni
erytrocytli, doby potfebné k uplnému pifechodu na erytropoezu darce

a na zvyseni spotfeby erytrocytovych transfuznich ptipravkda.
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4 Metodika

Na hematoonkologickém oddé€leni FN Plzen byla vobdobi od 1.1.2012
do 31.12.2014 provedena alogenni transplantace kmenovych krvetvornych bunék
u 148 pacientdl. V laboratofi krevniho skladu Lochotin Transfuzniho oddéleni FN Plzen,
ve které pracuji, byla u téchto pacientd pred transplantaci vySetfena krevni skupina
sklickovou a zkumavkovou metodou a po transplantaci opakované vySetfovana krevni
skupina sklickovou metodou i metodou sloupcové aglutinace v gelu z dtivodu sledovani
pfihojovani Stépu, konkrétné erytroidni fady.

Pacienty po transplantaci jsem zatadila do ¢tyf skupin podle vztahu krevni skupiny
darce a pfijemce (pacienti s velkou, malou a kombinovanou neshodou a se shodou
S darcem v ABO systému). Sledovala jsem cas, béhem které¢ho doslo k pfihojeni §tépu
(Cervené tady), Cas potrebny ke kompletni zméné erytropoezy piijemce na erytropoezu
darce a pocet podanych erytrocytovych TP v obdobi po transplantaci. Soucasné jsem
zjistovala vliv vySky vstupniho titru aglutinini u velké a kombinované neshody
na uvedené parametry.

Pacienty po transplantaci jsem sledovala minimalné rok, ev. déle, pokud byla
potiebna delsi doba na kompletni zménu erytropoezy. Za obdobi od 1.1.2012
do 31.12.2015 bylo u tohoto souboru pacienti provedeno 1321 vySetfeni krevnich
skupin metodou sloupcové aglutinace v gelu. Osobné jsem provedla 40% vySetieni
krevnich skupin u sledovanych pacienti pied i po transplantaci a kontrolovala jsem
vysledky vSech vysetfeni. Do mé prace jsem zatadila 104 pacientii, 44 pacient jsem
vyfadila z divodu kratkého pfeziti po transplantaci nebo nedostateCnému poctu
provedenych vysetieni. Déle jiz budou zmiflovani pouze pacienti zatazeni do mé prace.

V laboratofi specidlni imunohematologie Transfuzniho odd€leni FN Plzen, odkud
jsem prevzala vysledky vySetfeni titru aglutininG u pacientl pfed HSCT, jsem

si osvojila metodu vySetteni titru aglutinini zkumavkovou metodou.
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4.1 VySetieni krevnich skupin AB0 a RhD antigenu

4.1.1 VySetreni pacienta pied HSCT

Pii prvnim vySetfeni krevni skupiny ABO a RhD antigenu pacienta
se na Transfuznim oddéleni FN Plzen pouzivd metoda sklickova i metoda zkumavkova,
pi1 opakovaném vySetiovani se krevni skupina pacienta pouze ovéefuje sklickovou
metodou. VySetfeni RhD antigenu je provadéno pomoci diagnostickych sér s riznymi

klony anti-D pro sklickovou a zkumavkovou metodu.

4.1.1.1 Metoda sklickova

Princip:
Sklickovou metodou vySetiujeme aglutinogeny ABO a RhD antigen pomoci
monoklonalnich protilatek. Vazbou protilatky typu IgM z diagnostického séra

na antigeny erytrocytti dochazi ke vzniku aglutinace, kterou odec¢itdime makroskopicky.

Vysetfovany biologicky material:
e NejcCastéji pouzivanym materidlem je vzorek plné, srazlivé zilni krve, vysetieni

vSak lze provést 1 z krve nesrazlivé, napt. s pridavkem EDTA.

Ptistroje a pomucky:
e Pasteurovy pipety

e podlozni skla

Reagencie:
e monoklonalni diagnostické sérum anti-A (Sanquin)
e monoklonalni diagnostické sérum anti-B (Sanquin)
e monoklonalni diagnostické sérum anti-AB (Sanquin)

e diagnostické sérum anti-D IgM BIOSCOT (klon MS-201)
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Pracovni postup:

Na pfedem oznacena podlozni skla nakapeme po jedné kapce diagnostického séra
anti-A, anti-B, anti-AB a anti-D (klon MS-201), ke kazdé kapce pfidame 1 kapku pIné
krve. Rohem podlozniho skla promichame jednotlivé kapky (kazdou kapku vzdy Cistym
rohem podlozniho skla) a inkubujeme pti pokojové teploté max. 2 min. Odecitame
makroskopicky za kyvavého pohybu podloznim sklem. Tvorba shluki (aglutinaci)
znamena pritomnost vySetfovaného antigenu. Reakce hodnotime jako negativni, slabé
pozitivni a pozitivni.

Metoda sklickova je pouze orientacni, pii vyskytu diskrepanci pouZzijeme metodu
zkumavkovou, ev. metodu sloupcové aglutinace i pii vySetfovani pacientl s jiz znaimou
krevni skupinou. (31, 32, 33)

4.1.1.2 Metoda zkumavkova

Princip:

Zkumavkovou metodou vySetfujeme aglutinogeny na erytrocytech 1 aglutininy
vV séru (ev. plazmé). Pii vySetieni aglutinogent reaguji monoklondlni protilatky typu
IgM obsazené v diagnostickych sérech s antigeny na povrchu vySetfovanych erytrocytt
za vzniku aglutinace. Pfi vySetieni aglutininii sledujeme vznik aglutinace zptsobeny
vazbou piirozenych protilatek anti-A, anti-B ve vySetfovaném séru na antigeny

diagnostickych erytrocytt krevni skupiny 0, Aj, B.

Vysetfovany biologicky material:
e Nejcastéji pouzivanym materidlem je vzorek plné, srazlivé zilni krve, vySetieni

vsak lze provést i z krve nesrazlivé, napt. s piidavkem EDTA.

Ptistroje a pomicky:
e laboratorni centrifuga Hettich universal 320
e promyvaci centrifuga DiaCent-CW
e Pasteurovy pipety
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e aglutina¢ni zkumavky

e stojanky na zkumavky

Reagencie:
e monoklonalni diagnostické sérum anti-A (Sanquin)
e monoklonalni diagnostické sérum anti-B (Sanquin)
e monoklonalni diagnostické sérum anti-AB (Sanquin)
e diagnostické sérum anti-D IgM BIOSCOT (klon RUM-1)
e typoveé erytrocyty 0, A1, B (ziskdvané od darcti krve na TO FN Plzen)
e fyziologicky roztok

Vysetfeni aglutinogenu

Pracovni postup:

Vzorek krve centrifugujeme pii 1500 g 3 minuty. Do pfedem oznafené zkumavky
oddélime Pasteurovou pipetou sérum (nebo plazmu) pacienta. Do dal§i oznacené
zkumavky odebereme Cast erytrocytl, které 1x promyjeme v promyvaci centrifuze
a nasledné natedime fyziologickym roztokem na 3-5% suspenzi. Do oznacenych
zkumavek nakapeme po dvou kapkach diagnostického séra anti-A, anti-B, anti-AB
a anti-D (klon RUM-1). K diagnostickym sérim piidame po dvou kapkach 3-5%
suspenze vysetfovanych erytrocyti. Protfepeme, aby se kapky promisily,
a centrifugujeme 20 sekund pti 1000 g. Odecitame mirnym poklepem na dno zkumavky
a makroskopicky hodnotime aglutinaci. Jednotlivé reakce vySetfovanych erytrocytt

s diagnostickymi séry zapiSeme na zadanku pacienta. (31, 32, 33)

Vysetieni aglutinin

Pracovni postup:
Ve fyziologickém roztoku 3x promyjeme typové erytrocyty 0, Aji, B (ziskané

od darct krve na TO FN Plzen) a natedime je na 3-5% suspenzi ve fyziologickém

36



roztoku. Do pfedem oznafenych zkumavek nakapeme Pasteurovou pipetou po dvou
kapkach vySetfovaného séra, ev. plazmy (oddéleni od erytrocytd viz vysetieni
aglutinogentl). Do vSech zkumavek s vySetfovanym sérem ptidame po dvou kapkach
3-5% suspenze typovych erytrocytti 0, A; a B. Protfepeme, abychom promisili obsah
zkumavek, a centrifugujeme 20 sekund pifi 1000 g. Odecitdme mirnym poklepem
na dno zkumavky a makroskopicky hodnotime aglutinaci. Jednotlivé reakce

vySetfovaného séra s typovymi erytrocyty zapiSeme na zadanku pacienta. (5, 31, 32, 33)

Hodnoceni reakcei:

Vysledky vySetfeni aglutinogend i aglutininti hodnotime spole¢né dle Tabulky 1.

Tabulka 1: Hodnoceni vysledkt vysetfeni aglutinogend a aglutinint

Krevni Diagnostické sérum Typové erytrocyty
skupina | anti-A | anti-B | anti-AB 0 A B
0 - - - - + +
A + - + - - +
B - + + - + -
AB + + + - - -

Zdroj: SOP (31)

Vysledky vysetfeni RhD antigenu sklickovou a zkumavkovou metodou hodnotime

dle nasledujici Tabulky 2.

Tabulka 2: Hodnoceni vysledkti vySetfeni RhD antigenu metodou sklickovou

a zkumavkovou za pouziti rozdilnych klond anti-D pro tyto metody.

VySetiované erytrocyty anti-D (sklo) anti-D (zkum.)

RhD pozitivni + +

RhD negativni - -

Zdroj: SOP (31)
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4.1.2 VySetieni pacientii po HSCT

Na TO FN Plzen je pro vySetfovani krevnich skupin pacientti po HSCT pouzivana

soucasné metoda sklickova i metoda sloupcové aglutinace v gelu.

4.1.2.1 Sklickova metoda

Popsana vySe v bodu 4.1.1.1

4.1.2.2 Metoda sloupcové aglutinace v gelu

Pro vySetfovani krevnich skupin u pacienti po HSCT pouziva laboratoi krevniho

skladu TO FN Plzeni metodu sloupcové aglutinace v gelu od firmy Grifols.

Princip metody:

Gelova technika je vyuzivdna pro detekci aglutinacnich reakeci erytrocyti.
Pro vySetfovani krevnich skupin u pacientli po transplantaci pouzivame karty DG Gel
ABO/Rh+Kell (RT). Kazda plastova karta obsahuje 8 mikrozkumavek, které maji dolni
uzkou ¢ast naplnénou gelem a horni rozSifenou ¢ast - inkuba¢ni komurku. Gel je tvofen
polymerizovanymi mikro¢asticemi dextranu v pufrovaném médiu, které slouzi jako filtr.
V mikrozkumavkach pro vySetfeni antigenii pfitomnych na erytrocytech jsou castice
dextranu smiSeny s reagenci, ktera obsahuje jednotlivé specifické monoklonalni
protilatky (anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D¥", anti-Kell) a pufr. V mikrozkumavkach
urcenych pro kontrolu (Ctl) a pro vySetfeni aglutininii (Na1, Njg) jsou polymerizované
mikrocastice dextranu pouze v roztoku pufru bez specifickych protilatek. (34)

K aglutinaci dochdzi po navazani protilaitky na antigen pfitomny na povrchu
erytrocytl. Jejich prichod gelovym sloupcem béhem centrifugace je zavisly na velikosti
aglutinatl, ve kterych jsou erytrocyty vdzany. Plati, Ze ¢im vEtsi aglutinat, tim haie
prochdzi gelem. Nejsiln€j$i aglutinace vytvari prouZek erytrocytli na povrchu gelu,

erytrocyty, které nejsou vazany v aglutinaci, sedimentuji na dno mikrozkumavky. (34)
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Vysetfovany biologicky material:
e Nejcastéji pouzivanym materidlem je vzorek plné, srazlivé zilni krve, vySetieni

vsak lze provést i z krve nesrazlivé, napt. s pridavkem EDTA.

Ptistroje a pomicky:

centrifuga Hettich universal 320

e promyvaci centrifuga DiaCent-CW

e centrifuga DG Spin

e aglutinacni zkumavky, stojanky na zkumavky

e Pasteurovy pipety

e davkovaci pipeta (pro objemy 10ul, 25ul, 50ul)
e automaticka pipeta (pro objem Sul)

e Spicky

e davkovac roztoku DG GEL Sol (0,5ml)

Reagencie:
e Kkarty DG Gel ABO/Rh+Kell (RT)
e diagnostické erytrocyty Serigrup Diana A;/B
e roztok DG Gel Sol
e fyziologicky roztok

Pracovni postup:

Vzorek centrifugujeme pii 1500 g 3 minuty. Do pfedem oznaCené zkumavky
oddélime Pasteurovou pipetou sérum (nebo plazmu) pacienta. Z krve pacienta
odebereme Pasteurovou pipetou do dal$i oznacené zkumavky ¢ast erytrocytl, které
1x promyjeme Vv promyvaci centrifuze, a piipravime 5% suspenzi vySetfovanych
erytrocytd v roztoku DG Gel Sol (roztok o nizké iontové sile usnadnujici aglutinaci) -
25ul sedimentu 1x promytych erytrocyti v 0,5ml roztoku DG Gel Sol. Pro vySetfeni
aglutinogenti pipetujeme 10ul 5% suspenze erytrocytti do prvnich 6 mikrozkumavek

(A, B, AB, D", Kell, Ctl), pro vyietfeni aglutininii pipetujeme do 7. a 8.
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mikrozkumavky diagnostické erytrocyty (50ul diagnostickych erytrocyti Al
do mikrozkumavky Nja1 a 50ul diagnostickych erytrocyti B do mikrozkumavky Ny ).
Do mikrozkumavek N;a1 a N napipetujeme 50ul séra (ev.plazmy) pacienta
a centrifugujeme v centrifuze pro karty DG Gel Spin. Vysledky reakci odecitame
makroskopicky.

Hodnoceni reakci:
Silu reakci hodnotime dle nasledujici Tabulky 3 od negativni reakce, pies slabé

pozitivni k pozitivni reakci na + az ++++. (31, 34)

Tabulka 3: Odecitani vysledka vySetieni krevni skupiny metodou sloupcové aglutinace
v gelu na kartach DG Gel ABO/Rh+Kell (RT)

Sila reakce Slovni hodnoceni

Nedoslo k vytvofeni aglutinace, vSechny erytrocyty
negativni proSly v pribéhu centrifugace gelem a  jsou

sedimentovany na dn¢ mikrozkumavky.

slabé pozitivni Ojedin¢lé drobné aglutinace v dolni ¢asti gelového
sloupce.

pozitivni + Drobné aglutinace v gelovém sloupci.

pozitivni ++ Mal¢ az stiedni aglutinace v gelovém sloupci.

pozitivni +++ Stiedni aglutinace v horni polovin€ gelového sloupce.

pozitivni ++++ Vsechny erytrocyty jsou vazany v aglutinaci a vytvari

prouzek na povrchu gelového sloupce.

V mikrozkumavce ptitomny erytrocyty riznych skupin,
dvoji populace rozdilné¢ reaguji s diagnostickym sérem a vytvari
sediment erytrocytd na dné mikrozkumavky i prouzek

aglutinovanych erytrocytti na povrchu gelového sloupce.

Zdroj: Navod ke kartam DG Gel ABO/Rh+Kell (RT), Grifols (34)
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Reakce v mikrozkumavce Ctl musi byt vzdy negativni, jinak nelze vysledky
vySetfeni hodnotit. Pozitivni reakce v mikrozkumavce Kell znamend pfitomnost
antigenu Kell na vySetfovanych erytrocytech. Krevni skupinu ur¢ujeme porovnanim

vysledkl vySetieni aglutinogenu i aglutinind, viz Tabulka 4.

Tabulka 4: Urcovani vysledkti krevnich skupin hodnocenim jednotlivych reakci

pti vySetieni aglutinogenti a aglutinind.

Vysledek Vysetfeni aglutinogeni kontrola | Vysetieni aglutinint
Krevni Mikrozkumavka mikrozk. mikrozkumavka
skupiny A B AB DV" Ctl Nja1 N

0
RhD poz. - - - + - + +
0
RhD neg. - - - - - + +
A
RhD poz. + - + + - - +
A
RhD neg. + - + - - - +
B
RhD poz. - + + + - + -
B
RhD neg. - + + - - + -
AB
RhD poz. + + + + - - -
AB
RhD neg. + + + - - - -

Zdroj: Navod ke kartam DG Gel ABO/Rh+Kell (RT), Grifols (34)

Pii vyskytu dvoji populace erytrocytt riznych krevnich skupin reaguje jedna
populace s diagnostickym sérem piitomnym ve zkumavce a vytvoii prouzek erytrocytt
vazanych v aglutinaci na povrchu gelového sloupce, druha populace s diagnostickym
sérem nereaguje a erytrocyty sedimentuji béhem centrifugace na dno mikrozkumavky.

Pti zachyceni dvoji populace erytrocytl popisujeme, o jaké krevni skupiny se jedna,

semikvantitativné hodnotime jejich zastoupeni ve vySetfovaném vzorku, piipadné
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pochazi-li z krevnich transfuzi (zjiStujeme posouzenim krevni skupiny darce a piijemce
a anamnézy podanych transfuznich ptipravki za posledni 4 mésice). (31, 35)

V Piiloze 1 je zachycena dvoji populace erytrocyti na Kkartach
DG Gel ABO/Rh+Kell (RT) pii velké neshodé€, v Pfiloze 2 pii malé a v Pfiloze 3

pti kombinované neshodé.

4.2 VySetieni titru aglutininta anti-A a anti-B

Princip:

Mnozstvi aglutinini v krvi pacienta lze stanovit provedenim aglutina¢niho testu
S postupnym fedénim séra, ke kterému se piida stejné mnozstvi suspenze erytrocytu
nesoucich antigen, proti kterému je namifena specifita titrované protilatky. Sledujeme
vznik aglutinace. Pro vySetieni titru aglutinini anti-A a anti-B typu IgM se na TO FN

Plzen pouziva zkumavkova metoda.

Vysetfovany biologicky material:
e NejcCastéji pouzivanym materidlem je vzorek plné, srazlivé zilni krve, vysetieni

vSak lze provést 1 z krve nesrazlivé, napt. s pridavkem EDTA.

Ptistroje a pomucky:
e laboratorni centrifuga Hettich universal 320
e automatickd pipeta na 100ul
e Spicky
e Pasteurovy pipety
e aglutinacni zkumavky

e stojanky na zkumavky

Reagencie:
e 3-5% suspenze typovych erytrocytit A; a B
o fyziologicky roztok
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Pracovni postup:

Ve fyziologickém roztoku 3x promyjeme typové erytrocyty Ai, B (ziskané od darct
krve na TO FN Plzen) a nafedime je na 3-5% suspenzi ve fyziologickém roztoku
Vzorek krve centrifugujeme pti 1500 g 3 minuty. Pasteurovou pipetou oddélime sérum,
ev. plazmu do pfedem oznacené zkumavky. Do stojanku pfipravime zkumavky
oznac¢ené specifitou titrovaného aglutininu (anti-A, anti-B) a fedénim séra, ev. plazmy,
tzn. 1:2, 1:4, 1:8 az do fedéni 1:1024. Od 2. zkumavky napipetujeme do vSech dalsich
zkumavek 100ul fyziologického roztoku. Do prvni a druhé zkumavky napipetujeme
po 100ul vySetfovaného séra. Druhou zkumavku se smési vySetfovaného séra
s fyziologickym roztokem promichdme a ptfeneseme 100ul smési do tfeti zkumavky,
kterou opét promichame a pieneseme 100ul smési do c¢tvrté zkumavky a stejnym
zpusobem postupujeme az k posledni zkumavce s fedénim séra 1:1024, odkud oddélime
rovnéz 100ul fedéného séra. Do kazdé zkumavky ptidame 100ul 3-5% suspenze
typovych erytrocyti Aj; pro titrovani aglutininu anti-A a typovych erytrocyti B
pro titrovani aglutininu anti-B. Protfepeme obsah zkumavek a inkubujeme 5 minut
pii pokojové teploté. Centrifugujeme 20 sekund pii 1000g. Odecitame mirnym

poklepem na dno zkumavky a makroskopicky hodnotime aglutinaci. (31, 36)

Hodnoceni reakci:
Silu reakci hodnotime jako negativni, pozitivni na + az na ++++. Jako vysledny titr
aglutinind anti-A a anti-B udavame posledni fedéni vySetfovaného séra, ve kterém jesté

doslo k vytvofeni aglutinace, napft. anti-A 1:256. (31, 36)

4.3 Kontrola kvality

Veskeré reagencie pouzivané ke stanoveni krevnich skupin ABO a RhD antigenu
i k vySetfeni titru aglutinini anti-A a anti-B jsou zahrnuty do Systému vnitini kontroly
kvality. TO FN Plzen se ucastni i externi kontroly kvality SEKK, kdy jsou
pii vySetfovani kontrolnich vzorkl pouZita vSechna diagnostika a reagencie vyuZzivana

v imunohematologickych metodach na TO FN Plzen.
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4.4 Kalibrace a validace

Centrifugy na zkumavky, promyvaci centrifugy i centrifugy na karty jsou 1x ro¢n¢
validovany servisnimi firmami, o validaci je vystaven protokol. Pipety (5Sul) jsou
Ix ro¢n¢ kalibrovany urCenou firmou, davkovaci pipety (10ul, 25ul, 50p)
jsou kalibrovany 1x ro¢né (1x za 2 roky firma, 1x za 2 roky kontrolni laboratof TO FN

Plzen), o provedené kalibraci se rovnéz vystavuje protokol.

4.5 Statistické zpracovani dat

Ziskana data jsem statisticky zpracovala v programu MS Excel. Vysledky byly
podrobeny testovani statistické signifikance s pouzitim Mann-Whitney U Testu
softwarem STATISTICA (fa. StatSoft CR s.r.0.) ve spolupraci se ZCU (Bc. Marin
Leba, katedra kybernetiky ZCU Plzeit). Vechny hodnoty p < 0,05 byly hodnoceny
jako statisticky vyznamné.

Posouzeni vlivu vstupniho titru aglutininti u velké a kombinované neshody na dobu
piihojeni erytroidni linie, na dobu zmény erytropoezy a na pocet podanych
erytrocytovych TP do zmény erytropoezy jsem provedla pomoci regresni analyzy

v programu MS Excel.

4.6 Urceni doby prihojeni erytroidni linie

Ptihojeni erytroidni linie u pfijemct s velkou a kombinovanou neshodou bylo
prokdzano prvnim zdchytem erytrocyti krevni skupiny dérce metodou sloupcové
aglutinace v gelu, kde byla zjiSténa dvoji populace erytrocyti. U malé neshody a shody
krevni skupiny pfijemce a darce bylo rovnéz provadéno opakované vySetieni krevni
skupiny metodou sloupcové aglutinace v gelu. Pokud je stejna krevni skupina u déarce
1 pfijemce, neni mozné touto metodou odliSit jejich erytrocyty. Pfi malé neshodé
je veétSina darct krevni skupiny 0 a téméf vSem jsou po transplantaci podany

erytrocytové ptipravky rovnéz krevni skupiny 0. VySetfenim lze odliSit erytrocyty nové
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vznikajici od transfundovanych, pouze je-li pfijemce RhD neg a darce RhD poz.
V ostatnich pripadech jsem pro malou neshodu a shodu pouzila hodnoceni
dle Aung et al. (22) U ptijemct se shodou, ktefi nepotiebuji transfuze, je ptihojeni 30

dnti po HSCT, u piijemct zavislych na transfuzich je prihojeni v den posledni transfuze.

4.7 Urceni doby uplné zmény erytropoezy

Uplny ptechod na erytropoezu darce u velké a kombinované neshody jsem
vyhodnotila ndlezem erytrocytii pouze krevni skupiny darce pfi vySetfeni aglutinogenii
a neptitomnosti piivodnich aglutinini pfijemce proti erytrocytim darce. Kompletni
piechod na erytropoezu darce u malé neshody a shody jsem urcila 4 mésice po posledni
transfuzi, pokud nelze odlisit erytrocyty darce, ptijemce, ev. transfundované erytrocyty
vySetfenim antigeni ABO nebo RhD. Vzhledem k maximalni délce Zivota erytrocytt
120 dna je po této dobé jistota, Ze pii vySetieni KS nejsou ptitomny transfundované
erytrocyty. Ve vétSiné piipadi nezachytdvame po transplantaci aglutininy proti

puvodnim antigentim piijemce. (21)
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5 Vysledky

Sledované pacienty jsem rozd¢lila do ¢tyi skupin podle vztahu krevni skupiny darce
a prijemce Stépu. Nejveétsi skupinu tvofili pfijemci shodni s dircem v ABO systému
47 (45%), mén¢ bylo ptijemct s malou neshodou 29 (28%), dale s velkou neshodou
22 (21%) a nejmensi skupinu tvofili pfijemci s kombinovanou neshodou 6 (6%).

Rozd¢leni pacientti podle vztahu KS ptijemce a darce zachycuje Obrazek 1.

Obrazek 1: Rozd¢leni zatazenych pacientl podle vztahu KS piijemce a KS darce.

Rozdéleni zarazenych pacientt dle vztahu
KS prijemce a KS darce

22

M velkd neshoda

a7 | M mald neshoda

M kombinovana neshoda
® shoda
‘ -
6

5.1 Prihojeni erytroidni linie

Ptihojeni u pfijemct s velkou neshodou probihalo v pribé¢hu 1. az 12. mésice
po HSCT (median 1,5), s malou neshodou v pribéhu 1. az 6. mésice (median 1),
S kombinovanou 1. az 2. mésice (median 1) a se shodou 1. az 10. mésice po HSCT
(median 1). Rozdily mezi velkou a malou neshodou, resp. mezi velkou neshodou
a shodou, byly statisticky vyznamné na hladiné vyznamnosti p < 0,05. Pacienti
S kombinovanou neshodou nebyli hodnoceni pro jejich nedostatecny pocet. Median

doby piihojeni erytroidni linie je zobrazen na Obrazku 2.
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Obriazek 2: Median doby ptihojeni erytroidni linie v mésicich.

Median doby prihojeni erytroidni linie
4,5
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Procenta pacientti, u kterych probihalo ptihojeni v jednotlivych mésicich po HSCT,
ukazuje Obrazek 3 a Tabulka 5.

Obrazek 3: Doba ptihojeni erytroidni linie — procenta pacientti

Doba prihojeni erytroidni linie
procenta pacientu
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mésic po HSCT
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Tabulka 5: Prihojeni erytroidni linie v procentech pacientti

Prihojeni erytroidni linie - procenta pacienti

Mésic Velka neshoda | Mala neshoda | Komb. neshoda Shoda
1. 50,0% 89,7% 66,7% 83,0%
2. 36,4% 3,4% 33,3% 10,6%
&l 4,5% 3,4% 0,0% 4,3%

4. adéle 9,1% 3,4% 0,0% 2,1%

5.2 Uplny piechod na erytropoezu darce

Median doby zmény erytropoezy byl u vSech sledovanych skupin pacienti
5 mésict. Ke zméné doslo u pfijemct s velkou neshodou v pribéhu 3. az 19. mésice
po HSCT, u ptfijemct s malou neshodou v pribéhu 4. az 10. mésice, s kombinovanou
béhem 4. az 5. mésice a u piijemct se shodou béhem 2. az 14. mésice po HSCT.
U vSech skupin pacientti doslo ve vétSin€ piipadi ke zméné erytropoezy béhem prvnich
6 mesici po HSCT. U velké neshody se u 27% pacientti zména erytropoezy opozdila,
nastala v 7.-12. mésici po transplantaci, ve srovnani se 7% u malé neshody,
0% u kombinované a s 9% pacienti u shody za stejné obdobi. U 5% pacienti s velkou
neshodou a 2% pacientii se shodou byla doba zmény erytropoezy del§i nez 12 mésicti.
Rozdily u jednotlivych skupin pacientii vSak nebyly statisticky vyznamné (p > 0.05).

Pacienty s kombinovanou neshodou nelze hodnotit pro jejich nedostatecny pocet.

Median doby zmény erytropoezy je zobrazen na Obrazku 4.
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Obriazek 4: Median doby zmény erytropoezy

Median doby zmény erytropoezy
(u neshod i zmény krevni skupiny)
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Procenta pacienti, u kterych dochazelo ke zméné erytropoezy v jednotlivych

meésicich po HSCT, ukazuje Obrazek 5 a Tabulka 6.

Obrazek 5: Doba zmény erytropoezy — procenta pacientti

Doba zmény erytropoezy
(u neshod i zména krevni skupiny)
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Tabulka 6: Zména erytropoezy v procentech pacientt

Zména erytropoezy — procenta pacienti

mésic Velka neshoda | Mala neshoda | Komb. neshoda Shoda

do 6. 68% 93% 100% 89%

7.-12. 27% 7% 0% 9%
13. a déle 5% 0% 0% 2%

5.3 Podané erytrocytové TP do zmény erytropoezy

U vSech skupin pacienti jsem sledovala 1 pocet podanych erytrocytovych TP
na pacienta do zmény erytropoezy. Nejvyssi pocet byl podan pacientim s velkou
neshodou (median 8, rozsah 0-24), méné transfuzi bylo podano u malé neshody
(median 6, rozsah 0-24) a u shody (median 4, rozsah 0-69). Rozdily vSak nebyly
statisticky vyznamné (p > 0,05). Pocet transfuzi u kombinované¢ neshody byl sice
nelze vysledky hodnotit. Median poc¢tu transfuzi do zmény erytropoezy je znazornén
na Obrazku 6.

Obrazek 6: Median poctu transfuzi na pacienta do zmény erytropoezy

Median poctu transfuzi na pacienta
do zmény eryropoezy
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5.4 Podané erytrocytové TP prvnich 6. mésict po HSCT

U pacientl jsem sledovala rovnéz pocet erytrocytovych TP podavanych v pribéhu
prvnich 6 mésicii po transplantaci. Nejvice transfuzi bylo podavano u vSech skupin
pacientti béhem prvniho mésice po transplantaci. U velké neshody byl medidn poctu
transfuzi 4 (rozsah 0-16), u malé neshody 6 (rozsah 0-14), u kombinované neshody
4 (rozsah 2-10), u shody 4 (rozsah 0-25). V dalsich mé&sicich po transplantaci se pocet
transfuzi vyrazné snizil u vSech sledovanych skupin. Median a rozsah poctu transfuzi

na pacienta u jednotlivych skupin pacientti v obdobi po HSCT ukazuje Tabulka 7.

Tabulka 7: Pocet transfuzi na pacienta (median a rozsah)

Pocet transfuzi na pacienta po HSCT: median a rozsah

Mésic Velka neshoda | Mala neshoda | Komb. neshoda Shoda
1. 4 (0-16) 6 (0-14) 4 (2-10) 4 (0-25)
2. 0 (0-8) 0 (0-8) 0 (0-2) 0 (0-10)
< 0 (0-8) 0 (0-4) 0 (0) 0 (0-6)

4. -6. 0 (0-20) 0 (0-10) 0 (0-2) 0 (0-36)

5.5 Vliv titru aglutininu

Vysky vstupnich titrit se u velké neshody pohybovaly v rozsahu 1:8 az 1:128,
u kombinované neshody v rozsahu 1:2 az 1:32. U kombinované neshody mohlo dojit
ke zkresleni dat vzhledem k malému poctu pacientt, proto jsem u tohoto souboru

nehodnotila ani vliv titru aglutinint.
Pti sledovani vlivu vstupniho titru aglutinini na dobu ptihojeni byl pii pouziti
line4rni regrese koeficient determinace R%=0,0185 (Obrazek 7), pti sledovani vlivu titru

na dobu zmény erytropoezy R?=0,0289 (Obrazek 8) a na podet transfuzi R?=0,0008
(Obrazek 9).
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Obriazek 7: Vliv vySky vstupniho titru aglutininli na dobu ptihojeni

erytroidni linie u velké neshody

Vliv vysky vstupniho titru aglutinini na dobu prihojeni
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Obrazek 8: Vliv vysky vstupniho titru aglutininti na dobu zmény

erytropoezy u velké neshody
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Obrazek 9: Vliv vysky vstupniho titru aglutininti na pocet transfuzi

do zmény erytropoezy u velké neshody
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6 Diskuze

Vysledky vysetieni jsem porovnala se stanovenymi hypotézami. U kombinované
neshody jsem nehodnotila jeji vliv na dobu pfihojeni, dobu zmény erytropoezy
ani na pocet podanych erytrocytovych transfuznich pfipravki, protoze mohlo dojit
ke zkresleni vysledkt vzhledem k nizkému poctu zatazenych pacientti (pouze 6).

U pftijemct s velkou neshodou v ABO systému jsem zjistila signifikantné vyznamné
prodlouzeni doby piihojeni pfi porovnani s malou neshodou i s ptijemci ABO shodného
Stépu. Tim byla potvrzena prvni hypotéza. K podobnym vysledkiim dospél Ozkurt et al.
(20) ve své studii, kde popisuje prodlouzenou dobu piihojeni erytroidni linie u velké
neshody ve srovnani se skupinou piijemctt ABO shodného S$tépu. Je to zpusobeno
protilatkami anti-A a/nebo anti-B v krvi piijemce proti antigenim A a/nebo B
na erytrocytech darce. Tyto antigeny jsou pfitomny jiz na vyvojovych stadiich
erytrocyti od CFU-E. Protilatky vazbou na antigeny prekurzorti erytrocytti darce
zpusobuji jejich odstranovani imunitnim systémem piijemce a tim opozdéni ptihojeni
erytroidni fady. U nékterych pacientii miize dojit az k ¢isté erytroidni aplazii.

Nebyla potvrzena druhd hypotéza, kterd predpoklada delsi dobu nutnou pro uplny
pifechod na erytropoezu darce u pacientu svelkou a kombinovanou neshodou
ve srovnani s pacienty s malou neshodou nebo shodou v ABO systému. U vétSiny
pacientli doslo k uplné zméné erytropoezy béhem prvnich Sesti mésicti po transplantaci.
Pozorovala jsem sice opozdéni u pacientd s velkou neshodou, rozdily vSak nebyly
statisticky vyznamné. Prodlouzeni doby uplné zmény erytropoezy vlivem protilatek
anti-A, anti-B piijemce proti A a B antigenim na erytrocytech darce jsem u sledované
skupiny pacientti neprokazala. Nepodatilo se mi najit obdobnou studii, se kterou bych
mohla svoje vysledky srovnat.

Tteti hypotézu o vlivu velké a kombinované neshody v ABO systému na vyssi
spottebu erytrocytovych transfuznich piipravkii do ptechodu na erytropoezu darce
v disledku piitomnosti aglutinind anti-A, anti-B pfijemce proti A a B antigenim
na erytrocytech darce podporuji zavéry studie Ozkurt et al. (20). Nenachazi sice

signifikantni rozdily v poc¢tu podanych erytrocytovych TP mezi pacienty s velkou,
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malou a kombinovanou neshodou a se shodou v obdobi kratce po transplantaci (po dobu
hospitalizace na transplanta¢ni jednotce), vys$i spotiebu erytrocytovych TP vSak
popisuje u piijemci s velkou neshodou ve srovnani s pfijemci s ABO shodnymi darci
v obdobi po propusténi z transplantacni jednotky. (20)

Watz et al. (37) uvadi vyssi spotiebu erytrocytovych TP u pfijemct s velkou
i malou neshodou Vv porovnani s pfijemci s ABO shodnymi darci. Nejvy$§i mnozstvi
podanych erytrocytovych TP pozorovala kratce po transplantaci u ptijemci s malou
neshodou, rozdily vSak nebyly statisticky vyznamné.

V mé praci jsem sledovala spotiebu erytrocytovych TP béhem prvnich Sesti mésict
po transplantaci a do zmény erytropoezy. Nejvice transfuzi bylo poddno béhem prvniho
meésice po HSCT u vSech skupin pacientl. Nejvyssi spotiebu erytrocytovych TP
vV prvnim meésici po HSCT vSak méli pfijemci s malou neshodou s darcem v ABO
systému (median 6) ve srovnani s piijemci s velkou neshodou (median 4) i se shodou
(medidn 4). Pravdépodobnou pfi¢inou je destrukce erytrocytii pfijemce aglutininy
produkovanymi pfevedenymi B lymfocyty darce (PLS). Od 2. do 6. mésice po HSCT
bylo podano vyrazné¢ méné transfuzi, u vSech skupin ptijemct klesl median na nulu.
Porovnanim spotieby erytrocytovych TP ode dne transplantace do zmény erytropoezy
jsem zjistila nejvyssi spotiebu u pfijemct s velkou neshodou v porovnani s piijemci
s malou neshodou nebo shodou s darcem v ABO systému. Vysvétluji to vlivem
aglutinind anti-A, anti-B pfiijemce, které zpusobuji destrukci prekurzori nové
vznikajicich erytrocytd darce, tim se prodluzuje doba piihojeni erytroidni linic a zvySuje
spotfeba erytrocytovych TP. Rozdily vSak nebyly statisticky vyznamné, tieti hypotéza
tak nebyla u sledované skupiny pacientti potvrzena.

Ctvrta hypotéza predpoklada vliv vysky vstupnich titrti aglutinini anti-A, anti-B
u pacientt s velkou a kombinovanou neshodou v ABO systému na prodlouzeni doby
pfihojeni erytrocytli, doby potiebné k uplnému pifechodu na erytropoezu darce
a na zvysSeni spotieby erytrocytovych transfuznich pfipravkd. Ozkurt et al. (20)
prokazuje ve své studii u pacientll s velkou neshodou vliv vySky vstupniho titru
aglutininti anti-A, anti-B na prodlouzeni doby pfihojeni erytrocytl i na zvysSeni spotieby

erytrocytovych TP v obdobi po propusténi pacientll z transplantac¢ni jednotky. Vyska
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vstupnich titri u pacientd s ¢istou erytroidni aplazii se pohybovala v rozmezi
1:32 az 1:512 (median 1:64), u pacientl, u kterych nedoslo k ¢isté erytroidni aplazii
byla vyska vstupnich titrti v rozmezi 1:1 az 1:256 (median 1:32). Vys§i titry aglutinint
mohou zpusobit prodlouzeni ptihojeni erytroidni linie piisobenim jiz na prekurzory
erytrocytl a tim i prodlouzit zavislost pacientd na erytrocytovych TP.

V mé praci se vysky vstupnich titrii aglutininti anti-A, anti-B u pacientd s velkou
neshodou pohybovaly vrozmezi 1:8 az 1:128 (median 1:32). Jelikoz koeficienty
determinace mély nizké hodnoty, nelze z analyzy souboru dat sledovanych pacientti
usuzovat na vliv vySky vstupniho titru na dobu piihojeni erytrocytli, na dobu potiebnou
k Gplnému piechodu na erytropoezu darce ani na zvysenou spotiebu erytrocytovych TP.
Nedoslo tak k potvrzeni Ctvrté hypotézy. Ziejme by se muselo jednat o vétsi skupinu
pacientli a vyS$i hodnoty vstupnich titrii, aby se projevil jejich vliv na sledované
parametry.

Odlisnosti ve vysledcich u pacientii sledovanych v mé praci od uvadénych
zahraniCnich studii 1 mezi studiemi mezi sebou mohou byt zplsobeny nestejnou
velikosti souborti zafazenych pacientd, odliSnymi primarnimi diagnozami pacientd,
druhem pfipravného rezimu pied transplantaci i rozdily v 1écbé na jednotlivych
transplantacnich centrech.

Pii studiu zahrani¢ni literatury jsem nasla doporuceni Booth et al. (25)
a O’Donghaile (30) pro podavani TP s plazmou pacientim po HSCT s malou
a kombinovanou neshodou v obdobi po uplném piechodu na erytropoezu darce.
Pivodni ABO antigeny pfijemce zustavaji pfitomné na endotelu, ledvinach a ostatnich
tkanich a neméni se ani po provedené transplantaci. Protilatky anti-A, anti-B pfitomné
v TP s plazmou se mohou navazovat na tyto antigeny. Klinicky vyznam neni piesné
znam, ale zfejmé muize dochazet k tvorb¢ imunokomplext, ev. k poskozovani endotelii.
U pacientlt po HSCT (i po Gplném ptechodu na erytropoezu darce) doporucuji proto
volit TP s plazmou, které neobsahuji protilatky anti-A, anti-B proti ABO antigenim
darce ani pivodnim antigenim piijemce. Na Transfuznim oddéleni FN Plzen byly
dosud pacientiim po uplném pifechodu na erytropoezu darce podavany jak erytrocytové

TP, tak TP s plazmou ABO skupiny darce.
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7 Z.aveér

Neshoda v ABO systému neni piekazkou provedeni alogenni transplantace
kmenovych krvetvornych bunék, mize vSak zpisobit fadu komplikaci, jako je akutni
1 pozdni hemolyticka reakce, Cista aplazie Cervené fady, vyssi stupenn GVHD aj. Hlavni
pri¢inou je ptitomnost pravidelnych protilatek anti-A (u krevni skupiny 0 a B) a anti-B
(u krevni skupiny 0 a A) vyskytujicich se v krvi ptijemci i darct.

Ve své bakalaiské praci jsem prokazala statisticky vyznamné prodlouzeni doby
piithojeni erytropoezy darce u piijemct s velkou neshodou. Tim byla potvrzena prvni
hypotéza o vlivu aglutininii anti-A, anti-B piijemce na prodlouzeni doby piihojeni
erytrocytd. Ostatni hypotézy o predpokladaném vlivu ABO inkompatibility
na prodlouzeni doby kompletni zmény erytropoezy a na zvySeni poctu podanych
erytrocytovych transfuznich ptipravkt nebyly potvrzeny pro statisticky nevyznamné
rozdily ve vysledcich u sledovanych skupin pacient. Z analyzy ziskanych dat jsem
neprokazala vliv vySky vstupniho titru na sledované parametry u tohoto souboru
pacienttl.

Pfi studiu odborné zahrani¢ni literatury jsem nasla doporuceni, na zakladé kterych
bylo na Transfuznim oddéleni FN Plzenn po konzultaci s 1ékafi ptistoupeno ke zméné
ABO skupiny podavanych plazem pacientim s malou a kombinovanou neshodou
v obdobi po kompletnim piechodu na erytropoezu darce. Cilem je zabranit reakci
protilatek anti-A, anti-B pfitomnych v pfevadéné plazmé s pavodnimi ABO antigeny
pacienta, které zustavaji na jeho tkanich, epiteliich a endotelu. Proto je nyni pacientim
po ABO inkompatibilni transplantaci i v obdobi po Uplném pifechodu na erytropoezu
darce podavana plazma takové ABO skupiny, kterd neobsahuje protilatky proti ABO
antigeniim darce ani piijemce.

Vzhledem ke komplikacim, které s sebou miize pfinést neshoda v ABO systému,
je ptinosné vybirat pro HSCT ABO kompatibilni darce tam, kde je to mozZné.
Pti podéavani transfuznich ptipravki je nezbytné zohledniovat krevni skupinu pifjemce
1 darce, aby se ptedeSlo potransfuznim reakcim. Z tohoto divodu je velmi dulezitd

spoluprace s transfuznim oddélenim.
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9 P¥ilohy

Priloha 1. Zachyt dvoji  populace erytrocytt u  velké  neshody
(ptijemce KS O RhD pozitivni, darce KS AB RhD pozitivni) na Kkarté
DG Gel ABO/Rh+Kell (RT)

Zdroj: Autor



Priloha 2:  Zachyt dvoji  populace erytrocytt u malé  neshody

(pfijemce A RhD  pozitivni, darce 0 RhD  negativni) na  karté
DG Gel ABO/Rh+Kell (RT)

Zdroj: Autor



Priloha 3: Zichyt dvoji populace erytrocyti u kombinované neshody

(pfijemce KS B RhD pozitivni, darce A RhD negativni) na Kkarté
DG Gel ABO/Rh+Kell (RT)

Zdroj: Autor



