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1 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

AGH  Antihuman globulin 

CI  Confidence interval 

 Interval spolehlivosti 

ČGPS  Česká gynekologická a porodnická společnost 

ČLS JEP  Česká lékařská společnost Jana Evangelisty Purkyně 

ČR  Česká republika 

DNA  Deoxyribonucleic acid  

 Deoxyribonukleová kyselina  

FcRn The neonatal Fc receptor 

FMH  Fetomaternální hemoragie  

HDFN   Hemolytic disease of the fetus and newborn 

   Hemolytická nemoc plodu a novorozence 

HON   Hemolytic disease of the newborn 

  Hemolytická nemoc plodu 

IgG  Imunoglobulin G 

ISBT  International Society of Blood Transfusion 

LISS  Low ionic strength solution 

 Roztok o nízké iontové síle 

MCA-PSV Middle cerebral artery peak systolic velocity  

 Maximální průtoková rychlost v arteria cerebri media  

NAT  Nepřímý antiglobulinový test 

PAT  Přímý antiglobulinový test 

PCR   Polymerase chain reaction  

  Polymerázová řetězová reakce 

RBC  Red blood cell  

Rh  Rhesus 

RhAg  Rh associated glycoprotein 

SBE  Single base extension  
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3 ÚVOD 

V České republice (ČR) je u všech těhotných žen v I. trimestru prováděn screening 

nepravidelných antierytrocytárních protilátek. Pozitivní výsledek screeningu je u cca 5 % žen 

(v ČR ročně 5.000 žen), jen u cca 1,5 % (1.500 žen) se jedná o klinicky významnou 

aloprotilátku.  

 

Mezi klinicky významné antierytrocytární aloprotilátky patří anti-D, anti-K/k, anti C/c, anti-

E/e. Je-li diagnostikována klinicky významná antierytrocytární aloprotilátka, jedná se o 

těhotenství s rizikem rozvoje hemolytické nemoci plodu a novorozence. 

 

Plod je však ohrožen rozvojem hemolytické nemoci pouze v případě, že má na povrchu svých 

erytrocytů přítomen komplementární antigen, jedná se o cca 0,5 % plodů (500 ročně). 

Přítomnost komplementárního antigenu lze vyšetřit neinvazivně stanovením genotypu plodu 

z volné fetální DNA cirkulující v periferní krvi těhotné ženy.  

 

Závažná forma hemolytické nemoci plodu vyžadující podání intrauterinní transfuze do 35. 

týdne se však rozvine jen u cca 5-10 % z nich (25-50 plodů ročně). Rozvoj anémie u plodu lze 

diagnostikovat neinvazivně pomocí ultrazvukové dopplerometrie, stanovením maximální 

průtokové rychlosti v arteria cerebri media (MCA-PSV, Middle Cerebral Artery Peak Systolic 

Velocity). Kordocentéza by měla být provedena pouze v indikovaných případech [52]. 

 

Cílem práce bylo zhodnotit efektivitu stanovení KEL a RHCE genotypu plodu u 

aloimunizovaných těhotných žen minisekvenací. 
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4 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

4.1 Erytrocytární aloimunizace  

Erytrocytární aloimunizace se rozvíjí stimulací imunitního systému cizími povrchovými 

erytrocytárními antigeny, které následně navodí tvorbu imunních protilátek IgG [15]. Tyto 

protilátky vznikají, jestliže se žena potká s antigenem, který sama nevlastní (fetomaternální 

hemoragie, krevní transfúze). Při porušení fyziologické bariéry mezi fetální a mateřskou 

cirkulací mohou pronikat krvinky plodu do oběhu matky - fetomaternální hemoragie. 

Klinicky nejvýznamnější událostí, při které nejčastěji dochází k fetomaternální hemoragii je 

porod. Při inkompatibilitě erytocytárních antigenů mezi matkou a plodem nebo po podání 

inkompatibilní krevní transfúze může dojít k rozvoji aloimunizace matky a mateřské 

aloprotilátky mohou v průběhu těhotenství pronikat placentou do krevního oběhu plodu, kde 

se v případě přítomnosti komplementárního erytrocytárního antigenu mohou navázat na 

fetální erytrocyty a ty jsou následně destruovány v retikuloendoteliálním sytému plodu. 

Dochází k rozvoji hemolytické nemoci plodu a novorozence (Hemolytic disease of the fetus 

and newborn – HDFN) [3, 49, 50, 93].  
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4.2 Hemolytická nemoc plodu a novorozence 

 

Hemolytická nemoc plodu a novorozence (Hemolytic disease of the fetus and newborn – 

HDFN) je způsobena rozpadem červených krvinek plodu nebo novorozence mateřskými 

protilátkami třídy IgG [16].  

 

ALOIMUNNÍ HDFN  

způsobena inkompatibilitou převážně v Rh, Kell systému (méně v ABO, Duffy, MNS, P a 

Diego systém). 

 

Inkompatibilita v ABO systému - Lidé mají v systému ABO čtyři hlavní krevní skupiny (A, 

B, AB a O). Ve věku tří až šesti měsíců po porodu se začínají vytvářet protilátky proti “A“ a 

“B“ antigenům (vyskytující se všudypřítomně v potravinách a bakteriích). V důsledku toho 

může nastat hemolytická nemoc plodu a novorozence v souvislosti s ABO inkompatibilitou 

již v prvním těhotenství a vyskytuje se téměř výhradně u matek s krevní skupinou O [72]. 

Hemolytická nemoc plodu je při inkompatibilitě v ABO systému velmi raritní a novorozenci 

jsou při narození obvykle asymptomatičtí a nemají žádnou nebo mírnou anémii. 

Hyperbilirubinémie se obvykle vyvíjí během prvních 24 hodin po narození. Fototerapie je 

obvykle dostačující pro většinu novorozenců s inkompatibilitou v ABO systému [81]. Méně 

než 0,1% novorozenců vyžaduje provedení výměnné transfúze [90].  

 

Inkompatibilita v Rh systému - K nejvýznamnějším antigenům Rh systému, kterých je 

identifikovaných více než 50 [86], patří antigeny “D“, “C“, “c“, “E“, “e“. K tvorbě protilátek 

proti antigenům Rh systému dochází vždy až po stimulaci imunitního systému antigenně 

inkompatibilními erytrocyty po podání krevní transfuze nebo následkem fetomaternální 

hemoragie v souvislosti s těhotenství [36]. Výjimkou je aloprotilátka anti-E, ta může však 

vznikat i přirozeně bez erytrocytárního antigenního podnětu, takto vzniklá protilátka není 

aloprotilátkou a je otázkou, zda vůbec může způsobit rozvoj HDFN [43]. Forma HDFN se 

pohybuje od mírné do závažné formy anémie, která může vést k hydropsu až úmrtí plodu. 

Hyperbilirubinémie se obvykle vyskytuje během prvních 24 hodin života.  

 

V současné době je všem RhD negativním těhotným ženám preventivně podán imunoglobulin 

IgG anti-D v případech potenciálně senzibilizujících událostí, při kterých může dojít k 
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průniku RhD pozitivních erytrocytů plodu do krve matky a rozvoji RhD aloimunizace, dále se 

provádí antepartální profylaxe ve 28. týdnu a po porodu RhD pozitivního plodu. 

 

Události, při kterých by měl být podán imunoglobulin IgG anti-D RhD negativním 

ženám, nejsou-li u nich již přítomny aloprotilátky anti-D 

 

I. trimestr (postačující dávka IgG anti-D 50 μg) - umělé ukončení těhotenství, samovolný 

potrat s instrumentální revizí dutiny děložní, operace mimoděložního těhotenství, biopsie 

choria, evakuace molární gravidity 

 

II. a III trimestr (postačující dávka IgG anti-D 100 μg) - amniocentéza, kordocentéza, jiné 

invazivní výkony prenatální diagnostiky a fetální terapie, indukovaný abort, intrauterinní 

úmrtí plodu, pokus o zevní obrat konce pánevního, břišní poranění, porodnické krvácení  

antepartální profylaxe ve 28. týdnu - (postačující dávka IgG anti-D 250 μg) 

porod RhD pozitivního plodu - (postačující dávka IgG anti-D 100 μg)  

 

Stanovení objemu FMH (fetomaternální hemoragie) - je-li stanoven objem fetálních 

erytrocytů (red blood cells, RBCs) proniklých do oběhu matky, je indikováno podání IgG 

anti-D intramuskulárně v dávce 10 μg na 0,5 ml fetálních RBCs nebo 1 ml plné fetální krve. 

IgG anti-D v dávce 10 μg podané nitrosvalově by mělo pokrýt 0,5 ml fetálních RhD 

pozitivních RBCs nebo 1 ml plné fetální krve. FMH je objem fetálních RBCs, objem fetální 

krve je dvojnásobný (předpokládaný fetální hematokrit je 50 %) [48]. 
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Obrázek č. 1 

Události, při kterých by měl být podán imunoglobulin IgG anti-D RhD negativním ženám, 

nejsou-li u nich již přítomny aloprotilátky anti-D 

 

Načasování: co nejdříve, ale nejpozději do 72 hodin po události. Při opomenutí provedení prevence RhD 

aloimunizace do 72 hodin po potenciálně senzibilizující události má ještě smysl podat IgG anti-D do 13 dní, v 

mimořádných případech je doporučeno podání s odstupem maximálně 28 dní po porodu. 

 

Upraveno dle Ĺubušký M. et al. [48] 
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Inkompatibilita v dalších systémech  

International Society of Blood Transfusion (ISBT) eviduje více než 33 krevních systému a 

více než 300 erytrocytárních antigenů. Kromě antigenů RH systému může způsobit klinicky 

závažnou HDFN inkompatibilita v Kell, Duffy, MNS, P systému.  
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Obrázek č. 2 

Rozdělení antierytrocytárních aloprotilátek u těhotných žen z hlediska klinického významu pro 

riziko rozvoje hemolytické nemoci plodu a novorozence  

 

Upraveno dle Holusková I. et al. [36] 
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4.2.1 Patofyziologie HDFN 

Podkladem HDFN je tvorba aloimunních protilátek proti erytrocytům během těhotenství při 

inkompatibilitě erytrocytárních antigenů matky a plodu. Při porušení fyziologické bariéry 

mezi fetální a mateřskou cirkulací mohou pronikat krvinky plodu do oběhu matky 

(fetomaternální hemoragie), což vede ke stimulaci imunitního aparátu matky a k tvorbě 

specifických protilátek třídy IgG (aloimunizace). Aloimunizace může být způsobena i 

podáním inkompatibilní krevní transfúze. IgG protilátky pronikají placentou do oběhu plodu, 

na aktivním transportu mateřského IgG se podílejí placentární Fc receptory označované jako 

FcRn. Plod je ohrožen rozvoje HDFN pouze v případě, má-li na svých erytrocytech přítomen 

k dané protilátce komplementární antigen. V tomto případě protilátky obalují fetální 

erytrocyty, které jsou pak destruovány monocyto-makrofágovým systémem převážně ve 

slezině.  

 

Plod 

Při hemolýze vzniká nadměrné množství nekonjugovaného bilirubinu, který se dostává do 

jater matky, zde je konjugován. Na anémii plod reaguje zvýšenou erytropoézou, především 

extramedulární, což může vést k portální hypertenzi a jaterní dysfunkci, následně ke tkáňové 

hypoxii, při poruše jaterních funkcí k hypoproteinémii. Hypoalbuminémie je příčinou snížení 

onkotického tlaku, který pak vede k ascitu, až k hydropsu plodu. Nakonec může dojít 

k intrauterinní smrti plodu díky kardiovaskulárnímu selhání. U aloprotilátky anti-K se navíc 

uplatňuje i suprese fetální erytropoézy. 

 

Novorozenec 

Po porodu však játra nestačí vychytávat a konjugovat velkou nálož bilirubinu (játra plodu a 

novorozence do 3. - 4. dne tvoří jen velmi málo či skoro žádnou glukoronyltransferázu) a to 

zvyšuje jeho koncentraci v krvi. Nekonjugovaný bilirubin je rozpustný v tucích a má dobrou 

afinitu např. k buňkám CNS, což se bez léčby může projevit poškozením mozku novorozence 

tzv. kernikterem [62].   
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Obrázek č. 3 

Klinické projevy hemolytické nemoci plodu a novorozence  

 

Upraveno dle Masopoust J. et al. [62] 
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4.2.2 Management u novorozence s HDFN 

Hyperbilirubinémie: je definována jako zvýšení koncentrace bilirubinu v krvi nad 25 μmol/l. 

Klinicky se projevuje ikterem, žlutým zbarvením sklér, později kůže a sliiznic. U 

novorozence je ikterus obvykle patrný až při hodnotách bilirubinu nad 85 umol/l. Objevuje se 

u 45-65 % zdravých novorozenců (fyziologická hyperbilirubinémie), ale může být projevem 

hemolytického onemocnění novorozence. K rozvoji ikteru u novorozence vede ukončení 

placentární clearance bilirubinu, snížená eliminační schopnost jater (zejména snížená aktivita 

uridiyl-difosfoglukoronyltransferázy) při zvýšené zátěži bilirubinem v časném postnatálním 

období. Cílem léčebných opatření je předejít takovému vzestupu hladiny bilirubinu, který by 

ohrozil novorozence rozvojem jádrového ikteru.  

 

TERAPIE 

  

Fototerapie 

zabraňuje růstu koncentrace bilirubinu, snižuje potřebu výměnné transfúze, snižuje toxicitu 

bilirubinu [60]. Indikací je koncentrace bilirubinu ≥ 60-70 μmol/l <340 μmol/l. 

 

Imunoterapie  

profylaktické podání imunoglobulinů v dávce 0,5g/kg i. v. u dětí s hemolytickou nemocí 

nesplňující kritéria pro výměnnou transfúzi může zabránit rychlejšímu vzestupu hladiny 

bilirubinu. 

 

Výměnná transfúze 

Představuje účinnou, ale invazivní eliminační metodu, při které dochází k odstranění 

významné části bilirubinu a v případě HDFN i senzibilizovaných erytrocytů a protilátek 

podílejících se na hemolýze. Provádění je vyhrazena na neonatologická pracoviště 

Perinatologických center. U dítěte léčeného pro hyperbilirubinémii se nemá seřezávat 

pupečníkový pahýl, dokud není zcela vyloučena nutnost provedení výměnné transfúze [26].  
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4.3 Management těhotenství s rizikem rozvoje HDFN 

U všech těhotných žen v prvním trimestru by měl být do konce 14. týdne proveden screening 

nepravidelných antierytrocytárních protilátek. Je-li výsledek screeningu jiný než negativní, je 

nezbytné zajistit adekvátní konzultaci pacientky se stanovením dalšího postupu na pracovišti 

s odborností gynekologie a porodnictví [46, 96]. V  případě pozitivního screeningu by měla 

být provedena identifikace protilátky, a pokud se jedná o specifickou klinicky významnou 

aloprotilátku, tak by následně měla být provedena i její kvantifikace [36]. Z tohoto důvodu je 

vhodné provádět screening nepravidelných antierytrocytárních protilátek 

v imunohematologické laboratoři, která je schopna rovněž provést i následné došetření 

protilátkového nálezu včetně identifikace a kvantifikace. 

Zpráva z laboratoře by měla obsahovat informaci o klinické významnosti diagnostikované 

aloprotilátky z hlediska rizika rozvoje HDFN. Po dosažení „kritického titru“ by měla být 

HDFN sledována již jinou než imunohematologickou metodou, protože titr aloprotilátky 

nekoreluje se stupněm anémie plodu [37]. Je tudíž nezbytná mezioborová spolupráce 

gynekologa a imunohematologa. I když je u těhotné ženy diagnostikována klinicky významná 

aloprotilátka, je plod ohrožen rozvojem hemolytické nemoci pouze v případě, že má na 

povrchu svých erytrocytů přítomen komplementární antigen. Je možné doplnit vyšetření 

přítomnosti komplementárního erytrocytárního antigenu stanovením genotypu plodu z volné 

fetální DNA cirkulující v periferní krvi těhotné ženy. V České republice je v současnosti 

možno takto vyšetřit genotypy RHD, RHCE a KEL [7, 38-40]. Je tudíž nezbytná mezioborová 

spolupráce gynekologa a laboratoře lékařské genetiky. Pokud nelze vyloučit riziko rozvoje 

HDFN, měla by být pacientka s ohledem na riziko rozvoje anémie plodu sledována na 

specializovaném pracovišti, které se zabývá touto problematikou. Standardní prenatální péče 

by měla probíhat u ošetřujícího gynekologa [96]. Sledování rozvoje anémie u plodu se 

provádí pomocí ultrazvukové dopplerometrie, stanovením maximální průtokové rychlosti 

v arteria cerebri media (MCA-PSV, Middle Cerebral Artery Peak Systolic Velocity) [47, 55, 

70, 84, 108] .  

Kordocentéza a následné vyšetření stupně anémie plodu by měla být provedena pouze 

v indikovaných případech. Těhotenství by mělo být ukončeno nejpozději do konce 38. týdne 

[51]. S ohledem na riziko rozvoje hemolytické nemoci novorozence je nezbytná mezioborová 

spolupráce gynekologa a neonatologa. Porod by měl být plánován v Perinatologickém centru 

intenzivní nebo intermediární péče. Ihned po porodu by u novorozence měl být vyšetřen: 

krevní obraz, bilirubin, krevní skupina - fenotyp (přítomnost antigenů na povrchu erytrocytů 
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novorozence podle typu aloprotilátky diagnostikované v těhotenství u matky), přímý 

antiglobulinový (Coombsův) test (přítomnost mateřských aloprotilátek navázaných na 

antigenně komplementární erytrocyty novorozence). Odběr krve u novorozence by měl být 

proveden přímo z pupečníku z umbilikální žíly bezprostředně po porodu [52, 53].  
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Obrázek č. 4 

Management těhotenství s rizikem rozvoje hemolytické nemoci plodu a novorozence  

 

Upraveno dle  Ľubušký M.. et al. [53]
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4.3.1 Screening nepravidelných antierytrocytárních aloprotilátek  

 
 
V České republice (ČR) je u všech těhotných žen v I. trimestru prováděn screening 

nepravidelných antierytrocytárních protilátek. Pozitivní výsledek screeningu je u cca 5 % žen 

(v ČR ročně 5.000 žen), jen u cca 1,5 % (1.500 žen) se jedná o klinicky významnou 

aloprotilátku (obrázek číslo). Mezi klinicky významné antierytrocytární aloprotilátky patří 

anti-D, anti-K, anti-c, anti-E. Je-li diagnostikována klinicky významná antierytrocytární 

aloprotilátka, jedná se o těhotenství s rizikem rozvoje hemolytické nemoci plodu a 

novorozence [52].  

 

METODY 

Nepřímý antiglobulinový test (NAT) - screeningová metoda má obsahovat nepřímý 

antiglobulinový test za použití erytrocytů resuspendovaných v roztoku o nízké iontové síle 

(LISS-NAT) při 37 C [12, 21, 42]. Za standardní metody jsou považovány: testy sloupcové 

aglutinace, testy „na pevné fázi“. Na základě dlouhodobých výsledků externí kontroly kvality 

je zřejmé, že lepších výsledků než zkumavková metoda dosahují robustnější metodiky 

sloupcové aglutinace a pevné fáze a tudíž by měly být preferovány [63] (obrázek číslo 5). 

 

Enzymové testy - obvykle nejsou doporučovány, neboť nemají výpovědní hodnotu [17]. U 

enzymových testů se často setkáváme s falešnými pozitivitami, s protilátkami jiné třídy než 

IgG a s protilátkami, které reagují pouze s erytrocyty modifikovanými enzymy [61].  

 

Identifikace nepravidelných antierytrocytárních protilátek - provádí se při pozitivním 

screeningu nepravidelných antierytrocytárních aloprotilátek. Jestliže se jedná o specifickou, 

klinicky významnou aloprotilátku, měla by být provedena i její kvantifikace [36]. Zpráva 

z laboratoře by měla obsahovat informaci o klinické významnosti diagnostikované 

aloprotilátky z hlediska rizika rozvoje HDFN. 

 

Stanovení titru (kvantifikace) nepravidelných protilátek - má pro předvídání závažnosti 

HDFN jen omezený význam [21]. Není totiž jednoznačná korelace mezi výší titru a 

biologickým chováním protilátek in vivo. Hemolýza závisí na aviditě protilátky, méně na titru 

[32, 35, 106]. Protilátky s relativně nízkými titry jsou někdy schopné způsobit těžký průběh 

HDFN např. protilátky anti-K vedou k imunní supresi erytropoézy a výše jejich titru se 
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závažností anémie prakticky nekoreluje [100, 101]. Po dosažení „kritického titru“ by měla být 

HDFN sledována již jinou než imunohematologickou metodou, protože titr aloprotilátky 

nekoreluje se stupňem anémie u plodu [37].  

 

Přímý antiglobulinový test (PAT) – doporučuje se provést u novorozence v případě průkazu 

klinicky významných antierytrocytárních aloprotilátek u matky [12, 107]. Pozitivita PAT 

nepotvrzuje diagnózu HON (Hemolytické onemocnění novorozence), je nutné vyšetření 

hemoglobinu a sérového bilirubinu novorozence (obrázek číslo 5). 

  



21 

 

 

 

 

 

 

Obrázek č. 5 

Přímý a nepřímý antiglobulinový test – zkumavková technika 

 

Kroky 1-6 představují nepřímý antiglobulinový test – NAT, v případě přímého antiglobulinového testu – PAT se 

vstupuje přímo do promývací fáze. 

AGH – anti-human globulin 

 

Upraveno dle Řeháček V. et al. [82]  



22 

 

 

 

 

Obrázek č. 6 

Screening těhotenství s rizikem rozvoje hemolytické nemoci plodu a novorozence 

 

V České republice (ČR) je u všech těhotných žen v I. trimestru prováděn screening nepravidelných 

antierytrocytárních protilátek. Pozitivní výsledek screeningu je u cca 5 % žen (v ČR ročně 5.000 žen), jen u cca 

1,5 % (1.500 žen) se jedná o klinicky významnou aloprotilátku. Je-li diagnostikována klinicky významná 

antierytrocytární aloprotilátka, jedná se o těhotenství s rizikem rozvoje hemolytické nemoci plodu a 

novorozence. Plod je však ohrožen rozvojem hemolytické nemoci pouze v případě, že má na povrchu svých 

erytrocytů přítomen komplementární antigen, jedná se o cca 0,5 % plodů (500 ročně). Přítomnost 

komplementárního antigenu lze vyšetřit neinvazivně stanovením genotypu plodu z volné fetální DNA cirkulující 

v periferní krvi těhotné ženy. Závažná forma hemolytické nemoci plodu vyžadující podání intrauterinní transfuze 

do 35. týdne se však rozvine jen u cca 5-10 % z nich (25-50 plodů ročně). Rozvoj anémie u plodu lze 

diagnostikovat neinvazivně pomocí ultrazvukové dopplerometrie, stanovením maximální průtokové rychlosti v 

arteria cerebri media (MCA-PSV, Middle Cerebral Artery Peak Systolic Velocity). Kordocentéza by měla být 

provedena pouze v indikovaných případech [52]. 

 

Upraveno dle Ĺubušký et al. [52] 
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Obrázek č. 7 

Screening nepravidelných antierytrocytárních protilátek u žen v I. trimestru těhotenství v 

olomouckém regionu v letech 2000 až 2011 

 

Celkem bylo vyšetřeno 45 435 těhotných žen v I. trimestru těhotenství, pravidelné antierytrocytární protilátky 

(anti-A, anti-B) nebyly při screeningu vyšetřovány, u 4,81 % žen byl screening nepravidelných tepelných 

antierytrocytárních protilátek pozitivní a bylo následně nutné provést identifikaci protilátky. U 2,25 % žen byla 

protilátka identifikována a u 1,5 % žen se jednalo z hlediska možného rozvoje HDFN o specifickou klinicky 

významnou aloprotilátku, kterou bylo tudíž nutné i kvantifikovat. Uvedený výpočet incidence jednotlivých typu 

protilátek nezohledňuje možnost současného výskyty více typu specifických aloprotilátek u jedné těhotné ženy. 

 
HDFN (Hemolytic Disease of the Fetus and Newborn) – hemolytická nemoc plodu a novorozence 

 

Upraveno dle Holusková I. et al [37]
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4.3.2 Neinvazivní stanovení genotypu plodu z periferní krve těhotné ženy 

Pokud je u těhotné ženy diagnostikována klinicky významná aloprotilátka, je plod ohrožen 

rozvojem hemolytické nemoci pouze v případě, že má na povrchu svých erytrocytů přítomen 

komplementární antigen. Je možné doplnit vyšetření přítomnosti komplementárního 

erytrocytárního antigenu stanovením genotypu plodu z volné fetální DNA cirkulující 

v periferní krvi těhotné ženy. V České republice je v současnosti možno takto vyšetřit 

genotypy RHD, RHCE a KEL [6, 7, 38-40]. 

 

Pro neinvazivní stanovení genotypu plodu se využívá nebuněčná fragmentovaná fetální DNA 

přítomná v plazmě těhotných žen. Procentuální zastoupení volné fetální DNA v plazmě 

gravidních žen je velmi variabilní a pohybuje se nejčastěji v rozmezí 5–10 % v závislosti na 

délce gravidity, velikosti placenty, hmotnosti ženy i plodu, patologickém těhotenství apod [7, 

74]. Stanovení genotypu plodu se v současnosti nejčastěji provádí metodou real-time 

PCR. Stanovení KEL genotypu plodu je možné i pomocí minisekvenace.  

 

Real – time PCR = Kvantitativní polymerázová řetězová reakce 

metoda založena na principu klasické PCR, umožňuje však kvantifikaci sledovaného úseku 

DNA v reálném čase. Na rozdíl od běžné PCR, kde se analyzuje až výsledný produkt 

(amplifikovaná DNA) pomocí elektroforézy v agaróze, je při Real-time PCR zaznamenáván 

každý cyklus PCR ve skutečném čase. Záznam amplifikace je založen na principu 

fluorescence, kdy se používají sondy (fluorescenční látky), které se váží specificky nebo 

nespecificky na amplifikovanou DNA. 

 

Minisekvenace s využitím kapilární elektroforézy (tzv. SNaPshot)  

analýza je založena na prodloužení sekvenčně specifického DNA primeru o jednu bázi v 

místě KEL polymorfismu (K/k). Na základě inkorporované fluorescenčně značené báze lze u 

KEL homozygotních těhotných žen (k/k nebo K/K) určit příměs komplementární fetální alely 

(K nebo k) a detekcí fluorescence příslušné báze stanovit KEL genotyp plodu. 
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4.3.3 Sledování rozvoje anémie u plodu pomocí ultrazvukové dopplerometrie 

 

Stanovení maximální systolické průtokové rychlosti v arteria cerebri media (MCA PSV) 

pomocí dopplerometrie přestavuje vysoce sensitivní neinvazivní způsob zjištění stupně fetální 

anémie [55]. Umožňuje přesnější predikci stupně fetální anémie při erytrocytární aloimunizaci 

než provedení amniocentézy s následným měřením koncentrace bilirubinoidů v plodové vodě 

[13, 57, 69, 71, 76, 79]. Stanovením MCA PSV lze diagnostikovat anémii i v případech Kell 

aloimunizace, kde problém nespočívá v hemolýze ale v supresi erytroidních prekurzorů v 

kostní dřeni, proto měření bilirubinoidů z plodové vody nemá v případě Kell aloimunizace 

žádný význam [4, 14, 54, 97] . Využití MCA-PSV ukazuje obrázek číslo 9. Anémie vede k 

poklesu objemového množství kyslíku v krvi, ale neovlivňuje parciální tlaky kyslíku a oxidu 

uhličitého. V krvi plodu zůstávají hodnoty pO2, pCO2 a pH obvykle v mezích normálních 

hodnot. Nedochází proto k redistribuci krve s preferenčním zásobením mozku. Výjimku 

představuje až závažná anémie s hypoxémií a acidózou. Není-li současně přítomna 

placentární insuficience, nemění se pulzatilita v arteria uterina a v arteria umbilicalis bez 

ohledu na stupeň anémie plodu. Plod zvyšuje srdeční výdej a krevní průtok ve fetálních 

cévách v přímé úměře stupni anémie odrážející se zejména v hematokritu plodu. Je přítomna 

hyperdynamická cirkulace  [68]. Studie na animálních modelech prokázaly, že ke zvýšení 

průtokové rychlosti ve fetálních cévách při anémii dochází následkem zvýšení srdečního 

výdeje a poklesu viskosity krve [31]. Před podáním první intrauterinní transfuze se MCA-

PSV u plodu zvyšuje v přímé úměře stupni anémie odrážející se zejména v koncentraci 

hemoglobinu. Ukazuje se, že počáteční mírný pokles koncentrace fetálního hemoglobinu jen 

nepatrně ovlivňuje srdeční výdej a krevní viskozitu. Při dalším prohlubování fetální anémie je 

vzájemný vztah mezi těmito parametry již lineární a umožňuje přesnější odhad aktuální 

hodnoty fetálního hemoglobinu [56]. V této fázi i minimální změna koncentrace hemoglobinu 

signifikantně ovlivní viskositu krve. Výbornou korelaci mezi MCA-PSV a koncentrací 

fetálního hemoglobinu potvrdilo mnoho dalších studií [5, 13, 23, 28, 58, 65, 83, 92, 94, 97, 

102]. Při předpovědi rizika rozvoje aloimunní anémie plodu u ohrožených těhotenství nehraje 

roli jen absolutní hodnota MCA-PSV ale také dynamika nárůstu maximální průtokové 

rychlosti během gestace. Čím je dynamika větší, tím závažnější je fetální hemolýza v 

důsledku aloimunizace a odpovídá stupni anémie plodu [24]. Po podání intrauterinní transfuze 

krve ke korekci fetální anémie byl zaznamenán intenzivní pokles maximální průtokové 

rychlosti v arteria cerebri media zpět k normálním hodnotám [92]. Adekvátní normalizace 
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průtokové rychlosti je patrná po podání první i následných krevních transfůzí. Jedná se zřejmě 

o důsledek vzestupu krevní viskosity a zlepšení oxygenace fetální krve s následným zvýšením 

srdečního afterloadu. MCA-PSV lze využít i k načasování podání další intrauterinní transfuze, 

ale referenční hladina (MCA-PSV cut-off point) pro detekci závažné fetální anémie po podání 

první transfůze je 1,69 MoM (vs. 1,5 MoM před podáním intrauterinní transfůze) [25]. Je to 

proto, že adultní erytrocyty podané při intrauterinní transfuzi mají ve srovnání s fetálními 

menší objem, buněčnou rigiditu a větší sklon k agregaci což ovlivňuje viskozitu krve [30, 

104]. Adultní erytrocyty ve srovnání s fetálními mají navíc nižší transportní kapacitu pro 

kyslík. MCA-PSV detekující koncentraci hemoglobinu odpovídající závažné fetální anémii je 

proto mírně vyšší. Mari et al. [59] však prokázali lineární korelaci mezi MCA-PSV a 

koncentrací fetálního hemoglobinu i po podání dvou intrauterinních transfuzí. Před podáním 

první transfůze představují fetální erytrocyty 100% všech červených krvinek v oběhu plodu, 

po první transfůzi 3-82% a po druhé transfůzi jen 0-34% [59].   
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Obrázek č. 8 

Referenční tabulka pro měření maximální průtokové rychlosti v arteria cerebri media (MCA 

PSV) pomocí ultrazvukové dopplerometrie 

 

Upraveno dle Mari, G. et al.  [55]  
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Obrázek č. 9 

Možné příčiny fetální anémie, při kterých je možné využití sledování pomocí ultrazvukové 

dopplerometrie maximální průtokové rychlosti v arteria cerebri media (MCA PSV) 

 

Upraveno dle Society for Maternal-Fetal Medicine [88]   
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4.4 Klinický význam stanovení KEL a RHCE genotypu plodu u 

aloimunizovaných těhotných žen 

 

I když je u těhotné ženy diagnostikována klinicky významná aloprotilátka, je plod ohrožen 

rozvojem hemolytické nemoci pouze v případě, že má na povrchu svých erytrocytů přítomen 

komplementární antigen. Je možné doplnit vyšetření přítomnosti komplementárního 

erytrocytárního antigenu stanovením genotypu plodu z volné fetální DNA cirkulující 

v periferní krvi těhotné ženy. V České republice je v současnosti možno takto vyšetřit 

genotypy RHD, RHCE a KEL [6, 7, 38-40].   
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Obrázek č. 10 

Klinický význam stanovení RHCE a KEL genotypu u plodu  

 

Klinicky významná aloprotilátka anti-D je diagnostikována u cca 0,5 % žen (v ČR ročně 500 žen). Plod je však 

ohrožen rozvojem hemolytické nemoci pouze v případě, že má na povrchu svých erytrocytu přítomen 

komplementární antigen, jedná se o cca 60 % plodu (300 plodu ročně). Přítomnost komplementárního antigenu 

lze vyšetřit neinvazivně stanovením RHD genotypu plodu z volné fetální DNA cirkulující v periferní krvi 

těhotné ženy. Klinicky významná aloprotilátka anti-C je diagnostikována u cca 0,1 % žen (v ČR ročně 100 žen) 

a cca 44 % plodu (44 plody ročně) mají přítomen komplementární antigen. Rovněž klinicky významná 

aloprotilátka anti-c je diagnostikována u cca 0,1 % žen (v ČR ročně 100 žen) a cca 56 % plodu (56 plodu ročně) 

má přítomen komplementární antigen. Přítomnost komplementárního antigenu lze vyšetřit neinvazivně 

stanovením RHCE genotypu plodu z volné fetální DNA cirkulující v periferní krvi tehotné ženy. Klinicky 

významná aloprotilátka anti-E je diagnostikována nejčastěji, u cca 0,6 % žen (v ČR ročně 600 žen), muže však 

vznikat i přirozeně bez erytrocytárního antigenního podnětu, takto vzniklá protilátka není aloprotilátkou a je 

otázkou, zda vůbec může způsobit rozvoj hemolytické nemoci. Navíc jen cca 16 % plodu (96 plodu ročně) má 

přítomen komplementární antigen. Přítomnost komplementárního antigenu lze vyšetrit neinvazivně stanovením 

RHCE genotypu plodu z volné fetální DNA cirkulující v periferní krvi těhotné ženy. Naproti tomu klinicky 

významná aloprotilátka anti-e je diagnostikována jen u cca 0,02 % žen (v ČR ročně 20 žen) a komplementární 

antigen je přítomen u vetšiny plodů, u cca 84 % plodu (17 plodu ročně). Vyšetření přítomnosti 

komplementárního antigenu neinvazivně stanovením RHCE genotypu plodu tudíž nemá klinický význam. 

Klinicky významná aloprotilátka anti-K (Kell, KEL1) je diagnostikována u cca 0,1 % žen (v ČR ročně 100 žen) 

a cca 5 % plodu (5 plodu ročně) má přítomen komplementární antigen. Přítomnost komplementárního antigenu 

lze vyšetřit neinvazivně stanovením KEL genotypu plodu z volné fetální DNA cirkulující v periferní krvi těhotné 

ženy. Naproti tomu klinicky významná aloprotilátka anti-k (Cellano, KEL2) je diagnostikována jen u cca 0,01 % 

žen (v ČR ročně 10 žen) a komplementární antigen je přítomen u vetšiny plodu, u cca 95 % plodu (9 plodu 

ročně). Vyšetření přítomnosti komplementárního antigenu neinvazivně stanovením KEL genotypu plodu tudíž 

nemá klinický význam. 

Upraveno dle Ľubušký at al. [52, 53], Holusková I. et al. [37]  
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4.4.1 Rh systém (ISBT 004) 

Je druhý nejvýznamnějsí systém krevních skupin, objevený Landsteinerem v roce 1939, když 

v séru ženy po porodu objevil protilátku proti antigenu plodu, jež zdědil po otci [75, 91]. 

K nejvýznamnějším antigenům Rh systému, kterých je identifikovaných více než 50 [86], 

patří antigeny “D“, “C“, “c“, “E“, “e“. K tvorbě protilátek proti antigenům Rh systému 

dochází vždy až po stimulaci imunitního systému antigenně inkompatibilními erytrocyty po 

podání krevní transfuze nebo následkem fetomaternální hemoragie v souvislosti s těhotenství 

[36, 75]. 

RH antigeny jsou kódovány dvěma blízko sebe ležícími homologními geny RHD a RHCE, 

které podléhají autosomálně dominantnímu typu dědičnosti a jsou umístěny na krátkém 

raménku 1. chromozomu. RHD a RHCE geny kódují proteiny RhD a RhCcEe, které jsou oba 

tvořeny polypeptidovým řetězcem o 417 aminokyselinách, který 12krát prochází erytrocytární 

membránou. Na vnější straně vytváří šest smyček, kde jdou lokalizovány vlastní antigeny. 

RhD a RhCcEe protein se od sebe liší 31 až 35 aminokyselinami. RHD gen produkuje “D“ 

antigen, RHCE gen produkuje antigeny “C“, “c“, “E“, “e“ [19, 36]. 

Gen RHCE má čtyři alely CE, Ce, cE, ce, které jsou vůči sobě kodominantní a uvedené 

kombinace alel se dědí neoddělitelně od sebe, proto název genový komplex. Může tak 

vzniknout až osm genových komplexů (haplotypů): CDe, cde, cDE, cDe, Cde, cdE, CDE, 

CdE, řazeno sestupně dle výskytu u kavkazské populace. Dvojice těchto genových komplexů 

jako např. CDe/cde potom určuje genotyp. Něktéré genotypy a odpovídající fenotypy, se 

vyskytují častěji než jiné. Nejčastější genotypy jsou CDe/cde a CDe/CDe a představují 

přibližně 55 % genotypů kavzkazské rasy [3, 36]. 

Pro expresi všech Rh antigenů je nezbytná RhAG (Rh-associated glykocoprotein), který je 

kódován RHAG genem lokalizovaným na krátkém raménku 6. chromozomu. Rh antigeny jsou 

exprimovány pouze na buňkách erytroidní linie a na fetálních erytrocytech jsou exprimovány 

již od 6. gestačního týdne. Velmi vzácně mohou Rh antigeny na erytrocytech zcela chybět a 

potom hovoříme o trv. Rh null fenotypu [36]. 

 

Antigeny “C“, “c“ a “E“, “e“ / protilátky anti-C, anti-c, anti-E, anti-e 

Antigeny “C“, “c“ a “E“, “e“ jsou mnohem méně imunogenní než antigen “D“. Všechny 

protilátky proti antigenům Rh systému by měly být považovány za schopné způsobit 

závažnou formu HDFN. Klinicky nejvýznamnější z non-RhD protilátek je protilátka anti-c, 

která je schopná způsobit závažnou formu HDFN. Velmi často jde o opožděnou hemolýzu. 
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Její hemolytický potenciál je velmi podobný protilátce anti-D [34, 105]. Až v polovině 

případů je jako příčina aloimunizace popisována inkompatibilní transfuze [8]. Protilátky anti-

C, anti-E, anti-e mohou rovněž způsobit HDFN, ale většinou mírnou formu a závažnou 

hemolýzu způsobují jen zřídka [10, 34, 41, 95, 98].  

 

Incidence antigenů “C“, “c“, “E“, “e“ v populaci  

Antigen “C“ je přítomen u 68 % bělošské populace, 17 % černošské populace a u 94 % 

obyvatel dálného východu. Antigen “c“ je přítomen u 81 % bělošské populace, 99% 

černošské populace a u 43 % obyvatel dálného východu. Antigen “E“ je přítomen u 29 % 

bělošské populace, 23 % černošské populace a u 36 % obyvatel dálného východu. Antigen 

“e“ je přítomen u 98 % bělošské populace, 99 % černošské populace a u 96 % obyvatel 

dálného východu [20]. 

 

Incidence protilátek anti-C, anti-c, anti-E, anti-e u těhotných žen 

Holusková a kolektiv uvádí incidenci aloprotilátky anti-E (5,7 ‰), anti-C (1,2 ‰), anti-c (0,6 

‰), anti-e (0,1 ‰) [37]. 

Geifman-Holtzman a kolektiv uvádí incidenci aloprotilátky E (2,0 ‰), anti-C (0,7 ‰), anti-c 

(0,8 ‰) [33].  
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Obrázek č. 11 

Klinický význam stanovení varianty genu RHCE, která odpovídá přítomnosti  erytrocytárního 

antigenu “C“/ “c“ u plodu  

 

V České republice je u všech těhotných žen v I. trimestru prováděn screening nepravidelných antierytrocytárních 

protilátek. Klinicky významná aloprotilátka anti-C je diagnostikována u cca 0,1 % žen (v ČR ročně 100 žen), cca 

56 % plodů (56 plodů ročně) však nemá přítomen komplementární antigen, a tudíž nejsou ohroženy rozvojem 

HDFN. Rovněž klinicky významná aloprotilátka anti-c je diagnostikována u cca 0,1 % žen (v ČR ročně 100 žen) 

a cca 44 % plodů (44 plodů ročně) nemá přítomen komplementární antigen. Přítomnost komplementárního 

antigenu lze vyšetřit neinvazívně stanovením RHCE genotypu plodu z volné fetální DNA cirkulující v periferní 

krvi těhotné ženy. 

 
HDFN (Hemolytic disease of the fetus and newborn) - hemolytická nemoc plodu a novorozence). 

 
Upraveno dle Holusková I. [37], Kratochvílová T. [43] a Reid M. [80].  
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Obrázek č. 12 

Klinický význam stanovení varianty genu RHCE, která odpovídá přítomnosti  erytrocytárního 

antigenu “E“/ “e“ u plodu  

 
V České republice je u všech těhotných žen v I. trimestru prováděn screening nepravidelných antierytrocytárních 

protilátek. Klinicky významná aloprotilátka anti-E je diagnostikována nejčastěji, u cca 0,6 % žen (v ČR ročně 

600 žen). Navíc, cca 84 % plodů (504 plody ročně) nemá přítomen komplementární antigen, a tudíž nejsou 

ohroženy rozvojem HDFN. Přítomnost komplementárního antigenu lze vyšetřit neinvazívně stanovením RHCE 

genotypu plodu z volné fetální DNA cirkulující v periferní krvi těhotné ženy. Naproti tomu klinicky významná 

aloprotilátka anti-e je diagnostikována jen u cca 0,02 % žen (v ČR ročně 20 žen) a komplementární antigen je 

přítomen u většiny plodů, u cca 84 % plodů (17 plodů ročně). Vyšetření přítomnosti komplementárního antigenu 

neinvazívně stanovením RHCE genotypu plodu tudíž nemá klinický význam v managementu těhotenství 

s rizikem rozvoje HDFN. 

 
HDFN (Hemolytic disease of the fetus and newborn) - hemolytická nemoc plodu a novorozence). 

 
Upraveno dle Holusková I. [37], Kratochvílová T. [43] a Reid M. [64].  
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Obrázek č. 13 

Klinický význam stanovení varianty genu RHCE, která odpovídá přítomnosti  erytrocytárního 

antigenu “C“  

 
V České republice je u všech těhotných žen v I. trimestru prováděn screening nepravidelných antierytrocytárních 

protilátek. Klinicky významná aloprotilátka anti-C je diagnostikována u cca 0,1 % žen (v ČR ročně 100 žen), cca 

56 % plodů (56 plodů ročně) však nemá přítomen komplementární antigen, a tudíž není ohroženo rozvojem 

HDFN.  

 

HDFN (Hemolytic disease of the fetus and newborn) - hemolytická nemoc plodu a novorozence). 

 
Upraveno dle Holusková I. et al. [37], Kratochvílová et al. [43] 
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Obrázek č. 14 

Klinický význam stanovení varianty genu RHCE, která odpovídá přítomnosti  erytrocytárního 

antigenu “c“  

 
V České republice je u všech těhotných žen v I. trimestru prováděn screening nepravidelných antierytrocytárních 

protilátek. Klinicky významná aloprotilátka anti-c je diagnostikována u cca 0,1 % žen (v ČR ročně 100 žen) 

u cca 44 % plodů (44 plodů ročně) není přítomen komplementární antigen, a tudíž není ohroženo rozvojem 

HDFN 

 

HDFN (Hemolytic disease of the fetus and newborn) - hemolytická nemoc plodu a novorozence). 

 
Upraveno dle Holusková I. et al.[37], Kratochvílová T. et al. [43]
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Obrázek č. 15 

Klinický význam stanovení varianty genu RHCE, která odpovídá přítomnosti  erytrocytárního 

antigenu “E“  

 
V České republice je u všech těhotných žen v I. trimestru prováděn screening nepravidelných antierytrocytárních 

protilátek. Klinicky významná aloprotilátka anti-E je diagnostikována nejčastěji, u cca 0,6 % žen (v ČR ročně 

600 žen). Navíc, cca 84 % plodů (504 plodů ročně) nemá přítomen komplementární antigen, a tudíž nejsou 

ohroženy rozvojem HDFN. Přítomnost komplementárního antigenu lze vyšetřit neinvazívně stanovením RHCE 

genotypu plodu z volné fetální DNA cirkulující v periferní krvi těhotné ženy.  

 
HDFN (Hemolytic disease of the fetus and newborn) - hemolytická nemoc plodu a novorozence). 

 
Upraveno dle Holusková I. et al. [37], Kratochvílová T. et al. [43] 
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Obrázek č. 16 

Klinický význam stanovení varianty genu RHCE, která odpovídá přítomnosti  erytrocytárního 

antigenu “e“ u plodu  

 
V České republice je u všech těhotných žen v I. trimestru prováděn screening nepravidelných antierytrocytárních 

protilátek. Klinicky významná aloprotilátka anti-e je diagnostikována jen u cca 0,02 % žen (v ČR ročně 20 žen) 

a komplementární antigen je přítomen u většiny plodů, u cca 84 % plodů (17 plodů ročně). Vyšetření přítomnosti 

komplementárního antigenu neinvazívně stanovením RHCE genotypu plodu tudíž nemá klinický význam 

v managementu těhotenství s rizikem rozvoje HDFN. 

 

HDFN (Hemolytic disease of the fetus and newborn) - hemolytická nemoc plodu a novorozence). 

 

Upraveno dle Holusková I. et al. [37] Kratochvílová T. et al. [43] 
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4.4.2 Kell systém (ISBT 006) 

Systém Kell je tvořen 27 antigeny a každý z nich je označen jménem, zkratkou a číslem, 

(např. Kell, K, KEL1). Tento antigenní systém byl objeven v roce 1946 hned po objevení 

antiglobulinového testu. Nejběžnější antigeny spojené s HDFN jsou alelické antigeny Kell (K, 

KEL1) a Cellano (k, KEL2) [22, 36]. 

KEL gen je lokalizován na 7. chromozomu, je organizován 19 exony v kódující sekvenci a je 

vysoce polymorfní. KEL gen má 2 hlavní kodominantní alely K a k, které jsou výsledkem 

jednonukleotidového polymorfismu (698T→C) a korespondující antigeny “K“ a “k“ se liší 

jednou aminokyselinou (M193T) [22]. KEL gen kóduje Kell glykoprotein, který prostupuje 

erytrocytární membránou pouze jednou a extramembranózně má velkou doménu, na které se 

exprimují všechny antigeny systému Kell. Kell glykoprotein je strukturální a sekvenční 

homolog s rodinou na zinku závislých neutrálních endopeptidáz, což naznačuje, že zřejmě 

hraje významnou roli v růstu a diferenciaci erytrocytů [36, 67]. 

Kell glykoprotein je asociován s XK proteinem, který 10krát prochází erytrocytární 

membránou a jsou na něm lokalizovány antigeny “Kx“ a “Km“. Velmi vzácné chybění XK 

proteinu výhradně u chlapců je zodpovědno za tvz. McLeodův fenotyp, kdy chybí antigeny 

“Kx“ a “Km“ a ostatní Kell antigeny jsou exprimovány velmi slabě. Přítomnost XK proteinu 

v membráně erytrocytů při současném chybění celého Kell glykoproteinu se označuje jako 

vzácný Ko fenotyp. Jedinci s Ko fenotypem mohou produkovat protilátky anti-Ku, která může 

způsobit hemolýzu všech erytrytrocytů v jejichž membráně se Kell glykoprotein nachází [19, 

22, 36].  

  

Antigen “K“ / protilátka anti-K  

Nejvíce imunogenním antigenem Kell systému je antigen “K“, který je po “D“ antigenu 

druhým nejvíce imunogenním antigenem [2, 18, 22, 103]. Protilátky anti-K mohou 

způsobovat závažnou formu HDFN. Nejčastější příčinou aloimunizace v Kell systému je 

inkomatibilní krevní transfuze. Závažnost HDFN lze jen obtížně předpovědět, protože 

korelace mezi titrem aloprotilátky anti-K a stupněm fetální anémie je jen velmi malá [1, 36]. 

Za signifikantně významný považuje Slotweg a kolektiv již titr ≥4 [85]. Byl popsán i případ 

těhotenství s hydropsem plodu v 17. týdnu těhotenství, kdy titr anti-K byl v 16. týdnu pouze 

1:2 [99]. 

HDFN způsobená mateřskou aloprotilátkou anti-K se liší od HDFN způsobené aloprotilátkou 

anti-D, protože kromě hemolýzy inkompatibilních erytrocytů může aloprotilátka anti-K 
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způsobovat útlum krvetvorby jejich prekurzorů v kostní dřeni. “K“ antigen je exprimován na 

erytroidních prekurzorech v porovnání s antigenem “D“, který je exprimován na povrchu již 

zralých erytrocytů [19, 20, 36, 89].  

HDFN způsobena aloprotilátkou anti-K je spojena s nižší hladinou bilirubinu v plodové vodě 

než HDFN způsobena aloprotilátkou anti-D a ani postnatálně nebývá přítomna významná 

hyperbilirubinémie. Nižší je i hladina retikulocytů a erytroblastů. Tyto údaje nasvědčují tomu, 

že u stejně závažné HDFN zpusobené anti-K ve srovnání s HDFN způsobení anti-D je menší 

podíl hemolýzy [20, 36]. 

 

Incidence antigenu “K“ v populaci 

Antigen “K“ se vyskytuje u 10 % bělošské populace a u 2 % černošské populace. V Arábii a 

na Sinajském poloostrově je incidence “K“ antigenu až 25 %. K pozitivní jedinci se dělí na 

heterozygoty pro alelu K (K/k) – 98 % bělochů a téměř 100 % černošské populace a 

homozygoty pro alelu K (K/K) [36, 60]. 

 

Incidence protilátky anti-K u těhotných žen 

Holusková a kolektiv uvádí incidenci aloprotilátky anti-K (1,2 ‰) [37]. Geifman-Holtzman a 

kolektiv uvádí incidenci aloprotilátky anti-K (3,0 ‰) [33]. Výskyt anti-K protilátky se 

v posledních letech zvýšil z 1,6/1000 v polovině 60. let 20. století na 3,2/1000 do roku 1995 

[33, 67, 78].  

 

Incidence “K“ inkompatibilních těhotenství  

U bělošské populace má K negativní žena (90 %), pravděpodobnost 10 %, že její partner bude 

K pozitivní (většinou heterozygot pro alelu K), a tudíž 5 % pravděpodobnost, že bude mít 

K pozitivní plod [22, 36, 67]. 

 

Antigen “k“ / protilátka anti-k 

Jde o vysokofrekventní antigen, naopak incidence aloprotilátky anti-k u těhotných žen je 

velmi nízká. Z hlediska rizika rozvoje HDFN je aloprotilátka anti-k řazena mezi významné 

aloprotilátky, avšak vzhledem k velmi nízkému výskytu u těhotných žen lze klinický význam 

pro riziko rozvoje HDFN jen velmi obtížně posoudit [9, 27, 36, 44, 45]. 
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Obrázek č. 17 

Klinický význam stanovení KEL genotypu plodu u aloimunizovaných žen  

 
V České republice je u všech těhotných žen prováděn screening nepravidelných antierytrocytárních aloprotilátek. 

Klinicky významná aloprotilátka anti-K je diagnostikována u cca 0,1 % žen (v ČR ročně cca 100 žen) Plod je 

však ohrožen rozvojem HDFN pouze v případě, že má na povrchu erytrocytů přítomen komplementární antigen, 

jedná se o cca 5 % plodů (5 plodů ročně), naopak 95 % plodů (95 plodů ročně) komplementární antigen 

přítomen nemá, a tudíž nejsou ohroženy rozvojem HDFN. Přítomnost komplementárního antigenu lze vyšetřit 

neinvazivně stanovením KEL genotypu plodu pomocí minisekvanace.  

 

Naproti tomu klinicky významná aloprotilátka anti-k je diagnostikována jen u cca 0,01 % žen (v ČR ročně 10 

žen) a komplementární antigen je přítomen u většiny plodů, u cca 95 % plodů (9 plodů ročně). Vyšetření 

přítomnosti komplementárního antigenu neinvazivně stanovením KEL genotypu plodu tudíž nemá klinický 

význam v managementu těhotenství s rizikem rozvoje HDFN.  

 

HDFN (Hemolytic disease of the fetus and newborn) - hemolytická nemoc plodu a novorozence). 

 
Upraveno dle Holusková I. et al. [37], Durdová V. et al. [29] a McKenna D. S. et al. [64]   



42 

 

 

 

 

Obrázek č. 18 

Klinický význam stanovení alely KEL1, která odpovídá přítomnosti erytrocytárního antigenu 

“K“  

 
V České republice je u všech těhotných žen prováděn screening nepravidelných antierytrocytárních aloprotilátek. 

Klinicky významná aloprotilátka anti-K je diagnostikována u cca 0,1 % žen (v ČR ročně cca 100 žen) Plod je 

však ohrožen rozvojem HDFN pouze v případě, že má na povrchu erytrocytů přítomen komplementární antigen, 

jedná se o cca 5 % plodů (5 plodů ročně), naopak 95 % plodů (95 plodů ročně) komplementární antigen 

přítomen nemá, a tudíž nejsou ohroženy rozvojem HDFN. Přítomnost komplementárního antigenu lze vyšetřit 

neinvazivně stanovením KEL genotypu plodu pomocí minisekvanace.  

 

HDFN (Hemolytic disease of the fetus and newborn) - hemolytická nemoc plodu a novorozence). 

 
Upraveno dle Holusková I. et al. [37], Durdová V. et al. [29]
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Obrázek č. 19 

Klinický význam stanovení alely KEL2, která odpovídá přítomnosti erytrocytárního antigenu “k“  

 
V České republice je u všech těhotných žen prováděn screening nepravidelných antierytrocytárních aloprotilátek, 

klinicky významná aloprotilátka anti-k je diagnostikována jen u cca 0,01 % žen (v ČR ročně 10 žen) a 

komplementární antigen je přítomen u většiny plodů, u cca 95 % plodů (9 plodů ročně). Vyšetření přítomnosti 

komplementárního antigenu neinvazivně stanovením KEL genotypu plodu tudíž nemá klinický význam 

v managementu těhotenství s rizikem rozvoje HDFN. 

 
HDFN (Hemolytic disease of the fetus and newborn) - hemolytická nemoc plodu a novorozence). 

 
Upraveno dle Holusková I. et al. [37], Durdová V. et al. [29] 

  



44 

 

5 CÍLE PRÁCE 

 

Zjistit efektivitu stanovení KEL genotypu plodu u aloimunizovaných žen minisekvenací. 

 

Zjistit efektivitu stanovení RHCE genotypu plodu u aloimunizovaných žen 

minisekvenací.   
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6 SOUBOR A METODIKA 

V letech 2001-2019 ve spolupráci Porodnicko gynekologické kliniky, Ústavu lékařské 

genetiky a Transfuzního oddělení FNOL byl stanoven KEL genotyp plodu z volné fetální 

DNA cirkulující v periferní krvi u 327 těhotných žen (stanovení přítomnosti alely KEL1, která 

odpovídá přítomnosti erytrocytárního antigenu “K“) nebo RHCE genotyp plodu u 39 žen 

(stanovení přítomnost varianty genu RHCE, která odpovídá přítomnosti erytrocytárního 

antigenu “C“, “c“, “E“, “e“). 

 

Stanovení genotypu plodu bylo provedeno v 7. – 30. týdnu těhotenství (průměr 12,5; medián 

12), věk těhotných žen byl 18-43 let (průměr 30,0, medián 30), BMI byl 17-36 (průměr: 24,3, 

medián: 23). Genotyp plodu byl ověřen bukálním stěrem u novorozence (tabulka č. 1). 
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Tabulka č. 1 

Charakteristika sledovaného souboru těhotných žen 

 

Celkem bylo vyšetřeno 366 těhotných žen, u 327 byl stanoven KEL genotyp plodu a u 39 RHCE genotyp plodu. 

  

Těhotné ženy (n)

KEL RHCE

327 39

Gestační stáří (týden)

průměr

medián

věk (rok)

průměr

medián

BMI (kg/m²)

průměr

medián

Rasa 

366

kavkazská

12,5

24,3

23

12

30,0

30

7-30

18-43

17-36
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Stanovení KEL a RHCE genotypu bylo prováděno na Ústavu lékařské genetiky Fakultní 

nemocnice Olomouc (Mgr. Böhmová J., doc. Vodička R.). Metodika pomocí minisekvenace 

byla vyvinuta, validována a detailně popsána [6]. Pro stanovení RHCE genotypu byla 

adaptována výše uvedená metodika.  

 

6.1 Odběr vzorku a laboratorní zpracování 

Od každé těhotné ženy byla odebrána krev do dvou 9 ml zkumavek s EDTA (kyselina 

etylendiamintetraoctová). Nesrážlivá krev je ihned po odběru umístěna na led a max. do 4 

hodin po odběru zpracována. Plazma je oddělena od buněčné frakce krve dvojí centrifugací. 

První centrifugace je provedena při 2700 g 10 min, poté je provedena separace plazmy a 

následná recentrifugace 20 min při 3500 g v centrifuze IEC Multi RF, Thermo IEC. Vzorky 

jsou do dalšího zpracování zamraženy na -28 °C. Plazmatická DNA je izolována vždy ve 

dvou paralelních zkumavkách („A“ a „B“). Izolace DNA z 1 ml plazmy se provádí kitem 

QiaAmp DNA Mini Kit (Qiagen). Inkubační krok izolace je prováděn při 56 °C, eluční objem 

je 65 µl. Izolace maternální DNA z leukocytů periferní krve je prováděna automatickým 

izolátorem Qiacube (Qiagene) s využitím kitu QiaAmp DNA mini kit (Qiagene) podle 

instrukcí v manuálu. Kontrolní DNA z bukálního stěru novorozenců je extrahována pomocí 

QiaAmp DNA Mini Kit (Qiagen) podle instrukcí v manuálu. 

 

6.2 Statistické zpracování 

K statistickému zpracování byl použit MedCalc Version 19.1.7 statistical package for 

biomedical research. 
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6.3 Stanovení KEL genotypu plodu 

6.3.1 Minisekvenace s využitím kapilární elektroforézy  

Plazmatická DNA („A“ i „B“) je analyzována ve dvou paralelních reakcích. Pro KEL1/KEL2 

detekci a kvantifikaci je využíván SNaPshot systém (Applied Biosystems). První PCR 

amplifikace je provedena s využitím primerů převzatých od Poole a kol. [77], původně 

navržených pro Real Time PCR. Sekvence PCR primerů jsou forward 

GGAGGCTGGCGCATCTC a reverse GCAGGATGAGGTCCTA. PCR směs pro DNA 

izolovanou z plazmy RHD těhotných žen o objemu 25µl obsahuje 12,5 µl Combi PPP Master 

Mix (Top-Bio), 0,5 µl forward primeru (10pmol) - Sigma-Aldrich, 0,5 µl reverse primeru 

(10pmol) - Sigma-Aldrich a 11,5 µl DNA. PCR směs pro DNA izolovanou z leukocytů 

periferní krve těhotných žen a pro kontrolní DNA z bukálního stěru novorozenců o objemu 

12,5 µl obsahuje 6,25 µl Combi PPP Master Mix (Top-Bio), 5,25 µl of PCR vody (Top-Bio), 

0,25 µl forward primeru (10pmol) - Sigma-Aldrich, 0,25 µl reverse primeru (10pmol) - 

Sigma-Aldrich a 1 µl DNA [6].  

Jako kontroly amplifikace a kontaminace jsou použity vzorky DNA izolované z RHD 

pozitivní krve, RHD pozitivní fetální DNA izolované z plazmy a PCR voda pro kontrolu 

kontaminace PCR reakčních mixů. PCR podmínky jsou 95 °C 10 min (95 °C 30 s, 59,5 °C 1 

min, 72 °C 1 min) 35x, 72 °C 10 min. PCR amplifikace byla provedena pro všechny vzorky v 

termocykleru C 1000 (BIO-RAD). Enzymatické přečištění PCR produktů je prováděno 

pomocí exonukleázy I (Exonuclease - Thermo Scientific, Fermentas) a alkalické fosfatázy 

(Termo Scientific FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase - Thermo Scientific, 

Fermentas) podle manuálu. Minisekvenační rekce je prováděna s využitím SBE (single base 

extension) primeru: 24T-TGGTAAATGGACTTCCTTAAACTTTAACCGAA12. 

Amplifikace byla provedena s využitím ABI PRISM SNaPshot Multiplex Kit (Applied 

Biosystems). Amplifikační směs pro DNA izolovanou z plazmy těhotných žen o objemu 8 µl 

obsahuje 4 µl SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mixu, 1 µl SBE primeru (10pmol) - 

Sigma-Aldrich, a 3,5 µl přečištěného PCR produktu. SNaPshot směs pro DNA izolovanou z 

leukocytů periferní krve RHD negativních těhotných žen a pro kontrolní DNA z bukálního 

stěru novorozenců o objemu 8 µl obsahuje 4 µl SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mixu, 

0,5 µl SBE primeru (10pmol) - Sigma-Aldrich, 1,5 µl PCR vody (Top-Bio) a 2 µl 

přečištěného PCR produktu. Přečištění sekvenačních PCR produktů bylo provedeno 

enzymaticky alkalickou fosfatázou Thermo Scientific FastAP Thermosensitive Alkaline 
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Phosphatase (Termo Scientific, Fermentas) podle protokolu ABI PRISM SNaPshot Multiplex 

Kit (Applied Biosystems). Intenzita fluorescence a délka PCR produktů je určována pomocí 

kapilární elektroforézy na genetickém analyzátoru ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems) s 

využitím polymeru NanoPOP-7 (MC LAB - Applied Biosystems. Separace probíhala ve 36 

cm dlouhé kapiláře o průměru 50 μm. Jeden µl PCR produktu je smíchán s 8,5 µl Hi-Di 

formamidu (Applied Biosystems) a velikostním standardem 0.5 µl GeneScan-120 LIZ Size 

Standard (Applied Biosystems). Každý vzorek plazmatické DNA je hodnocen při dvou 

podmínkách kapilární elektroforézy. První jsou nasátí vzorku při 1,2 kV po dobu 5 s, vlastní 

elektroforéza probíhá při 60 °C při napětí 15 kV a po dobu 20 min. Druhé jsou nasátí vzorku 

při 1,2 kV po dobu 16 s, vlastní elektroforéza probíhá při 60 °C při napětí 15 kV a po dobu 20 

min. Podmínky kapilární elektroforézy pro DNA izolovanou z leukocytů periferní krve RHD 

negativních těhotných žen a pro kontrolní DNA z bukálního stěru novorozenců jsou nasátí 

vzorku při 1,2 kV po dobu 5 s, vlastní elektroforéza probíhá při 60 °C při napětí 15 kV a po 

dobu 20 min.  

Ke snímání a digitalizaci hrubých dat fluorescence je používán software ABI PRISM 310 

Data Collection. K vlastní analýze snímaných dat je využíván software GeneMapper v 4.1. 

(Applied Biosystems). Ke kvantitativním analýzám je použit parametr RFU (relativní 

fluorescenční jednotka) vyjádřený výškou píku pro KEL1 a poměr RFU píků pro KEL1 a 

KEL2 [6]. 
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6.4 Stanovení RHCE genotypu plodu 

6.4.1 Minisekvenace s využitím kapilární elektroforézy  

Pro stanovení genotypu RHCE byla adaptována výše uvedená metodika. Konkrétně byly 

použité primery pro RHC/c (rs676785, G>A): forward CCAGCCACCATCCCAATACC; 

reverse TGTGCAGTGGGCAATCCTG; SBE 16T-GATGACCACCTTCCCAG, a pro RHE/e 

(rs609320, G>C): forward TGGCATTCTTCCTTTGGATTGG; reverse 

CTCAGACCTTTGGAGCAGGAGT; SBE 24T-GGACTTCTCAGCAGAG. 
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7 VÝSLEDKY 

 

KEL genotyp plodu byl stanoven u 327 žen, bylo vyloučeno 16 heterozygotních žen 

(KEL1/KEL2). Bylo vyšetřeno 311 homozygotních žen (KEL2/KEL2), ve 2 případech selhala 

analýza volné fetální DNA z důvodu nízké fetální frakce. U 309 homozygotních žen 

(KEL2/KEL2) byl stanoven genotyp plodu minisekvenací a následně ověřen stanovením 

genotypu u novorozence. U 95,8 % plodů (296/309) a u 95,5 % novorozenců (295/309) byl 

stanoven genotyp KEL2/KEL2 a u 4,2 % plodů (13/309) a u 4,5 % novorozenců (14/309) 

genotyp KEL1/KEL2. Senzitivita byla 92,9 % a specificita 100 % (Schéma č. 1). 

 

RHCE genotyp plodu byl stanoven u 39 žen.  

U 22 žen bylo provedeno stanovení přítomnosti varianty genu RHCE, která odpovídá 

přítomnosti erytrocytárního antigenu “C“/“c“. Bylo vyloučeno 5 heterozygotních žen (C/c). 

U 11 homozygotních žen (C/C) byla stanovena přítomnost varianty genu RHCE plodu, která 

odpovídá přítomnosti erytrocytárního antigenu “c“ minisekvenací a následně ověřena 

stanovením genotypu u novorozence. U 64 % (7/11) plodů i novorozenců byl stanoven 

genotyp C/c, u 36 % (4/11) genotyp C/C. U 6 homozygotních žen (c/c) byla stanovena 

přítomnost varianty genu RHCE plodu, která odpovídá přítomnosti erytrocytárního antigenu 

“C“ minisekvenací a následně ověřena stanovením genotypu u novorozence. U 67 % (4/6) 

plodů i novorozenců byl stanoven genotyp C/c, u 33 % (2/6) genotyp c/c. Senzitivita i 

specificita byla 100 % (Schéma č. 2 a 3). 

 

U 17 žen bylo provedeno stanovení přítomnosti varianty genu RHCE, která odpovídá 

přítomnosti erytrocytárního antigenu “E“/“e“.  Byla vyloučena 1 heterozygotní žena (E/e). U 

16 homozygotních žen (e/e) byla stanovena přítomnost varianty genu RHCE plodu, která 

odpovídá přítomnosti erytrocytárního antigenu “E“/“e“ minisekvenací a následně ověřena 

stanovením genotypu u novorozence. U 75 % (12/16) plodů i novorozenců byl stanoven 

genotyp e/e, u 25 % (4/16) genotyp E/e. Senzitivita i specificita byla 100 % (Schéma č. 4). 
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Schéma č. 1 

Stanovení přítomnosti alely KEL1 plodu u KEL1 negativních žen – výsledky a parametry 

screeningového testu 

 

Stanovení přítomnosti alely KEL1 plodu má klinický význam u aloimunizovaných žen s přítomnou 

aloprotilátkou anti-K. Aloprotilátku anti-K si může vytvořit pouze KEL1 negativní žena (genotyp k/k) po 

kontaktu s KEL1 pozitivními erytrocyty (krevní transfúze, fetomaternální hemoragie). Plod je však ohrožen 

rozvojem hemolytické nemoci pouze v případě, že má na povrchu svých erytrocytů přítomen komplementární 

antigen “K“ (genotyp K/k). Celkem bylo vyšetřeno 327 těhotných žen, KEL genotyp těhotné ženy byl stanoven 

z leukocytů v periferní žilní krvi a KEL genotyp plodu z volné fetální DNA v plazmě. KEL genotyp plodu byl 

následně ověřen stanovením KEL genotypu novorozence z bukálního stěru. KEL genotyp 

ženy/plodu/novorozence byl stanoven minisekvenací. Celkem se podařilo získat 309 „tripletů“ (KEL genotyp 

ženy/plodu/novorozence). 

 

CI (confidence interval) – interval spolehlivosti 

  

stanoven KEL  genotyp u těhotných žen (n) 327

vyloučeny KEL1  pozitivní (K/k)  těhotné ženy (n) 16

vyloučeny KEL1  pozitivní (K/K ) těhotné ženy (n) 0

KEL1  negativní (k/k)  těhotné ženy (n) 311

selhala analýza volné fetální DNA (n) 2

stanovena přítomnost alely KEL1  u plodu (n) 309

K /k k/k celkem 

genotyp K /k 13 0 13

plod k/k 1 295 296

celkem 14 295 309

Senzitivita

Specificita

Falešná pozitivita

Falešná negativita

Prevalence onemocnění

Pozitivní prediktivní hodnota

Negativní prediktivní hodnota

Přesnost 99,68

%

66,13 - 99,82

98,76 - 100,00

1 - 47

2,5 - 7,49

97,81 - 99,95

98,21- 99,99

100,00

7,00

4,53

100,00

99,66

nelze hodnotit nelze hodnotit

nelze hodnotit

Statistika 

novorozenec

95% CI (%)

92,86

genotyp 
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Schéma č. 2 

Stanovení přítomnosti varianty genu RHCE, která odpovídá přítomnosti erytrocytárního 

antigenu “c“ u plodu u c negativních žen – výsledky a parametry screeningového testu 

 

Stanovení přítomnosti varianty genu RHCE, která odpovídá přítomnosti erytrocytárního antigenu “c“ u plodu má 

klinický význam u aloimunizovaných žen s přítomnou aloprotilátkou anti-c. Aloprotilátku anti-c si může 

vytvořit pouze c negativní žena (genotyp C/C) po kontaktu s c pozitivními erytrocyty (krevní transfúze, 

fetomaternální hemoragie). Plod je však ohrožen rozvojem hemolytické nemoci pouze v případě, že má na 

povrchu svých erytrocytů přítomen komplementární antigen “c“ (genotyp C/c). Celkem bylo vyšetřeno 39 

těhotných žen, RHCE genotyp těhotné ženy byl stanoven z leukocytů v periferní žilní krvi a RHCE genotyp 

plodu z volné fetální DNA v plazmě. RHCE genotyp plodu byl následně ověřen stanovením RHCE genotypu 

novorozence z bukálního stěru. RHCE genotyp ženy/plodu/novorozence byl stanoven minisekvenací. Celkem se 

podařilo získat 33 „tripletů“ (RHCE genotyp ženy/plodu/novorozence). 

 

CI (confidence interval) – interval spolehlivosti 

  

stanoven RHCE  genotyp u těhotných žen (n) 39

varianta genu RHCE  odpovídající antigenu "C"/"c" (n) 22

vyloučeny c  pozitivní (C/c ) těhotné ženy (n) 5

vyloučeny c  pozitivní (c/c ) těhotné ženy (n) 6

c  negativní (C/C)  těhotné ženy (n) 11

selhala analýza volné fetální DNA (n) 0

stanovena varianta genu RHCE  odpovídající antigenu "c" (n) 11

C/ c C/C celkem 

genotyp C/ c 7 0 7

plod C/C 0 4 4

celkem 7 4 11

Senzitivita

Specificita

Falešná pozitivita

Falešná negativita

Prevalence onemocnění

Pozitivní prediktivní hodnota

Negativní prediktivní hodnota

Přesnost 

100,00 59,04 - 100,00

genotyp 

novorozenec

Statistika % 95% CI (%)

100,00 39,76 - 100,00

nelze hodnotit nelze hodnotit

0,00 nelze hodnotit

100,00 71,51- 100,00

63,64 30,79 - 89,07

100,00 nelze hodnotit

100,00 nelze hodnotit



54 

 

 

 

 

Schéma č. 3 

Stanovení přítomnosti varianty genu RHCE, která odpovídá přítomnosti erytrocytárního 

antigenu “C“ u plodu u C negativních žen – výsledky a parametry screeningového testu 

 

Stanovení přítomnosti varianty genu RHCE, která odpovídá přítomnosti erytrocytárního antigenu “C“ u plodu 

má klinický význam u aloimunizovaných žen s přítomnou aloprotilátkou anti-C. Aloprotilátku anti-C si může 

vytvořit pouze C negativní žena (genotyp c/c) po kontaktu s C pozitivními erytrocyty (krevní transfúze, 

fetomaternální hemoragie). Plod je však ohrožen rozvojem hemolytické nemoci pouze v případě, že má na 

povrchu svých erytrocytů přítomen komplementární antigen “C“ (genotyp C/c). Celkem bylo vyšetřeno 39 

těhotných žen, RHCE genotyp těhotné ženy byl stanoven z leukocytů v periferní žilní krvi a RHCE genotyp 

plodu z volné fetální DNA v plazmě. RHCE genotyp plodu byl následně ověřen stanovením RHCE genotypu 

novorozence z bukálního stěru. RHCE genotyp ženy/plodu/novorozence byl stanoven minisekvenací. Celkem se 

podařilo získat 33 „tripletů“ (RHCE genotyp ženy/plodu/novorozence). 

 

CI (confidence interval) – interval spolehlivosti 

  

stanoven RHCE  genotyp u těhotných žen (n) 39

varianta genu RHCE  odpovídající antigenu "C"/"c" (n) 22

vyloučeny C  pozitivní (C/c) těhotné ženy (n) 5

vyloučeny C  pozitivní (C/C ) těhotné ženy (n) 11

C  negativní (c/c)  těhotné ženy (n) 6

selhala analýza volné fetální DNA (n) 0

stanovena varianta genu RHCE  odpovídající antigenu "C" (n) 6

C /c c/c celkem 

genotyp C /c 4 0 4

plod c/c 0 2 2

celkem 4 2 6

Senzitivita

Specificita

Falešná pozitivita

Falešná negativita

Prevalence onemocnění

Pozitivní prediktivní hodnota

Negativní prediktivní hodnota

Přesnost 

100,00 39,76 - 100,00

genotyp 

novorozenec

Statistika % 95% CI (%)

100,00 15,81 - 100,00

nelze hodnotit nelze hodnotit

0,00 nelze hodnotit

100,00 54,07- 100,00

66,67 22,58 - 95,67

100,00 nelze hodnotit

100,00 nelze hodnotit
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Schéma č. 4 

Stanovení přítomnosti varianty genu RHCE, která odpovídá přítomnosti erytrocytárního 

antigenu “E“ u plodu u E negativních žen – výsledky a parametry screeningového testu 

 

Stanovení přítomnosti varianty genu RHCE, která odpovídá přítomnosti erytrocytárního antigenu “E“ u plodu 

má klinický význam u aloimunizovaných žen s přítomnou aloprotilátkou anti-E. Aloprotilátku anti-E si může 

vytvořit pouze E negativní žena (genotyp e/e) po kontaktu s E pozitivními erytrocyty (krevní transfúze, 

fetomaternální hemoragie). Plod je však ohrožen rozvojem hemolytické nemoci pouze v případě, že má na 

povrchu svých erytrocytů přítomen komplementární antigen “E“ (genotyp E/e). Celkem bylo vyšetřeno 39 

těhotných žen, RHCE genotyp těhotné ženy byl stanoven z leukocytů v periferní žilní krvi a RHCE genotyp 

plodu z volné fetální DNA v plazmě. RHCE genotyp plodu byl následně ověřen stanovením RHCE genotypu 

novorozence z bukálního stěru. RHCE genotyp ženy/plodu/novorozence byl stanoven minisekvenací. Celkem se 

podařilo získat 33 „tripletů“ (RHCE genotyp ženy/plodu/novorozence). 

 

CI (confidence interval) – interval spolehlivosti  

stanoven RHCE  genotyp u těhotných žen (n) 39

stanovena varianta genu RHCE  odpovídající antigenu "E" 17

vyloučeny E pozitivní (E/e) těhotné ženy (n) 1

E  negativní (e/e)  těhotné ženy (n) 16

selhala analýza volné fetální DNA (n) 0

stanovena varianta genu RHCE  odpovídající antigenu "E" 16

E/e e/e celkem 

genotyp E /e 4 0 4

plod e/e 0 12 12

celkem 4 12 16

Senzitivita

Specificita

Falešná pozitivita

Falešná negativita

Prevalence onemocnění

Pozitivní prediktivní hodnota

Negativní prediktivní hodnota

Přesnost 

100,00 76,00 - 100,00

genotyp 

novorozenec

Statistika % 95% CI (%)

100,00 54,00 - 100,00

nelze hodnotit nelze hodnotit

0,00 nelze hodnotit

100,00 41,00 - 100,00

25,00 27,00 - 52,38

100,00 nelze hodnotit

100,00 nelze hodnotit
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8 DISKUSE 

 

Je-li u těhotné ženy zjištěna klinicky významné antierytrocytární aloprotilátka, je plod a 

novorozenec ohrožen rozvojem HDFN pouze v případě, že má na svých erytrocytech 

přítomen komplementární antigen [11]. Přítomnost komplementárního erytrocytárního 

antigenu lze zjistit neinvazivně z volné fetální DNA cirkulující v periferní krvi těhotné ženy. 

Výhodou je možnost vyloučit plody, které na svých erytrocytech přítomen antigen nemají. 

Naopak plody, které antigen přítomen mají (cca 500 ročně) lze sledovat neinvazivně pomocí 

ultrazvukové dopplerometrie, stanovením MCA-PSV. Kordocentéza by měla být provedena 

pouze v indikovaných případech [52].  

 

Mezi klinicky nejvýznamnější aloprotilátky patří i anti-E, anti-K, anti-C, anti-c, anti-e a anti-

k. Seřazeno dle incidence [37]. V České republice je u aloimunizovaných žen dostupné 

stanovení RHD a RHCE genotypu plodu pomocí Real time PCR [38-40]. Našim cílem bylo 

zhodnotit efektivitu stanovení KEL a RHCE genotypu plodu u žen minisekvenací.  

 

Aloprotilátku anti-E si může vytvořit pouze “E“ negativní žena (genotyp e/e) po kontaktu s 

“E“ pozitivními erytrocyty (krevní transfúze, fetomaternální hemoragie). Může však vznikat 

i přirozeně bez erytrocytárního antigenního podnětu, takto vzniklá protilátka není 

aloprotilátkou a je otázkou, zda vůbec může způsobit rozvoj HDFN [43]. Incidence 

aloprotilátky anti-E u těhotných žen je 5,7 ‰ [37]. V ČR se jedná ročně o cca 600 žen. Jedná 

se o nejčastěji diagnostikovanou aloprotilátku [66, 73, 87]. Incidence antigenu “E“ je u 

bělošské populace cca 30 % [20, 60]. “E“ negativní žena (genotyp e/e – 70 %) má proto 30% 

pravděpodobnost, že její partner bude “E“ pozitivní (genotyp E/e – 28 %, E/E – 2 %) a tudíž 

má 16% pravděpodobnost, že bude mít “E“ pozitivní plod (genotyp E/e). Můžeme tedy 

předpokládat asi 96 ohrožených plodů ročně. Stanovením RHCE genotypu plodu, dokážeme 

vyloučit až 84 % plodů (504 plodů ročně), u kterých není přítomna varianta genu RHCE, která 

odpovídá přítomnosti antigenu “E“ [43] (Obrázek č. 12). V našem souboru bylo 25 % (4/16) 

“E“ pozitivních plodů (genotyp E/e) a 75 % (12/16) “E“ negativních (genotyp e/e).  Výsledky 

korespondují s publikovanými daty, jsou však ovlivněny malým počtem vzorků.  

 

Aloprotilátku anti-K si může vytvořit pouze “K“ negativní žena (genotyp k/k) po kontaktu s 

“K“ pozitivními erytrocyty (krevní transfúze, fetomaternální hemoragie) [8].  Aloprotilátka 
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anti-K může způsobovat závažnou formu HDFN [64]. Závažnost HDFN lze jen obtížně 

předpovědět, protože korelace mezí hladinou aloprotilátky a stupněm fetální anémie je jen 

velmi malá [99]. Kromě hemolýzy inkompatibilních erytrocytů může způsobovat i útlum 

krvetvorby jejich prekurzorů v kostní dřeni [20]. Incidence aloprotilátky anti-K u těhotných 

žen je cca 1,2 ‰ [37]. V ČR se jedná ročně o cca 100 žen. Incidence antigenu “K“ je u 

bělošské populace cca 10 % [60]. “K“ negativní žena (genotyp KEL2/KEL2 – 90 %), má proto 

10% pravděpodobnost, že její partner bude “K“ pozitivní (většinou heterozygot na lokusu K, 

genotyp KEL1/KEL2), a tudíž má 5% pravděpodobnost, že bude mít “K“ pozitivní plod 

(genotyp KEL1/KEL2). Můžeme tedy předpokládat asi 5 ohrožených plodů ročně. 

Stanovením KEL genotypu plodu, dokážeme vyloučit až 95 % plodů (95 plodů ročně), u 

kterých není přítomna alela KEL1 odpovídající přítomnosti erytrocytárního antigenu “K“ [29] 

(Obrázek č. 17). V našem souboru bylo 95,5 % (295/309) “K“ negativních plodů (genotyp 

KEL2/KEL2) a 4,5 % (14/309) “K“ pozitivních (genotyp KEL1/KEL2). Výsledky 

korespondují s publikovanými daty.  

 

Aloprotilátku anti-C si může vytvořit pouze “C“ negativní žena (genotyp c/c) po kontaktu s 

“C“ pozitivními erytrocyty (krevní transfúze, fetomaternální hemoragie) [43]. Incidence 

aloprotilátky anti-C u těhotných žen je 1,2 ‰ [37, 80]. V ČR se jedná ročně o cca 100 žen. 

Incidence antigenu “C“ je u bělošské populace cca 68 % [62]. C“ negativní žena (genotyp c/c 

– 32 %) má proto 68% pravděpodobnost, že její partner bude “C“ pozitivní (genotyp C/c – 48 

%, C/C – 20 %) a tudíž má 44% pravděpodobnost, že bude mít “C“ pozitivní plod (genotyp 

C/c). Můžeme tedy předpokládat asi 44 ohrožených plodů ročně. Stanovením RHCE genotypu 

plodu, dokážeme vyloučit až 65 % plodů (56 plodů ročně), u kterých není přítomna varianta 

genu RHCE, která odpovídá přítomnosti antigenu “C“ [43] (Obrázek č. 11). 

V našem souboru bylo 66,7 % (4/6) “C“ pozitivních plodů (genotyp C/c) a 33,3 % (2/6) “C“ 

negativních (genotyp c/c). Výsledky nekorespondují s publikovanými daty, jsou však 

ovlivněny velmi malým počtem vzorků.  

 

Aloprotilátku anti-c si může vytvořit pouze “c“ negativní žena (genotyp C/C) po kontaktu s 

“c“ pozitivními erytrocyty (krevní transfúze, fetomaternální hemoragie) [43]. Jde o klinicky 

významnou aloprotilátku, která je schopna způsobit závažnou formu HDFN. Velmi často jde 

o opožděnou hemolýzu. Její hemolytický potenciál je velmi podobný aloprotilátce anti-D [34, 

105]. Incidence aloprotilátky anti-c u těhotných žen je 0,8 -1,0 ‰ [37, 80]. V ČR ročně se 

jedná o cca 100 žen. Incidence antigenu “c“ je u bělošské populace cca 80 % [62], “c“ 
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negativní žena (genotyp C/C – 20 %) má proto 80% pravděpodobnost, že její partner bude “c“ 

pozitivní (genotyp c/C – 48 %, c/c – 32 %) a tudíž má 56% pravděpodobnost, že bude mít “c“ 

pozitivní plod (genotyp c/C, c/c). Můžeme tedy předpokládat asi 56 ohrožených plodů ročně. 

Stanovením RHCE genotypu plodu, dokážeme vyloučit až 44 % plodů (44 plodů ročně), u 

kterých není přítomna varianta genu RHCE, která odpovídá přítomnosti antigenu “c“ [43] 

(Obrázek č. 11). V našem souboru bylo 63,6 % (7/11) “c“ pozitivních plodů (genotyp c/C) a 

36,3 % (4/11) “c“ negativních (genotyp C/C). Výsledky korespondují s publikovanými daty.  

 

Aloprotilátku anti-e si může vytvořit pouze “e“ negativní žena (genotyp E/E) po kontaktu s 

“e“ pozitivními erytrocyty (krevní transfúze, fetomaternální hemoragie [43]. Incidence 

aloprotilátky anti-e u těhotných žen je cca 0,2 ‰ [37, 80]. V ČR se jedná ročně o cca 20 žen. 

Komplementární antigen je přítomen u většiny plodů, u cca 84 % plodů (17 plodů ročně). 

Vyšetření přítomnosti komplementárního antigenu neinvazivním stanovením RHCE genotypu 

plodu tudíž nemá klinický význam v managementu těhotenství s rizikem rozvoje HDFN 

(Obrázek č. 12). 

 

Aloprotilátku anti-k si může vytvořit pouze “k“ negativní žena (genotyp K/K) po kontaktu s 

“k“ pozitivními erytrocyty (krevní transfúze, fetomaternální hemoragie). Incidence 

aloprotilátky anti-k (Celano, KEL2) u těhotných žen je cca 0,1 ‰ [37, 80].V ČR se jedná 

ročně o cca 10 žen. Komplementární antigen je přítomen u většiny plodů, u cca 95 % plodů (9 

plodů ročně). Vyšetření přítomnosti komplementárního antigenu neinvazivním stanovením 

KEL genotypu plodu tudíž nemá klinický význam v managementu těhotenství s rizikem 

rozvoje HDFN (Obrázek č. 17). 
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9 ZÁVĚR 

 

Minisekvenace s využitím kapilarni elektroforézy umožnila spolehlivou detekci KEL 

genotypu plodu z periferní krve těhotné ženy.  

 

Minisekvenace s využitím kapilarni elektroforézy umožnila spolehlivou detekci RHCE 

genotypu plodu z periferní krve těhotné ženy. Výsledky jsou však ovlivněny malým vzorkem 

pacientek. 

 

Klinický význam má stanovení genotypu plodu u aloimunizovaných žen s přítomnou 

antierytrocytární aloprotilátkou anti-E, anti-K, anti-C a anti-c. 
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12 SOUHRN 

 

CÍL STUDIE 

Zhodnotit efektivitu stanovení KEL a RHCE genotypu plodu u aloimunizovaných těhotných 

žen minisekvenací. 

 

TYP STUDIE 

Prospektivní kohortová studie 

 

NÁZEV A SÍDLO PRACOVIŠTĚ 

Porodnicko gynekologická klinika LF UP a FN Olomouc, Ústav lékařské genetiky LF UP a 

FN Olomouc, Transfuzní oddělení FN Olomouc, Ústav lékařské biofyziky LF UP 

 

MATERIÁL A METODIKA 

V letech 2001-2019 byl celkem u 366 těhotných žen v prvním a druhém trimestru stanoven 

KEL (n=327) nebo RHCE (n=39) genotyp plodu z volné fetální DNA cirkulující v periferní 

krvi pomocí minisekvenace. Genotyp plodu byl ověřen bukálním stěrem u novorozence. 

 

VÝSLEDKY 

U 327 žen byl stanoven KEL genotyp (stanovení přítomnosti alely KEL1, která odpovídá 

přítomnosti erytrocytárního antigenu “K“), ve 2 případech analýza selhala (2/327), dále bylo 

vyloučeno 16 heterozygotních žen (KEL1/KEL2) a u 309 homozygotních žen (KEL2/KEL2) 

byl stanoven KEL genotyp u plodu. U 95,8 % plodů (296/309) a u 95,5 % novorozenců 

(295/309) byl stanoven genotyp KEL2/KEL2 a u 4,2 % plodů (13/309) a u 4,5 % novorozenců 

(14/309) genotyp KEL1/KEL2. Senzitivita byla 92,86 % a specificita 100 %.  

 

U 39 žen byl stanoven RHCE genotyp. 

U 22 žen byla stanovena přítomnost varianty genu RHCE, která odpovídá přítomnosti 

erytrocytárního antigenu “C“/“c“. Bylo vyloučeno 5 heterozygotních žen (C/c).  

U 11 homozygotních žen (C/C) byl stanoven RHCE genotyp u plodu. U 64 % (7/11) plodů i 

novorozenců byl stanoven genotyp C/c, u 36 % (4/11) genotyp C/C.  
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U 6 homozygotních žen (c/c) byl stanoven RHCE genotypu u plodu. U 67 % (4/6) plodů i 

novorozenců byl stanoven genotyp C/c, u 33 % (2/6) genotyp c/c. Senzitivita i specificita byla 

100 %.  

 

U 17 žen byla stanovena varianta genu RHCE, která odpovídá přítomnosti erytrocytárního 

antigenu “E“/“e“.  Byla vyloučena 1 heterozygotní žena (E/e). U 16 homozygotních žen (e/e) 

byla stanoven RHCE genotypu u plodu. U 75 % (12/16) plodů i novorozenců byl stanoven 

genotyp e/e, u 25 % (4/16) genotyp E/e. Senzitivita i specificita byla 100 %. 

 

ZÁVĚR 

Minisekvenace s využitím kapilarni elektroforézy umožnila spolehlivou detekci KEL a RHCE 

genotypu plodu z periferní krve těhotné ženy.  

 

KLÍČOVÁ SLOVA 

těhotenství, aloimunizace, volná fetální DNA, KEL a RHCE genotyp plodu 
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13 SUMMARY 

 

OBJECTIVE 

To evaluate the effectiveness of the fetal KEL and RHCE genotype assessment in 

alloimmunized pregnant women by minisequencing.  

 

DESIGN 

Prospective cohort study 

 

SETTING 

Obstetrics and Gynecology Clinic of the Faculty of Medicine UP and the University Hospital 

Olomouc, Institute of Medical Genetics of the Faculty of Medicine UP and the University 

Hospital Olomouc, Transfusion Department of the University Hospital Olomouc, Institute of 

Biophysics of the Faculty of Medicine UP 

 

SUBJECT AND METHOD 

In the years 2001 – 2019, 366 samples of pregnant women in the first and second trimester 

were assessed KEL (n=327) or RHCE (n=39) genotype from the free fetal DNA circulating in 

the peripheral blood by minisequencing. The genotype of the fetus was verified from the 

buccal smear of the newborn. 

 

RESULTS 

The KEL genotype was assessed in 327 women (the presence of a variant of the KEL1 alele, 

which corresponds to the presence of the erythrocyte antigen “K“. The analysis failed in 2 

cases (2/327), 16 heterozygote women (KEL1/KEL2) were excluded and in the case of 309 

homozygote women (KEL2/KEL2) the fetal KEL genotype was assessed.  

In the case of 95.8 % of the fetuses (296/309) and 95.5 % of the newborns (295/309), the 

KEL2/KEL2 genotype was assessed. In the case of 4.2 % of the fetuses (13/309) and 4.5 % of 

the newborns (14/309), the KEL1/KEL2 genotype was assessed. The sensitivity was 92.86 %. 

The specificity was 100 %.  
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The RHCE genotype was assessed in 39 women.  

In the case of 22 women, the presence of a variant of the RHCE gene, which corresponds to 

the presence of the erythrocyte antigen “C“/“c“, was assessed. 5 heterozygote women (C/c) 

were excluded.  

In the case of 11 homozygote women (C/C), the RHCE genotype was assessed. In the case of 

64 % (7/11) of the fetuses and newborns, the C/c genotype was assessed, in the case of 36 % 

(4/11) the C/C genotype was assessed. 

In the case of 6 homozygote women (c/c), the RHCE genotype was assessed. 

In the case of 67 % (4/6) of the fetuses and newborns, the C/c genotype was assessed, in the 

case of 33 % (2/6) the c/c genotype was assessed. The sensitivity and specificity were 100 %.  

 

In the case of 17 women, the presence of the variant of the RHCE gene, which corresponds to 

the presence of the erythrocyte antigen “E“/“e“, was assessed. 1 heterozygote woman (E/e) 

was excluded. In the case of 16 homozygote women (e/e), the RHCE genotype was assessed. 

In the case of 75 % (12/16) of the fetuses and newborns, the e/e genotype was assessed, in the 

case of 25 % (4/16) the E/e genotype was assessed. The sensitivity and specificity were 100 

%. 

 

CONCLUSION 

The minisequencing method using the capillary electrophoresis enabled a reliable detection of 

the fetal KEL and RHCE genotype from the peripheral blood of pregnant women.  

 

KEYWORDS 

pregnancy, alloimmunization, cell free DNA, KEL and RHCE genotype   
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