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Predtransfuzni laboratorni vySetieni u pacienti s AIHA a
mnohocetnym myelomem

Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva laboratornimi ptfedtransfuznimi vysetfenimi, ktera
se provadéji Vv laboratofi specialni imunohematologie u pacientd s diagnézou AIHA a
mnohocetnym myelomem. V téchto ptipadech se musi kompatibilita erytrocytarniho
transfuzniho ptipravku zajistit pomoci specialnich vySetfeni. U pacienta s AIHA je
nutné odstranit autoprotilatky pomoci metody vysyceni plazmy pacienta.

U pacienti s MM se falesna pozitivita antiglobulinovych testi zptisobena 1éky
(pt. Daratumumab) odstraiuje oSetienim erytrocyta (diagnostické, darcovské) pomoci
DTT.

V teoretick¢é  Céasti  této  bakalarské prace jsou vysvétlené  zdkladni
imunohematologické pojmy, dale jsou detailné objasnéna jednotliva ptedtransfuzni
vySetieni, ktera je potteba provést u kazdého pacienta s témito problematickymi
diagnozami.

V praktické ¢asti jsou popsané vSechny laboratorni postupy jednotlivych
predtransfuznich vysSetfeni véetné specidlnich vySetieni pro pacienty s AIHA a MM.
Dale je v praktické ¢asti zhodnoceni vysetfenych pacientti na Transfuznim odd¢€leni ve
Fakultni nemocnici Plzen s AIHA a MM za obdobi od roku 2021 do roku 2022. Na
konci praktické Casti jsou vSechna ziskana data vyhodnocena pomoci tabulek a grafu.

V zavéru prace je shrnuti vyznamu provedeni specialnich vySetfeni u pacienti
s diagn6zou AIHA a MM vcetné zodpovézeni piedem stanovenych vyzkumnych

otazek.

Klic¢ova slova
Autoimunitni hemolyticka anémie; mnohocetny myelom; antigeny; protilatky;

vysyceni plazmy; oSetfeni erytrocytii pomoci DTT



Pre-transfusion laboratory examination of patients with AIHA and
multiple myeloma

Abstract

This bachelor thesis follow up laboratory pre-transfusion tests in the special
imunohematology lab for patients with AIHA diagnosis and multiple myeloms. For said
patients, compatibility of the erythrocyte tranfusion must be maintained using special
procedures. For AIHA patients, that means removal of patient’s auto-antibodies by
saturating the patient’s plasma sample.

As for patients with multiple myeloma, treatment of erythrocytes (either diagnostic
or donor) with DTT is needed to remove false positivity caused by other treatments
(such as administration of Daratumumab).

Theoretical part consists of explanation of the basic immunohematological terms
followed by thorough description of tests needed for patients with mentioned
problematic diagnosis.

Practical parts describes all laboratory procedures of each individual pre-
transfusion tests including special ones for patients with AIHA and MM. This part also
contains evaulation and analysis of all patients with AIHA and MM examined at the
transfusion department of the University Hospital in Pilsen during the years 2021 and
2022. At the end of this part, all aquired data are evaluated using charts and graphs.

End of this thesis contains summary and importance of tests performed for patients
with the diagnosis of AIHA and MM, including answers for previously set research

questions

Keywords

Autoimmune hemolytic anemia; multiple myeloma; antigens; antibodies; plasma

saturation; treatment of erythrocytes with DTT
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Uvod

Autoimunitni hemolytickd anémie (AIHA) je patologicky stav s vyskytem
autoprotilatek proti antigentim cervenych krvinek, které zptisobuji zkracené piezivani
krvinek. Autoprotilatky v plazmé pacienta mohou zplsobit komplikace pfi
predtransfuznim vySetieni, proto je nutné jejich odstranéni metodou vysyceni plazmy
pomoci PEG a darcovskych ¢i vlastnich erytrocyti. Tim ziskame plazmu bez
autoprotilatek Kk predtransfuznimu vysetteni a Kk odhaleni ptipadnych skrytych
aloprotilatek.

Pacienti s MM jsou léeni monoklonalnimi protilatkami anti-CD 38
(Daratumumab), které se vazi na antigen CD 38 exprimovany pfedev§im na
myelomovych bunkach.

Volné¢ cirkulujici monoklonalni protilatky anti-CD 38 v plazmé pacienta se vazi na
antigen CD38, ktery je slabé pfitomen i na povrchu erytrocytii a maji za nasledek vznik
falesn¢ pozitivnich reakci v NAT testu (nepfimy antiglobulinovy test) se vSemi
diagnostickymi a darcovskymi erytrocyty. Pusobenim DTT (dithiotreitol) na krvinky
dojde k rozruSeni tercidlni struktury bilkovin ireverzibilnim uvolnénim disulfidickych
mustk a faleSné panreaktivita tim vymizi.

Cilem této prace je popsat teoreticky i prakticky vSechna predtransfuzni laboratorni
vySetieni, ktera je nutné u pacientd s AIHA a MM provést. Soucasti prace jsou i dvé
vyzkumné otazky, které se tykaji pacientii, u nichz bylo provedeno vysyceni plazmy.
Chtéla jsem poukazat na moznost a Cetnost vyskytu skrytych aloprotilatek, které Ize u
téchto pacientii odhalit pouze po vysyceni autoprotilatek z plazmy, popf. u pacientt
S MM po oSetieni erytrocyti pomoci DTT. Tyto skryté aloprotilatky by pti neodhaleni a
podavani inkompatibilnich erytrocytarnich transfuznich ptipravki mohly zpiusobit dalsi
imunizaci, popi. akutni ¢i pozdni hemolytické potransfuzni reakce. U druhé vyzkumné
otazky jsem chtéla poukdzat hlavné na ¢asovou ndrocnost dan¢ho vysetieni, u kterého
zasadné zaleZi na tom, kolik cykll je potfeba ke kompletnimu vysyceni autoprotilatek

z plazmy pacienta provést.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Historie imunohematologie

Imunohematologie je obor, ktery je velice mlady. Jeji zdklady byly polozeny na
zacatku 20. stoleti. Prvni zminky o krevnich skupinach pochazi z roku 1901, jako prvni
je popsal pan Landsteiner. U¢inil tak popis tii krevnich skupin, které oznacil A, B a C
(ze skupiny C se stala dne$ni skupina 0). Krevni skupina AB, ktera je v populaci
nejméné Castd, nebyla prozatim objevena, protoze pan Landsteiner vySetfoval pouze
vzorky své krve a svych nékolika spolupracovnikli. Krevni skupiny byly popsany na
pocatku imunohematologickych déjin, kdy byl popsan jev, ze sérum nékterych jedinca
shlukuje (aglutinuje) ¢ervené krvinky jinych jedincti. Na zaklad¢ toho, jak navzajem
reagovaly jejich krvinky a séra, byly popsany krevni skupiny. (Pisacka et al., 2012).
Mezi dalsi vyznamné objevy se fadi objev krevniho skupinového systému Rh, ktery byl
objeven panem K. Landsteinerem a panem A. S. Wienerem roku 1939.
(Fabryova, 2012). Tento vyznamny skupinovy systém byl pojmenovany podle opice
Macacus Rhesus, protoze jeji krvinky byly pouzivany pii pokusech. Témito opi¢imi
krvinkami imunizoval sérum kralika, v némz poté byla nalezena protilatka, kterad
nasledné reagovala s opi¢im antigenem, ale i s vétSinou lidskych erytrocyti. Po objevu
hemolytickych onemocnéni novorozencii. Dalsi objevy pfiSly po roce 1946, kdy doslo
k objeveni dalSich antigennich systémi erytrocytd, napi. Kell, Kidd, Duffy, Lutheran
(Penka, 2012).



1.2 Zakladni imunohematologické pojmy

1.2.1 Imunohematologie

Imunohematologie ptedstavuje zakladni kamen transfuzni mediciny a vSech
ostatnich oboril, které¢ vyuzivaji transfuzni substitu¢ni 1é¢bu. Jedna se o védni obor,
ktery se zabyva vlastnostmi krve a krevnich element z hlediska imunitnich reakci

probihajicich v organismu. (Fabryova, 2012)

1.2.2 Antigen

Jedna se o strukturu krevni membrany, ktera ma povahu glykolipidd, lipoproteini
¢i glykoproteini. Antigen je molekula, kterou imunitni systémem rozpozna a tvoii se
tak specifické protilatky nebo-li specificka odpovéd’ imunitniho systému. Na antigenu je
mald Cast nazyvanad epitop, ten imunitni systém rozpoznd a dochazi tak k vazbé
specifické protilatky na antigen. Kompletni antigen je nazyvan imunogen. Tento
kompletni antigen ma nejen imunogenni ¢ast, ale také proteinovy nosi¢ a umi navodit
imunitni odpovéd’. Velikostné¢ mensi molekula, nez je imunogen je hapten. Jedna se
antigenni molekulu a pokud se navaze na imunogenni nosi¢ mize dojit k tvorbé
protilatek. (Penka, 2012; Chottova-Dvorakova, 2018)

U clovéka je kazdy krevni skupinovy znak tvoien genem, ktery se sklada ze dvou
usekt DNA a ta je ulozena v lokusech chromozomového paru. Dédi¢nost antigenil je
podle pravidel genetiky (tzv. Mendelovych znaki). Kazdy antigen je urCeny jednim
parem geni (alelicky par). Kazdy ¢lovék ma vzdy jeden gen od matky a druhy od otce.
(Fabryova, 2012)

1.2.3 Protildtky

Imunoglobuliny neboli protilatky, jsou glykoproteinového ptivodu. Maji podobu
pismene Y a skladaji se ze dvou tézkych (H) a dvou lehkych (L) fetézct, které jsou
vzajemné spojeny disulfidickymi mustky (viz Obrazek 1). Vznikaji jako odpovéd’ na
imunogen a maji schopnost reagovat se specifickymi antigeny. K antigenim se vazi
tzv. variabilni oblasti (Fab), ta je umisténa na konci t€zkych a lehkych fetézci, nachazi
se zde paratopy, jez afinuji k epitoplim na antigenu. Na imunoglobulinu nachézime jesté
pantovou oblast, kterd umoziiuje ménit thel mezi tézkymi fetézci, coZ piispiva ke
specifické vazbé s antigenem. Posledni ¢ast imunoglobulinu se nazyva konstantni oblast
(Fc), ktera plni efektorovou funkci imunoglobulinu. (Jilek, 2014)

Lehké fetézce se oznacuji jako kappa nebo lambda.
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Lehké retézce

l Antigen Antigenl
Tézké retézce

Variabilni oblasti -~ —

lehkych a t&2kych fetézct F(ab'),

& 2 Pantova oblast
Konstantni oblasti

lehkych a t&2kych fetézct =
c

Tézké retézce

Obrazek 1: Molekula imunoglobulinu

Zdroj: https://labguide.cz/reagencie/protilatky/

Podle aminokyselin v tézkych fetézcich se imunoglobuliny rozd€luji do péti

imunoglobulinovych tfid:

IgG — jde o protilatku vyskytujici Se v séru a v intersticiu, v krvi tvofi pfevaznou
vétSinu imunoglobulint (70-75 %). Jednd se o monomer (ma dva téZké a dva
lehké ftetezce) a diky své malé velikosti je tento imunoglobulin schopny
prochazet placentou z matky do fetu. Uplatiuji se pii opsonizaci, neutralizaci a
sekundarni odpoveédi. Ma ¢Ctyfi podtiidy-1gG1, 1gG2, 1gG3 a 1gG4, z nichz
nejvetsi vyznam maji IgG1 a IgG3, které jsou schopné vazat komplement.

IgM — vyskytuji se v séru nebo jsou soucasti membrany B-lymfocytl , uplatiuji
se pfi opsonizaci, neutralizaci a primarni odpovédi. Tento imunoglobulin je
slozeny zpéti zadkladnich imunoglobulini, které jsou spojeny kratkym
polypetidovym J fetézcem, a proto je tento imunoglobulin nazyvan
pentametrem. IgM je schopen vazat komplement, coz muize vést k
nasledné hemolyze erytrocytd, ale na rozdil od IgG neprochéazi placentou,
protoZze je to velka molekula.

IgA — nalézdme je na sliznicich a v sekretech, hlavni funkci je opsonizace,
ochrana sliznic a kize (15-20 %). IgA zajistuji pfedev§im slizni¢ni imunitu,
nemaji schopnost vazat komplement. V plazmé se vyskytuji jako monomery a
Vv epitelidlnich sekretech jako dimery.

IgD — vyskyt vséru, vB buikach jako monomery (méné nez 1 %). Maji

regulaéni funkci a jejich koncentrace v séru je velmi nizka.
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e IgE — jsou pfitomné v séru a zirnych buinkach jako monomery v nizké
koncentraci. Jejich koncentrace v séru se zvysuje pii alergickych a parazitarnich
onemocnénich.

k Fc receptorim nachézejicich se na fagocytech, antigen prezentujicich buiikach (APC)

a NK bunkach. (Penka, 2012; Chiu et al., 2019)

1.2.4 Komplement

Komplement je soubor 20 sérovych proteind, které jsou produkovany naptiklad
hepatocyty nebo makrofagy. V séru jsou pfitomny v neaktivni form¢. Nékteré slozky
komplementu jsou spojovany s imunoglobuliny nebo sbunéénou membranou.
Mezi funkce komplementu jsou fazeny predev§im: opsonizace, chemotaxe a

Rozeznavame tii cesty aktivace komplementu: klasickou cestu, alternativni cestu a
lektinovou cestu, na které navazuje cesta lyticka.

1. Klasicka cesta - tato cesta nastava pii vazbé protilatky k povrchovému antigenu.
Proces zacina aktivaci C1 slozky komplementu, ktera se vaze k Fc oblasti 1gG
nebo IgM molekuly imunoglobulinu. Poté se aktivuji dal$i sérové proteiny (C4,
C2aC3).

2. Alternativni cesta - tato cesta zacina aktivaci C3 slozky. C3 je dimerni molekula
podléhajici samovolnému rozpadu na C3a aC3b. Do aktivace této cesty se
nezapojuji protilatky, ale pfes to nalezi k prvni linii obrany organismu proti

infekcim.

3. Lektinova cesta - je podobna cesté klasické, ale misto protilatek je iniciovana
lektiny, které se vazou na bakterialni povrchy obsahujici polysacharidy a
vznikaji tak dalSi protedzy. Vzniklé protedzy spolu s lektinem dava vzniku
biologicky aktivnimu komplexu, ktery dale Stépi jednotlivé slozky

komplementu. (Penka, 2012; Hotejsi, 2013)

4. Lytickd cesta aktivace komplementu - dochdzi ke vzniku membranového
komplexu. Probiha od C5 konvertazy ptes pfipojeni C6, 7, 8 a vazbu C9 vede
klyze bunky, nebo-li fyzikdlnimu poskozeni buiky. (Bartinkova, 2011;
Sompayrac, 2012)
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1.2.5 Reakce antigen-protildtka

K této chemické reakci dochazi navazanim glykoproteinové molekuly ptitomné na
Fab zakonceni protilatky s epitopy, které se nachazeji na povrchu membrany erytrocytu.
Faktory ovlivilujici vazbu antigen-protilatka:
a) Teplota - IgM protilatky se oznacuji jako chladové protilatky tzn. reaguji
pii nizké teploté. Mezi tepelné protilatky patii 1gG protilatky, které
reaguji za vyssi teploty.

b) pH - pro kazdou protilatku je optimalni pH prostiedi jiné, ale pro vétSinu
reakci mezi antigenem a protilatkou je optimalni pH kolem hodnoty 7.
Tuto hodnotu pH lze udrzet provedenim testu v prostiedi pufrovaného

fyziologického roztoku.

C) iontova sila prostfedi - obvykle se pouziva izotonicky fyziologicky
roztok. Pokud je potieba dosahnout rychlejsi vazby antigenti a protilatek,

pouZije se roztok o niz§im obsahu Na?* a CI ionti (LISS).

d) koncentrace — jedna se o pomér mnozstvi antigenu a protilatky.

e) schopnost vazat komplement

Pokud dojde k reakci antigenu (ktery je souéasti povrchu erytrocytu) se specifickou
protilatkou, tato reakce se oznacuje aglutinace. Vysledkem této reakce je shlukovéni
erytrocytll. Aglutinace je zavisla na typu protilatky, mnozstvi antigenu, sile antigenu a
na vzdalenosti mezi krvinkami.

Mezi dalsi reakce antigen-protilatka se fadi lyza nebo-li rozklad bunék, jenz vznika
pii poruseni integrity bunééné membrany v diisledku pisobeni protilatek a aktivujicim
se komplementem.

Dale je popisovana reakce, ktera je vyvolana protilatkou ptsobici proti bilkovinam
nebo jinym antigenim a vznikaji tak bilé zakalené vlocky. Tato reakce se nazyva
precipitace (vysrazeni) a vyuziva se napiiklad u elektroforézy. (Indrak, 2014; Masopust,
2022)
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1.3 Zakladni predtransfuzni vySetfeni

Predtransfuzni vySetieni se provadi u VvSech pacientl, ktefi maji klinickym
pracovistém indikované podéani transfuzniho ptipravku. Pii pfipravé vhodného
transfuzniho ptipravku se musi dbat na to, aby bylo laboratorné¢ potvrzené, ze je krev

ptijemce kompatibilni s krvi darce. (Penka, 2012)

1.3.1 Urcovani krevni skupiny ABO

Krevni skupiny jsou uré¢ité vlastnosti organismu. ABO systém je nejstar$i a
nejvyznamngéj$i antigenni systém erytrocytl, pii podani inkompatibilni transfuze v ABO
systému dochazi k zavazné akutni hemolytické potransfuzni reakci. ABO antigeny se
fadi mezi oligosacharidy, které se skladaji z fetézc jednoduchych cukri. Ty se
vyskytuji v membranach erytrocytt jako soucast glykoproteini a glykolipidi a dale jsou
obsazeny V sekretech v podobé rozpustné formy. ABO systém je urCeny pomoci tii
zakladnich alel ABO genu. Mezi kodominantni alely patii A a B, alela 0 je vi¢i nim
recesivni. Tyto alely jsou uloZeny na 9.chromozomu. (Kubizs, 2006; Rehacek 2013).

Projevem dédi¢nosti A a B genu je exprese A a B antigenti na povrchu erytrocytu.
U antigenu A, B a H se nejednéd o piimé produkty genu. Pfi pfitomnosti tohoto genu
dochazi k syntéze enzymu glykosyltransferdzy, ta katalyzuje prenos a pfipojeni
molekuly monosacharidu k prekurzorové substanci H. Ta je odpovédna za vznik
konkrétni krevni skupiny. U transferazy, ktera je fizena A genem, Se navazuje na
H antigen N-acetylgalaktosamin. Transferaza fizena genem B pfipojuje na H antigen D-
galaktozu. Krevni skupina 0 je uréena H-antigenem, pro ktery je specificky
monosacharid fukéza. U ABO systému se vyskytuji ¢tyfi fenotypy (A, B, AB, 0) a Sest
genotypt (AA, A0, BB, B0, AB, 00). U zdravého ¢lovéka jsou v séru pravidelné
pfitomny protilatky anti-A (u krevni skupiny B) nebo anti-B (u krevni skupiny A)
event. oboji u krevni skupiny 0 (viz Obrazek 2). Tyto protilatky se nazyvaji aglutininy a
jsou v organismu vytvafeny piirozené bez piedchozi imunizace. Pfirozené aglutininy
jsou obvykle tiidy IgM, ale v piipadech po imunizaci (napf. po nestejnoskupinové
transplantaci kostni dfen¢ ¢i organt a V t€hotenstvi) mohou byt tfidy IgG nebo IgA.
U novorozenct se tyto protilatky nevyskytuji, za€inaji se tvofit az od 3. do 6. mé&sice po

narozeni. (Dean, 2005; Penka, 2012, Daniels, 2013)
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Obrazek 2: Schéma krevnich skupin

Zdroj: https://www.cckp9.cz/krevni-skupiny

1.3.2 VysSetieni Rh systému

Jedna se o druhy nejvyznamnéjsi antigenni systém vyskytujici se na erytrocytech.
Za nejvyznamnéjsi antigen Rh systému je povazovan antigen D, dale potom antigeny
¢, C, g, E. (Daniels, 2014)

e Antigen D

Antigen D ma 85 % kavkazské populace. Je-li antigen D na erytrocytech ¢lovéka
pritomen, pak se oznacuje jako RhD pozitivni. Naopak u jedinct, u kterych antigen D
neni pfitomen, se oznacuji jako RhD negativni. RhD protein ma na svém povrchu vice
jak 30 epitopi antigenu D, které mizeme prokdzat pomoci monoklonalnich protilatek.
Pokud jeden nebo vice epitopt chybi, dochdzi ke vzniku variantni formy D antigenu
(Dv&ant) je-li u antigenu D sniZzena exprese bez fenotypovych odlinosti, ozna¢ujeme ho
jako slaby D antigen (D"¥). V piipadé nedodrzeni kompatibility v tomto systému
dochazi az u 80 % pripada k tvorbé imunni protilatky anti-D. Tvorba protilatky anti-D
je mozna také v téhotenstvi u RhD negativni matky, ta si tvofi imunni protilatky proti
RhD pozitivnim erytrocytim plodu a hrozi tak riziko vzniku hemolytického
onemocnéni novorozence. (Sakalova, 1995; Masopust et al., 2019)

e AntigenyC,c,E, e

Alelické pary téchto antigent jsou kdédovany RHCE genem. Jedna se o méné
imunogenni antigeny, nez je antigen D a protilatky proti C, ¢, E, e po podani transfuze,
u které nebyla zachovana negativita v téchto antigenech, se vytvoii pouze v 4,5 %

ptipadu.
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* Antigen C"
Lidé s antigenem C" pozitivnim jsou vzdy i C pozitivni, oznaCuje se jako slaby
antigen. V kavkazské populaci je tento antigen zastoupen u 1-2 %, v nasi populaci je

jeho zastoupeni o néco vyssi (5-6 %). (Fabryova, 2012; Penka 2012)

VétSina vzniklych protilatek proti antigenim Rh systému jsou imunni protilatky,
které vznikly po transfuzich nebo v t€hotenstvi. Pouze velmi vzacné dochazi k tvorbé
pfirozenych protilatek (napt. protildtka anti-E vznikajici po nékterych infekcich).
Protilatka anti-D se Casto objevuje v kombinaci s dal$imi protilaitkami Rh systému.
Nejcastéji to byvaji inkompletni protilatky typu IgG a nemaji schopnost aktivovat
komplement, tyto protilatky prostupuji placentou a zpusobuji hemolytické potransfuzni
reakce i HON. (Kubizs, 2006; Panczak et al., 2013)

1.3.3 Screening antierytrocytdarnich protildtek

Screening nepravidelnych antierytrocytovych protilatek je jedno ze zékladnich
predtransfuznich vysSetteni, ale provadi se i u t€hotnych nebo u darcti krve. Pomoci
screeningovych erytrocyti (viz Obrazek 3) se detekuje pritomnost protilatky v plazmé
pacienta. Diky tomuto vySetfeni se omezuji pocty potransfuznich reakci ¢i zkracené
piezivani erytrocytli zpisobené protilatkami proti erytrocytim a snizuje se tim i riziko
HON.

Pti priikkazu nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek jsou pouzivany firemné
vyrobené diagnostické erytrocyty krevni skupiny 0. Skladaji se ze tii nebo Ctyt typu
erytrocyti (dle vyrobce) a majirazné zastoupeni klinicky vyznamnych antigent.
Antigenni zastoupeni dané lahvicky (Sarze) erytrocytl je vzdy uvedeno v letdku, ktery
je soucast baleni diagnostickych erytrocyt. (Masopust et al., 2022)

e NeprFimy antiglobulinovy test (NAT-LISS)

NAT test je mozné vySetfovat metodou sloupcové aglutinace v gelu, na pevné fazi
nebo dalsimi metodami s podobnou senzitivitou a specifitou. Timto testem se detekuji
klinicky vyznamné protilatky. (Penka, 2012; Masopust, 2022)

e Enzymovy test

Nejedna se o rutinni metodu pro screening protilatek, vyuzivad se pouze jako
doplitkovd metoda, kterd je Vnckterych piipadech citliv€jsi nez NAT test
(napft. u Rh protilatek). Tento test se vyuziva u pacientll s pozitivnimi reakcemi v NAT

testu, u potransfuznich reakei, u t€hotnych a nebo u pacienti s t€z8im klinickym stavem
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(napf. pacienti S hematoonkologickymi diagnézami). U enzymovych testii jsou obvykle
vyuzivany jednofazové enzymové testy, kdy je do reakce pridavan bromelin a nebo
dvoufazové testy u nichz jsou diagnostické erytrocyty primarné opracované papainem.

(Penka, 2012)

Obrazek 3: Diagnostické erytrocyty ID-DiaCell a ID-DiaCell P od firmy Bio-Rad

Zdroj: vlastni foto

Metody sloupcové aglutinace

Vysetfeni se provadi v plastovych kartach, kde je vylisovano 6-9 mikrozkumavek
obsahujicich gelovou matrix, skrze kterou béhem centrifugace prochazi vysetfovany
materidl. Pokud erytrocyty prochazi ptes gelovy sloupec az na dno mikrozkumavky,
nedoslo k zadné aglutinaci erytrocytd, a proto se nezachytily v gelové matrix.
V ptipad¢, kdy dojde ke shlukovani dvou a vice krvinek, zlstavaji nahote gelového
sloupce nebo jsou v gelu rozptyleny. Tato metoda se muze provadét jak manualng, tak

v automatu (viz Obrazek 4).

Obrazek 4: Imunohematologicky analyzator IH-500 od firmy Bio-Rad
Zdroj: vlastni foto
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Metody pevné faze na mikrotitra¢nich destickach (capture-princip)

Tyto testy vyuzivaji principu adherujicich erytrocyti pouzivajici antigeny na
pevném nosici a prokazuji protilatku ve vzorku darce nebo pacienta. Provadeji se na
mikrotitracnich destickach, kde diagnostické erytrocyty jsou pfedem fixovany na dno
jamek, mnasleduje inkubace s vySetfovanym sérem a po promyti se pridaji
tzv. indikatorové erytrocyty, které jsou povleceny anti-lgG. V ptipadé negativni rekce
se na diagnostické erytrocyty nenavazou zadné protilatky a indikatorové erytrocyty se
nachazi ve sttedu dna jamky. U pozitivni reakce se IgG protilatky z testovaného séra
navazou na diagnostické erytrocyty a indikatorové erytrocyty se v tenké vrstvé navazou
na tyto IgG protilatky po celém dnu jamky. Tato metoda se provadi pouze v automatu,
popt. poloautomatu. (Sandler et al., 2000)

Existuji i dals$i metody pro vySetfovani v imunohematologii, at’ uz se vySetiuje
krevni skupina, screening protilaitek nebo napf. stanovujeme erytrocytarni antigeny.
Dftive se pouzivala metoda zkumavkova, kterd uz se dnes vyuziva velmi ziidka nebo jen
u neékterych vySetfeni. Daéle existuje jest¢ napfiklad metoda aglutinace na

mikrotitra¢nich deskach.

1.3.4 Test kompatibility

Radi se mezi zakladni predtransfuzni vySetfeni. Pomoci tohoto testu se zjistuje
slucitelnost darcovskych erytrocyti a plazmy pacienta, tim dojde k vylouceni
piitomnosti nepravidelnych pfirozenych a ziskanych protilatek proti krvinkam darce
V séru pacienta. (Basavarajegowda, 2022) Test kompatibility se vySetiuje nejcastéji
metodou sloupcové aglutinace nebo metodou pevné faze. Dal§i moznosti vSak dnes uz
mén¢ Castou je zkumavkova metoda. Klasické provedeni je metodou LISS-NAT pii
37 °C, jako doplnujici test mize byt pouzit enzymovy test kompatibility. Po inkubaci
plazmy pacienta a darcovskych erytrocyti v termostatu pii 37 °C a néasledné
centrifugaci se testy kompatibility vyhodnoti. V ptipad€ pozitivity pii kiizové zkousce
dojde k navazani antigenti v transfuznim piipravku na protilatky v séru pacienta a
vytvari se tak aglutinat, ktery neprojde skrz gelovy sloupec. Ten obsahuje gelové
Castice, mezi kterymi jsou mezery takové velikosti, aby mezi nimi proSly pouze
jednotlivé krvinky. Tento vysledek je vydavan jako inkompatibilni. Pfi negativnim
vysledku nedojde k vytvofeni aglutinace a vSechny krvinky projdou az na samé dno
mikrozkumavky. Po vhodném vybéru kompatibilnich darcovskych erytrocytd

potvrzenych negativni zkouskou kompatibility je jeji platnost maximalné 72 hodin od
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Casu nabéru vzorku pacienta, Ktery je uveden na zadance. U neobvyklych situaci se
doba platnosti kompatibility zkracuje (je-li pfipravovana RhD pozitivni krev RhD
negativnimu piijemci, pfi absolutnim nedostatku vhodnych transfuznich ptipravki)
nebo se prodluzuje (zkouska kompatibility provedena z vysycené plazmy).
(Kubisz, 2006; Murphy et al., 2022).
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1.4 DalSi vySetfeni pouZivané v imunohematologické laboratori

1.4.1 Identifikace specifickych protilatek

Vysetfuje se u pacientd, ktefi maji pozitivni screening protilatek a je tak potieba
urcit specifitu protilatky. Tento test se provadi za pomoci identifikacnich
diagnostickych erytrocytli (viz Obrazek 5), jedna se o minimalné deset (dle firmy, mtze
byt i vice) typl erytrocytl s riznym antigennim zastoupenim. Pfi prikazu specifické
protilatky se urcUje na erytrocytech pacienta dany antigen odpovidajici stanovené
protilatce. Dale se posuzuje, zda se jedna o aloprotilatku (napt. protilatka se vytvorila
po predchozi antigenné neshodné transfuzi ¢i v téhotenstvi) nebo autoprotilatku
Vv piipad¢ pozitivity autologni kontroly, kterd je soucasti vySetfeni identifikacniho
panelu. Jedna-li se o aloprotilatku, vySetfovany pacient by nemé¢l na svych erytrocytech
nést antigen shodny se stanovenou protilatkou. Po stanoveni protilatky je dilezité
zohlednit klinicky vyznam dané protilatky, ktery je dilezity pii podani neshodné
antigennich erytrocyti a nasledné¢ vzniklé potransfuzni hemolyzy. Za klinicky
vyznamné protilatky jsou povazovany protilaitky ABO a déale potom protilatky reagujici
Vv NAT testu pti 37°C. Pti priikazu protilatky je nutné pacientovi jiz dale podavat pouze

erytrocytarni transfuzni piipravky, které dany antigen nenesou a dulezité je také, aby

byla zkouska kompatibility v NAT testu negativni. (Penka 2012; Masopust et al., 2019)

Obrazek 5: Diagnostické panelové erytrocyty ID-DiaPanel a ID-DiaPanel P od
firmy Bio-Rad
Zdroj: vlastni foto

1.4.2 VySetieni autoprotildtek

Jedna se o autologni kontrolu, kdy zjistujeme, zda je protilatka v plazmé pacienta
namifena proti jeho vlastnim antigenim, proto musi byt dany antigen na jeho
erytrocytech pfitomen. Autologni kontrola se nefadi mezi povinné piedtransfuzni

vySetfeni. Autoprotilatky se vySetiuji jak v NAT testu, tak i v enzymovém papainovém
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testu. Autoprotilatky mohou byt také reagujici pii 4°C. Casto maji specifitu protilatky
anti-I.

Pacienti s diagnozu AIHA maji vzdy pozitivni autoprotilatky, které se vazou na
erytrocyty a zpusobuji tak pozitivitu i pii vySetfeni screeningu protilatek, identifikaci
protilatek, testu kompatibility, ale i v pfimém antiglobulinovém testu. Odstranéni

autoprotilatek se provadi vysycenim plazmy pacienta. (SOP FN Plzen)

1.4.3 Piimy antiglobulinovy test (Coombsiiv test)

PAT je antiglobulinovy test ureny k detekci protilatek, které jsou navazané na
erytrocytech pacienta. V piipadé, kdy dojde k senzibilizaci erytrocytl, hrozi riziko
urychleného odstraiiovani fagocytdézou a dochéazi k tzv. extravaskularni hemolyze ve
sleziné (popf. jatrech). Metodami na prokazani senzibilizace erytrocyti detekujeme
imunni antierytrocytarni protilatky nebo C3 slozku komplementu na povrchu krvinek,
které jsou aglutinovany polyspecifickym antiglobulinovym sérem (AGH). Tento test je
mozné provést zkumavkovou metodou nebo sloupcovou aglutinaci. V ptipadée pozitivity
Coombsova testu se pokracuje v upiesnéni senzibilizace erytrocytli kvalitativné (tfidy
IgG, IgM, IgA, popt. aktivace slozky komplementu C3d, C3c). Pokud dojde
k senzibilizaci erytrocytt protilatkami téidy IgG stanovuje se kvantitativné titr IgG
protilatek a zjistuje se tak mozné riziko vzniku hemolyzy. V ptipadé vysokého titru 1IgG
protilatek se dale jesté uptresnuji podtiidy IgG (IgG1, IgG3). Pfi negativnim vysledku
neni vylouCena moznost procesu hemolyzy, protoze nemusi byt prokazana vazba
imunoglobulinu na erytrocyty nebo dana protilatka mize mit nizkou afinitu a je tak pod

prahem citlivosti dané laboratorni metody. (Penka, 2012; Rehacek, 2013).

1.4.4 VySetieni chladovych aglutininii

Tato metoda je vyuZivana u formy autoimunitni hemolytické anémie, kterd je
zpusobena autoprotilatkami reagujicimi v chladu. Jedna se o autoprotilatky, které se
vazou na membranu erytrocytll vedouci k pfedcasné destrukci erytrocyti. Pro spravny
vysledek vySetfeni je nutné dopravit vzorek krve za tepla, vzorek za tepla centrifugovat
a ithned oddélit plazmu od erytrocyti. Chladové protilatky byvaji obvykle tfidy IgM a
vazou se na erytrocyty pii nizkych teplotach v perifernich ¢astech krevniho obéhu.
Né&které chladové protilatky jsou schopny aktivovat komplement a tim zplsobit
hemolyzu. U pritkazu chladovych aglutinind se testovani provadi v solném prostiedi pii

4°C. Chladové protilatky byvaji Casto specifity anti-l, ty jsou prokazovany pomoci
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pupecnikovych erytrocytl krevni skupiny 0. V ptipad¢ pozitivnich reakci se vSemi
diagnostickymi erytrocyty vcetné autoprotilatek a negativni reakce s pupecnikovymi
erytrocyty se vysledek vydava jako protilatka anti-I reagujici pti 4°C. V piipadé
jakékoliv pozitivni reakce pii 4 °C se musi podavat transfuzni ptipravky ohtaté na
teplotu téla pacienta, aby nedochdzelo k ptfedéasné hemolyze transfundovanych

erytrocytt. (Masopust, 2022)

1.4.5 VySetieni ostatnich skupinovych systémii erytrocytii

K vySetieni erytrocytarnich antigentli se pouZzivaji tzv. serologické testy vyuzivajici
metodu sloupcové aglutinace na gelovych kartach nebo metodu zkumavkovou.
Serologické testy funguji na principu shlukovani erytrocytl ptsobenim protilatek
obsazenych ve zndmém diagnostickém antiséru proti antigenim na vySetfovanych
erytrocytech a dochazi ke vzniku aglutinace. Detekce erytrocytarnich antigenii na
erytrocytech se provadi pomoci znamych diagnostickych antisér, které jsou pievazné
ttidy 1gM, pfi jejich nedostupnosti mohou byt tfidy IgG.

Na povrchu erytrocytu se za normalnich okolnosti nachazi slaby negativni naboj,
ionty dilu¢niho roztoku vytvareji okolo erytrocytu dalsi elektrostatické vrstvy, které
jsou navzajem elektrostaticky odpuzovany. Tuto vzdalenost mezi jednotlivymi
krvinkami dokaze pieklenout pouze protilatka ttidy IgM, v tomto pfipadé se jedna o
piimou aglutinaci. Protilatky tfidy IgG tuto vzdalenost samostatné nepieklenou a
potiebuji vypomoc napt. AGH, tuto aglutinaci tak nazyvame nepiimou.

Pfimé aglutinace se vyuziva u detekce ABO skupiny, RhD a dalSich antigent.
Naopak nepfima aglutinace se vyuziva pro urceni nékterych ostatnich antigeni nebo
tieba i pfi screeningu a identifikaci klinicky vyznamnych protilatek. (Penka, 2012;
Rehacek, 2013; Masopust, 2022)

e Skupinovy systém Kell

V tomto skupinovém systému se vyskytuje 36 antigenti, z nichz jsou nejdtlezité;si
antigeny K (Kel) a k (Cellano). Geny pro tento antigenni systém jsou umisténé na
sedmém chromozomu. Antigen K se v kavkazské populaci vyskytuje v9 % a antigen
ku 99,9 % obyvatelstva. Déle se v tomto antigennim systému vyskytuji antigeny Kp?,
KpP, Js?, Js°. Antigeny K a k vznikaji uz v ¢asné fazi téhotenstvi (cca 10. tydnu), plné
vyvinuty jsou na erytrocytech po narozeni. Jedna se o klinicky vyznamny systém, ktery
se vyskytuje v glykoproteinové podobé na membrané erytrocytii. Vniklé protilatky po

pfedchozi imunizaci K pozitivnimi erytrocyty mohou vyvolat hemolytickou
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potransfuzni reakci nebo HON a tyto protilatky jsou tfidy IgG. Z divodu vysoké
schopnosti tvorby protilatek je doporucovano u divek a zen ve fertilnim véku a u
pacientii s jakoukoliv zjisténou protilaitkou dodrzovat kompatibilitu antigenu K.
U pacientl, u nichz je predpoklad opakovanych transfuzi je pfed prvni aplikaci
transfuzniho piipravki vhodné vysetiit Ag K. V piipadé vzniklé protilatky anti-kK je
velmi slozité najit kompatibilniho darce, ktery je KK. Musi se tak hledat v registru
darctd se vzacnymi krevnimi skupinami. (Penka, 2012; Rehacek, 2013; Masopust, 2022)

e Skupinovy systém Duffy

Tento systém byl objeven u hemofilika jménem Duffy, u néhoZ byla detekovana
protilatka proti antigenu Fy. Geny pro tento systém jsou umistény na prvnim
se lisi podle riznych populaci. Protilatky proti t€émto antigenim nejsou moc Casté a
téméf vzdy vznikaji po imunizaci téhotenstvim nebo transfuzemi. Protilatky v tomhle
systému mohou zptisobovat HON nebo potransfuzni reakce pii podani neshodné krve
v Duffy systému. Charakter protilatek byva tridy IgG, které jsou schopné reagovat
v NAT testu, ¢asto se vyskytuji v kombinaci s jinymi protilatkami a mohou aktivovat
komplement. (Penka, 2012; Rehadek, 2013)

e Skupinovy systém Kidd

Zde rozeznavame dva antigeny Jk?, JK®, které jsou v populaci zastoupeni v podobné
etnosti. Tyto antigeny se mohou vyskytovat jako fenotypy Jk&*, Jk&P* Jk®P* a ve
vyjimeénych piipadech i Jk*™, coz je projev vzacného homozygotniho genu. Osoby
s timhle nulovym fenotypem mohou vytvafet protilatky anti-Jk®. Protilatky namifené
proti tomuto systému jsou velmi nebezpené a mohou byt detekovany jak v NAT testu,
tak 1 enzymovém papainovém testu. Tyto protilatky jsou tfidy IgG nebo i IgM a maji
schopnost aktivovat komplement. Protilatky mohou byt $patné detekovatelné, protoze
po imunizaci pomérné rychle jejich sila zeslabuje nebo reaguji jen homozygotni
krvinky. Ale po inkompatibilni transfuzi v tomto systému mohou dosahovat vysokych
hladin, které mohou zpiisobovat pozdni hemolytickou potransfuzni reakci.
(Penka, 2012; Rehacek, 2013; Masopust, 2022)

e Skupinovy systém Lewis

Tento skupinovy systém se svou povahou odliSuje od ostatnich skupinovych
systéml. Antigeny maji glykoproteinovou a glykolipidni povahu a pfirozené se
nevyskytuji v membrané erytrocytd, ale jsou na membranu adsorbovany z plazmy,

to zplsobuje neménnost antigenli po transplantaci hemopoetickych bunék nebo
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transfuzi na rozdil od jinych systému. V Lewis systému se vyskytuji dva antigeny Le? a
Le®, jejichz Le geny jsou lokalizovany na 19. chromozomu. V populaci se vyskytuje
22 % lidi Le? a 72 % lidi Le® pozitivnich. Antigeny Lewis ovliviiuji jesté dalsi dva geny
(ABH a Se) a to podle toho, zda lidé patii k sekretorim nebo nonsekretorim. Pro vznik
antigent jsou dulezité geny H, Se a Le. Pokud jde o ¢lovéka nevylucovatele, pak se do
jeho krevni plazmy a na jeho erytrocyty dostanou jen antigeny Le? maji pak fenotyp
e, Kdyz viak jde o ¢lovéka vyludovatele, pak se spoleénym ptisobenim genti Le Se
vytvoii antigen Le®, tento ¢lovék je pak Le*™*. U osob, které nejsou sekretorem ABH
(homozygot sese), nedochazi k pfeméné antigenu Le? na antigen Le°, je vysledny
fenotyp Le**®. Sekretorim i nonsekretortim s fenotypem Le®® chybi gen Le. Vzacné se
vyskytujici je potom fenotyp Le®** ktery se vyskytuje u slabych sekretorti pii slabé
expresi H. Antigeny Le?, Le° pravidelné vyvolavaji imunizaci po transfuzich, méné
Casto v graviditach. Protilatky byvaji tfidy IgM, méné Casto pak tfidy IgG a Iépe reaguji
pfi pokojové teploté v solném prostiedi. Protilatku anti-Le® je mozné prokazat i NAT
testem, nebyva vzidcna a muze byt i pfirozeného plivodu. Jedna se o potencialné
nebezpeénou protilatku, kterou tvofi lidé s fenotypem Le*® a mohou tak vznikat
ojedinglé potransfuzni reakce, ale nezpisobuji HON. Protilatky anti-Le jsou méné
nebezpeéné a vytvaii se u lidi jak s fenotypem Le*®, tak Le®P. (Penka, 2012;
Rehadek, 2013)

e Skupinovy systém Lutheran

V tomto skupinovém systému zname jiz 27 antigentli, Z nichz jsou neznamg;jsi
antigeny Lu® a Lu®. V kavkazské populaci se antigen Lu? vyskytuje pouze v 5-8 % a
antigen Lu® v 99,9 %. Nejvice frekventovany je tak fenotyp Lu®®*. V pfipadé némé
alely Lu, ktera je extrémné vzacnd a téméf se nevyskytuje, je potom vytvafen fenotyp
Lu®®. Protilatky vznikajici v tomto systému nejsou klinicky vyznamné, jen velmi
vzacné mohou zpusobit hemolytické potransfuzni reakce, ale nejsou spojovany
s ptipady HON. Protilatky jsou vétSinou imunniho piivodu a tiidy IgG, reagujici silnéji
pfi pokojové teploté nez pti 37°C. Protilatky anti-Lu? a anti-Lu® vyskytujici se pfirozené
jsou tiidy IgM. Oba typy jsou pomérné vzacné. (Penka, 2012; Rehagek, 2013;
Masopust, 2022)

e Skupinovy systém MNSs

Objeven byl zhruba 20 let po objeveni systému ABO. Objevili ho Landsteiner a
Levine pfi dal§im badani o skupinovém systému ABO. Patii sem antigeny M, N, S, s.

Frekvence vyskytu antigenu M je 78 %, antigenu N 72 %, antigen S 52-55 % a antigen
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$89-90 %. Tento jednoduchy systém komplexti gend se vyskytuje na 4. chromozomu.
Antigeny tohoto sytému jsou detekovany u plodu pomérné brzy, po narozeni jsou uz
dobie vyvinuty. Casto byvéa nalézana protilatka anti-M, ktera vétsinou byva chladové
povahy a je tfidy IgM. V piipadé, kdy reaguje i pii 37 °C se fadi mezi klinicky
vyznamnéjsi. Protilatka anti-N byva tfidy IgM, casto chladové povahy. Naopak
protilatky specifity S a s jsou tiidy IgG, které vétSinou reaguji pti 37 °C v NAT testu.
Protilatek anti-S a anti-s jsou klinicky vyznamné, mohou zpusobit akutni i pozdni
hemolytickou potransfuzni reakci nebo HON. (Penka, 2012; Masopust, 2022)

e Skupinovy systém P

Jedna se o antigen, ktery je strukturalné podobny antigenim ABO, Ii a Lewis. Mezi
antigeny tohoto systému se fadi antigen P1, P a PX. Tento antigen P je piitomny na
erytrocytech témér vsech jedinct, ti ktefi ho nemaji, nesou na svych erytrocytech znak
p. Osoby, které jsou P1 pozitivni, maji na erytrocytech antigen P a P1. Téchto osob je
piiblizné 80 %. Lidé s fenotypem P2 exprimuji pouze antigen P (mohou tvofit
aloprotilatku anti-P1). Gen P1 se nachazi na chromozomu 22 a gen P2 na chromozomu
6. Pro transfuziologii maji vyznam pouze protilatky anti-P1, které maji schopnost
hemolyzovat krvinky podobné jako IgG autoprotilatky (Donathtiv-Landsteinertuv
bifazicky hemolyzin). U pacientd s autoimunitni hemolytickou anémii (paroxyzmalni
chladova hemoglobinurie) muze zpusobit tézkou hemolyzu. Protilatka anti-P1 byva
tiidy IgM a reaguje obvykle pfi nizkych teplotach, mtze byt i téidy IgG. Pokud silné
reaguje v NAT testu pii 37 °C, vaze tak komplement a mize zpusobit problém pii
vySetieni krevni skupiny. Protilatka anti-P1 byva bez klinického vyznamu.
(Penka, 2012; Masopust, 2022)

e Skupinovy systém Ii

Nékteré antigeny jsou pfitomny na krvinkach prakticky vSech lidi. Hlavnim
predstavitelem je antigen I, tento antigen se vyviji na erytrocytech pomalu.
Na erytrocytech pupeénikové krve se jeSté nevyskytuje, tam je antigen i. Kolem
18. mésice ve€ku se méni na antigen 1. Zcela vyjimeéné se najdou lidé I neg. Pokud je
gen | pfitomen, dochazi k preméné i-aktivnich jednoduchych sacharidovych fetézcl na
I-aktivni rozvétvené fetézce (antigen I). V Iékafstvi maji vyznam protilatky anti-l, ty se
vyskytuji jako autoprotilatka a vétSinou jsou dusledkem piekonané infekce hlavné
virové. Maji chladovou povahu a jsou tfidy IgM. Obvykle vazi komplement a vyskytuji
se Vv nizkych titrech. Délaji zejména laboratorni problémy, kdy autoprotilatka anti-I

muze interferovat pfi vySetfeni ABO, screeningu protilatek nebo testu kompatibility.
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Problémem také mulze byt, pokud se jejich tvorba zvySuje (infekéni mononukleoza,
zapal plic) a kde mohou zptsobit hemolytickou anémii. Jsou také diivodem obtizi pii
chladové hemoglobinurii. (Penka, 2012; Rehadek, 2013; Masopust, 2022)

Na erytrocytech se nachazeji i velmi vzacné antigeny jako jsou Diego, Colton,

Knops, Indian, Cartwright, Xg, Cromer. (Rehacek, 2013)
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1.5 Specialni vySetieni u pacientii s diagnézou AIHA
AIHA je soubor patologickych stavi, pti kterém dochazi k vyskytu autoprotilatek
proti antigenim cCervenych krvinek, pomoci nichz dochazi k zrychlenému zéaniku
erytrocytil. (Penka, 2011; Rehacek, 2013)
AIHU rozliSujeme na:
a) AIHA s tepelnymi protilatkami (WAIHA) - jedna se o autoimunitni onemocnéni
u kterého dochéazi ke zkracenému piezivani erytrocyti v dusledku pfitomnosti
protilatek reagujicich pti 37°C. V naprosté vétsin¢ se jedna o protilatky tiidy
IgG, které mohou, ale nemusi vazat komplement a erytrocyty jsou tak
destruovany ve sleziné. Obcas se objevuji protilatky tfidy IgM a vyjimécné i [gA

v kombinaci s IgG.

b) Choroba chladovych aglutinin (CAS) - je to druh autoimunitni hemolytické
anémie s pritomnosti protilatek reagujici pii teplotdich nizSich nez 32°C.

Chladov¢ protilatky byvaji typu IgM a maji schopnost aktivovat komplement.

c) Paroxyzmalni chladova hemoglobinurie (PCH) - jde o vzacné autoimunitni
onemocnéni, které je charakterizované vznikem hemoglobinurie po expozici
chladu. Zde je hemolyza a hemoglobinuric zptsobena tzv. Donathovou-
Landsteinerovou protilatkou. Jedna se o polyklonalni chladovou komplement-
fixujici protilatku tfidy IgG, kterd ma specifitu anti-P a je silnym bifazickym

hemolyzinem.

d) Léky indukované hemolytické stavy (DIHA) - jsou to imunitni mechanismy
vedouci kléky indukované hemolyze. V souCasné dobé jsou hlavnimi
vyvolavaéi hemolyzy cefalosporinova antibiotika. (Penka, 2009; Michalak et
al., 2020)

1.5.1 Vysyceni autoprotildtek ze séra pacienta

Autoprotilatky vyskytujici se v plazmé& pacienta mohou byt komplikaci pfi
pfedtransfuznim vySeteni. K odstranéni autoprotilatek z plazmy pacienta a odhaleni
ptipadnych aloprotilaitek se vyuziva metoda vysyceni plazmy(séra) pomoci
polyethylenglykolu (PEG). K vysyceni se vyuzivaji vlastni erytrocyty (autologni
adsorpce) nebo darcovské erytrocyty (alogenni adsorpce) a to v ptipadé, kdy byl pacient
V poslednich tiech mésicich transfundovan nebo je pfili§ anemicky pro odbér vétsiho

poctu vzorkli. Vysycnd plazma se ziskava inkubaci plazmy se sedimentem vlastnich
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(ev. darcovskych) erytrocyti opakujici se v n€kolika cyklech az do negativniho
screeningu protilatek (popf. identifikace aloprotilatky). Krvinky je nutné pred
samotnym vysycenim nejdiive oSetfit 1 % roztokem ficinu, protoze ficin zvySuje
vazebnou kapacitu erytrocytii. Pfi prvnim cyklu vysycovani se do reakce ptidava PEG,
ktery odstraniuje vodu z okoli erytrocytu a tim dochazi k zesileni vazby protilatky na
antigen a zvySuje se také koncentrace protilatky v plazmé. K vysyceni se vyuzivaji
darcovské erytrocyty co nejvice shodné v ABO, Rh systému, dale se musi shodovat
darcovské erytrocyty s erytrocyty pacienta v erytocytarnich antigenech piedevsim: C%,
Kell, Kidd®, Pro lepsi vysledky je mozné zohlednit i ostatni erytrocytarni antigeny.
Pokud by byly darcovské erytrocty Vv nékterém dialezitém systému neshodné
s erytrocyty pacienta, mohlo by dojit k vysyceni klinicky vyznamné aloprotilatky.

(SOP TO FN Plzen)
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1.6 Specialni vySeti‘eni u pacienti s diagnézou mnohocetny myelom

Jednd se o agresivni maligni hematologické onemocnéni, které vychazi
Z lymfocytarni tkan€. V kostni dfeni dochazi k infiltraci patologickymi plazmatickymi
buitkami az dojde k postupnému ttlaku fyziologické krvetvorby. V krvi i mo¢i jsou také
pfitomny monoklondlni imunoglobuliny, typicka jsou osteolyticka loziska. Maligni
mutace se vytvaii na urovni lymfocytu, ktery se nekontrolovatelné mnozi a vyzrava do
patologickych plazmatickych bunék produkujici monoklonalni protein (M-protein).
U bun¢k mnohocetného myelomu je také pocetny vyskyt cytogenetickych aberaci.
Detekce cytogenetickych aberaci se provadi spiSe metodou fluorescenéni in situ
hybridizace (FISH). Z divodu malého poctu proliferovanych bunék je metoda FISH
upfednostiiovana pred cytogenetickym vysetfenim. Mezi soubor pfiznakd tohoto
nadorového onemocnéni patii hyperkalcemie, rendlni insuficience, anémie (slabost,
unava) a kostni pfiznaky (osteolyza, patologické zlomeniny). Z laboratornich vysledka
byva zvySena celkova bilkovina a v ELFO nalez monoklonalniho protienu. Dale u
téchto pacientl byva hyperkalcemie, zvySeny LD, beta2 mikroglobulin a zndmky
renalni insuficience u pokrocilych stadii. V moc¢i se prokazuje Bence-Jonesova
bilkovina a v kostni dfeni se nachazi zmnozené plazmocyty. Myelom se zatim fadi mezi
nevylécitelné onemocnéni. Lécba probihda kombinaci chemoterapie, kortikoidi a novych
1€ki. Moznosti prodlouzeni zivota pacientti o 5-10 let je také autologni transplantace

kostni dien¢. (Adam, 2008; Navratil, 2008)

1.6.1 Ofeti‘eni erytrocytit pomoci DTT

Tato metoda se vyuziva u pacientli s mnohocetnym myelomem. Tito pacienti jsou
léCeny pomoci 1€éku daratumumab (darzelex...). Daratumumab je monoklondlni
protilatka tfidy IgG1 ta se vaZe na antigen CD 38, ktery je pfitomny na riznych télnich
buiikdch, na krevnich builkdch vcetné erytrocytdl a také je exprimovany na
myelomovych buiikdch. Po podéani tohoto Iéku dochazi k faleSnym pozitivitdm
v antiglobulinovych testech (screening antierytrocytarnich protilatek, identifikace
protilatek a zkouska kompatibility) tyto pozitivity vznikaji pouze v NAT testu, event. i u
PAT. Protilatky anti-CD 38, které jsou pfitomné v plazmé pacienta léceného
daratumumabem reaguji se vSemi diagnostickymi i darcovskymi erytrocyty, které
exprimuji antigen CD 38. Tyto faleSné pozitivni reaktivity mizi po pisobeni
dithiotreitolu. DTT zpusobi rozruSeni tercialni struktury bilkovin ireverzibilnim

uvolnénim disulfidickych mustkil (viz obrazek 6). Nevyhoda této metody je destrukce
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nekterych erytrocytarnich antigenti (Kell, Lutheran, Carwright, Knops, Domrock,

Indian) a tak nelze detekovat protilatky proti nim. (sukl.cz/leciva/em-daratumumab-

b %

Struktura CD38
5 neporu&enou Je narulena
strukturou CD38

XY ’b,ﬁ
Q 0 \l

online)

Erytrocyty Sérumpacienta  Daratumumabsenemiie  Coombsovo Neni pfitomna ehlivy Transfuze
tfené obsahujici navizat na CD38na &inidlo aglutinace zplsobend vysledek K-negativni
oTT daratumumab povrchu erytrocytd daratumumabem krve
odetfenych DTT

Obrazek 6: Schéma oSetieni erytrocyti pomoci DTT
Zdroj: sukl.cz/leciva/em-daratumumab-online
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Cile prace a hypotézy
Pro moji bakalatskou praci bylo urc¢eno nékolik cila.

Cil 1: Seznameni se s problematikou ptedtransfuzniho imunohematologického vySetieni
u pacienti s AIHA a MM.

Cil 2: Provést vSechna potfebna pifedtransfuzni laboratorni vySetfeni pred expedici
erytrocytarniho transfuzniho pfipravku pro pacienty s AIHA a MM.

Cil 3: Statistické vyhodnoceni jednotlivych vzorkti u pacienti s AIHA a MM.

Predpoklada se vySetieni a statistické vyhodnoceni cca tficeti vzorkd.

Prace se vénuje nasledujicim vyzkumnym otazkam:

a) U kolika procent vySetfovanych pacienti s AIHA byla po vysyceni plazmy zjisténa
aloprotilatka?

b) Vysycené sérum ziskame po inkubaci séra se sedimentem vlastnich
(ev. darcovskych) erytrocyti. Kolik cykla je potfeba k vysyceni plazmy (dosaZeni

negativniho screeningu protilatek nebo ptipadné indentifikaci aloprotilatky)?
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2.2 Metodika

Metody vysyceni (neboli adsorbéni test) plazmy pacienta pomoci PEG a oSetieni
erytrocyti pomoci DTT se ve FN Plzen provadi na Transfuznim oddéleni Bory
Vv imunohematologické laboratofi, ve které pracuji. Na Transfuznim oddéleni ve
FN Plzen bylo za obdobi od 1.1.2021- 31.12.2022 zpracovano a vysyceno 39 vzorkd od
pacientii s diagnézou AIHA a oSetfeny erytrocyty (diagnostické, popt. darcovské) u 10
pacientid s mnohocetnym myelomem, kteti byli 1éCeni Daratumumabem (Darzalexem).
V této laboratofi se provadi vSechna piedtransfuzni vySetfeni, kterd k t€émto dvéma
specialnim metoddm patii. Vyjimkou je vySetfeni krevni skupiny a zkousky
kompatibility, které se vySetiuji na krevnich skladech FN Plzenn Bory nebo Lochotin.
V mé praci se budu zabyvat vSemi ptedtransfuznimi vySetfenimi, Ktera jsou nutna
u pacientskych vzorka provést, nez jsou erytrocytarni transfuzni piipravky propustény a
ptipraveny k expedici na dané oddéleni pro podani konkrétnimu pacientovi. Dale budou
zpracovana data pacientli, u nichz bylo provedeno vysyceni plazmy nebo oSetfeni

erytrocytli pomoci DTT.

2.2.1 VySetieni krevni skupiny AB0O a RhD antigenu

Na transfuznim oddéleni ve FN Plzen se urcuje krevni skupina v ABO systému a
RhD antigen orientaéné¢ metodou na sklicku a u novych pacientt je sklickova metoda
doplnéna metodou sloupcové aglutinace na gelovych kartach od firmy Bio-Rad.
Vysetteni krevni skupiny na sklicku se provadi pomoci monoklondlnich diaghostickych
sér anti-A, anti-B a anti-A, B od firmy Sanquin. RhD antigen je vySetfovan pomoci
diagnostického séra anti-D od firmy CE-IMMUNDIAGNOSTIKA. Na ptedem
pfipravené a oznacené podlozni sklo kdpneme jednu kapku diagnostického séra anti-A,
anti-B, anti-A, B aanti-D, poté pfidame ke kazdé kapce diagnostického séra jednu
kapku plné krve pomoci Pasteurovy pipety. Vezmeme si ¢isté podlozni sklicko a rohem
smichdme diagnostické sérum s krvi pacienta do tvaru ovalku. Na kazdy druh antiséra
pouzijeme Cisty roh sklicka, aby nedoslo ke kontaminaci jinym antisérem. Takto
promichand antiséra s krvi pacienta nechdme inkubovat 2 minuty pfi pokojové teploté a
poté jemnym kyvavym pohybem sklicka odecitdime, zda doSlo k tvorbé shluki
(aglutinaci). Pokud jsou shluky pfitomny, hodnotime reakci jako pozitivni a znamena to
pfitomnost daného antigenu na erytrocytech pacienta. Pokud nedoslo k tvorb& Zadnych
shlukl, hodnotime jako negativni vysledek. Pomoci této metody se vysetiuje krevni

skupina ABO a RhD antigen pouze orientacné, a proto se u novych pacientd s dosud
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jesté nevySetfenou krevni skupinou musi tato metoda doplnit dalsim testem
(napft. sloupcova aglutinace na gelovych kartach nebo metoda zkumavkova).

Jako dalsi metoda pro stanoveni krevni skupiny ABO systému a RhD antigenu je
sloupcova aglutinace na gelovych kartach DiaClon ABO/D + Reverse Grouping od
firmy Bio-Rad. Tato metoda je presnéjsi a spolehlivéjsi, proto se provadi u novych
pacientli, u nichz nebyla krevni skupina dosud kompletné stanovena. Tato Kkarta, na
které se krevni skupina s RhD antigenem stanovuji, ma 6 mikrozkumavek, jejichz dolni
Cast je naplnéna gelem a horni ¢ast slouzi pro inkubaci. V prvnich tfech
mikrozkumavkach, ve kterych se stanovuji antigeny na erytrocytech, je obsaZzena kromeé
gelu i reagencie, ktera obsahuje specifické monoklonalni protilatky (anti-A, anti-B a
anti-D). Dalsi ¢tvrta jamka slouzi jako kontrolni (Ctl) a posledni dvé jamky jsou urCeny
pro stanoveni aglutininli v plazmé pacienta. VySetieni provadime tak, ze zkumavku
s plnou krvi ddme centrifugovat na 8 minut pfi 3000 ot/min. Oznacéime si tii zkumavky,
do jedné Pasteurovou pipetou odsajeme plazmu, do druhé nabereme malé mnoZstvi
erytrocyti. Erytrocyty promyjeme v promyvaci centrifuze a pripravime si 5 % suspenzi
erytrocyti (25 ul sedimentu erytrocytid v 0,5 ml Diluentu 2) v LISS roztoku (roztok o
nizké iontové sile). Takto pfipravenou 5 % suspenzi kapeme do prvnich Cctyf
mikrozkumavek po 10ul uréenych pro vySetieni aglutinogenu. Pro detekci aglutinint se
pouzivaji posledni dvé jamky v desticce, které jsou oznaCeny Ai (pipetujeme 25ul
diagnostickych erytrocytt A: a 25ul plazmy pacienta) a B (pipetujeme 25ul
diagnostickych erytrocytt B a 25ul plazmy pacienta). Centrifugujeme karty
v ID centrifuze od firmy Bio-Rad 10 minut pii 910 rpm a poté makroskopicky
odec¢itame. Pokud dojde k aglutinaci, protilatka se navazala na antigen, ktery je
pfitomny na povrchu erytrocytu. Podle velikosti vzniklych aglutinati prochazi
erytrocyty prostorem v gelu. Jedna-li se o silnou reakci, vytvati erytrocyty prouzek
pouze na horni ¢asti gelu a dale se jiz v gelu tzv. nesypou, tuto reakci hodnotime na
ctyti kiize. Mirn€ se sypajici erytrocyty z horni ¢asti gelu smérem ke spodni Casti se
hodnoti na tii kiize, sypajici se erytrocyty ve stiedni a spodni ¢asti gelu hodnotime na
dva kiize. Na jeden kiiz hodnotime slabé reakce, kdy se krvinky sypou jen lehce ve
spodni ¢asti gelu. A jako posledni pozitivni reakci popisujeme slabé pozitivni, kde se
nachazi ojedin€lé aglutinace erytrocyti v dolni Casti gelu. Za negativni vysledek
povazujeme ten, kdy nedoSlo k zddné aglutinaci a vSechny erytrocyty prosly béhem

centrifugace gelem a jsou sedimentovany na spodni casti mikrozkumavky
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(zadné erytrocyty se zde v gelu nesypou). Kontrolni mikrozkumavka (Ctl) musi vyjit

vzdy negativni.

2.2.2 VySetieni screeningu antierytrocytdrnich protildatek a identifikace protilatek

Tato metoda se na Transfuznim oddéleni ve FN Plzen vySetiuje na gelovych
kartach sloupcovou aglutinaci od firmy Bio-Rad. Standardné se u pacientt, u kterych se
bude podavat transfuze, vySetfuje screening antierytrocytarnich protilaitek v NAT
(nepfimy antiglobulinovy test). K tomuto vySetieni potfebujeme firemné vyrobené
ID karty, které obsahuji 6 mikrozkumavek. Kazd4a mikrozkumavka je tvofena inkubacni
komiirkou, jez se nachazi v horni ¢asti mikrozkumavky a dale potom ve spodni ¢asti
mikrozkumavky se nachazi gelovy sloupec. Tento sloupec obsahuje polymerizované
mikroc¢astice dextranu Vv pufrovaném médiu a slouzi jako filtr. U metody neptimého
antiglobulinového testu je v kartdch piidano jest¢ AGH sérum. Samotné vySetfeni se
provadi tak, Zze do pfedem oznacenych tii jamek na gelové karté napipetujeme 50 ul
diagnostickych erytrocytii oznacenych 1., II., III. (ID-DiaCell) pro NAT test a k nim
piidame 25 pl plazmy pacienta. Kartu ddme inkubovat do ID-inkubatoru na 15minut pii
37°C. Po uplynuti inkubacni doby dame karticku do centrifugy ID-centrifugy na
10 minut pii 910 rpm centifugovat. Poté makroskopicky odec¢itam, pokud doslo béhem
centrifugace k zachyceni aglutinati ¢ervenych krvinek na povrchu nebo uvniti gelového
sloupce, jedna se o pozitivni reakci. Pokud vSechny neaglutinované krvinky prosly az
na dno mikrozkumavky, jedna se o reakci negativni. Vyjde-li screening v NAT testu
pozitivni, musi se doplnit o vySetfeni specifity protilatek pomoci panelu erytrocyta.
Toto vySetfeni se provadi stejnym zpusobem jako screening, Stim rozdilem, ze do
mikrozkumavek se pipetuji panelové diagnostické erytrocyty (ID-DiaPanel), u systému
Bio-Rad je jich celkem 11. Po vyhodnoceni vSech screeningovych a panelovych
erytrocytd, které reagovaly s plazmou pacienta, mizeme dle identifika¢ni tabulky
antigend (antigenni zastoupeni ve vSech danych lahvi¢kach diagnostickych erytrocytit)
urcit specifitu protilatky (viz Obrazek 7). Jsou-li v plazmé pacienta obsazené protilatky,
které jsou odhalené v NAT testu, doplnime jesté vySetfeni vV enzymovém papainovém
testu. Ten se provadi stejnym zplsobem jako NAT test, jen s odlisnosti v tom,
ze pouzivame neutrdlni karty, kde je misto AGH obsaZeny pouze neutrdlni gel a
ptiddvame diagnostické erytrocyty, které jsou jiz natravené enzymem, konkrétné zde
papainem (ID-DiaCell P, ID-DiaPanel P). Hodnoceni provadime stejné jako u NAT

testu.
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Obrazek 7: Identifika¢ni tabulka antigent od firmy Bio-Rad
Zdroj: vlastni foto
V nasi imunohematologické laboratofi vyuzivame 1 systém od firmy Grifols, ktery

ma stejny princip testu, pouze se pouzivaji karty a reagencie od firmy Grifols.

2.2.3 Test kompatibility

Testy kompatibility se vySetfuji u vSech pacientti, ktefi maji klinickym pracovistém
indikovanou transfuzi erytrocyti. Tento test nam potvrdi slucitelnost darcovské krve
S plazmou pacienta. Nebo naopak zjistime, ze danou krev podat pacientovi nemizeme a
pak dale zjistujeme, jaka je pfi¢ina vzniklé¢ inkompatibility. Na nasem Transfuznim
odd€leni vysSetfujeme testy kompatibility na gelovych kartdch od firmy Bio-Rad stejné
jako screening a panel erytrocyti pro identifikaci protilatek. Standardné je u novych
pacientil a u pacientl s negativnim vysledkem posledniho ptfedtransfuzniho vysetfeni
proveden test kompatibility pouze v NAT testu. U nékterych problematickych pacientt
provadime test kompatibility i enzymovém papainovém testu na neutralnich gelovych
kartach. Pfed samotnym testem kompatibility musime mit ur¢enou krevni skupinu
v ABO systému a RhD antigen pacienta a podle toho vybirame skupinové kompatibilni
krevni konzervu. Pro vySetfeni testu kompatibility potfebujeme krevni konzervu, ktera
je spravné polepena Stitkem, na kterém jsou vSechny potiebné tdaje (krevni skupina
darce, RhD antigen, popt. Rh fenotyp a dalsi erytrocytarni antigeny, datum odbéru,
datum expirace, vyrobce transfuzniho pfipravku, identifikacni c¢islo transfuzniho
ptipravku, teplota skladovéani). Po vybéru krevni konzervy se spravnou krevni skupinou

pro daného pacienta odtrhneme od vaku jeden segment s darcovskymi erytrocyty a do
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polepené nebo popsané zkumavky cislem konzervy, darcovské erytrocyty vypustime.
Zkumavku s darcovskou krvi dame promyt do promyvaci centrifugy a poté si do
Diluentu 2 udélame naplav darcovskych erytrocytl. Pfipravime si také predem
zcentrifugovany pacientsky vzorek, u kterého oddélime plazmu od krvinek. Do gelové
karty pro NAT napipetujeme 50 ul naplavu darcovskych erytrocyti a k nim piidame
25 ul pacientské plazmy. Pro vysetifeni enzymovym papainovym testem provadime test
kompatibility stejnym zptisobem jako u NAT testu kompatibility, pouze s tim rozdilem,
7e pipetujeme do neutralnich ID-karet a nakonec pfidavame jesté¢ 25 pl papainu
k darcovskym krvinkam a pacientské plazmé. Po napipetovani dame na 15 minut
inkubovat pifi 37 °C a po inkubaci centrifuguyjeme 10 minut pii 910 rpm.
Poté makroskopicky odecitdme. Pokud doslo béhem centrifugace k zachyceni aglutinat
cervenych krvinek na povrchu nebo uvnitt gelového sloupce, jedna se o pozitivni reakci
(inkompatibilni zkousku kompatibility). Pokud vSechny neaglutinované krvinky prosly
az na dno mikrozkumavky, jedna se o reakci negativni a tuto zkouSku kompatibility
vydavame jako kompatibilni. Platnost testu kompatibility je 72 hodin od odbéru vzorku,
po uplynuti této doby je nutné provést test kompatibility z nového vzorku. V ptipade¢,
kdy pracujeme s vysycenou plazmou, se prodluzuje platnost testu kompatibility na 7 dni
od data odbéru. Pokud kviili absolutnimu nedostatku RhD negativnich erytrocytarnich
piipravki na krevnich skladech vydavame RhD negativnimu pacientovi RhD pozitivni

piipravky, je platnost testu kompatibility zkracena jen na 24 hodin.

2.2.4 VySetieni autoprotildatek

Vysetteni autoprotilatek se provadi v NAT testu, enzymovém papainovém testu,
ale také pii 4°C. VysSetfuji se na gelovych kartach od firmy Bio-Rad sloupcovou
aglutinaci. Do ID-karty napipetujeme 50 pl pfedem ptipravého néaplavu erytrocytl
pacienta a k nim ptidame 25 pl plazmy pacienta (u enzymatického testu jesté pridavame
25 ul papainu). Inkubujeme 15 minut pii 37 °C (event. 4° C) a poté centrifugujeme a

odecitame aglutinaci.

2.2.5 P#imy antiglobulinovy test (Coombsiiy test)

K vySetfeni piimého antiglobulinového testu jsou zapotiebi krvinky pacienta.
Po centrifugaci pacientského vzorku, si fadné popiSeme tii aglutina¢ni zkumavky ¢islem
vySetfeni. Do prvni zkumavky odsajeme plazmu, do druhé zkumavky odsajeme cast

erytrocytll a do tieti zkumavky si pfipravime 0,5 ml Diluentu 2, do kterého budeme
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promyté erytrocyty fedit. Druhou zkumavku s erytrocyty pacienta si 3x promyjeme ve
fyziologickém roztoku. Z promytych erytrocytd si pfipravime suspenzi erytrocytu, tak
ze k ptedem ptipravenym 0,5 ml Diluentu 2 pfidame 5 pl promytych krvinek pacienta
(sucha kapka). Potom opatrn¢ promichdme, pfipravime si a fadné popiseme gelovou
kartu LISS/Coombs AGH a do jedné mikrozkumavky napipetujeme 50 pl predem
ptipravené suspenze erytrocyti. ID-kartu centrifugujeme 10 minut v ID-centrifuze a
poté odecitdme. Pokud aglutinované erytrocyty vytvari na povrchu gelu ¢ervenou linku
nebo jsou v gelu rozptyleny, jedna se o pozitivni vysledek a prokazujeme tim vazbu
protilatky nebo slozek komplementu na erytrocyty pacienta (viz Obrazek 8). V ptipadé
negativniho vysledku jsou vSechny erytrocyty usazeny na dné¢ mikrozkumavky a zadné
protilatky se na pacientovy erytrocyty nevazou.

e Upfesnéni typu senzibilizace erytrocyti

V ptipad¢ pozitivity pifimého antiglobulinového testu doplnime vySetieni na
upiesnéni typu senzibilizace erytrocytl na ID-kartach DC-Screening | od firmy Bio-
Rad. Ptipravime si ID-kartu DC-Screening I a fadné popiSeme cCislem vySetieni.
Do vsech Sesti mikrozkumavek na ID-karté napipetujeme 50 pl promytych erytrocytt
pacienta. ID-kartu centrifugujeme 10 minut a poté odecitame vysledky stejné jako u
PAT. Podle pozitivnich vysledkii vyhodnotime, 0 jakou tfidu protilatky se jedna a

popft. jakou slozkou komplementu jsou erytrocyty senzibilizovany (viz Obrazek 8).

I -

Obrazek 8: ID-karta LISS/Coombs AGH s pozitivnim PAT a ID-kartu DC-
Screening | s pozitivni tfidou protilatek IgG (ID-karty od firmy Bio-Rad)

Zdroj: vlastni foto
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e Stanoveni titru protilatky t¥idy IgG

Pokud dojde u pacienta K senzibilizaci erytrocyti protilaitkami tiidy IgG,
stanovujeme dale titr protilatky IgG. Vysetfeni provadime stejnym zpusobem jako
ureni typu senzibilizace erytrocytd, ale pouzivame ID-karty DAT IgG-Dilution od
firmy Bio-Rad, kde je jiz protilatka IgG vytitrovana do jednotlivych mikrozkumavek.
V ptipad¢ pozitivity titru 1:300 a vy$$im musime jesté stanovit podtiidu IgG a jeji titr
(viz Obrazek 9).

Obrazek 9: ID-karta DAT IgG-Dilution od firmy Bio-Rad s titrem 1gG 1:300+
Zdroj: vlastni foto
e Urceni podtridy IgG1/IgG3 a jejich titr

Vysettujeme pfi zjiSténi zavazného titru IgG protilatky na erytrocytech pacienta.
Vysetteni je provadéno stejnym zplsobem jako upfesnéni senzibilizace erytrocyti a
vySetteni titru IgG, s tim rozdilem, ze se pouzivaji ID-karty DAT 1gG1/IgG3 od firmy
Bio-Rad. Po odecteni vysledkl posuzujeme mozné riziko vzniku hemolyzy erytrocyti u
pacienta (viz Obrazek 10). Vysoké riziko hemolyzy hrozi v piipadé, kdy titr protilatek
podtiidy IgG1 nebo IgG3 dosahuje hodnoty 1:100, poptipadé je takto vysoky titr u obou
podtiid soucasng. U hodnot titrG 1:1 je riziko hemolyzy mirné, vzdy je vSak nutno
vysledky imunohematologického vySetfeni porovnat s ostatnimi laboratornimi vysledky

pacienta (krevni obraz, parametry hemolyzy).
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Obrazek 10: ID-karty DAT 1gG1/IgG3 od firmy Bio-Rad s titrem IgG1 1:100 +- a
1gG3 1:100 +

Zdroj: vlastni foto

2.2.6 VySetieni chladovych aglutininii

Pfi pozadavku na vySetfeni chladovych aglutinini je potieba dodrzet odbér
i transport vzorku pii 37 °C. Bude-li transport vzorku na del$i vzdalenost, je nutné
zajistit co nejdiive separaci vzorku plazmy (séra) od krvinek. Separace se provadi
centrifugaci vzorku po dobu 8 minut pii 3000 ot/min.

Vzorek pacienta co nejdiive po odbéru centrifugujeme 8 minut pii 3000 ot/min.
Pfipravime si a fadné popiSeme tfi aglutinacni zkumavky cislem vySetfeni. Do prvni
zkumavky odsajeme plazmu (sérum) pacienta, do druhé zkumavky odsajeme cCast
erytrocytd pacienta a do tfeti zkumavky si pfipravime 0,5 ml Dilientu 2. Druhou
zkumavku s erytrocyty pacienta 3x promyjeme ve fyziologickém roztoku v promyvaci
centrifuze. Poté si pfipravime pfedem vychlazenou ID-kartu ,,NaCl, enzyme test and
cold agglutinins®, kterou si fadné popiSeme cislem vysetieni a kazdou jamku Cislem
diagnostickych screeningovych erytrocyt, popt. Cisly panelovych erytrocytl, posledni
mikrozkumavku vzdy popisujeme jako vlastni autokontrola.

Do kazd¢é mikrozkumavky pipetujeme 50 pl prislusnych diagnostickych erytrocytl
(ID-DiaCell, ID-DiaPanel) a do posledni mikrozkumavky vlastni promyté erytrocyty
nafedéné v Diluentu 2. Do kazdé mikrozkumavky ptfidame 25 pl vySetfované pacientské
plazmy a ID-kartu inkubujeme 30 minut pii 4 °C. Po inkubaci centrifugujeme 10 minut
v ID-centrifuze, poté odecitame negativni nebo pozitivni vysledek.

Pfi pozitivnich reakcich se vSemi diagnostickymi screeningovymi i panelovymi
erytrocyty musime potvrdit nebo vyloucit protilatku anti-I. Test se provadi
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S 3X promytymi pupecnikovymi erytrocyty krevni skupiny 0 (I negativni) nafedénymi
v Diluentu 2 (pupecénikové erytrocyty od 2-3 novorozenct). 50 ul pupeénikovych
erytrocytil napipetujeme do piedem oznacené a vychlazené ID-karty ,,NaCl, enzyme test
and cold agglutinins® a knim pfidame 25 pl plazmy pacienta. Dale ID-kartu
inkubujeme 30 minut pii 4 °C a poté kartu centrifugujeme 10 minut v ID-centrifuze.
V ptipadé, ze po odeCteni nedojde k aglutinaci pacientské plazmy s novorozeneckymi

erytrocyty, jedna se o chladovou protilatku anti-1 (nemoc CAD).

2.2.7 Stanoveni Rh fenotypu a antigenu Kell pacienta

Rh fenotyp a Ag Kell je na Transfuznim oddéleni FN Plzeni stanovovan na ID-
kartach DiaClon Rh-Subgroups od firmy Biorad. VySetfuje se u zen v tchotenstvi,
u divek a zen ve fertilnim véku (tj. do 50 let), u hematologicky nemocnych pacientli s
pfedpokladanou pottebou opakovanych transfuzi a dale u pacienti se znadmou
nepravidelnou protilatkou. Stanoveni Rh fenotypu a Ag Kell je mozné pouze u pacientu,
ktefi nebyli v poslednich 3-4 mésicich transfundovani. VySetfeni se provadi S5 %
suspenzi pacientskych erytrocyti nafedénych v ID-Diluentu 2, tak ze do Cisté a fadn¢
popsané zkumavky se napipetuje 0,5 ml ID-Diluentu 2 a ptida se 50 pl plné krve nebo
25 ul koncentratu erytrocytii. Jemné se zkumavka protfepe a do fadné oznacené ID-
karty se do vSech mikrozkumavek pipetuje 10 nebo 12,5 ul suspenze erytrocytu. ID-
karta se centrifuguje v ID-centrifuze 10 minut. Poté se odecita vysledek u kazdého
antigenu. Vytvari-li aglutinované erytrocyty na povrchu gelu ¢ervenou linku nebo jsou
v gelu rozptyleny, jedna se o pozitivni vysledek. V piipad¢ negativniho vysledku jsou

vSechny erytrocyty usazeny na dn¢ mikrozkumavky.

2.2.8 Urcovani ostatnich erytrocytdrnich antigenii

K urcovani erytrocytarnich antigenli jsou vyuzivana znamé diagnosticka antiséra,
n¢kdy antiséra nahrazuji ID-karty (dle dostupnosti). Kazdy stanovovany antigen ma
pfedepsanou dobu inkubace a prostiedi, ve kterém ho stanovujeme (vSe je uvedeno
Vv ptibalovém letaku, ktery je dostupny u antiséra od vyrobce).

Pokud antigeny stanovujeme aglutinaéné zkumavkovym testem, ptipravime Si 3-5
% suspenzi testovanych erytrocytli ve fyziologickém roztoku. Dale si pfipravime
prazdnou aglutinacni zkumavku, kterou popiseme Cislem vySetfeni a danym antigenem,
ktery chceme stanovit. Do zkumavky dame jednu kapku konkrétniho diagnostického

antiséra a pridame jednu kapku pfedem piipravené suspenze testovanych erytrocyti.
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Zkumavku poté inkubujeme pii laboratorni teplot¢ po dobu, kterda je urcena
v piibalovém letdku k danému antiséru. Po inkubaci zkumavku centrifugujeme 30
sekund ptfi 779 g. Poté sediment jemné protiepeme a makroskopicky odecitame
aglutinaci. V ptipadé negativniho vysledku aglutinace nevznika. Ptipadnou aglutinaci
hodnotime dle sily na jeden az Ctyfi kiize. Pokud je vysledek negativni, znamena to, ze
vysetfovany clovék dany antigen na svych erytrocytech nema. V piipad¢ pozitivniho
vysledku dany antigen na svych erytrocytech vysetfovany ¢lovék ma ptitomen.

Nekteré antigeny musime kvuli absenci diagnostika pro pfimou aglutinaci stanovit
pomoci nepiimého antiglobulinového testu. Postup tohoto stanoveni je odlisny od piimé
aglutinace v tom, Ze inkubace probiha 30 minut pii 37 °C v inkubatoru. Po inkubaci se
zkumavka 3x promyje fyziologickym roztokem v promyvaci centrifuze a poté
pfikdpneme jednu kapku AGH a dobife promichame. Poté zkumavku centrifugujeme
30 sekund pii 779 g a makroskopicky odecitame. V ptipad¢ negativni reakce radéji
zkontrolujeme pod mikroskopem a negativni reakci potvrdime pfidanim jedné kapky
Coombs kontrolnich erytrocytli, znovu zkumavku centrifugujeme a hodnotime.
Pti spravné provedeném testu uz by mél byt vysledek pozitivni, pomoci CCC krvinek
kontrolujeme funkcnost AGH séra. Hodnoceni v piipadé pozitivni reakce (vznik
aglutinace) hodnotime stejnym zptsobem jako u aglutinatni metody. Antigeny, které
stanovujeme pies NAT test, mizeme vySetfovat pouze u pacientll s negativnim PAT,
u PAT pozitivnich osob by mohlo dojit k faleSn¢ pozitivnim vysledkim.

U metod stanoveni erytrocytarnich antigenti na gelovych kartach jsou postupy
individualni u kazdého antigenu. Nékdy uz jsou dana antiséra v gelovych kartach
piedkapana z firemni vyroby, pak uz pfidavime pouze suspenzi erytrocytd. Jindy
musime do gelové karty napipetovat suspenzi vySetfovanych erytrocytd i1 piislusné
antisérum. Inkubace jsou individualni dle ptibalového letdku, po inkubaci gelové karty
centrifugujeme v ID-centrifuze a hodnotime pfitomnost nebo nepiitomnost daného
antigenu na vySetfovanych erytrocytech.

U kazdého antigenu, ktery vysetfujeme, musime vzdy stanovit pozitivni a negativni
kontrolu s ptislusnymi firemnimi diagnostickymi erytrocyty, u kterych mame garanci

obsahu jednotlivych antigent.

2.2.9 Vysyceni plazmy pomoci PEG
Toto laboratorni vySetfeni se provadi piedev§im u pacienta, ktery méa diagnozu

AIHA. Vlivem pfitomnosti autoprotilatek je u téchto osob screening protilatek, panel

41



erytrocytd (viz Obrazek 11), vlastni erytrocyty i PAT pozitivni. Taktéz nelze nalézt
vhodny kompatibilni transfuzni ptipravek standardnim ptedtransfuznim vysetfenim.
Proto provadime odstranéni autoprotilatek z plazmy pacienta a zjistujeme, zda neni

v plazmé¢ pacienta pritomna jesté i néjaka skryta aloprotilatka.

Obrazek 11: Pozitivni reakce se vSemi diagnostickymi erytrocyty u pacienta s

AIHA (screening + panel v NAT i papainovém testu)

Zdroj: vlastni foto

Vysyceni plazmy pacienta Ize provést pomoci Vlastnich erytrocytd, ale pouze
V ptipadé, ze pacient nebyl v poslednich 3 mésicich transfundovéan a neni anemicky pro
odbér vzorku (pozadované mnozstvi vzorku je 3 x 6ml nesrazlivé krve odebrané do
EDTA). V piipadé, Ze nemizeme vysycovat vlastnimi erytrocyty, volime erytrocyty
darcovské. Darcovské erytrocyty vybirame vzdy krevni skupiny 0, které jsou co nejvice
shodné v erytrocytarnich antigenech s antigeny pacienta. Musime zachovat negativitu
minimalné Vv antigennim systému Rh, C%, Kell a Kidd, popt. i dalSich antigennich
systémech. Tyty vybrané darcovské erytrocyty nebo vlastni erytrocyty pacienta po
centrifugaci vzorku a oddéleni plazmy tiikrat promyjeme ve fyziologickém roztoku.
Z mrazaku si vyndame ptedem piipravenou substanci 1 % ficinu a pfipravime si
ficinované erytrocyty (provadi se tésné pred vlastnim vySetfenim). K 0,5 ml 1 %
rozmrazeného roztoku ficinu, ktery smichame se 4 ml fyziologického roztoku, ptidame
0,5 ml erytrocyti (vlastnich nebo darcovskych) trikrat promytych ve fyziologickém
roztoku. VSe promichdme a nechame inkubovat v termostatu 15 minut pii 37°C.
Po inkubaci zkumavku s ficinovanymi erytrocyty centrifugujeme 2 minuty pfi
2000 ot/min. Po centrifugaci erytrocyty jesté jednou promyjeme ve fyziologickém
roztoku a odstranime supernatant. Dale uz provadime samotné vysyceni plazmy tak, Ze
k1 dilu pacientského séra piidame 0,5 dilu suchych ficinovanych erytrocytli a

1dil PEG. VSe promichdime a inkubujeme 15 minut pii 37°C. Po inkubaci
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centrifugujeme 2 minuty pii 3400 ot/min. Sérum oddélime do Cisté zkumavky a pridame
dalsi dil ficinovanych erytrocytti k séru s PEG, znovu inkubujeme, centrifugujeme.
Tento postup s pridavanim ficinovanych erytrocytti provadime do vysyceni plazmy.
Vétsinou staci Sest cyklt. Pokud jsou ale ficinované erytrocyty po centrifugaci pevné
prilepené na dno zkumavky, znamena to, ze jsou autoprotilatky stéle ptitomné v plazmeé
a je nutno pokracovat ve vysycovani. Vzdy po Sestém cyklu vyzkouSime, zda uz je
plazma vysycena a provedeme screening v NAT testu a enzymovém papainovém testu.
Pokud vysledek screeningu vyjde negativni, plazma pacienta se vysytila, autoprotilatky
byly zplazmy odstranény a nejsou piitomny zadné skryté aloprotilatky (viz
Obrazek 12).

Obrazek 12: Vysledek screeningu erytrocytli v NAT 1 papainovém testu negativni
po vysyceni plazmy pacienta

Zdroj: vlastni foto

2.2.10 Ofsetieni erytrocytit pomoci DTT

Tato laboratorni metoda je ve FN Plzen v laboratofi specidlni imunohematologie
vySetfovana teprve tfetim rokem, prvniho pacienta jsme touto metodou vysetiili na
podzim roku 2020. Pomoci DTT se oSetfuji diagnostické erytrocyty (screeningové,
popf. panelové) i darcovské erytrocyty. Dulezity je vybér erytrocytarniho transfuzniho
pfipravku pro zkouSku kompatibility. Vybirdme konzervu shodnou v ABO systému,
Rh(D)antigenu, Rh fenotypu a zohlediujeme také erytrocytarni antigeny C%, Jk? JKP.
Erytrocytarni transfuzni ptipravek musi byt vzdy Kell negativni, protoze DTT
denaturuje Ag K a nelze pak detekovat protilatky proti nim. Diagnostické i darcovské

erytrocyty promyjeme 4x ve fyziologickém roztoku. Po poslednim promyti smichame
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400 ul 0,2 M roztoku DTT se 100 ul sedimentu promytych erytrocytl. Inkubujeme
vV termostatu pfi 37 °C cca 30-45 minut za stalého michdni po 5 minutich.
Poté erytrocyty promyjeme 4x ve fyziologickém roztoku, a pokud se objevi vyrazna
hemolyza, je nutné postup zopakovat s Cerstvymi erytrocyty a mensim objemem DTT.
Po fadném oSetfeni erytrocyt pomoci DTT si pfipravime 2-5 % suspenzi erytrocytl
v LISS roztoku a pipetujeme do identifikacni LISS karty 50 pl suspenze krvinek a
pfidavame 25 pl plazmy/séra pacienta. Identifika¢ni kartu inkubujme v termostatu
15 minut pii 37 °C a poté centrifugujeme 10 minut pii 900 otaCkach. Je-li vysledek
screeningu, popt. zkousky kompatibility v NAT negativni, jednalo se o faleSnou
pozitivitu zpusobenou vlivem vazby monoklonalni protilatky na erytrocyty. V ramci
kontroly jakosti provadime také negativni kontrolu. K jedné kapce Kell pozitivnich
kontrolnich erytrocyti ptiddme do zkumavky jednu kapku antiséra anti-Kell, vysledek
by mé byt negativni, protoze DTT denaturuje Ag K. Déle stanovujme pozitivni
kontrolu, kdy kjedné kapce E pozitivnim kontrolnim erytrocytim piidame do
zkumavky jednu kapku antiséra anti-E, zde by mél byt vysledek pozitivni.
2.3 Vydavani vysledki

Vsechny vysledky jsou zaznamendvany do pracovniho listu a do pocitaCovych
programi LIS Orpheus a Amadeus, vysledky jsou dale povéfenym Iékafem
zkontrolovany, vytisknuty a odeslany na piislusna odd¢€leni, ktera vysetieni indikovalo.
2.4 Kontrola kvality

Vsechna pouzivana diagnostika pro vySetieni antierytrocytarnich protilatek
(screeningové, panelové erytrocyty), diagnostika na vySetieni krevnich skupin, ID-karty
na vSechna provadéna vysetfeni vcetné vizualni kontroly vSech pouzivanych roztoka
jsou zafazeny do sytému vnitini kontroly kvality. VSechna vyuzivana diagnostika a
reagencie v imunohematologické laboratofi jsou na TO FN Plzeni kontrolovany i v

ramci externi kontrolou kvality SEKK, ktera probiha dvakrat za rok.
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3 Statisticka data — sbér a zpracovani

Pro tuto bakalafskou praci byla pouzita data a vysledky vysSetfeni, ktera byla
provedena V laboratofi specialni imunohematologie na Transfuznim oddéleni ve
Fakultni nemocnici v Plzni. Vysledky byly ziskdvany v ¢asovém rozmezi od 1.1.2021
do 31.12.2022. Ziskana data zobrazuji problematiku specidlnich ptedtransfuznich
vySetfeni u pacientil s diagndézou AIHA nebo MM, u nichz nelze standardnimi postupy
pfipravit kompatibilni transfuzni ptipravek.

Transfuzni oddé€leni Fakultni nemocnice Plzen provadi tato specializovana
vySetfeni pfedevSim pro klinicka odd€leni ve FN Plzen. Méné Casto jsou vySetfeni
provadéna pro externi Zadatele, protoZe zde nejsou zatim dostupna (napt. Rokycanskou
nemocnici, Klatovskou nemocnici, Stodskou nemocnici nebo Domazlickou nemocnici).

Data byla sbirana po dobu dvou let a za toto obdobi bylo ziskano celkem 39 vzorkt
od pacientt s diagndézou AIHA, u kterych bylo provedeno vysyceni plazmy a 10 vzorkt
pacientll s diagnézou MM, u kterych bylo provedeno osSetfeni erytrocyti pomoci DTT.
Ve svém statistickém zhodnoceni uvadim pouze pacienty vysetiené témito specialnimi
metodami V laboratofi specialni imunohematologie. Tyto metody byly u nékterych
pacientl provedeny i opakovang, ale do vyhodnoceni vysledku byla vzdy pouzita pouze
data z prvniho vstupniho vySetieni tohoto problematického pacienta, protoze jen u
nového pacienta (pii prvnim zachytu AIHA, MM po 1é¢b¢) jsou provedena vSechna
kompletni ptedtransfuzni a specidlni imunohematologickd vysetieni. Pfi opakovaném
pozadavku na transfuze se Uz ncktera vysetieni znovu neprovadi nebo se opakuji az
s odstupem cCasu. Ziskana data byla zpracovana do tabulek a grafu v MS Excel.

3.1 VySetieni pacienti s diagn6zou AIHA u nichzZ bylo provedeno vysyceni
plazmy

V roce 2021 bylo na TO FN Plzen provedeno vysyceni plazmy u 19 pacientd,
Ztoho se jednalo o jedendct Zzen a osm muzd. Primérny veék pacientii byl 58 let
v rozmezi v€ku od 19 let do 92 let. Mezi témito pacienty bylo 1 5 té¢hotnych Zen,
ukterych  béhem  téhotenského screeningu  protilatek a  ndsledného
imunohematologického vysSetieni byla diagnostikovana susp. AIHA. Soubor tvofili
pacienti krevnich skupin nejcastéji 0+ a A+, méné byla zastoupena krevni skupina 0-,
AB- a B- (viz Tabulka 1).
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Tabulka 1: Vysetieni pacienti s AIHA za rok 2021 (zakladni informace)

Pacient Krevni
c. Pohlavi | Diagndéza| Vék |skupina| Fenotyp Ostatni erytrocytarni antigeny
1. M D599 67 A+ CCee, K- Cw-, Jk(a+b-)
2. VA D591 89 0- ccee, K- | Cw-, Jk(a+b+), P+, Le(a+b-), M+, N+, S+
3. Z D70 19 A+ Ccee, K- Cw-, Jk(a+b-)

Cw-, M+, N+, P+, Le(a-b+), Jk(a+b+),

4. Z D649 92 0+ CCee, K- Lu(a-b+), Fy(a+b-), S+, s+
5. M 1210 83 A+ CcEe, K- Cw-, Jk(a+b-)
6. Z 0360 29 0+ CCee, K- | M+, N+, P-, Le(a-b+), Jk(a-b+), S-, Cw-
7. Z 0908 35 AB- | ccee, K- Cw-, Jk(a+b+), F(a-b+)
8. M Cc911 84 0+ CcEe, K- | Cw-, P+, Jk(a-b+), Le(a+b+), M+, N+, S-
9. M D510 74 0+ CCee, K- | M+, N+, P+, Le(a-b+), Jk(a+b+), S-,.Cw-
10. Z 0800 35 A+ ccEe, K- | Cw-, M+, N+, P+, Le(a-b-), Jk(a+b+, S-
11 M Cc911 62 0+ Ccee, K- Cw-, Jk(a+b+)
12. V4 D649 77 0+ Ccee, K- Cw-, Jk(a+b+)
13. M D693 32 B- ccee, K- | Cw-, P-, Jk(a-b+), Le(a-b+), M+, N+, S-
14. Z 7349 32 A+ | CCee, K+ Cw-, Le(a+b-), Jk(a+b+)
15. Z K920 72 0+ CcEe, K- | Cw-, M+, N+, P+, Le(a-b+), Jk(a+b+), S+
16. M C61 73 B- ccee, K- | Cw-, P-, Jk(a+b+), Le(a-b+), M+, N-, S+
17. y4 0800 29 A+ Ccee, K- Cw-, Jk(a+b+)
18. M uo71 86 0+ CcEe, K- | Cw-, P+, Jk(a+b+), Le(a+b+), M-, N+, S+
19. y4 D590 30 A+ CCee, K- Cw-, Jk(a+b+)

Zdroj: Data z laboratorniho informac¢niho systému, TO FN Plzen, vlastni

zpracovani

Pti standardnim predtransfuznim vySetfeni se u vSech pacientli prokazaly pozitivni
reakce se vSemi diagnostickymi 1 darcovskymi erytrocyty v NAT testu i enzymatickém
papainovém testu. Pozitivity u vSech pacientd byly prokazany také u autoprotilatek
V NAT i enzymovém papainovém testu, tato pfitomnost autoprotilatek poukazuje na
diagnézu AIHA. Chladové protilatky byly u vétSiny negativni, pouze V jednom piipadé
byla stanovena specifita chladové protilatky anti-C" a u 5 pacientll nebyly chladové

protilatky vysetfeny (viz Tabulka 2).
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Tabulka 2: Vysledky pacientt s AIHA za rok 2021 (tepelné a chladové protilatky)

Pacient | Scr Scr Panel Panel | Autoprotilatky | Autoprotilatky | Chladové
c. NAT PT NAT PT v NAT v PT protilatky
1. poz poz poz poz poz poz neg
2. poz poz poz poz poz poz neg
3. poz poz poz poz poz poz neg
4, poz poz poz poz poz poz neg
5. poz poz poz poz poz poz neg
6. poz poz poz poz poz poz nevysetreny
7. poz poz poz poz poz poz nevysetreny
8. poz poz poz poz poz poz neg
9. poz poz poz poz poz poz neg

10. poz poz poz poz poz poz nevysetreny
11. poz poz poz poz poz poz neg
12. poz poz poz poz poz poz anti-Cw
13. poz poz poz poz poz poz neg
14, poz poz poz poz poz poz nevysetfeno
15. poz poz poz poz poz poz neg
16. poz poz poz poz poz poz neg
17. poz poz poz poz poz poz neg
18. poz poz poz poz poz poz nevysetfeno
19. poz poz poz poz poz poz

Zdroj: Data zlaboratorniho informac¢niho systému, TO FN Plzen, vlastni

zpracovani

Ptimy antiglobulinovy test byl u vSech pacientli pozitivni, ve vétSiné ptipadi byl

siln€ pozitivni, pouze u tii pacientil se jednalo o slabou silu reakce. Pii1 stanoveni typu

senzibilizace erytrocytll byly prokazany nejvice protilatky téidy IgG (v titrech vice i

méné zavaznych a jejich podtiidy 1gG1 a 1gG3 v riizné zavaznych titrech), méné byly

ptitomny senzibilizujici protilatky tfidy IgM a Castym nalezem je i pfitomnost slozek

komplementu C3d (viz Tabulka 3).
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Tabulka 3: Vysledky pacientt s AIHA za rok 2021 (PAT a senzibilizace

erytrocytil)
UpfFesnéni
Pacient senzibilizace
c. PAT erytrocytt Titr IgG | Titr1gG1 | TitrIgG3
1. poz ++++ 1gG ++++ 1:1000 + | 1:100 +++ | negativni
2. poz ++++ 1gG ++++ 1:1000 + | 1:100 ++ | negativni
3. poz ++++ IgG ++++, IgA +++ 1:300 + 1:1 +++ negativni
4. poz ++++ IgG +++ 1:30 ++
5. poz +++ IgG +++ 1:30+
6. poz +++ IgG +++ 1:10 ++
7. poz +++ I1gG +++, C3d +- 1:10 +
1:1000
8. poz ++++ | IgG ++++, IgM +-, C3d + +- 1:100+ | 1:100 +++
1:1000
9. POz ++++ IgG ++++, C3d +- +- 1:100 + negativni
10. poz ++++ IgG ++++, C3d + 1:30 ++
1gG +++4, IgM ++, C3d
11. POz ++++ ++ 1:300 +- 1:1 ++ negativni
12. poz ++++ IgG ++++, C3d ++ 1:300 +- | 1:1 +++ 1:100 +-
13. poz ++++ IgG ++++, C3d ++ 1:300 +- | 1:1 +++ 1:100 +-
14. poz+- | @ -
15. poz ++++ 1gG ++++, IgA +- 1:300 + | 1:100 +- | 1:10 ++++
16. poz+- | @ -
17. POz ++++ 1gG ++++ 1:300+ | 1:1+++ negativni
18. POz ++++ | e
19. poz + 1gG +-
Zdroj: Data z laboratorniho informac¢niho systému, TO FN Plzen, vlastni
zpracovani

Po vysyceni plazmy pomoci PEG a darcovskych (popf. vlastnich) erytrocytil (viz.
postup v Kkapitole 2.2.9) mé¢la vétSina pacientli screening protilatek a zkousky
kompatibility v NAT i enzymovém papainovém testu negativni. Pouze u jednoho
pacienta zastava screening pozitivni a byly u n& po vysyceni plazmy uréeny skryté
aloprotilatky anti-c a anti-E, které musely byt dale zohledfiovany u zkousSek
kompatibility (viz Tabulka 4 a Obrazek 13).
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Tabulka 4: Vysledky screeningu a identifikace protilatek po vysyceni u pacientti
s AIHA za rok 2021

Pacient Vysledek
. vysyceni
1. neg
2. neg
3. neg

aloprotilatky
4 anti-c, anti-E
5 neg
6. neg
7 neg
8 neg
9 neg
10. neg
11. neg
12. neg
13. neg
14. neg
15. neg
16. neg
17. neg
18. neg
19. neg

Zdroj: Data z laboratorniho informac¢niho systému, TO FN Plzen, vlastni

zpracovani
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2021

B pozitivni M negativni

Obrazek 13: Grafické znazornéni vysledkti screeningu po vysyceni pacienti
v roce 2021
Zdroj: Data zlaboratorniho informac¢niho systému, TO FN Plzen, vlastni

zpracovani
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Ve 12 ptipadech stacilo na Gplné vysyceni autoprotilatek z plazmy standardnich
6 cykli vysyceni, u ostatnich pacient bylo zapotiebi cykli vice. Nejvyssi pocet cykli
byl 20 (viz Tabulka 5 a Obrazek 14).

Tabulka 5: Pocet cyklt nutnych k vysyceni u pacienta s AIHA za rok 2021

Pacient |Pocet cykll
¢. vysyceni
1. 9x
2. 6x
3. 6x
4. 8x
5. 6x
6. 6x
7. 8x
8. 7%
9. 6x

10. 18x
11. 6X
12. 20x
13. 6x
14. 6x
15. 6x
16. 6x
17. 6x
18. 8x
19 6x

Zdroj: Data z laboratorniho informac¢niho systému, TO FN Plzen, vlastni

zpracovani
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Obrazek 14: Grafické znazornéni poctu cykla u pacientti v roce 2021

Zdroj: Data zlaboratorniho informacniho systému, TO FN Plzen, vlastni
zpracovani

Pro vsechny pacienty s AIHA byly vybrany erytrocytarni transfuzni ptipravky
nejen dle jejich krevni skupiny v ABO systému a Rh fenotypu, ale také byla zachovana
negativita Vv erytrocytarnich antigenech K, C%, JKk? JK°. Pfi prokazani aloprotilatky
musely byt zohlednény i jiné antigeny, aby mohly byt pfipravky pacientim podany jako
kompatibilni. Po vysyceni plazmy byly ve vSech vzorcich odstranény autoprotilatky

(screening protilatek byl negativni) a popt. byly odhaleny skryté aloprotilatky.
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V roce 2022 bylo na TO FN Plzen provedeno vysyceni plazmy u 20 pacientd,
Z toho se jednalo o jedenact zen a devét muzl. Primérny veék pacientl byl 65 let
v rozmezi véku od 33 let do 94 let. Soubor tvorili pacienti krevnich skupin nejcastéji 0+,
A- a A+, méné byla zastoupena krevni skupina AB+ a B+ (viz Tabulka 6).

Tabulka 6: Vysetieni pacienti s AIHA za rok 2022 (zakladni informace)

Pacient Krevni
c. Pohlavi | Diagnéza| Veék skupina | Fenotyp | Ostatni erytrocytarni antigeny
P+, Cw-, M+, Le(a-b-),
V4 C838 72 A- ccee, K- Jk(a+b+), Fy(a+b+), S+
M D599 94 0+ Ccee, K+ | k+, M-, N+, Jk(a+b+), Fy(a+b+)
Cw-, M+, N+, P+, Le(a-b+),
3. M 17020 59 0+ CcEe, K- Jk(a+b+), S+
Cw-, M+, N+, P+, Le(a-b-),
M S$3240 36 B+ Ccee, K- Jk(a+b+), S+
5 yA D500 73 AB+ | Ccee, K- Jk(a+b+)
VA D500 88 B+ Ccee, K- Jk(a-b+)
Cw-, M-, N+, P+, Le(a-b+),
7. yA K920 33 A- ccee, K- Jk(a+b+), S-
Cw-, M+, N+, Le(a-b+), Jk(a+b-
8 M C341 79 A- ccee, K- ), S+
Cw-, M+, N+, P+, Le(a-b+),
9. y S0600 68 0+ Ccee, K- Jk(a+b-), S-
10. M D500 75 A- ccee, K- Cw-, Jk(a-b+)
11. y M160 71 A+ | Ccee, K- Cw-, Jk(a+b-)
12. M R53 80 A+ Ccee, K- Cw-, Jk(a+b-)
13. M D649 44 A+ Ccee, K- Cw-, Jk(a-b+)
14. Z S0600 46 0+ Ccee, K- Cw-, Jk(a-b+), S-, s+
15. y D649 76 B+ ccEe, K- Jk(a-b+)
16. y C911 71 A- ccee, K- Jk(a+b-)
17. yA D500 76 0+ CcEe, K- Cw-, Jk(a+b+)
18. yA D500 38 AB+ | Ccee, K- Jk(a+b+)
19. M M4686 49 0+ Ccee, K- Cw+, Jk(a+b+), Fy(a+b+)
20. M D473 70 A+ ccee, K- Cw-, Jk(a+b+), Fy(a+b+)

Zdroj: Data z laboratorniho informacniho systému, TO FN Plzen, vlastni

zpracovani

Pti standardnim ptredtransfuznim vySetieni se u vSech pacientt prokazaly pozitivni
reakce se vSemi diagnostickymi i darcovskymi erytrocyty v NAT testu i enzymatickém
papainovém testu. Pozitivity u vSech pacientd byly prokazany také u autoprotilatek
v NAT i enzymovém papainovém testu, tato pritomnost autoprotilatek poukazuje na
diagnézu AIHA. Chladové protilatky byly u vétSiny pacienti negativni, ve tfech
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ptipadech byly chladové protilatky pozitivni bez urceni specifity a u dvou pacientii byla
stanovena specifita protilatky anti-M spise homozygotn¢ a anti-S (viz Tabulka 7).
Tabulka 7: Vysetteni pacienti s AIHA za rok 2022 (tepelné a chladové protilatky)

Pacient | Scrv |Scrv| Panel | Panel |Autoprotilatky| Autoprotilatky Chladové

c. NAT PT NAT PT v NAT v PT protilatky
specif. protil.

1. poz poz poz poz poz poz neprok.
anti-M spise

2, poz poz poz poz poz poz homozygotné

3. poz poz poz poz poz poz neg

4. poz poz poz poz poz poz neg

5. poz poz poz poz poz poz neg

6. poz poz poz poz poz poz neg

7. poz poz poz poz poz poz neg

8. poz poz poz poz poz poz neg

9. poz poz poz poz poz poz neg

10. poz poz poz poz poz poz neg

11. poz poz poz poz poz poz neg

12. poz poz poz poz poz poz neg

13. poz poz poz poz poz poz neg

14. poz poz poz poz poz poz anti-S
specif. protil.

15. poz poz poz poz poz poz neprok.

16. poz poz poz poz poz poz negativni

17. poz poz poz poz poz poz negativni
specif. protil.

18. poz poz poz poz poz poz neprok.

19. poz poz poz poz poz poz negativni

20. poz poz poz poz poz poz neg

Zdroj: Data z laboratorniho informacniho systému, TO FN Plzen, vlastni

zpracovani

Piimy antiglobulinovy test byl téméf u vSech pacientll pozitivni, pouze v jednom
piipadé byl PAT negativni. U pacientll s pozitivnim PAT se pfi stanoveni typu
senzibilizace erytrocytli prokazaly nejvice protilatky tfidy IgG (v titrech vice ¢i ménég
zavaznych a jejich podtiidy IgGl a IgG3 vrizné zdvaznych titrech), méné byly
pfitomny senzibilizujici protilatky tfidy IgM a Castym ndlezem je i pfitomnost sloZzek

komplementu C3d (viz Tabulka 8).
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Tabulka 8: Vysetfeni pacienti s AIHA za rok 2022 (PAT a senzibilizace

erytrocytil)
Pacient
. PAT Upresnéni senzibilizace erytrocytd | Titr IgG | Titr IgG1 | Titr IgG3
1. poz ++++ IgG +++, C3d ++ 1:100+ | - | -
nelze spolehlivé hodnotit (ctl
POz ++++ pozitinvi) | e | e [ e
poz ++++ 18G ++++ 1:100+ | - | -
4, poz ++ IgG ++ 110+ | - | -
1:1000 1:100
5. poz ++++ 1gG ++++, C3d ++++ +- 1:1 ++++ ++++
1:100
pozZ +++ 1gG +++, C3d ++++ 1:300+ +++ negativni
7. poz ++++ 1gG ++++ 1:1000 + | 1:100 +- | negativni
1:100
8. poz ++++ | 1gG +++4, IgM +++, IgA +++, C3d +++ | 1:300 + +++ 1:100 ++
9. poz ++++ 18G ++++ 1100+ | - | -
10. poz ++++ IgG ++++, C3d +++ 1:300 ++ | 1:100 + 1:1+
11. neg | === | mmmemem | mmmemem | e
12. poz ++++ 1gG ++++ 1:300 ++ | 1:1 +++ | negativni
13. poz ++++ IgG ++++, IgA ++, C3d ++ 1:100 + | 1:100 ++ | 1:100 ++
14. poz +++ IgG ++++, C3d ++ 1:30+- | e | -
15. poz ++++ 1gG ++++ 1:100 ++ |  cmcmemm | emeeee
1:10
16. poz ++++ IgG ++++, C3d +++ 1:300 ++ ++++ negativni
17. poz ++++ 1gG ++++ 1:300+- | 1:1 ++++ | 1:10 ++++
18. poz ++ IgG ++, C3d ++ | e | e | e
19. poz ++ 1gG ++ 1:10+ | - | -
20. poz ++++ IgG ++++ 1:100 ++ | - | -
Zdroj: Data z laboratorniho informac¢niho systému, TO FN Plzen, vlastni
zpracovani
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Druhy imunoglibulint a slozek komplementu u
pacientt s diagnéozou AIHA za obodbi 2021-2022
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z
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5 8
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S 6
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’ 7 7
IgG IgM IgA C3d
m2021 16 2 2 7
2022 18 1 2 9
2021 ®2022

Obrazek 15: Pacienti s jednotlivymi tfidami protilatek a slozkami komplementu
V letech 2021 az 2022
Zdroj: Data z laboratorniho informacniho systému, TO FN Plzen, vlastni

zpracovani

Po vysyceni plazmy pomoci PEG a darcovskych (popf. vlastnich) erytrocytt (viz.
postup v kapitole 2.2.9) méla vétSina pacientii screening protilatek a zkouSky
kompatibility v NAT i enzymovém papainovém testu negativni. U jednoho pacienta se
po vysyceni plazmy prokazaly aloprotilatky anti-C, anti-D, anti-Fy?. Dalsi pacient m¢l
po vysyceni aloprotilatku anti-M spise homozygotné. V jednom piipadé nebyla specifita
protilatky prokazana. Jednou zistaly i po vysyceni plazmy nespecifické reakce
V enzymovém papainovém testu a U jednoho pacienta jsme po vysyceni prokazali
autoprotilatky anti-D, anti-C, anti-Jk? (viz Tabulka 9 a Obrazek 16). VSechny stanovené
protilatky po vysyceni, plazmy byly dale zohlednovany u zkousek kompatibility.
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Tabulka 9: Vysledky screeningu a identifikace protilatek po vysyceni u pacientti
s AIHA za rok 2022

Pacient
c. Vysledek vysyceni
aloptotilatky anti-C, anti-D,
1. anti-Fy(a)
aloprtilatka anti-M spise
2. homozygotné
3. neg
4. neg
5. neg
6. neg
7. neg
8. neg
9. neg
10. neg
11. specif. protil. neprok.
12. neg
13. nespecifita v PT
14. negativni
15. negativni
16. negativni
17. negativni
18. negativni
19. negativni
autoprotilatky anti-D, anti-
20. C, anti-Jk(a)

Zdroj: Data z laboratorniho informac¢niho systému, TO FN Plzen, vlastni

zpracovani
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2022

B pozitivni M negativni

Obrazek 16: Grafické znazornéni vysledki screeningu po vysyceni vysycenych
pacientti v roce 2022
Zdroj: Data zlaboratorniho informac¢niho systému, TO FN Plzen, vlastni

zpracovani
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V 17 pripadech stacilo na vysyceni autoprotilatek z plazmy standardnich 6 cyklu
vysyceni, u 3 pacientd bylo potiebnych cykli vice. Nejvyssi pocet cykld bylo 14
(viz Tabulka 10 a Obrazek 17).

Tabulka 10: Pocet cykli nutnych k vysyceni u pacientd s AIHA za rok 2022

Pacient | Pocet kol
c. vysyceni
1. 14x
2. 6x
3. 6x
4, 6X
5. 6x
6. 6x
7. 6x
8. 6x
9. 6x

10. 12x
11. 6X
12. 6X
13. 6x
14. 6x
15. 6x
16. 7x
17. 6x
18. 6x
19. 6x
20. 6x

Zdroj: Data z laboratorniho informac¢niho systému, TO FN Plzen, vlastni

zpracovani
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Obrazek 17: Grafické znazornéni poctu cykla u vysycenych pacientii v roce 2022
Zdroj: Data z laboratorniho informacniho systému, TO FN Plzen, vlastni

zpracovani

Pro tyto pacienty byly vybrany erytrocytarni transfuzni ptipravky nejen dle jejich
krevni skupiny v ABO systému a Rh fenotypu, ale také byla zachovana negativita
Vv erytrocytarnich antigenech K, C%, Jk® JKP. P¥i prokazani aloprotilatky musely byt
zohlednény 1 jiné antigeny, aby mohly byt pfipravky pacientim podany jako
kompatibilni. Po vysyceni plazmy byly ve vSech vzorcich odstranény autoprotilatky
(screening protilatek byl negativni) a popt. odhaleny skryté aloprotilatky, u jednoho

pacienta jsme prokazali i specifické autoprotilatky.
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3.2 VySetieni pacienti s diagn6zou MM u nichZ bylo provedeno oSeti‘eni
erytrocytii pomoci DTT
Za rok 2021 bylo na TO FN Plzen provedeno oSetfeni erytrocyti pomoci DTT u
péti pacientdl, z toho se jednalo o jednu Zenu a ¢tyfi muze. Praimérny vék pacient byl
63 let v rozmezi véku od 47 let do 76let. Pacienti byly pouze dvou krevnich skupin, a to
krevni skupiny A- a 0+ (viz Tabulka 11).
Tabulka 11: Vysetteni pacienti s MM za rok 2021 (zakladni informace)

Pacient Krevni
c. Pohlavi | Diagnéza | Vék | skupina | Fenotyp Ostatni erytrocytarni Ag
1. VA C900 | 66 A- Ccee, K- | Cw-, M+, N-, P+, Le(a-b+), Jk(a+b+), S+
Cw-, M+, N+, P+, Le(a-b-, Lu(a-b+),
M C099 76 0+ Ccee, K- Jk(a-b+), Fy(a-b+), S+, s+
M C900 47 0+ Ccee, K- cw-, Jk(a-b+), Fy(a+b+)
k+, Cw-, M+, N-, P+, Le(a-b-), Jk(a+b+),

M C900 63 A- ccee, K+ S+,s+

5 M C900 63 A- ccee, K- Cw-, Jka(a-b+)

Zdroj: Data zlaboratorniho informac¢niho systému, TO FN Plzen, vlastni

zpracovani

Pti standardnim predtransfuznim vySetfeni se u vSech pacientii prokéazaly pozitivni
reakce se vSemi diagnostickymi i darcovskymi erytrocyty vV NAT testu a potvrdila se
tim vazba monoklonalni protilatky anti-CD 38 na erytrocyty pfi 1écbé¢ MM pomoci 1€ku
Daratumumabu (Darzalexu). U ¢ty vySetfenych pacientu byly pozitivni reakce i
V enzymovém papainovém testu, ale pouze u jednoho z nich byla stanovena specifita
(suspektni protilatka anti-C"). Jeden z vySetienych pacienti mél enzymaticky
papainovy test zcela negativni. Pfimy antiglobulinovy test byl ve tfech ptipadech
negativni a dvakrat byla pozorovédna pozitivita. Autoprotilatky v NAT testu byly u tii
pacienti negativni a u dvou slabé pozitivni, v enymatickém papainovém testu

nevykazoval ani jeden pacient pozitivni autoprotilatky (viz Tabulka 12).
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Tabulka 12: Vysetieni pacienti s MM za rok 2021 (tepelné a chladové protilatky,
PAT)

Pacient Panel Panel Autoprotilatky | Autoprotilatky
c. Scr NAT | Scr PT NAT PT PAT v NAT v PT
susp.
1. poz poz poz anti-Cw neg neg neg
2. poz poz poz poz neg neg neg
3. poz neg poz neg poz ++ slabé poz neg
4, poz poz poz poz neg neg neg
5. poz poz poz poz poz ++ poz ++ neg

Zdroj: Data zlaboratorniho informac¢niho systému, TO FN Plzen, vlastni

zpracovani

Po oSetieni erytrocytt pomoci DTT (viz. postup Vv kapitole 2.2.10) m¢li vSichni
pacienti negativni screening protilatek v NAT testu 1 zkousky kompatibility. U jednoho
pacienta zkouska kompatibility nebyla provedena, protoze oddéleni nevyzadovalo pro
pacienta transfuzi. Erytrocytarni transfuzni ptipravky byly pro dané pacienty vybrany
dle jejich krevni skupiny v ABO systému, Rh fenotypu a byla také zachovana negativita
v erytrocytarnich antigenech K, C%, Jk(a), Jk(b), tyto ptipravky pak mohly byt
pacientim podéany jako kompatibilni. Falesné pozitivni reakce v predtransfuznim
vySetieni byly zplsobeny léCebnymi piipravky Daratumumabem (Darzelexem) a
nasledné se pasobenim DTT odstranily. Zadné skryté protilatky v NAT testu nebyly
prokazané (viz Tabulka 13).

Tabulka 13: Vysledky po oSetieni erytrocyti pomoci DTT u pacienti s MM za rok
2021

Pacient | Osetfeni screeningovych Osetieni krevni

c. erytrocytti v NAT konzervy v NAT
2x zkouska

1. negativni kompatibility negativni
3x zkouska

2. negativni kompatibility negativni
2x zkouska

3. negativni kompatibility negativni
bez zkousky

4. negativni komatibility
2x zkouska

5. negativni kompatibility negativni

Zdroj: Data z laboratorniho informacniho syst¢ému, TO FN Plzen, vlastni

zpracovani
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Za rok 2022 bylo na TO FN Plzen provedeno oSetieni erytrocytd pomoci DTT u péti
pacienttl, z toho se jednalo o dvé Zeny a tfi muze. Primérny vék pacienti byl 65 let
v rozmezi véku od 52 let do 73 let. Nejcasteji se objevili pacienti krevni skupiny A+,
a to tiikrat, jednou krevni skupina 0+ a jednou B+ (viz Tabulka 14).

Tabulka 14: Vysetteni pacienti s MM za rok 2022 (zékladni informace)

Pacient Krevni

c. Pohlavi| Diagnéza| Vék |skupina|Fenotyp Ostatni erytrocytarni Ag

6. yA €900 73 A+ | CCEe, K- Cw-, Jk(a+b-)

7. VA €900 58 0+ | Ccee, K- neotypovano
CcEe, k+, Cw-, M+, N+, P-, Le(a-b+),

8. M C900 52 A+ K+ Jk(a+b+), Lu(a-b+), Fy(a+b+), S+, s+
Ccee,

9. M C900 72 A+ K+ k+, Jk(a+b-), Fy(a-b+)

10. M €900 72 B+ Ccee, K- neotypovano

Zdroj: Data zlaboratorniho informac¢niho systému, TO FN Plzen, vlastni

zpracovani

Pti standardnim ptedtransfuznim vySetieni se u vSech pacientli prokazaly pozitivni
reakce se vSemi diagnostickymi i darcovskymi erytrocyty v NAT testu a potvrdila se
tim vazba monoklonalni protilatky anti-CD 38 na erytrocyty pifi 1écbé MM pomoci 1€ku
Daratumumabu (popt. Darzalexu). U dvou vySetfenych pacientli byly pozitivni reakce 1
V enzymovém papainovém testu, ale bez urCeni specifity. Zbyli tii pacienti méli
enzymaticky papainovy test zcela negativni. P¥imy antiglobulinovy test byl ve vSech
piipadech negativni. U jednoho pacienta byla zjiSténa pozitivita autoprotilatek v NAT
testu, Vv enzymatickém papainovém testu byly autoprotilatky ve vSech vzorcich
negativni (viz Tabulka 15).

Tabulka 15: Vysetfeni pacienti s MM za rok 2022 (tepelné a chladové protilatky,
PAT)

Pacient Panel | Panel Autoprotilatky | Autoprotilatky
c. ScrvNAT | ScrvPT NAT PT PAT NAT PT
6. poz neg poz neg neg neg neg
7. poz neg poz neg neg neg neg
8. poz neg poz neg neg neg neg
9. poz poz poz poz neg poz ++ neg
10. poz poz poz poz neg neg neg

Zdroj: Data zlaboratorniho informac¢niho systému, TO FN Plzen, vlastni

zpracovani
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Po oSetteni erytrocyti pomoci DTT (viz. postup v kapitole 2.2.10) méli vSichni
pacienti negativni screening protilatek v NAT testu 1 zkousky kompatibility.
Erytrocytarni transfuzni pfipravky byly pro dané pacienty vybrany dle jejich krevni
skupiny v ABO systému, Rh fenotypu a byla také zachovana negativita v erytrocytarnich
antigenech K, C%, Jk? JK°, tyto piipravky pak mohly byt pacientim podany jako
kompatibilni. Fale$Sné pozitivni reakce v predtransfuznim vysetfeni byly zplsobeny
lécebnymi piipravky Daratumumabem (Darzelexem) a nasledn¢ se ptisobenim DTT
odstranily. Zadné skryté protilatky v NAT testu nebyly prokazané (viz Tabulka 16).

Tabulka 16: Vysledky po oSetieni erytrocyti pomoci DTT u pacienti s MM za rok
2022

Pacient | OSetieni scr v Osetreni krevni

C. NAT konzervy

2x zkousky komatibility
6. negativni negativni

2x zkousky komatibility
7. negativni negativni

4x zkousky komatibility
8. negativni negativni

6x zkousky komatibility
9. negativni negativni

2x zkousky komatibility
10. negativni negativni

Zdroj: Data zlaboratorniho informac¢niho systému, TO FN Plzen, vlastni

Zpracovani
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4 Diskuze

Na Transfuznim oddé¢leni Fakultni nemocnice Plzen byly vroce 2021 a 2022
vySetieny dva téméf stejné velké soubory pacientd (19 a 20 pacientl) S prvnim
zachytem AIHA, u kterych bylo nutné provést vysyceni plazmy. Pacienti s MM po
1é¢beé monoklonalnimi protilatkami tvofili v roce 2021 a 2022 rovnéz dva stejné velké
soubory o péti pacientech. VSichni tito pacienti byly vySetfeni za ucelem podani
transfuze, ktera byla indikovana z jednotlivych klinickych oddéleni. Vzhledem k tomu,
ze 1ékafi z klinického oddéleni uvadéji na zadanku o transfuzni pfipravky informaci o
1é¢bé monoklonalnimi protilatkami anti-CD38, Ize u téchto pacientd ocekavat falesné
pozitivni reakce V antiglobulinovych testech se vSemi diagnostickymi 1 darcovskymi
erytrocyty. Naopak u pacientii s prvozachytem AIHA se jedna Casto o neocekavané
reakce v pribéhu standardniho predtransfuzniho vysSetieni a kompatibilni erytrocytarni
ptipravky lze vybrat aZ po casov€é ndro€ném imunohematologiském vySetfeni.
V urgentnich pfipadech je nutné vybrat co nejméné rizikovy transfuzni piipravek 1 pii
laboratorni inkompatibilité, to znamena dle krevni skupiny v ABO systému, Rh fenotypu
a s ohledem na erytrocytarni antigeny Kell, C%, Kidd.

Pomoci této bakalarské prace jsem chtéla upozornit na nutné rozdilné piistupy
Vv provadéni piedtransfuznich laboratornich vySetieni u téchto dvou klinickych jednotek,
kdy pacienti s AIHA ¢i MM vykazuji nezadané reaktivity v NAT testech a je potieba
provést specialni vysetieni pro odstranéni téchto pozitivit. Je vSak zapotiebi zminit, Ze
pozitivni reakce u pacienti s AIHA zptsobuji autoprotilatky (protilatky namiiené proti
vlastnim erytrocytarnim antigentim). Naopak u pacienti s MM se jednd o falesné
pozitivni reakce zptsobené protilatkami anti-CD 38, které jsou pfitomny v plazmé
pacienta po 1é¢bé monoklonalnimi protilatkami a vazi se na vSechny erytrocyty, které
antigeny CD 38 exprimuyji.

U pacientli s AIHA byly po vysyceni plazmy pomoci PEG a darcovskych nebo
vlastnich erytrocytli odstranény autoprotilatky a popi. odhaleny skryté aloprotilatky.
Tyto vysledky odpovidaji na prvni vyzkumnou otazku, kterd byla sméfovana na
procento pacientll, u kterych se po vysyceni plazmy zjisti skrytd aloprotilatka. V roce
2021 se u vySetfenych pacientd na TO FN Plzen odhalily aloprotilatky po vysyceni
plazmy pouze u 10 % pacient. Ze souboru vysetfenych pacientii se jednalo pouze o
jeden vzorek, u kterého byly identifikovany aloprotilatky anti-c a anti-E. V roce 2022

bylo procento pozitivnich vysledkli po vysyceni plazmy na TO FN Plzeii o néco mélo
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vyssi, predstavovalo 25 % z celkového poctu vysycenych vzorkl. U dvou pacientl byla
uréena specifita aloprotilatek, v jednom piipadé kombinace protilatek anti-C, anti-D,
anti-Fy?, v druhém aloprotilatka anti-M spiSe homozygotni formy. V jednom vzorku
nebyla specifita v NAT testu uréena, zjistény byly ojedinélé reakce bez specifity a
jednou byla stanovena nespecifita v enzymovém papainovém testu. V posledni fadé
byly u jednoho pacienta po vysyceni plazmy identifikovany dokonce i specifické
autoprotilatky anti-D, anti-C, anti-JK?.

Druhd vyzkumnd otazka se =zabyvala pocétem cykli potiebnych ke
kompletnimu vysyceni plazmy pacienta. V roce 2021 byly autoprotilatky vysyceny z
plazmy po Sesti cyklech u 12 pacientli, u ostatnich 8 vzorkt bylo potieba pokracovat ve
vysyceni v n¢kolika dal$ich cyklech, nejvyssi pocet cykli byl dvacet. V roce 2022 byly
autoprotilatky vysyceny z plazmy po Sesti cyklech dokonce u 17 pacienti a u zbylych
3 pacientti byl pocet cyklu potfebnych k odstranéni autoprotilatek vyssi, nejvyssi pocet
cykli byl ¢trnact. Pomoci této vyzkumné otdzky je poukdzadno na velkou cCasovou
narocnost piipravy kompatibilniho erytrocytarniho transfuzniho ptipravku. Samotné
vysyceni plazmy pii standardnich Sesti cyklech trvéa 4-5 hodin, pfi vy$$im poctu cykla je
pak ¢asova narocnost mnohonasobné vyssi a erytrocytarni transfuzni ptipravek muze
byt pro pacienta pfipraven az druhy den. U pacientd, ktefi méli senzibilizované
erytrocyty slozkou komplementu, se nam osvédcilo stiidat prostiedi u jednotlivych
cykli vysyceni, tj. vteple pfi 37 °C a v chladu pii 4 °C. Erytrocytarni transfuzni
piipravky byly vzdy pro pacienty s vysycenou plazmou vybirdny dle krevni skupiny
v ABO syst¢ému, Rh fenotypu a musela byt zachovana negativita minimalné
v antigenech Rh, Kell, Cw, Jk?, JK®. Vzdy musely byt individudlné zohlednény zjiiténé
aloprotilatky (popft. autoprotilatky) u jednotlivych pacientl. Zkousky kompatibility z
vysycené plazmy je mozné provadét do 7 dnli od odbéru vzorku a expedice transfuznich
ptipravkt mtize byt taktéz do 7 dnli od odbéru vzorku.

Pacienti s MM, u kterych bylo provedeno oSetieni erytrocyt pomoci DTT v roce
2021 1 2022 nevykazovali po odstranéni panreaktivity zadné protilatky. V kazdém roce
bylo vySetteno na TO FN Plzen pouze 5 pacientl, ktefi byli lé¢eni monoklonalnimi
protilatkami (Daratumumab-Darzalex). Informace o zahdjeni 1é€by by méla byt zapsana
od lékate z klinického oddéleni na Zadance, ktera na TO spolu se vzorkem pfichazi.
V idealnim piipadé¢ by si mél lékar pred zahajenim této 1éCby vyzadat vySetieni
antierytrocytarnich protilatek a také by se meély otypovat pacientovy erytrocytarni

antigeny. U nékterych pacientl tato vySetieni pied zahajenim 1écby nebyla provedena
66



nebo dokonce chybéla informace o zahdjeni 1écby piesto, ze jsou lékafi s témito
informacemi seznameni. Erytrocytarni transfuzni pfipravky byly vzdy pro tyto pacienty
vybirdny dle krevni skupiny v ABO systému a musela byt zachovana negativita
minimalné v antigenech Rh, C%, Jk? Jk°. V tomto piipadé musi byt vzdy podavany Kell
negativni darcovské erytrocyty, protoze DTT denaturuje antigen Kell a ptipadné
protilatky anti-Kell by nebyly odhaleny. Dulezité je také se zminit o provedeni zkousky
kompatibility, ta musi byt provedena ihned po oSetfeni erytrocytl. OSetiené erytrocyty
pomoci DTT rychle hemolyzuji a neni mozné zkouSky kompatibility odkladat nebo
znovu opakovat. VZdy musime erytrocyty oSetfit pomoci DTT znovu a az poté zkousku
kompatibility zopakovat, to samé plati i pro screening protilatek po oSetieni erytrocyti.
Soubor pacientti s MM je piili§ maly, proto jsem z ného zadné grafické vyhodnoceni
nevytvorila. Tato metoda je v nasi laboratofi provadéna teprve tfetim rokem a nebylo
tak mozné vybrat vice pacientd a 1épe metodu vyhodnotit. Jak uz jsem uvedla, dalezité
pro mé bylo porovnat tuhle metodu s metodu vysyceni.

Na zaklad¢ dat, ktera byla ziskdna a vyhodnocena v této praci, l1ze upozornit na
dalezitost téchto predtransfuznich vySetfeni. Pii neodhaleni nékterych skrytych
aloprotilatek (popft. autoprotilatek) by mohlo dojit k dal$i imunizaci pacienta danym
antigenem, proti némuz ma jiz vytvoiené protilatky a to by mohlo vést u klinicky

vyznamnych protilatek i k zavazné hemolytické potransfuzni reakci.
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5 Zavér

Ve své bakalaiské praci jsem popsala vSechna ptedtransfuzni laboratorni vysetfeni,
ktera jsou zapotiebi u pacientti s diagndézou AIHA a MM vykonat, aby mohl byt zajistén
kompatibilni erytrocytdrni transfuzni ptipravek. Pfi zpracovani vzorka byly pfi
vysetfeni nalezeny i nékteré klinicky zavazné protilatky, proto povazuji dana vysetieni
za velmi dulezita pro podani bezpecné transfuze erytrocytarnich transfuznich ptipravki
u takto problematickych pacientii. Pfi pozadavku na transfuzi erytrocytl u téchto
pacientll je nutné pfedem informovat lékate klinického oddé€lni na asovou néarocnost
pfipravy kompatibilniho transfuzniho pfipravku. Musi se tak zajistit v€asny odbér
vzorku pro dana vySetieni s pfedpokladem delsi ptipravy kompatibilnich darcovskych
erytrocyti. Ve vyjimecnych ptipadech, kdy pacientovi je ze zavaznych diavodi
indikovana transfuze z vitalni indikace, propoustime po domluveé s Iékatem TO nejméné
laboratorn¢ pozitivni transfuzni ptipravky, u kterych je =zachovana negativita
v nékterych dilezitych antigennich systémech a dodatecné pak provadime vysyceni

plazmy u pacienti s AIHA nebo oSetfeni erytrocytt pomoci DTT u pacientti s MM.
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9 Seznam pouzitych zkratek

AIHA
MM
DTT
NAT
PAT
CD 38
DNA

autoimunitni hemolyticka anémie
mnohocetny myelom

dithiotreitol

nepiimy antiglobulinovy test

ptimy antiglobulinovy test

oznaceni povrchovych molekul bun¢k (38)
deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
imunoglobulin tfidy A

imunoglobulin tfidy D

imunoglobulin tfidy E

imunoglobulin tfidy G

imunoglobulin tfidy M

zaporny dekadicky logaritmus latkové koncentrace vodikovych iontl
hemolytické onemocnéni novorozence
standardni operacni postup

anti-human globulinum serum
polyethylenglyko

AIHA s tepelnymi protilatkami

choroba chladovych aglutinina
paroxyzmalni chladova hemoglobinurie
1éky indukované hemolytické stavy
elektroforéza

Fluorescen¢ni in situ hybridizace
laktatdehydrogenaza

laboratorni informacni systém
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