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Kazuistiky

Protilatka anti-K blokujici vysetfeni antigenu

Blocking of antigen caused by anti-K antibody
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Transfuzni a tkdriové oddéleni, FN Brno

SOUHRN: Hemolytické onemocnéni plodu a novorozence v dusledku protilatek anti-K je nepfilis ¢asté onemocnéni, které ale mlze byt
pri¢inou zavazné fetalni anémie. Imunohematologické vysetieni a jeho spravné vyhodnoceni maji zasadni vyznam pro zajisténi [écby. Jednou
z komplikaci pii laboratornim stanoveni muze byt ziskani faleSné negativniho vysledku pfi typizaci erytrocytarniho antigenu ve vzorku fetalni
nebo novorozenecké krve, a to v disledku protildtky blokujici dany antigen. Na to mlize upozornit vysledek vysetieni silné pozitivniho pfimého
antiglobulinového testu pfi chybéjicim prikazu antigenu odpovidajiciho dané protildtce. Tato prace popisuje uvedenou situaci, se kterou jsme
se setkali pfi pfipravé intrauterinni transfuze téhotné zené s Kell pozitivnim plodem a protilatkou anti-K.

KLICOVA SLOVA: blokovany antigen — mateiska anti-K — hemolytické onemocnéni plodu a novorozence - antierytrocytarni protilatky

SUMMARY: Haemolytic disease of the foetus and new-born due to anti-K antibodies is rare, but can cause severe foetal anaemia. Correct
evaluation of immune-haematological tests is essential for providing proper treatment. One of the complications of laboratory testing can be
a false negative result of erythrocyte antigen typing in a sample of foetal or new-born blood, due to an antibody blocking the antigen. This can
be suspected in the event of a strongly positive direct antiglobulin test and the absence of the antigen corresponding to the identified antibody.
This case report describes the situation we encountered when preparing an intrauterine transfusion for a pregnant woman with a Kell positive

foetus and an anti-K antibody.
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UvVoD

Hemolytické onemocnéni plodu a no-
vorozence (hemolytic disease of the fetus
and newborn — HDFN) je komplikace,
kterd mlze provazet inkompatibilni té-
hotenstvi, pokud se lisi krevné skupi-
nové znaky matky a plodu. Pfi¢inou ne-
moci jsou mateiské imunni protilatky,
které jsou aktivné transportovany recep-
tory placenty do krevniho obéhu plodu
a pfi jeho antigenni odlisnosti mohou
byt pro plod nebezpeéné, mohou vést
k fagocytdze a destrukci fetalnich ery-
trocytld. Onemocnéni miva rizny pri-
béh, zdvazny byva pfi imunizaci matky
antigeny systému Rh a Kell [1]. Speci-
ficka protilatka mize pfi vysokych tit-
rech komplikovat prikaz antigenu na fe-
talnich/novorozeneckych erytrocytech,
pokud obsadi pfislusna antigenni mista
a brani tim Ucinku diagnostického séra.
Antigen muze byt nasledné chybné ur-
¢eny jako negativni a v souvislosti s vy-

Setfenim RhD mUze vést k nesprdvnému
stanoveni krevni skupiny, zvlasté pfi ne-
znalosti téhotenské anamnézy.

Kell protilatky

HDFN v dlsledku protilatek anti-Kell
byva malo ¢asté, protilatky proti Kell an-
tigenu vsak byvaji v pozadi asi 10 % pfi-
padl zavazné fetalni anémie [2].V etiolo-
gii nemoci maji zvlastni pozici podobné,
jako je tomu u krevnich skupin M nebo
Jre. Kell glykoprotein (CD238) tvofi nej-
méné 35 antigen(, k nejznaméjsim patfi
méné Casty antigen K (KEL1) a v popu-
laci ¢asto se vyskytujici antigen k (KEL2).
Kell glykoprotein se vyskytuje jiz ¢asné
na erytroidnich progenitorovych bun-
kdch (burst forming unit erythroid, co-
lony forming unit erythroid) a mize byt
cilem protilatky, kterd na tyto prekur-
zory pusobi pfimou supresi cestou apo-
ptotickych proces(i nebo inhibici formo-
vani cytoskeletu erytrocytl. Uplatiuje
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se také klasickd cesta hemolyzy casnych
progenitord erytrocytll. Tyto procesy
mohou vést k rozvoji zavazné fetalni
anémie s nizkym poctem retikulocytd
a normoblastl, v séru byva snizena hod-
nota bilirubinu. Se zdvaznosti HDFN ne-
musi korelovat mnozstvi matefské pro-
tilatky; i pfi nizkych titrech byva plod
tézce anemicky. Proto byl stanoveny titr
4 jako kritickd hodnota pro monitoro-
vani protilatky anti-K [3-6].

Imunohematologické vysetreni

Pfi vazném prabéhu nemoci klinicky
stav vyzaduje korekci anémie transfu-
zemi erytrocytd a pfi tom ma imunohe-
matologické vysetfeni a jeho spravné
vyhodnoceni velky vyznam. K rutinnimu
vysetteni vzorku fetdIni nebo novoroze-
necké krve patfi kromé stanoveni krevni
skupiny ABO, antigenu D a vysetieni pfi-
mého antiglobulinového testu (PAT)
také typizace antigenu odpovidajiciho
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Obr. 1. Kvantifikace IgG protilatky v plazmé matky

(DAT IgG-Dilution BioRad, CC*Kk).

Obr. 2. Stanoveni typu imunoglobulinu

(DAT IgG1/1gG3 BioRad, C*"KKk).

Obr. 3. Krevni skupina plodu (DG Gel Newborn Grifols).

mateiské protilatce, pii nejasnych néle-
zech dalsi doplnujici testy [1,7].

Jednou z mélo castych komplikaci
byvé ziskani falesné negativniho vy-
sledku pfi typizaci erytrocytarniho anti-
genu, a to v dusledku protilatky bloku-
jici dany antigen. Je to situace znama
u RhD HDFN jako tzv. blokujici D feno-
mén, muze se vsak vyskytnout i v sou-
vislosti s jinymi protilatkami [8-10].
PFicinou zablokovani antigenu je spe-
cificka protilatka, ktera se obvykle jako
IgG nachazi v mateiské plazmé ve vyso-
kém titru, obsazuje pfislusna antigennf
mista na erytrocytech a vede k negativ-
nimu vysledku pfi typovani antigenu po-
moci IgM diagnostickych sér. Neni vzdy

Obr. 4. Screening protilatek plodu

(DG Gel Neutral/Coombs Grifols).

nutné, aby se protilatka vyskytovala ve
vysokém titru, jako pfi¢ina nemoznosti
urceni antigenu je uvadéna i protilatka
anti-D v titru 32 [11]. Prvni zminka o blo-
kaci antigenu se datuje do roku 1944:
anti-D se zcela véazala na D antigen no-
vorozeneckych erytrocyt(, ktery nebylo
mozné sérologicky prokazat [12]. Pode-
zieni na problém vznika tehdy, kdyz je
pfitomna matefska protilatka, zvlasté
ve vyssim titru, u ditéte je silné pozitivni
PAT a vysetfovany antigen na jeho ery-
trocytech nelze prokdzat.

KAZUISTIKA
S uvedenou situaci jsme se setkali pfi
pfipravé intrauterinni transfuze téhotné

zené s protilatkou anti-K, dispenzarizo-
vané pro HDFN.

U Zeny (ctvrtd gravidita, jeden porod)
krevni skupiny B RhD pozitivni s erytro-
cytarnim fenotypem C*- ccEe K- byla ve
32. gestacnim tydnu indikovana dle vy-
sledku dopplerovského vysetfeni plodu
intrauterinni transfuze. Pacientka byla
sledovana ve specializovaném centru
perinatalni péce pro anti-K protilatku
(Identisera Diana, DG Gel Coombs Gri-
fols), ktera reagovala v titru 512 (DG Gel
Coombs Grifols, C*Kk), pfi IgG kvanti-
fikaci dosahovala hodnoty 1 : 300 (DAT
IgG-Dilution BioRad, C*Kk) (obr. 1), pfi
stanoveni typu imunoglobulinu se jed-
nalo o IgG1 reagujici v fedéni 1 : 1 (DAT
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Obr. 5. Kvantifikace IgG protilatky v plazmé plodu

(DAT IgG-Dilution BioRad, C*-Kk).

lgG1/1gG3 BioRad, C*KKk) (obr. 2). Kromé
ni byla v plazmé urcena jesté dalsi proti-
latka anti-C* v titru 32 (DG Gel Coombs,
C¥+K-). Inkompatibilita v systému
ABO byla vysetfenim imunnich anti-A
protilatek vyloucena.

Jiz dfive provedena typizace antigen
partnera zeny urcila fenotyp jeho ery-
trocytl CcEe Kk, antigen C* tehdy nebyl
stanovovan.

Fetalni krev méla krevni skupinu AB
RhD pozitivni (DG Gel Newborn Gri-
fols) (obr. 3). Pfi screeningovém vy-
Setfeni antierytrocytarnich protilatek
ve fetdIni plazmé odpovidaly reakce
s diagnostickymi erytrocyty kombi-
naci protilatek anti-K a anti-C¥% urce-
nych u matky. Obé protilatky reagovaly
v LISS NAT i v enzymovém testu (DG Gel
Neutral/Coombs Grifols) (obr. 4). Anti-K
v plazmé fetu bylo mozné prokazat pfi
kvantifikaci lgG v redéni 1:300 (DAT IgG-
-Dilution BioRad, C"-Kk) (obr. 5). Silné po-
zitivni byl pfimy antiglobulinovy test pro
IgG do fedéni 1 : 100 (DAT IgG-Dilution
BioRad) (obr. 6), protilatka neaktivovala
komplement (DC Screening Il BioRad)
a podafilo se ji prokazat v eluatu (Iden-
tisera Diana, DG Gel Coombs) po jejim
uvolnéni z PAT pozitivnich fetalnich ery-
trocytl (ELU Kit Il Immucor).

Fetalni Rh fenotyp byl C*- ccEe (DG Gel
Rh Pheno + Kell Grifols) (obr. 7). Problém
nastal pfi sérologickém urceni antigenu K,

Obr. 6. Pfimy antiglobulinovy test plodu v fedéni

(DAT IgG-Dilution BioRad).

ktery nebylo mozné detekovat ani pfi opa-
kovaném stanoveni pomoci odlisnych dia-
gnostik (DG Gel Rh Pheno + Kell, komeréni
séra immuClone Anti-K IgM Immucor,
Anti-Kell BAG, zkumavkovy test).

Pozadovand intrauterinni transfuze
byla zajisténa erytrocyty 0 RhD negativ-
nimi ccee C"- K- kompatibilnimi s plaz-
mou matky, deleukotizovanymi, ozare-
nymi gamma zarenim a s hematokritem
0,808. Podani probéhlo bez komplikaci.
Dalsi antenatdlni Ié¢ba nebyla nutna,
ve 35. tydnu byl indukovan porod. Para-
metry krevniho obrazu novorozené hol-
cicky jiz nevyzadovaly zadnou lécebnou
korekci anémie: hodnota hemoglobinu
byla vstupné 1199/l (pfi propusdténi
120g/l), MCV 112,2 fl, celkovy biliru-
bin vstupné 27,7 umol/I (pfi propusténi
vzrostl na 158,1 umol/I).

Opakovana imunohematologicka vy-
Setfeni ze vzorku novorozenecké krve
poskytla stejné vysledky jako vysetfeni
prenatalni. Novorozenec AB RhD pozi-
tivni s Rh fenotypem R.r a s matefskou
anti-K a anti-C¥ protilatkou v plazmé
nemél sérologicky vysetfitelny antigen K.
Uvolnéni protilatky tepelnou a chloro-
chinovou eluci a nasledné vysetieni kr-
vinek také neumoznilo antigen prokazat,
proto byl vzorek pfedan do jiné labora-
tofe k molekuldrné-biologickému uréeni
erytrocytarnich antigend a fenotyp Kk
byl potvrzeny genotypovou predikci.
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Pokusili jsme se blize zjistit vlastnosti
protilatky a adsorbovat ji na erytrocyty
0 Kk C"- (erytrocyty darce krve, opako-
vané potvrzené antigeny Kell) a para-
lelné s timto vy3etfenim provést stejnou
adsorpci jiné protilatky anti-K (dostupny
krevni vzorek pacienta s protildtkou
anti-K) na stejné erytrocyty. Tato dalsi
protildtka reagovala v titru 2 (DG Gel
Coombs, Kk) a jednalo se o IgG imuno-
globulin, ktery nedetekovala séra anti-
-lgG1 ani anti-lgG3 (DAT IgG1/l1gG3 Bio-
Rad). Adsorpce obou téchto anti-K na Kk
typ erytrocytd probéhla ve vodni lazni
37 °C s hodinovou inkubaci Uspésné,
kontrolni PAT byl u obou vzorkl erytro-
cytl po adsorpci pozitivni: u vzorku té-
hotné PAT 4+, u vzorku pacienta PAT 2+
(vSe DG Gel Coombs). Nasledné jsme
u obou PAT pozitivnich erytrocytd vy-
Setfili antigen K, ktery bylo mozné pro-
kazat jako pozitivni reakce na erytrocy-
tech z druhé adsorpce (anti-K u vzorku
pacientského) (obr. 8). Protildtka ad-
sorbovana z plazmy téhotné blokovala
spravné uréeni antigenu, kdyz byl vysle-
dek vysetfeni antigenu negativni.

ZAVER

Hemolytické onemocnéni fetu a novo-
rozence je jednou z vaznych pfi¢in pe-
rinatélni morbidity. U non-RhD aloimu-
nizaci byva jeho nejcastéjsi pricinou
protilatka, kterou si matka vytvofila na
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Obr. 7. Rh fenotyp plodu (DG Gel Rh Pheno+Kell Grifols).

zakladé predchozi transfuze erytrocytd,
ktera je tak nejvétSim nezavislym rizi-
kovym faktorem nemoci [13]. Pfi Kell-
-aloimunizaci miva HDFN jiny charak-
ter nez u jinych typud imunizaci, a to diky
inhibi¢nimu vlivu protilatky na Kell-po-
zitivni erytroidni progenitory, na nichz
je antigen jiz casné exprimovan [7,10].
V klinickém obraze nemoci tak domi-
nuje anémie, nikoli biochemické para-
metry charakteristické pro hemolyzu.
Pri vysokych titrech protilatky tato muaze
byt komplikaci imunohematologického
vySetteni, pokud blokuje ucinek dia-
gnostického séra a neumozni spravné
stanoveni antigenu. Tzv. blokujici feno-
mén byval ¢astéji vidét v dobé pouzivani
diagnostickych sér s nepfimo aglutinu-
jicimi IgG protilatkami; u IgM monoklo-
nalnich diagnostickych sér je vzacny.
Dosetfeni zaméfené timto smérem je in-
dikované vzdy, kdyz je pfitomna matef-
ska protildtka, zvlasté ve vysokém titru,
a je silné pozitivni PAT u ditéte, u kte-
rého nebyl prokazan erytrocytarni an-
tigen koresponduijici protildtce. K po-
tvrzeni nalezu mize pomoci uvolnéni
(eluce) protilatky z krvinek, které opso-
nizuje, jeji identifikace a néasledné ur-
¢eni antigenu na o3etfenych krvinkéch.
Test vSak nemusi byt vzdy Uspésny; ky-
seld eluce, kterd byva vétsinou spoleh-
livd pro odstranéni IgG protildtek, ma li-
mitované pouziti pfi typovani antigenu:
antigeny Kell jsou pfi ni destruované. Pri-

Obr. 8. Stanoveni antigenu K na erytrocytech 0 Kk C*- po

adsorpci odlisnych anti-K protilatek

nosem vysetfeni je proto genotypizace,
ktera pomoci molekuldrné-biologické
metody vysledek potvrdi.

Literatura

1. Masopust J, Banzetové H, Duskova D, Pejcha-
lova A, Pisatka M, Stolba P. Prenatalni a postna-
talni imunohematologické vysetreni. Transfuze
Hematol Dnes. 2008;1:7-18.

2. Vaughan JI, Manning M, Warwick RM, Let-
sky E, Murray NA, Roberts I. Inhhibition of ery-
throid progenitor cells by anti-Kell antibodies
in fetal alloimmune anemia. New Engl J Med.
1998;19:798-803.

3. Hitoshi O, Denomme GA, Shoichi |, Atsushi |,
Nollet KE, Hiroyasu Y. Three non-classical me-
chanisms for anemic disease of the fetus and
newborn, based on maternal anti-Kell, anti-Ge3,
amti-M, and anti-Jra cases. Transf Apher Sci.
2020;59(5):102949. Publikovéno elektronicky
2020 Sep 16. PMID: 32994126.

4. Keneth JM. Kell aloimunizace matky muze
vést k rozvoji anémie plodu. Gynekologie po
promoci. 2009;1:24-31.

5. Daniel G, Hadley A. Causes of fetal anemia
in hemolytic disease due to anti-K. Transfusion.
2003;43(1):115-116.

6. Slootweg YM, Lindenburg IT, Koelewijn JM,
Kamp IL, Oepkes D, Haas M. Predicting anti-
-Kell mediated hemolytic disease of the fetus
and newborn, diagnostic accuracy of la-
boratory management. Am J Obstet Gy-
necol. 2018;219(4):393e1-393e8. Publiko-
vano elektronicky 2018 Jul 29. PMID: 30063
902.

7. Delaney M, Matthews DC. Hemolytic disease
of the fetus and newborn: managing the mo-
ther, fetus and newborn. Am Soc Hematol Educ
Program. 2015;2015:146-151.

8. Jain A, Kumawat V, Marwaha N. Blocked D
phenomenon and relevance of maternal se-
rologic testing. Immunohematol. 2015;31(3):
116-189.

9. Lee E., Redman M, Owen |. Blocking of fetal
K antigens on cord red cells by maternal anti-K.
Transfusion Med. 2009;19:139-140.

10. Novoselac J, Raos M, Tomac G, Luki¢ M, Golu-
bi¢ Cepuli¢ B. K antigens on neonatal red blood
cells blocked by anti-K with titer of 32. Immuno-
hematol. 2020;35(2): 54-57.

11. Lee E. Blocked D phenomenon. Blood Transf.
2013; 11(1):10-11.

12. Raos M. Blocked K antigen. Immunohemato-
logy Case Studies 2019. Transfusion Medicine Di-
vision Clinical Department of Transfusion Medicine
and Transplantation Biology University Clinical
Hospital Zagreb; dostupné z https://www.isbtweb.
org/fileadmin/user_upload/3_Raos_ISBT_Immu-
nohematology_WP_Case_Study_2.pdf)

13. Koelewijn JM, Vrijkotte TGM, Haas M, Schoot
CE, Bonsel GJ. Risk factors for the presence of
non-rhesus D red blood cell antibodies in preg-
nancy. IntJ Obstetr Gynaecol. 2009;116:655-664

PODIL AUTORU NA PRIPRAVE
RUKOPISU

JT - pfiprava finélni verze rukopisu

KT - spoluautor, fotodokumentace

HL - revize rukopisu

CESTNE PROHLASENi AUTORU

Autofi prace prohlasuji, Zze v souvislosti s téma-
tem, vznikem a publikaci tohoto ¢lanku nejsou
ve stretu zajmuU a vznik a publikace ¢lanku ne-
byly podporeny zadnou farmaceutickou firmou.

Do redakce doruceno dne: 14. 9. 2022.
Prijato po recenzi dne: 6. 12. 2022.

Mgr. Jana Tylec¢kovad

Transfuzni a tkdriové oddéleni
FN Brno

Jihlavskd 20, 625 00 Brno

e-mail: tyleckova.jana@fnbrno.cz

Transfuze Hematol Dnes 2023; 29(2): 142—145



