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INFORMACJE O ARTYKULE ABSTRACT
Historia artykutu: Over 100 years ago, shortly after the discovery of the ABO blood groups (Landsteiner,
Otrzymano: 31.05.2013 1901) serological testing of blood compatibility between recipient and donor were intro-
Zaakceptowano: 02.07.2013 duced to the regular practice. The scope of pretransfusion testing expanded after the
Dostepne online: 18.07.2013 discovery of further blood groups. Apart from ABO and RhD conformity between recipient
and blood donor a significant part of compatibility testing is the search for clinically
Stowa kluczowe: relevant alloantibodies in recipient plasma and determination of their specificity if the
e grupy krwi patient is to receive relevant antigen negative blood. These studies are performed using
e préby zgodnoéci a panel of human red blood cells specially selected for this purpose. The knowledge of
e antygeny the molecular basis of all DNA polymorphisms underlying the differentiation of red blood
* alloprzeciwciata cell antigen allows to predict the blood group phenotype on the basis of DNA testing.
e rekombinowane biatka grup krwi This knowledge may also be used in the production of recombinant proteins of blood

group antigens. In the cell cultures of prokaryotic and eukaryotic organisms multiple
group antigens with protein structure have been obtained. In the future they could be
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used as reagents for tests based on the inhibition of the activity of antibodies to solid
phase assays such as ELISA techniques, or protein-based microchips. Promising results

« Antigen have also been obtained using the recombinant proteins to identify antibodies against

¢ Alloantibody
e Recombinant blood group proteins

high frequency antigens. The increasing technological capabilities will allow in the future
use of a single recombinant proteins of blood for a single step and direct identification of
antibodies, the introduction of a test based on the technique of “one antigen per well”.
Such procedure would simplify and accelerate the determination of alloantibody specifi-
city which at the moment is quite a time-consuming process. This would shorten the
time for compatibility testing in the recipient in whom alloantibodies were found.
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Kilka lat po odkryciu grup krwi ABO przez Landsteinera
w 1901 r. Ottenberg opisal wprowadzenie badania zgodnosci
krwi polegajace na oznaczeniu grupy ABO u biorcy i u dawcy
oraz na inkubacji surowicy biorcy z krwinkami dawcy
w temperaturze pokojowej [1]. Odczyt wyniku testu polegat
na obserwacji wystgpienia aglutynacji lub hemolizy, ktére
odczytywano jako reakcje dodatnie, oznaczajace niezgod-
nos¢ krwi. Od tego czasu préby zgodnosci byty stale mody-
fikowane, rozszerzano zakres badan lub, przeciwnie, upra-
szczano, eliminujac zbyteczne postepowania, ale zasada
zgodnosci w ukladzie ABO zostala zachowana [2-4].

W nastepnych latach odkrywano na powierzchni krwinek
czerwonych kolejne antygeny grupowe, ktérych obecnie
wykryto ponad 300, oraz poznawano kliniczne znaczenie
alloprzeciwcial do nich skierowanych. Okazalo sie, ze
u biorcéw pomimo przetoczenia krwi zgodnej w ukladzie ABO
wystepowaly powiklania hemolityczne, czasem nawet $mier-
telne [5]. Za hemolize odpowiedzialne byly najczesciej prze-
ciwciata z ukladéw grupowych Rh, Kell, Kidd, Duffy, MNS,
rzadziej z innych ukltadéw grupowych. Przeciwciala te, klasy
IgG, mogly by¢ wykazane w reakcji in vitro dopiero po
opisaniu testu antyglobulinowego w 1945 r. i przeprowadze-
niu badan w 37°C [6]. Jego zasada oparta na wprowadzeniu do
reakcji przeciwcial skierowanych przeciw ludzkim globuli-
nom, a szczegblnie przeciw IgG, pozwala na ujawnienie tych
znaczacych klinicznie alloprzeciwcial w postaci aglutynatéw.
Wykonywanie tego testu do poszukiwania przeciwciat IgG,
nazywanych w serologii transfuzjologicznej ,,przeciwcialami
niekompletnymi”, dotychczas nie zostato zastgpione zadnym
innym testem. Ogromny postep w technologii od tamtego
czasu sprawil, ze wykonanie testu antyglobulinowego jest
duzo latwiejsze, czesto zautomatyzowane, a jego czulosé
znacznie wyzsza niz technika szkietkowa, ktéra stosowano
na poczatku. Do znanych nowoczesnych technik przeprowa-
dzenia tego testu naleza m.in: techniki mikrokolumnowe
(z zelem poliakrylamidowym lub z mini kulkami szklanymi),
technika capture na mikroplytkach z antygenami krwinek
unieruchomionymi w podiozu staltym czy technika z wyko-
rzystaniem uprzednio namagnetyzowanych krwinek. Wiek-
szo$§¢ z nich jest stosowana réwniez w pracowniach immuno-
logii/serologii transfuzjologicznej w naszym kraju.

Obecnie w Polsce obowigzujg przed przetoczeniem krwi
nastepujgce badania, ktérych zadaniem jest zapewnienie
zgodnosci serologicznej miedzy biorca i dawca krwi: okres-
lenie grup krwi ABO i RhD u biorcy i dawcéw, przegladowe
badanie (skrining) na obecno$é przeciwcial odpornosciowych
w poSrednim teécie antyglobulinowym (PTA) oraz préba
krzyzowa (badanie surowicy biorcy z krwinkami dawcy)
w PTA [7]. Skrining przeciwcial wykonuje sie przy uzyciu
panelu ludzkich krwinek czerwonych specjalnie w tym celu
dobranych.

Wiele krajéw, np. Stany Zjednoczone, Wielka Brytania,
Francja, Niemcy, Hiszpania dopuszcza wykonywanie skréco-
nej préby zgodnosci i eliminuje z badan prébe krzyzows,
jesli u pacjenta w obecnej prébce i w przeszloSci nie
wykrywano odpornosciowych przeciwcial. Taki sposéb
postepowania okresla sie jako type and screen. Nalezy jednak
podkresli¢, ze wiekszos¢ laboratoriéw wykonuje préby zgod-
nosci w systemach automatycznych. Ryzyko, Ze nie zostang
wykryte przeciwciala do antygenéw wystepujacych na

krwinkach przetoczonych, a ktérych brak na krwinkach
uzytych do skriningu jest bardzo mate, ok. 0,06%. Oceniono
réwniez, ze przeciwciala te rzadko maja znaczenie kliniczne
[8-10].

Dalszym udoskonaleniem postepowania w badaniach
przedtransfuzyjnych dla pacjentéw bez nieregularnych prze-
ciwcial jest wprowadzenie w 90. latach ubieglego wieku
komputerowej proby zgodnoSci. Zabezpieczenie przed wyda-
niem niezgodnej krwi w ABO do przetoczenia zawarte jest
w oprogramowaniu komputera, w ktérym znajduje sie
historia oznaczenn ABO i RhD biorcéw i dawcédw. Prébka
pacjenta jest badana tylko w kierunku obecnosci przeciwciat
i jesli wynik jest ujemny, woéwczas komputer wybiera
krwinki odpowiedniego dawcy [11-13].

W USA takg procedure dopuszcza FDA (Food and Drug
Administration), jednak na poczatku XXI wieku <20% labora-
toriéw duzych szpitali wprowadzilo komputerowg prébe
zgodnosci, poniewaz wymaga ona bardzo rozszerzonego,
Scisle okreslonego procesu walidacji [14].

Sposréd krajéw Europy model komputerowej proby zgod-
nosci zostal zaakceptowany i zastosowany gltéwnie w kra-
jach skandynawskich, a szczegélnie w Szwecji.

Dla okoto 1-3% biorcéw krwi wymienione procedury
skréconej préby zgodnosci nie mogg byé zastosowane
z powodu obecnosci alloprzeciwciat lub autoprzeciwcial
w osoczu. W przypadku ich wykrycia konieczne jest ustale-
nie swoistosci alloprzeciwciat, aby chory otrzymat krew
niezwierajacg niezgodnego antygenu. Dla tej grupy pacjen-
téw, a szczegblnie jesli alloprzeciwciata sg skierowane do
kilku antygenéw (przeciwciala wieloswoiste) lub do anty-
genu wystepujacego z wysoka czestoscig (>99%), tzw. anty-
genu powszechnego, rozwazane jest lub juz wprowadzono
genotypowanie dawcéw. Uzycie tej metody jest podykto-
wane brakiem lub ograniczong dostepnoscig serologicznych
odczynnikéw do fenotypowania dawcéw, gtéwnie antyge-
néw powszechnych, poniewaz sg to najczesciej surowice
pozyskiwane od zimmunizowanych pacjentéw (kobiet zim-
munizowanych cigzg lub od oséb, ktére wytworzyly ten typ
przeciwcial po transfuzji).

Transfusion Medicine and Hemotherapy przedstawilo opinie
kilku osrodkéw w zwigzku z pytaniem: ,,czy genotypowanie
zastapi serologie w rutynowych badaniach grup krwi
w przyszlosci?” Miedzy innymi Van der Schoot z Holandii
wypowiedziala sie za genotypowym okreslaniem zgodnosci
miedzy biorcg i dawca krwi, zastrzegajac jednak, ze aby
unikngé ciezkich hemolitycznych powiklan oznaczanie
grupy ABO powinno by¢ wykonywane metoda serologiczng
ze wzgledu na zlozono$¢ genéw i ryzyko nierozpoznania
u pacjentéw alleli null w tym uktadzie. Wszyscy uczestnicy
byli zgodni, ze genotypowanie na pewno bedzie bardzo
przydatne w typowaniu dawcéw na obecnosé antygendéw
powszechnych, w celu poszerzenia bazy dawcéw z rzadkim
fenotypem [15-18].

Grupy naukowcéw prowadza réwniez prace nad zastoso-
waniem metod biologii molekularnej do praktyki badan
przedtransfuzyjnych na poziomie rekombinowanych biatek
antygendéw [19, 20].

Ich zastosowanie do wykrywania i identyfikowania prze-
ciwcial zastgpiloby uzywanie w tym celu ludzkich krwinek.
Wiele biatek grup krwi otrzymano juz tg metodg w hodowli
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komoérek organizméw prokariotycznych i eukariotycznych.
Rekombinowane antygeny mogg by¢ wykorzystane w przy-
szlosci jako odczynniki do testéw opartych na hamowaniu
aktywnosci przeciwcial, do testow w fazie stalej, jak np.
ELISA, lub w technikach opartych na mikrochipach biatko-
wych. Trwaja prace nad wprowadzeniem testu do wykrywa-
nia alloprzeciwcial z zastosowaniem czerwonych polistyre-
nowych kulek optaszczonych rekombinowanymi biatkami
grup krwi. Obiecujgce wyniki z zastosowaniem rekombino-
wanych biatek grup krwi otrzymano réwniez do identyfiko-
wania przeciwcial skierowanych do antygenéw powszech-
nych. Coraz wieksze mozliwosci technologiczne pozwolg
w przysztosci na uzycie pojedynczych rekombinowanych
biatek grup krwi do tzw. jednostopniowej identyfikacji
przeciwcial, czyli wprowadzenia testu opartego na technice
mjeden dotek - jeden antygen”. Procedura taka znacznie
uproéci i przyspieszy proces ustalania swoistosci alloprze-
ciwcial, ktéry na razie jest bardzo czasochlonny, a tym
samym skréci czas wykonania préby zgodnosci u biorcy,
u ktérego wykryto alloprzeciwciala. Badacze ci zapowiadajg
koniec epoki aglutynacji jako ,,zlotego standardu” w bada-
niu antygendéw i przeciwcial, ktéra trwa od ponad 100 lat.
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