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Streszczenie
Wstep: Alloprzeciwciala anty-M sq dosc czesto wystepujgcymi naturalnymi przeciwcialami
typu zimmego. Zazwyczaj sq klasy IgM, ale wystepujq takze jako przeciwciata klasy IgG lub
IgM z komponentq IgG. Najczesciej nie wykazujq aktywnosci w temperaturze 37°C i w takim
przypadku sq traktowane jako nieistotne klinicznie. Przeciwciala anty-M klasy IgM mogq byc
przyczyng odchylen od klasycznego schematu oznaczania grupy krwi w ukladzie ABO u pa-
cjentow.
Material i metody: W niniejszej pracy przeanalizowano doswiadczenia wilasne Pracowni
Konsultacyjnej Regionalnego Centrum Krwiodawstwa 1 Krwiolecznictwa (RCKiK) w Katowi-
cach zwigzane z wykrywaniem i identyfikacjq alloprzeciwcial anty-M oraz problemem z ozna-
czeniem grupy krwi wynikajgcym z ich obecnosci. Od 01.01.2022 roku do 30.06.2022 roku
wykonano 1800 badan konsultacyjnych oraz badan grup krwi. Analizowang pule badan
podzielono na dwie grupy w zaleznosci od wieku pacjenta: od 4. miesigca zycia do 18. roku
zycia 1 powyzej 18. roku zycia. W 137 przypadkach wykryto i zidentyfikowano alloprzeciwciala
anty-M z ukladu MINS. W przypadkach, w ktorych wystgpily problemy z oznaczeniem grupy
krwi, zastosowano dodatkowe procedury, takie jak: oznaczenie grupy krwi technikq probow-
kowq z zachowaniem temperatury 37°C, uzycie krwinek wzorcowych O, Al, B M-ujemnych,
traktowanie surowicy badanej odczynnikiem 2-ME.
Wyniki: Przeciwciala anty-M stanowily wigkszy problem przy oznaczaniu grupy krwi u 0sob
ponizej 18. roku zycia niz u starszych pacjentow. Wystgpowaly okolo 2 razy czesciej klasy IgM
niz klasy IgG/IgG +IgM niezaleznie od wieku grupy badaney.
Whnioski: Przeciwciala anty-M wywolywaly nieoczekiwane reakcje dodatnie surowicy bada-
nej z krwinkami wzorcowymi, utrudniajqc interpretacje otrzymanych wynikow 1 opozniajgc
wydanie wyniku grupy krwi.
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Wstep

Uktad grupowy MNS zostal odkryty
w 1927 roku przez Landsteinera 1 Levina jako
drugi po ukiadzie ABO. W nomenklaturze Interna-
tional Society of Blood Transfusion (ISBT) otrzymat
symbol MNS i numer 002. Nazwa uktadu pochodzi
od 3 pierwszych zidentyfikowanych antygenow,
czyli M, N, S. Obecnie w skiad ukladu wchodzi
50 antygenow [1-3].

Antygeny ukladu MNS s3 kodowane przez
geny GYPA 1 GYPB umiejscowione na chromoso-
mie 4. Produktami tych genow sa: GPA (sjalogli-
koproteina MN zwana rowniez MIRL2) oraz GPB
(sjaloglikoproteina Ss). Obie sjaloglikoproteiny sg
sktadnikami blony komorkowej krwinki czerwone;j.
Trzeci gen GYPE sasiaduje z genami GYPA 1 GYPB,
ale nie koduje skiadnikéw biony komoérkowe;j.
Bierze natomiast udzial w rearanzacji genéw, co
skutkuje duza roznorodnoS$cia alleli [1, 4].

Podstawowa funkcja antygenow uktadu MNS
jest zapewnienie ujemnego fadunku na powierzchni
blony komorkowej krwinek czerwonych. Dzieki
temu krwinki odpychaja sie od siebie i nie ulegaja
agregacji. Antygeny te sa rowniez receptorami
dla sktadnikéw dopelniacza, bakterii 1 wirusow,
a w szczego6lnoSci odpowiadaja za zakazenie Plas-
modium falciparum (malaria). Glikoforyna A jest
regulatorem w zakresie opornos$ci erytrocytow na
dzialanie skladnikow dopelniacza. Chroni krwinke
czerwong przed hemoliza, nie dopuszczajac do
formowania i przylaczania sie kompleksu ataku na
blone komoérkowa C5b-C9 [1, 3, 4].

Pierwszym odkrytym antygenem uktadu MNS
jest antygen M. Zostat zidentyfikowany w 1927 roku
w surowicy krolikow immunizowanych ludzkimi
krwinkami czerwonymi, a jego nazwa powstala
od stowa “immune”. Wystepuje u 78% ludzi rasy
bialej 1 u 74% ludzi rasy czarnej [1, 4]. Przeciw-
stawnym antygenem do antygenu M jest antygen
N. Cechg wspo6lng obu antygenow jest wrazliwo§c
na enzymy: ficyne i papaine oraz oporno$¢ na DTT
(ditiotreitol) 1 kwasowe Srodowisko, natomiast roz-
nig sie wrazliwo$cig na trypsyne: antygen M jest
na nig oporny, a antygen N wrazliwy [1, 4].

Czesto$¢ wystepowania fenotypow ukladu
MNS w populacji polskiej przedstawiono w tabe-
i 1[5].

Alloprzeciwciala anty-M najczeSciej wystepuja
jako przeciwciala pochodzenia naturalnego klasy
IgM i optimum reakcji osiggaja w temperaturze 4°C
w teScie bezposSredniej aglutynacji w NaCl. Zdarzajg
sie rowniez przeciwciala naturalne anty-M w klasie
IgG, a czesto obserwuje sie wystepowanie obu klas

Tabela 1. Czestos¢ wystepowania fenotypéw uktadu
MNS w populacji polskiej [5]

Fenotyp %
MMSS 8,4
MMSs 14,4
MMss 9,7
MNSS 6,1
MNSs 21,7
MNss 22,7
NNSS 0,7
NNSs 4,6
NNss 11,6

jednoczesnie. NajczeSciej sg nieaktywne w tempe-
raturze 37°C i w takim przypadku w praktyce trans-
fuzyjnej traktowane sa jako nieistotne klinicznie.
Natomiast alloprzeciwciala anty-M, ktore reaguja
w 37°C w poérednim teScie antyglobulinowym, sg
uznawane za potencjalnie znaczace klinicznie i do
przetoczenia dobiera sie KKCz (Koncentrat Krwi-
nek Czerwonych) bez antygenu M. Przeciwciala
te bardzo rzadko sa przyczyna ciezkich hemoli-
tycznych reakcji poprzetoczeniowych i choroby
hemolitycznej plodu i noworodka. Nie reaguja
w testach enzymatycznych 1 wykazuja efekt dawki
(silniejsza reakcja z homozygotycznymi krwinkami
wzorcowymi o fenotypie MM niz z heterozygo-
tycznymi krwinkami o fenotypie MN) [1, 3, 4].
Naturalnie wystepujace przeciwciala anty-M wy-
krywa sie z czestos$cig 1/2500 zdrowych dawcow
oraz znacznie czeSciej u chorych dzieci i dorostych
z infekcjami bakteryjnymi [1, 4]. Przeciwciala moga
sie pojawi¢ rowniez w przebiegu cigzy. Czesto
zdarza sie, ze kobiety ciezarne o fenotypie NN wy-
twarzaja alloprzeciwciala anty-M, mimo ze pi6d nie
posiada antygenu M [1, 3, 4]. Chociaz specyficzne
mechanizmy powstawania naturalnych alloprzeciw-
cial anty-M nie zostaly jeszcze wyjasnione, uwaza
sie, ze tak jak w przypadku uktadu ABO 1 innych
naturalnie wystepujacych przeciwcial klasy IghM,
to mikroflora jelitowa, patogeny i bialka zwigzane
z pozywieniem sg bodZcami w procesie tworzenia
przeciwcial, w ktorym posredniczy pierwotny uklad
odporno$ciowy [6].

Ze wzgledu na swoj charakter oraz optymalng
temperature reakcji przeciwciala anty-M moga
powodowaé odchylenia od klasycznego schematu
oznaczania grupy krwi u pacjentow. Alloprzeciw-
ciala anty-M klasy IgM, podobnie jak izoaglutyniny
anty-A i anty-B, sg przeciwcialami kompletnymi.
W badaniu grupy krwi z zastosowaniem technik
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Rycina 1. Przyktady problemoéw z oznaczeniem grupy krwi u pacjentow z alloprzeciwciatami anty-M

mikrokolumnowych mogg reagowac z krwinkami
wzorcowymi Al, B, na ktorych znajduje sie antygen
M, co moze prowadzi¢ do uzyskania nieoczekiwa-
nych reakcji dodatnich z surowicg badana (ryc. 1).
Problem ten w mniejszym stopniu dotyczy pacjen-
tow z grupa krwi O, poniewaz w ich przypadku
prawidlowe reakcje dodatnie wystepuja zaréwno
z krwinkami wzorcowymi Al, jak i B, a reakcja
nieprawidlowa wywolana przez przeciwciala anty-
-M jest w ten sposdb maskowana. W przypadku
techniki probowkowe] moga wystgpi¢ nieoczeki-
wane reakcje dodatnie z krwinkami wzorcowymi
grupy O, Al11B, jezeli posiadaja antygen M z ukiadu
MNS[1, 3, 4, 7].

Material i metodyka oznaczania grup
krwi w ukladzie ABO

Podstawowa technika stosowang do ozna-
czania grupy krwi w uktadzie ABO i1 wykrywania
alloprzeciwcial odporno$ciowych jest technika
mikrokolumnowa automatyczna z wykorzystaniem
analizatora IH-500 firmy BIO-RAD i1 dedykowanych
krwinek wzorcowych. Do oznaczania grupy krwi,
wykrywania i identyfikacji alloprzeciwcial, oprocz
techniki mikrokolumnowej automatycznej, stoso-
wano metody 1 techniki, takie jak mikrokolumnowa
manualna firmy BIO-RAD i probéwkowa (opisane
w dostepnych przepisach prawnych [8]).

W niniejszej pracy przeanalizowano wyniki
badan zwiazane z wykrywaniem i identyfikacja
alloprzeciwcial anty-M oraz problemem z ozna-
czeniem grupy krwi wynikajacym z ich obecnoSci,
zebrane w pierwszej polowie 2022 r. Wykonano
tacznie 1800 badan konsultacyjnych oraz oznaczen

grup krwi. Analizowana pule badan podzielono na
dwie grupy w zalezno$ci od wieku pacjentow: od
4. miesiaca zycia do 18. roku zycia (73 pacjentow)
1 powyzej 18. roku zycia (1727 pacjentow). Probki
badane pochodzily z ambulatoryjnych punktow
pobran i oddzialow szpitalnych. W 137 przypadkach
wykryto i zidentyfikowano alloprzeciwciata anty-M.
U wszystkich pacjentéw z alloprzeciwcialami anty-M
oznaczono antygen M na krwinkach czerwonych;
w zadnym wypadku nie wykryto antygenu M.
U pacjentow z grupa krwi O oznaczong technikami
mikrokolumnowymi nie obserwowano probleméw
z interpretacja uzyskanych reakcji, mimo obecnosci
w surowicy alloprzeciwcial anty-M. Te grupe pa-
cjentow oddzielnie umieszczono w analizie.

Jak rozwiazywano problemy
z oznaczeniem grupy krwi

W przypadku wystgpienia nieoczekiwanych
reakcji dodatnich surowicy badanej z krwinkami
wzorcowymi grupy Al i B w technice mikroko-
lumnowej zastosowano nastepujace rozwigzania:
— Badanie technika probowkowa: procedu-

re oznaczania grupy krwi wykonano w pro-

bowkach z zachowaniem temperatury 37°C.

Przeciwciata o swoistos$ci anty-M klasy IgM

nie reaguja w tej temperaturze, dzieki czemu

uzyskano prawidiowe reakcje z krwinkami

WZOIrCOWymi.

— Roztwor 2-ME (2-merkaptoetanol): stuza-
cy do roznicowania przeciwcial klasy IgG od
IgM poprzez rozklad przeciwcial klasy IgM
[9]. Do surowicy badanej dodano roztworu
2-ME w stosunku 1:1 1 inkubowano w cieplarce
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w temperaturze 37°C przez 2 godziny. Zasto-
sowana metoda jest bardzo skuteczna w przy-
padku przeciwcial anty-M klasy IgM, jednak
trzeba mieé na uwadze, ze roztwor 2-ME moze
rozkladac izoaglutyniny anty-A i anty-B w su-
rowicy. Oznaczenie grupy krwi po zastosowa-
niu 2-ME przeprowadzono w temperaturze
pokojowej technikg probo6wkowa.

— Badanie grupy krwi technika probowko-
wa z zastosowaniem krwinek wzorco-
wych O, Al, B bez antygenu M produkcji
RCKiK w Katowicach. Uzycie wymienio-
nych krwinek wzorcowych pozwolito uzyskaé
prawidtowe reakcje (zgodne z reguig Landste-
inera) surowicy badanej z krwinkami O, Al, B.

Wyniki

Grupa badana w przedziale wiekowym od 4.
miesigca zycia do 18. roku zycia liczyla 73 osoby.
U wszystkich pacjentow w tym przedziale wykona-
no oznaczenie grupy krwi, wykrywanie 1 identyfi-
kacje przeciwcial. U 25 pacjentoéw zidentyfikowano
alloprzeciwciata anty-M. W 13/25 przypadkach,
przy zastosowaniu metody automatycznej, wystapit
problem z oznaczeniem grupy krwi. U 12 pacjentow
mozna bylo prawidiowo oznaczy¢ i zinterpretowaé
grupe krwi, bez wprowadzania dodatkowych pro-
cedur, ale w 5 przypadkach byta to grupa krwi O
(ryc. 2).

Sposrod 25 wykrytych przeciwcial anty-M
w 17 przypadkach otrzymano reakcje ujemna w te-
Scie posredniego testu antyglobulinowego (PTA) po
zastosowaniu odczynnika 2-ME lub z odczynnikiem
monoklonalnym anty-IgG, co wskazywatlo na klase
IgM przeciwcial, pozostate 8 wskazywalo na klase
IgG lub IgG + IgM (ryc. 3).

Grupa badana w wieku powyzej 18. roku zycia
liczyta 1727 osoby. U wszystkich pacjentéw w tym
przedziale wiekowym wykonano wykrywanie
lub/i identyfikacje przeciwcial. Przeciwciala anty-M
zostaly zidentyfikowane w 111 przypadkach.
U 102 pacjentéw z przeciwcialami anty-M przepro-
wadzono badanie grupy krwi. W 41 przypadkach,
przy zastosowaniu techniki mikrokolumnowej auto-
matycznej, wystapily problemy z jej oznaczeniem.
W 61 badaniach mozna byto prawidlowo oznaczyc
1 zinterpretowaé grupe krwi bez wprowadzania
dodatkowych procedur, ale w 24 przypadkach byta
to grupa O (ryc. 4).

Spoérod 111 przypadkow wykrytych allo-
przeciwcial anty-M, 75 nalezalo do klasy IgM;
w 9 przypadkach otrzymano reakcje ujemna w te-
Scie PTA (reakcje dodatnie tylko w teScie solnym

Liczba pacjentéw z przeciwciatami anty-M
~N

. Grupa oznaczona Grupy nie oznaczono D Grupa ,0”

Rycina 2. Wynik oznaczenia grupy krwi (4 mz.-18 rz.)

20

17

Liczba zidentyfikowanych przeciwciat anty-M

B 19M+1gG / 1gG IgM

Rycina 3. Wykrywane klasy przeciwciat anty-M (w grupie
pacjentéw od 4 mz.-18 rz.)

w temperaturze pokojowej); w 6 przypadkach
otrzymano reakcje ujemng z zastosowaniem testu
PTA z odczynnikiem monoklonalnym anty-IgG;
w 60 przypadkach otrzymano reakcje ujemng
w PTA po zastosowaniu odczynnika 2-ME. Pozo-
stale 36 uzyskanych wynikow wskazywato na klase
IgG lub IgG+IgM (ryc. 5).

Dyskusja

Alloprzeciwciala anty-M s do$¢ czesto wyste-
pujacymi naturalnymi przeciwcialami typu zimne-
go. Zazwyczaj s3 klasy IgM, ale wystepuja takze
jako przeciwciata klasy IgG lub IgM z komponentg
IgG. Znaczenie kliniczne alloprzeciwcial anty-M
zalezy od temperatury, w jakiej reagujq oraz od ich
klasy i1 pochodzenia. Pacjenci z zidentyfikowanymi
alloprzeciwciatami anty-M, u ktérych zostaly one
okreslone jako istotne klinicznie, powinni mieé
dobierany do transfuzji koncentrat krwinek czer-
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Rycina 5. Klasy przeciwciat anty-M w grupie badanej powyzej
18. roku Zycia

wonych bez antygenu M z uktadu MNS. Naturalnie
wystepujace przeciwciala anty-M znacznie czeScie]
wystepuja u dzieci niz u dorostych [10].

Istotno$c kliniczna przeciwcial anty-M z ukia-
du MNS wynika z mozliwoS§ci wystapienia reakcji
hemolitycznej u pacjentOw po przetoczeniu Krwi
z antygenem M oraz ryzyka wywolania choroby
hemolitycznej ptodu i noworodka. Przeciwciala
klasy IgG przechodza przez lozysko do krazenia
plodu i mogg spowodowac u ptodu niedokrwisto$¢
oraz retikulocytopenie poprzez proces niszczenia
M-dodatnich erytroidalnych komérek prekursoro-
wych. Prowadzi to do zahamowania erytropoezy.
Mechanizm wywolywania choroby hemolityczne;j
plodu 1 noworodka przez alloprzeciwciala anty-M
jest bardzo podobny jak w przypadku alloprzeciw-
cial anty-K z ukladu Kell [3, 10].

W analizowanym przedziale czasowym
(01.01.2022-30.06.2022) wykryto i zidentyfiko-
wano alloprzeciwciala anty-M u 137 pacjentow,
co stanowi 7,6% z 1800 przeprowadzonych badan.
Makroo 1 wsp. w swojej pracy podajg czestoS¢ wy-
stepowania przeciwcial anty-M na poziomie 8,22%
[11], natomiast Shah 1 wsp. donosza o 13,98% wy-
krytych alloprzeciwciat anty-M w badanej grupie
pacjentow [12]. W grupie pacjentdéw holenderskich
przeciwciala te wystepuja w 10,3% przypadkow,
a u japonskich w 7,2% [6].

Alloprzeciwciala anty-M klasy IgM moga by¢
przyczyng odchylen od klasycznego schematu reak-
¢ji otrzymywanych w trakcie oznaczania grupy krwi
w uktadzie ABO [6]. W badanych probkach byly one
jedng z przyczyn probleméw z okreSleniem grupy
krwi ABO u dzieci i dorostych. W grupie badane;j
od 4. miesiaca zycia do 18. roku zycia przeciwciala
anty-M stanowity 34,25% ogdtu wykrytych prze-
ciwcial. W 68% przypadkow nalezaly one do klasy
IgM. Sposrod wszystkich dzieci ze zidentyfikowa-
nymi alloprzeciwcialami anty-M: u 52% wystapit
problem z oznaczeniem grupy krwi, u 28% okre-
Slono grupe krwi bez koniecznoS§ci zastosowania
dodatkowych procedur, u 20% oznaczono grupe
krwi O.

W grupie badanej powyzej 18. roku zycia
alloprzeciwciata anty-M wykryto w 6,5% zdiagno-
zowanych przypadkéw; 67,6% z nich nalezalo do
klasy IgM. Sposrod wszystkich pacjentow doro-
stych z zidentyfikowanymi przeciwciatami anty-M:
u 40,19% wystapil problem z oznaczeniem grupy
krwi w ukiadzie ABO technikg mikrokolumnowa
automatyczna, u 36,27% okreslono grupe krwi bez
konieczno$ci zastosowania dodatkowych procedur,
u 23,52% oznaczono grupe krwi O.

W przypadkach, w ktorych wystapity prob-
lemy z oznaczeniem grupy krwi, zastosowano
dodatkowe procedury, takie jak: oznaczenie grupy
krwi technika prob6wkowa z zachowaniem tempe-
ratury 37°C, uzycie krwinek wzorcowych O, Al,
B bez antygenu M, traktowanie surowicy badanej
odczynnikiem 2-ME. W kazdej probce badanej uzy-
skano prawidlowe reakcje krwinek wzorcowych
Z surowicg/osoczem.

Podobny sposob postepowania opisali Tondon
1wsp. Przedstawili przypadek 15-letniego pacjenta
z alloprzeciwcialami anty-M, u ktérego wysta-
pity nieoczekiwane reakcje dodatnie surowicy
badanej z krwinkami wzorcowymi O, Al, B. Aby
otrzymaé prawidiowy obraz reakcji, powtorzyli
badanie z zachowaniem warunkow temperatury
37°C, a nastepnie potwierdzili otrzymang grupe
krwi przy uzyciu krwinek wzorcowych Al, B bez
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antygenu M [13]. Ferdowsi 1 wsp. rOwniez opisali
przypadki probleméw z oznaczeniem grupy krwi
ABO spowodowane wystepowaniem przeciwcial
anty-M. W celu uzyskania prawidlowych reakcji
z krwinkami wzorcowymi do badania wykorzystali
krwinki Al, B bez antygenu M [14].

Inng metode rozwiazywania opisanych wyzej
probleméw zaproponowali Mathur 1 wsp. [15]. Opi-
sali przypadek 32-letniego dawcy krwi, u ktérego
otrzymano dodatnie reakcje surowicy z krwinkami
O, Al, B oraz panelem krwinek do wykrywania
alloprzeciwcial. Okres$lono swoisto§¢ wykrytych
alloprzeciweciat jako alloprzeciwciata anty-M z ukta-
du MNS klasy IgM + IgG. Oznaczenie grupy krwi
powtorzono z zastosowaniem techniki mikroko-
lumnowej i1 papainowanych krwinek wzorcowych
Al, B. Otrzymano prawidlowy obraz grupy krwi.
Antygen M jest wrazliwy na papaine, ktora rozklada
sjaloglikoproteiny w miejscach ekspresji antyge-
now uktadu MNS, dlatego przeciwciala anty-M
nie mogg sie zwigzac z papainowanymi krwinkami
wzorcowymi [15]. Khalid i wsp. rowniez opisali
przypadek 58-letniej pacjentki z alloprzeciwciatami
anty-M, ktore spowodowaly trudnoS$ci z oznacze-
niem grupy krwi ABO. Surowica pacjentki wyka-
zywala aglutynacje z krwinkami wzorcowymi Al,
B w technice mikrokolumnowej. W celu uzyskania
prawidlowych reakcji surowice badang poddano ad-
sorbcji z krwinkami o fenotypie MM w temperatu-
rze pokojowej. Po wyadsorbowaniu alloprzeciwciat
anty-M z surowicy udato sie poprawnie oznaczyé
grupe krwi pacjentki [16].

Whioski

Przeciwciata anty-M stanowia wiekszy prob-
lem przy oznaczaniu grupy krwi (nie uwzgledniajac
grupy O) u oséb ponizej 18. roku zycia niz u star-
szych pacjentow. Przeciwciala anty-M wystepuja
okoto 2 razy czeSciej jako klasa IgM niz 1gG/IgG +
IgM niezaleznie od wieku grupy badanej. Wywotuja
nieoczekiwane reakcje dodatnie surowicy badane;j
z krwinkami wzorcowymi, utrudniajac interpretacje
otrzymanych wynikow 1 opozniajac wydanie wyniku
grupy krwi.
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