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ANOTACE

Bakalafska prace je zaméfena na nékteré nemoci spojenymi s nedostatky a poruchami Rh
faktoru. Zabyva se obecnym popisem krevniho skupinového systému a nejvetsi pozornost
vénuje funkci Rh faktoru. Déle je v€novéana popisu riznych onemocnéni spojenymi s Rh
faktorem, v€etné bakterialnich a virovych. Zvlastni pozornost je vénovana onemocnéni

COVID-19 a jeho souvislosti s Rh faktorem.
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TITLE

Diseases associated with the Rh factor

ANNOTATION

The bachelor’s thesis is devoted on some diseases associated with deficiences
and disorders of the Rh factor. It deals with a general description of the blood group
system and pays most attention to the function of the Rh factor. It is also devoted
a description of various diseases associated with the Rh factor, including bacterial and
viral diseases. Particular attention is given to the disease COVID-19 and its associatin

with Rh factor.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK
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UVoD

Objev Rh faktoru a krevnich skupinovych systémi u lidi K. Landsteinerem
a A. Wienerem piedstavuje revoluéni zménu v oblasti mediciny. Zejména v oblasti
hematologie, prenatalni péce a krevnich transfuzi.

Lidska populace se rozdéluje na jedince Rh pozitivni a Rh negativni, a to podle
pfitomnosti nebo absence antigenu D na povrchu cervenych krvinek. Jeho piitomnost
nebo absence mize vést k vaznym komplikacim v ptipad¢ nesouladu krvi darce a piijemce,
je hemolytickd nemoc novorozenct, jez mize mit zdvazné nasledky véetné zloutenky, anémie
a dokonce i smrti plodu. V této praci byl rovnéZz kladen dliraz na dalsi komplikace, které mohou
nastat v disledku Rh inkompatibility, jako naptiklad autoimunitni hemolytické anémie
nebo reakce pii krevni transfuzi.

Mimo jiné se také ukazuje, ze Rh faktor je rizikovym faktorem i u nékterych
bakterialnich a virovych infekci, jako je napfiklad infekce zplisobena bakterii Helicobacter
pylori nebo parazitem Toxoplasma gondii. Zaveéreénd Cast prace se veénuje aktudlnim
vyzkumtm spojenych s neddvnou pandemii COVID-19 a spojitosti s Rh faktorem.

Cilem této bakalafské prace bylo nejenom prodrobné zkoumat nemoci spojené s Rh

faktorem, ale do jisté miry reflektovat také prevenci, diagnostiku a 1écbu.
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1 Rh faktor a krevni skupiny

1.1 Historie Rh systému

V roce 1939 Rufus Stetson a Philip Levine popsali situaci jedné Zeny, kterd porodila
mrtvy plod, a protoze pii porodu ztratila velké mnozstvi krve, byla ji podéna transfuze krve
jejiho manzela, ktery mél stejnou krevni skupinu. Jeji sérum aglutinovalo erytrocyty jejiho
manzela a Zena prodélala tézkou hemolytickou reakci. Nasledn€ po sérii provedenych testil
dosli k zavéru,ze matka byla imunizovdna plodem, ktery nesl Rh antigen zdédény po otci
a ze jeji sérum obsahuje zvlastni latku zpisobujici aglutinaci krvinek jejitho manzela (Hillyer
Ch et al., 2006).

Mezitim Karl Landsteiner a Alexander Wiener ve snaze objevit dalsi krevni skupiny
aplikovali kralikim a morcatim erytrocyty opice makak rhesus. Vysledné antisérum
aglutinovalo nejen bunky opic makak rhesus, ale také 85 % bunék skupiny bélochti z New
Yorku. Kvuli aglutinaci ve svych pokusech skrvi opice védci Landsteiner a Wiener
pojmenovali jisty antigen jako Rhesus (Rh) faktor. Aglutinujici antisérim nasledné védci
pojmenovali jako Rh pozitivni. Pozdé&ji bylo zjisténo, Ze lidé a opice makak rhesus nemaji stejné
antigeny na erytrocytech, i kdyz nazev dale pretrvava. Protilatka proti Rh faktoru byla nasledné
pfejmenovana a puvodni lidska specifita se stala zndmou jako anti-D (Rosenkrans D et al.,
2023).

Jiz vroce 1941 bylo zfejmé, Ze Rh neni jednoduchy systém s jednim antigenem.
Na zaklad¢ reaktivity dvou protilatek, jez rozpoznavaly antigeny, pojmenoval Fisher antigeny
C ac. Dalsi pismena abecedy, D a E, pouzil k definici antigenti rozpozndvanych dal§ima dvéma

protilatkami. Antigen E byl rozpoznan az vroce 1945 (Payne-James J et al., 2015).

1.2 Rh faktor

Rh faktor je jednim zklicovych faktort, ktery hraje dilezitou roli v hematologii.
od protilatek krevniho ABO systému vyskytujicich se u jedinct, ktefi nemaji piislusny antigen,
se anti-Rh protilatky vytvaii az po kontaktu s cizimi Cervenymi krvinkami. Jakmile jsou
pfitomny, mohou vyvolat zivazné hemolytické onemocnéni plodu a novorozence
nebo hemolytické transfuzni reakce. Tento systém ma vice nez 50 antigent. Lze rozliSit pét

vvvvvv

proteinech exprimovanych v membrané erytrocytl a jejich bezprosttednich prekurzorech RHD

12



a RHCE (Rosenkrans D et al., 2023). Nejdualezitéjsi je antigen D, podle jehoz pfitomnosti
na membrang erytrocytl je rozliSovana populace na Rh pozitivni a Rh negativni.
1.2.1 Rh geny

V soucasné dobé je znamo, Ze expresi Rh proteini fidi pouze dva uzce spojené geny
umisténé na chromozomu 1p34-36, RHD a RHCE. Gen RHD koduje pfitomnost
nebo nepfitomnost antigenu D. Druhy gen RHCE koduje antigeny C, c, E a e. Gen RHD ma
dvé alely D/d, ptfiCemz alela D je dominantni k alele d, ktera je klinicky némou alelou,
nebot’ jeji produkt nebyl nikdy nalezen. Gen RHCE ma ¢tyii alely CE, Ce, cE a ce, které jsou
vici sobé¢ kodominantni a uvedené kombinace alel se déli neoddélitelné od sebe a nazyvaji
se genovy komplex. Muze tak vzniknout az osm genovych komplexti — Cde, cde, cDE, cDe,
Cde, cdE, CDE a CdE. Na obrazku 1 mizeme vidét strukturni podobu Rh genti. Pfitomnost
RHD v lokusu 1 znamen4 piitomnost ¢i neptitomnost antigenu D. Lokus 2 poté koduje Ce, CE,
cE ¢i ce. Kazdy gen se sklada z deseti kodujicich exond, jsou z 97 % identické a dédi se

jako kodominantni alely (Harmening D et al., 2012).

A Rh geny - Rh pozitivni

lokus 1 lokus 2

—EIED < -

1234 5678910 12345 678910

exony exony

D antigen antigeny C/c a E/e

Rh geny - Rh negativni
lokus 1 lokus 2

> _< -

12345 678910

exony

zadné antigeny D ce antigeny

Obr. 1 - Rh geny s piitomnosti nebo nepritomnosti antigenu D. A) RhD pozitivni, B) RhD
negativni. Pfevzato z (Harmening D et al., 2012).
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Rh proteiny jsou hydrofobni a neglykolizované transmembranové proteiny zabudované
do fosfolipidové dvojvrstvy erytrocytu s extraceluldrni expresi antigend, jejichz model
je zobrazen na obrazku 2. Proteiny RhD a RhCE jsou si velmi podobné a li§i se pouze o 34
az 37 z417 amynokyselin (AMK) v zavislosti na tom, ktera alela RHCE je uvazovana.
Piislusné AMK jsou distribuovany v Sesti extracelularnich segmentech zodpovédnych
za imunitni odpovéd’, dvanécti transmembranovych a sedmi intracelularnich segmentech
(Flegel WA, 2007).

DalS§im dilezitym genem pro expresi antigenu je RHAG, ktery se nachdzi
na chromozomu 6p12-21. Produktem tohoto genu je Rh asociovany glykoprotein (RhAG).
Glykoprotein RhAG mé velmi podobnou strukturu jako Rh proteiny s tim rozdilem, Ze jsou
na ném navazany sacharidy. V membrané erytrocytd tvoii komplexy s Rh proteiny. RhAG se
oznacuje jako koexpresor a musi byt pfitomen pro UspéSnou expresi Rh antigenti. Sdm o sobé
vsak tento glykoprotein neexprimuje zadné Rh antigeny. Pokud dojde k mutacim v RHAG,
mize to mit za ndsledek absenci nebo vyraznou zménu proteini RhD a RhCE,
coz nasledné ovliviluje expresi antigenii. Ve vzacnych ptipadech jedinci neexprimuji ve svych
erytrocytech zadné Rh antigeny. U téchto jedinct se hovoti o fenotypu RHnull (Harmening D
et al., 2012).
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Obr. 2 — Model topologie RhAG, RhCE, RhD. Zluté ovaly — specifické AMK na
exofacialnim povrchu; ¢erné ovaly — AMK v transmembranové a cytoplazmatické membrané; cervené
ovaly — AMK kritické pro antigeny C/c a E/e; fialové ovaly — Ser103 a Ala226 na RhD; klikaté ¢ary —

motivy pro Cys-Leu-Pro podilejici se na palmitoyla¢nich mistech; rozvétvena struktura ¢ervenych
krouzkti — N glykan na prvni smy¢ce RhAG. Pievzato z (Neil D et al., 2000).

1.2.2 Rh antigeny

Systém krevnich skupin Rh obsahuje pfes 50 antigend. Mezi pét klinicky

nejvyznamnéjSich antigend patii D, C, c, E a e. Jejich piehled a antigenni frekvenci miizeme

vidét v tabulce 1.

Tab. 1 - Piehled antigenii a jejich procentudlni ¢etnost u bilé populace.
Pievzato z (Ranjan S et al., 2023).




Antigen D, objeveny v roce 1939, je prvnim popsanym antigenem Rh faktoru. Jedna
se o soubor konformacéné zavislych epitopti podél celého RhD proteinu. Antigen D je nejsilngjsi
v antigennosti ze vSech antigenii Rh systému. Dle pfitomnosti D antigenu je populace rozdélena
na Rh pozitivni a Rh negativni jedince. Rh negativni fenotyp je u vétSiny populace spojen
s deleci antigenu D. V jinych populacich, zejmnéna Japonct nebo africkych cernochtl, je Rh
negativni fenotyp spojen s nedostatecnou expresi D antigenu (Flegel WA, 2007).

V roce 1946 byla objevena kvantitativni varianta se slabé exprimovanym D antigenem,
nazyvana jako varianta Du. Nyni je tato varianta nazyvana slabé D a ma klinicky a diagnosticky
vyznam, jelikoz ¢ervené krvinky pacientli exprimuji tento typ slabého antigenu D a nevytvare;ji
protilatky anti-Rh. Jedinci, jejichz Cervené krvinky maji pozménénou formu RhD proteinu,
mohou vytvéfet aloanti-Rh protilatky. Tato varianta je nazyvéana Castecné D. Tyto Cervené
krvinky v zavisloti na tom, které D epitopy jsou zménény, jsou aglutinovany ¢asti anti-Rh
¢inidel (Neil D et al., 2000).

Mezi dalsi klinicky dtlezit¢é Rh antigeny patii také antigeny C/c nebo E/e. Jsou
vysledkem zmén RhCE proteinu pouze v péti AMK a oproti antigenu D jsou slabsi ve své
antigennosti. Nejsou tak vyznamné, piesto mohou v piipadé inkompatibility vyvolat tvorbu
protilatek. Casto existuji dv& varianty, jez se li§i vjednom umisténi AMK
a to Rh antigeny E a e. Pary antigenti C/c a E/e nejsou protikladné, protoze jsou vysledkem
substituci na riznych mistech. Existuji ¢tyfi mozné kombinace (Ce > ce > cE > CE) a vyskytuji
se vruznych frekvencich a dédi se jako haplotypy. Antigen C se nejcastéji vyskytuje
v kombinaci s antigenem D, oproti tomu gen c je nejcastéji v kombinaci s genem d a e. Antigen

vvvvvvvv

s antigenem D (Flegel WA, 2007).

1.2.3 Anti-Rh protilatky

I ptesto, ze Rh systém byl diive detekovan pomoci testi s fyziologickym roztokem,
ktery se pouziva k detekci protilatek IgM, vétSina anti-Rh protilatek je typu IgG. Anti-Rh
protilatky se obvykle vytvaieji po vystaveni imunitniho systému jedince cizim erytrocytu,
a to bud’ béhem transfuze nebo béhem téhotenstvi. Stejné jako u vétSiny protilatek proti krevnim
skupindm se zpocatku tvoii IgM anti-Rh protilatky, po nichZ nésleduje pfechod na IgG.
Anti-Rh protilatky Casto pretrvavaji v obéhu po nékolik let (Dean L, 2005). U jedinct s nizkym

titrem protilatek mtize dojit k anamnestické sekundérni protilatkové odpovéedi, zejména pokud
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jsou vystaveni stejnému senzitivnimu antigenu. Proto je pfesnost typizace D zasadni, stejné tak
jako pecliva kontrola pacienta, aby se zjistilo, zda jiz dfive nebyla anti-Rh protilatka
identifikovana. V¢tSina bézné nalezenych anti-Rh protildtek je povazovana za klinicky
vyznamné. Byly také zaznamenany podtiidy anti-Rh protilatek IgG1, 1gG2, 1gG3 a 1gG4.
Nejvétsi klinicky vyznam maji IgG1 a IgG3, jelikoz erytrocyty s témito podtiidami protilatek
jsou retikuloendotelidlnim systémem rychle odstrafiovany z obéhu. Byly také zaznamenany
anti-Rh protilatky typu IgA, ty se ovSem v krevni bance rutinné nevySetfuji (Harmening D et
al., 2012).

Anti-Rh protilatky nevazi komplement. Aby dosSlo k fixaci komplementu nebo
k aktivaci komplementové kaskady, musi se dva imunoglobuliny IgG navézat na antigen
erytrocytu v tésné blizkosti. Rh antigeny s jiz navdzanou protilatkou se na povrchu erytrocytu
takto blizko nenachazeji. Proto kdyz anti-Rh protilatky pokryje erytrocyt, nedojde
k intravaskuldarni komplement zprostfedkované hemolyze. Destrukce erytrocytu v disledku
anti-Rh protilatek je primarné extravaskularni. Bylo vSak také zaznamenano nékolik vzacnych

ptikladli vazby anti-Rh protilatek na komplement (Harmening D et al., 2012).

1.2.4 Rh fenotypy

Genotyp je skutecna genetickd vybava pacienta a vliv geni lze klinicky vidét podle
vnimaného duasledku, ktery je charakterizovan jako fenotyp. RozliSujeme fenotypy Rh
pozitivni, Rh negativni, slabé D, parcialni D, Rh null fenotyp a RhCE varianty.

Prvnim z fenotypli je Rh pozitivni. Rh pozitivni jedinci maji v membrané svych
erytrocytll piitomen antigen D. Tito jedinci dédi jeden nebo dva RHD geny, které nasledné
vedou k expresi RhD antigenu a jsou typizovani jako Rh pozitivni. Krom¢ gentt RHD se dédi
také dva geny RHCE, jeden od kazdého rodice. Na obrazku 3 je znazornén piiklad normalniho
vzorce dédicnosti Rh, kdy kazdy jedinec zdédil jeden RHD gen (D nebo d) a dva geny RHCE
(Clc, E/e) (Harmening D et al., 2012).

17



O

DCel/dce DcE/dce

DCe/DcE DCel/dce dce/DcE dce/dce

Obr. 3 — Priklad normalniho vzorce dédi¢nosti Rh. Pievzato z (Harmening D et al., 2012).

U Rh negativnich jedinct v zésad¢ existuji tfi molekuldrni mechanismy negativity
RHD. Prvni je totalni delece genu RHD, druhym pseudogen RHD a tfetim typem je hybridni
gen. Frekvence téchto mechanismil se vyskytuje u tii riznych etnickych skupin: Evropant,
Africanti a Asiat (Rosenkrans D et al., 2023).

U Evropské populace je nejcastéjSim mechanismem uplnd delece genu RHD.
Rh negativni fenotyp je nejcastéji zptisoben homozygotnim haplotypem, ve kterém byl
odstranén RHD gen. K této deleci dochézi v takzvanych Rhesus boxech v oblasti, ktera byla
pravdépodobné zplsobend vadnym zarovnanim chromozomii béhem meidzy. To ma
za nasledek nestejny prechod mezi Rhesus boxy. Vysledkem této mutace je absence RHD genu
a zdédéni dvou geni RHCE (Nardozza LM et al., 2010).

U Afrického etnika s Rh negativnim fenotypem je nejcastéjSim mechanismem
ptitomnost pseudogenu RHD, RHDy. RHD pseudogen je asociovany RHD negativni alelou,
jejiz sekvence je identicka s genem RHD. S vyjimkou ptitomnosti duplicitni sekvence 37 bp
a missense mutace v exonu 5 a 6, coz zpusobi vytvofeni stop kodonového signalu. Timto
zpiisoben je produkovan nefunkéni protein a polypeptid D se nedostane
na povrch erytrocytli. Druhym nejcastéjSim Rh negativnim fenotypem u afrického etnika je
hybridni gen. Genovou konverzi jsou casto tvofeny hybridni alely RHD-CE-D
a RHCE-D-CE. (Harmening D et al., 2012).

U vétsi ¢asti asijské populace je pozorovana jiz popsand delece genu RHD. Objevuje se
také dalSi mutace, jez méni gen RHD a zplsobuje, Ze jedinec je typicky Rh negativni.

Tato mutace se oznacuje jako Del a patii mezi slaby D (Nardozza LM et al., 2010).
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Piiblizné 1 % Rh pozitivnich jedinci je ozna¢ovano jako slabé D. Obecné maji cervené
krvinky u Rh pozitivnich jedinci antigenni pocet v rozmezi 15000 az 33 000 antigent
na bunku, a to v zavislosti na haplotypu. Byl ovSem identifikovan fenotyp slabé D s poctem
antigenll v rozmezi 70 az 5200 na bunku. Tyto fenotypy jsou zplsobeny substituci AMK
v transmembranové a intracelularni ¢asti proteinu RhD v disledku jediné missense mutace
genu v RHD. To zapficini slabou nebo chybégjici aglutinaci erytrocytl anti-Rh protilatkami
béhem rutinniho sérologického testovani. U jedinct se slabym D fenotypem vyzaduje D antigen
obvykle zesileni anti-humannim globulinem AHG kviili kvantitativnimu poklesu RhD proteinu.
V soucasné dobé¢ bylo identifikovano ptes 40 typt slabého D. Typy 1, 2 a 3 jsou nejb&zné;jsi
a produkuji dostatek epitopti D antigenu, aby byly fizeny jako Rh pozitivni. Pacientky
ve fertilnim veku, které jsou pozitivni na slaby fenotyp D, by mély podstoupit dalsi
genotypizaci, aby se zjistilo, zda je nutnd imunoprofylaxe béhem té¢hotenstvi (Rosenkrans D
et al., 2023).

Mezi dalsi z fenotypti patii i takzvany parcialni D fenotyp. Cervené krvinky u tohoto
fenotypu jsou definovany absenci jednoho nebo vice epitopli u antigenu D, zplisobenou
pfeskupenim genit RHD a RHCE. Tato genetickd konfigurace umoziuje mikrokonverzi
a jednosmérné vymény fragmentti nebo ¢asti gent RHD a RHCE, coz vede k tvorbé alel
RHD-CE-D, respektive RHCE-D. Tyto nové Rh alely nejen produkuji hybridni proteiny
vedouci ke ztraté€ D epitoptl, ale také generuji nové antigeny. Nekteré parcialni D fenotypy jsou
vysledkem vymén pouze jedné AMK. Na rozdil od slabého D fenotypu se vSak polymorfismus
vyskytuje v extracelularnich segmentech proteinu RhD. VétSina pacientd s parcialnim
D fenotypem bude Rh pozitivni. Jedinci s ¢astecnym D mohou casto produkovat anti-Rh
protilatky, pokud jsou vystaveni D-pozitivnim erytrocytlim, a vyzaduji tak zvlastni pozornost
pfi transfuzi a béhem téhotenstvi (Nardozza LM et al., 2010).

Vzicnym fenotypem charakterizovanym nedostatkem exprese vSech Rh antigent
na erytrocytech je Rh null fenotyp. Fenotyp je dale klasifikovan na regulatorovy a amorfni typ
na zaklad¢ genetického defektu. Amorfni typ nastavd z mutace RHCE, coz vede k nefunk¢énim
proteinim. Regulatorovy typ nejbéznéji nastdva v disledku mutace RHAG, jez produkuje
dysfunkéni RhAG. U nékterych aloimunyzovanych pacienti s Rh null fenotypem se mohou
vyvinout protilatky anti-RH29, tato protilatka vSak nereaguje s Rh null erytrocyty. Klinicky
maji pacienti zkracenou zivotnost erytrocytt a trpi syndromem Rh deficience (Qureshi A et al.,
2010).

Poslednim zminénym fenotypem jsou RhCE varianty. Polymorfismy RhCE se vyskytuji

v disledku jedné nebo vice nukleotidovych substituci v RHCE. Alely E a e se lisi pouze
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substituci AMK, a to prolinu za alanin. AvSak polymorfni alely C a ¢ maji ¢tyfi rizné substituce
AMK. Exprese téchto riznych alel vyznamné ovliviluje pacienty, ktefi dostavaji chronické
transfuze, protoZe se u nich mohou ¢astéji vyvinout aloprotilatky. Aloimunizaci jsou ohrozeni

zejména pacienti se srpkovitou anémii (Rosenkrans D et al., 2023).

1.3 Testovaci metody

Rh typizace detekuje pfitomnost nebo nepiitomnost antigenu D na povrchu erytrocyti
a provadi se analogicky jako ABO typizace. Béhem Rh typizace jsou Cervené krvinky pacienta
kombinovany s reagennimi anti-Rh protilatkami. Vyslednd pfitomnost ¢i nepfitomnost
aglutinace rozdéluje Rh pozitivni a negativni stav. Detekce slabého D nebo parcidlniho
D fenotypu neni rutinn¢ vyZadovana pro piedtransfiizni testovani, probiha ovSem v ptipadech
nejednoznacné Rh typizace (Mitra R et al., 2014)..

Pro testovani Rh krevni skupiny mohou byt pouzity rizné metody, mezi které patii
napiiklad testovani na podloznim sklicku, zkumavkovd metoda, vyuziti mikrotitracnich
desticek ¢i gelova testovaci metoda. Sérologické vySetfeni je nejcastéji zalozeno
na hemaglutinacnich reakcich s antigeny erytrocyti proti specifickym protilatkdm. Proces
hemaglutinace probihd ve dvou féazich. V prvnim kroku, nazyvanym také senzibilizace
erytrocytll, dochazi ke spojeni paratopu a epitopu v reverzibilni reakci. Antigen a protilatka jsou
spojeny pomoci nekovalentni vazby. Béhem druhé faze tvofi vice cervenych krvinek
s navazanymi protilatkami stabilni miizku pomoci mistkd antigen-protilatka. Tato mfizka je
zakladem vSech viditelnych aglutinacnich reakci. Reagencie detekujici antigen D v testech
na sklicku, ve zkumavce, mikrotitra¢ni desticce ¢i automatickych a gelovych testech, maji ¢asto

rizné slozeni nebo provedeni (Rosenkrans D et al., 2023).

1.3.1 Testovani na podloZnim sklicku

Sklickovy test je nejméné citlivou metodou pro stanoveni krevnich skupin a Rh faktoru.
Ovsem diky rychlym vysledkim je velmi cenny v naléhavych ptipadech. Pti této metode
se na Cisté podlozni sklicko ¢i porcelanovou podlozku kapne 40% az 50% suspenze Cervenych
krvinek a vedle ni kapka anti-Rh séra. Pomoci krouzivych pohybli jsou tyto dvé kapky
smichany. Vizualn¢ lze pozorovat aglutinaci pouhym okem. Vysledek je povazovan
za pozitivni, pokud vzorek pacienta vykazuje aglutinaci. Test je hotovy za 5 az 10 minut a je
levny, jelikoz vyzaduje maly objem ¢inidel. Citlivost této metody je nizka a mize byt snadno

ovlivnéna vice faktory, coz sté¢Zzuje standardizaci (Mujahid A et al., 2015).

20



1.3.2 Zkumavkova metoda

Zkumavkovou metodu Ize pouzit pro nouzové a prvni typizace krevnich skupin. Tato
metoda je citlivéjsi oproti metodé sklickové. Pii této analyze se ve zkumavce kombinuje
pacientova plazma obsahujici protilatky a typové erytrocyty. Alternativni metodou muize byt
smichani diagnostickych monoklonélnich sér se suspenzi pacientovych erytrocytii. Smési
prochdzeji fadou krokti centrifugace a inkubace s naslednou kvantifikaci aglutinace. Nejsilngjsi
aglutinace, tedy pozitivni reakce, mize byt pozorovana vznikem shluku erytrocytli po jemném
poklepani na zkumavku. Zatimco negativni reakce vede pii stejném poklepu na zkumavku
k uplné disociaci na jednotlivé erytrocyty, Cili erytrocyty se neshlukuji (Rosenkrans D et al.,

2023).

1.3.3 Mikrotitra¢ni desticky

Mezi dalsi testovaci metody patii mikrotitracni technologie. Jedna se o citlivéjsi
a rychlejsi stanoveni krevnich skupin s moznosti automatizace. Pii této technice lze stanovit
jak protilatky v krevni plazmé, tak i antigeny piitomné na erytrocytech. Typické mikrotitracni
desticky se skladaji z velkého poc¢tu malych jamek, které obsahuji €inidla, jeZ jsou zpracovana
proti krevnim vzorklim. Po odstfedéni a inkubaci Ize naslednou aglutinaci detekovat pomoci
automatického odecitaciho zafizeni. Hlavni vyhodou technologie mikrotitratnich desticek

je rychlé odezva, nizké objemy cinidel a vysoka vykonnost analyzy (Mujahid A et al., 2015).

1.3.4 Gelova testovaci metoda

Technologie sloupcové gelové aglutinace byla zavedena v 90. letech 20.stoleti.
Je to Siroce dostupna alternativni sérologicka testovaci metoda, kterd vyuzivd mikrozkumavky
obsahujici dextran akrylamidovy gel zabudovany do malych plastovych karet. Krevni sérum
nebo bunky se smichaji s anti-Rh ¢inidly v mikrozkumavkéach za kontrolované inkubace
a centrifugace. Gelové Castice zachyti aglutinaty, zatimco neaglutinované krevni buiiky mohou
kolonou projit. Dobu analyzy Ize zkratit pouzitim sklenénych kuli¢ek misto gelového materialu.
Diky sklenénym kulickdm lze dosdhnout vys$si rychlosti centrifugace, coz vede k rychlym
vysledkiim. Tato technologie je citliva, pfesnd, jednoduchéd a pomérné snadno ovladatelna (Li

HY et al., 2022).
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1.4 ABO systém

Oproti Rh systému, kde jsou jedinci rozdélovani pouze na Rh pozitivni a Rh negativni,
v ABO systému lidé mohou byt rozdéleni do ¢tyf hlavnich skupin A, B, 0 a AB a to na zakladé
vzorcu aglutinace jejich ervenych krvinek. Systém krevnich skupin se sklada z antigen A, B
a H na Cervenych krvinkéach a jejich odpovidajicich protilatek v séru, jejichz ptehled mizeme
vidét v tabulce 2. Protilatky anti-A a anti-B jsou pfirozené se vyskytujici, typu IgM. Jejich
produkce je stimulovana, pokud imunitni systém narazi na ,,chybé&jici* antigeny krevni skupiny
ABO v potravinach nebo v mikroorganismech. To se dé¢je jiz v raném véku, jelikoz cukry,
které jsou totozné nebo velmi podobné antigenim krevni skupiny ABO, se nachdzeji v celé
ptirod¢ (Dean L, 2005).

Tvorba antigenti A, B a H je vysledkem interakce gent ve tfech riznych lokusech ABO,
Hh a Se. Tyto geny ve skuteCnosti nekoduji tvorbu antigent, ale produkuji specifické
glykosyltransferazy, jez ptidavaji cukry k zakladni prekurzorové latce. Jedinci skupiny 0 maji
antigen H nachdzejici se na chromozomu 19, ktery tvofi H antigen. Tento antigen slouzi
jako prekurzorovy oligosacharid potfebny k vytvoreni antigenii A a B. Pokud jsou pfitomny
oba geny A i B, pak se n¢které z H stanou A a nckteré B. Tim se vytvoii skupina AB.
Pokud je ovSsem H gen defektni nebo neni pfitomen, pak H antigen nemulze byt vytvofen,
a tudiz nemize byt vytvofen ani antigen A a B. Dusledkem je vzacny fenotyp zndmy
jako Bombajsky fenotyp. Pacienti s timto fenotypem maji protilatky v plazmé& podobné tém,
které jsou pfitomny v plazmé jedinci typu 0, ale maji také klinicky vyznamné protilatky
anti-H. Jedinci skupin A a B maji oligosacharidové antigeny A nebo B vznikajici reakcemi
katalyzovanymi glykosyltransferdzami. Lidsky gen ABO se nachdzi na chromozomu 9 a sklada
se ze 7 kodujicich exonti. Funkéni alely A a B koduji glykosyltransferazy A a B, coz vede
k syntéze antigenti A a B. V disledku nukleotidovych zadmén vedoucich k zdméndm AMK
kéduji geny A a B transferazy s riznou cukernou specifitou (Romanos-Sirakis EC et al., 2023).

Antigeny A, B a H se vyvijeji jiz na po¢atku Zivota plodu, ale béhem gesta¢niho obdobi
se jejich sila pfilis nezvySuje. Odhaduje se, Ze erytrocyty novorozence nesou 25-50 % poctu
antigennich mist, jez se nachéazeji na erytrocytech dospélého clovéka. V disledku toho jsou
reakce Cervenych krvinek novorozence s ABO reagen¢nimi antiséry casto slabsi nez reakce
s buiikami dospé€lého ¢loveéka. Exprese antigent A a B na erytrocytech je plné¢ vyvinuta do 2
az 4 let véku a zlstava konstantni po cely zivot. Kromé véku se fenotypova exprese antigenti
A, B, H muze lisit v zavislosti na rase, genetické interakci a chorobnych stavech (Harmening

D etal., 2012).
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Tab. 2 - Piehled antigent, protilatek a naslednych genotypi ABO systému.
Ptevzato z (Dean L, 2005).

Krevni skupina 3‘;3%?;{;?1 Protilatky v séru Genotypy
A A anti-B AA nebo A0
B B anti-A BB nebo B0
AB AaB zadné AB
0 zadné (jen H) anti-A a anti-B 0

2 Nemoci spojené s Rh faktorem

2.1 Hemolyticka nemoc novorozenci

Hemolytickd nemoc novorozenclti neboli erythroblastosis fetalis je onemocnéni
zpiisobené inkompatibilitou erytrocytli mezi matkou a plodem. Onemocnéni vznika v disledku
produkce specifickych matetfskych protilatek namifenych proti antigenim na fetdlnich
erytrocytech, zejména antigeny RhD. Toto onemocnéni mize zplsobit perinatdlni mortalitu
a nemocnost se zna¢nym rizikem dlouhodobych nasledkd. Do krevniho ob&hu ditéte pronikaji
ptes placentu pouze protilatky IgG. Tyto protilatky zkracuji piezivani erytrocytii na padesat
az sedmdesat dni (Rosenkrans D et al., 2023).

Samotné onemocnéni vznikd, pokud je Rh negativni t¢hotna Zzena vystavena D antigenu
pfitomném na cervenych krvinkach plodu, které zdédilo od otce. Pfi prvnim kontaktu
s antigenem vznikaji protilatky IgM s vysokou molekulovou hmotnosti a neprochazeji
placentarni bariérou, a tudiz neovlivni plod. Pfi dal§im téhotenstvi matei'ské protilatky velmi
rychle identifikuji antigeny Cervenych krvinek plodu, na které¢ se navazou. Dojde k ptepnuti
izotopu a produkuji se protilatky typu IgG, které jiz diky své velikosti prochazeji pies placentu.
Nasledné¢ dojde k aloimunitni destrukci plodu vedouci k anémii (Rosenkrans D et al., 2023).

Vzniklou anémii plod kompenzuje vys$$i extrameduldrni erytropoézou vedouci
k hepatosplenomegalii s jaterni dysfunkci a k vy$s$i rychlosti pritoku krve organismem,
ktery zajistuje adekvatni oxygenaci tkani, zejména mozku. Nasledky rozvijejici se anémie
mize byt naptiklad nekonjugovana hyperbilirubinemie, a to jiz v prvnich 24 hodinach Zivota.

Vyznacuje se vysokou hladinou bilirubinu v pupe¢nikové krvi, ktery miize zptsobit zloutenku.
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V extrémnich pfipadech miZze bilirubin proniknout do mozku a zpusobit poSkozeni nervovych
bun¢k vedouci ke kernikteru. Kernikterus mize mit dlouhodobé neurologické nasledky, véetné
mentélni retardace, postizeni sluchu, poptipadé¢ pohybovych problémii (Neamtu SD et al.,

2022).

2.1.1 Diagnostika a laboratorni nalez

V krevnim obrazu pacienti se vyskytuje normocytarni anémie, leukocytoza
s neutrofilii, trombocytopenie a retikuloza. Po zhotoveni krevniho natéru jsou
pod mikroskopem casto vidét normoblasty, u ABO inkompatibilty sférocyty. V krvi mizeme
diagnostikovat zvySenou hladinu nepfimého bilirubinu. Stanovuje se také pritomnost protilatek
proti erytrocytlim, a to tzv. Coombsovym testem, ktery vychazi pozitivni (Sarwar A et al.,
2023). Antiglobulinovy neboli Coombstiv test je metoda prokazujici ptitomnost protilatek nebo
komplementu vazaného na membrany cervenych krvinek pomoci antihuméanniho globulinu za
ucelem vytvofit aglutinacni reakci. K diagnostice hemolytickych anémii zplsobenych
antierytrocytarnimi protildtkami slouzi Coombstv test piimy, jehoz princip miizeme vidét na

obrazku 4 (Parker V et al., 2017).

}4

erytrocyt s
neaglutinujicimi
imunoglobuliny

antihumanni
globulin

}4

aglutinace

Obr. 4 - Princip pfimého Coombsova testu. Pfevzato z (Slovakova et al., 2013).

Je dilezité, aby zeny béhem téhotenstvi mély pravidelnou prenatalni péci a diskutovaly
s Iékafem o svém zdravotnim stavu a moznych rizicich minimalizujicich nebezpeci vzniku
hemolytické novorozenecké anémie. V pribéhu kazdého t¢hotenstvi je béZnou praxi urcovat

krevni skupinu v ABO a Rh systému. DalSim dilezitym ndstrojem pro identifikaci
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hemolytického onemocnéni novorozenci je vySetieni antierytrocytdrnich protilatek.
Lécebnym postupem vyuzivanym k prevenci onemocnéni je podani anti-D gamaglobulinu.
Anti-D gamaglobulin neutralizuje Rh pozitivni erytrocyty plodu, které pronikaji do ob¢hu
matky. Podava se matce béhem prvnich 72 hodin porodu. Toto opatieni se provadi i po potratu,
mimotadném porodu nebo pii jakékoli udalosti, pti které dochdzi k miseni krve matky a plodu

(de Haas M et al., 2015).

2.2 Autoimunitni hemolyticka anémie

Autoimunitni hemolytickd anémie (AIHA) je extrakorpuskularni hemolyticka anémie,
u niz pficinou destrukce krvinek jsou mechanismy vznikajici mimo erytrocyt. Jde
o hemolytické stavy, které vznikaji kvili tvorbé protilatek typu IgG nebo IgM. Zminéné
protilatky se vdzou na povrchové antigeny erytrocytll. MiZze to vést k destrukei erytrocytt
prostiednictvim komplementového systému a retikuloendotelidlniho systému. Timto druhem
anémie trpi predevSim dospéli, i kdyz jsou v nékterych ptipadech postizeny déti, naptiklad
s autoimunitnim lymfoproliferativnim syndromem (Bass GF et al.,2014).
Dle zéakladni klasifikace se rozd¢luje autoimunitni hemolytickd anémie na primarni,
tzv. idiopatickou, a sekundarni. Dale podle charakteru protilatek a podle optimdlni teploty
reaktivity erytrocytarnich protilatek délime onemocnéni na AIHA s tepelnymi protilatkami,
s chladovymi protilatkami, se smiSenym typem protilatek a hemolytické anémie vyvolané Iéky
nebo paroxyzmalni chladovou hemoglobinurii. Piehled typi AIHA je uveden v tabulce 3

(Cermék J, Pisacka M., 2018).

2.2.1 AIHA s tepelnymi protilatkami

Tepelné protilatky jsou zodpovédné za 48-70% ptipadi AIHA. Jsou pievazné typu IgG
a k optimalni vazb¢ na erytrocyty dochazi pfi teploté 37 °C. Tepelné protilatky jsou namifeny
proti antigenim Rh systému, vzacnéji pak proti ostatnim antigenim krevnich systémi.
Zavislost na teploté této reakce je patrnd zménou konformace molekul autoprotilatky, jez je

soucasti membrany erytrocytu. Pfi 37 °C je antigen zapu$tén do membrany (Bass GF

et al.,2014).

2.2.2 ATHA s chladovymi protilatkami

Autoimunitni hemolytickd anémie s chladovymi protilatkami je zpisobena protilatkami

typu IgM. Protilatky optimalné reaguji pfi teploté 4 °C. Teplotni amplituda je Siroké a tyto
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protilatky mohou reagovat az v rozmezi 0-37 °C. Nejc¢astéji jsou chladové protilatky zjistovany
proti antigentim I/i. Diky své pentametrické struktufe jsou IgM schopny aglutinace a aktivuji

komplement (Despotovic JM, Kim TO, 2022).

2.2.3 Paroxyzmalni chladova hemoglobinurie

Toto onemocnéni vyvolavaji protilatky Donathova-Landsteinerova typu, nazyvaji se
také bifazické chladové hemolyziny typu IgG. Tyto protilatky jsou schopny vazat antigen
pfi nizkych teplotach, ale k hemolyze miZze dojit za télesné teploty. Protilatky se tedy
v ochlazenych ¢astech téla navazi na erytrocyty a pfi otepleni dochdzi k hemolyze. Protilatka
je silnym bazickym hemolyzinem, ktery se za chladu navaze na erytrocyty a fixuje komplement

(Cermék J, Pisacka M., 2018).

Tab. 3 - Pfehled typi autoimunitnich hemolytickych anémii. IgG — imunoglubulin G, IgM —
imunoglobulin M, I — vazebny antigen erytrocyti I, 1 — vazebny antigen erytrocytt i, P - vazebny
antigen erytrocyti P, Clq - vazba na komplement, Fcy — vazba na makrofag, C3b — vazba
na makrofag. Prevzato z (Cermak J, Pisatka M., 2018).

P " paroxyzmalni
Parametr ATHA > t’epeln)tml AIH:A’s chla.dovyml chladova
protilatkami protilatkami . .
hemoglobinurie
Typ protilatky IgG IgM IgG
Vazebny ant}’gen Rh I P
erytrocytu
Optimum aktivity 37°C 4°C 4°C
Vazba Clq (1 vazebné Clq (2 vazebna Clq (1 vazebné
komplementu misto) mista) misto)
Vazba na
el Fcy, C3b C3b Fcy, C3b
2.2.4 Lécbha

Lécba je rozdélena do tii linii. Standardni lécbou prvni linie je stdlé podéavani
glukokortikoidi. Dévka a zplsob podavani zavisi na inicidlni hodnoté hemoglobinu.
U nemocnych s leh¢i formou hemolyzy (Hb > 110 g/1) je podan Prednison po dobu 3 — 4 tydntl.
Nemocni s tézkou formou hemolyzy (Hb > 80 g/I) by méli byt hospitalizovani
na specializovaném hematologickém odd¢€leni, nebo na jednotce intenzivni péce, kde jsou
podavany vyssi davky glukokortikoidl. Jako efektivni 1écba se hodnoti dosazeni stabilni
hodnoty hemoglobinu (Hb > 100 g/l) bez potieby transfuzi erytrocytt (Jager, Ulrich, et al.,
2020).Lécba druhé linie je indikovana u nemocnych refrakternich na lécbu prvni linie,

coz znamena nedostatecnd odpovéd’ do 3 tydnil po zahdjeni 1é€by. Déle je také indikovana
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u nemocnych, u nichz je nutno podavat vysokou udrzovaci davku glukokortikoidi a také
pfi opaovanych relapsech choroby, zejména v prvnim roce 1écby. U nemocnych mladSich 65
let v dobrém klinickém stavu je mozno ve 2. linii 1é€by indikovat splenektomii, chirurgicky
zakrok, pfi kterém je odstran¢na slezina. Nemocni vyzadujici po splenektomii dal$i 1écbu
mohou odpovédét na nizké davky kortikosteroidi (Cermék J, Pisacka M., 2018). Moznosti tieti
linie zahrnuji splenektomii nebo alternaticni imunosupresi, podani Cyklofosfamidu
¢i Cyklosporinu v davece 2 — 3 mg/kg/den. Indikace k podani transfuzi erytrocytl zavisi
na hloubce anémie a rychlosti jejiho vzniku, v€ku a na stavu kardiovaskularniho systému. Vzdy
je potfeba monitorovat nemocného na lazku a podévat transfuzi pod clonou glukokortikoidu

(Jager, Ulrich, et al., 2020).

2.3 Hemolyticka transfuzni reakce

Jednou z nejvyznamnéjSich komplikaci autologni krevni transfuze jsou hemolytické
transfuzni reakce. Tyto reakce jsou disledkem imunologické neshody nebo inkompatibility
mezi erytrocyty od darce a pfijemce transfuze. Nesoulad mezi erytrocyty zpisobi hemolyzu,
neboli rozpad a unik ¢ervenych krvinek do intravaskularnich nebo extravaskuldrnich prostort.
Mohou byt také rozdéleny na akutni versus opozdéné reakce. Akutni hemolyticka reakce
se objevuji do 24 hodin od podani transfuze. Opozdéné reakce se objevuji po 24 hodinach,
obvykle 2 tydny po transfuzi, ale mohou nastat také az 30 dni po transfuzi. Zavaznosti
hemolytickych reakci zdvisi na typu a mnozstvi antigenu, aloprotildtek a na pfitomnosti
¢i absenci aktivace komplementarniho systému. Rizné typy hemolytickych reakci zavisi také
na etiologii (Rout P et al., 2023).

Dle mista rozpadu erytrocytd rozliSujeme dva typy hemolytickych
reakci — intravaskularni a extravaskularni. Intravaskularni hemolyza nastava, kdyz protilatka
zpiisobujici aktivaci komplementu véaze erytrocytarni antigen. Extravaskularni hemolyza
nastava, pokud protilatka cilend na erytrocytarni antigen opsonizuje erytrocyt. Opsonizované
bunky jsou izolovany makrofagy retikuloendotelidlniho systému, predev§im v jatrech a sleziné.
Extravaskuldrni hemolyza je pomalejsi a progresivnéjsi proces, protoze kazdy erytrocyt miize
provést pred fagocytézou nékolik prichodu retikuloendotelidlnim systémem (Merle NS et al.,
2019).

Na rozdil od intravaskularni hemolyzy se hemoglobin uvolfiuje uvnitf makrofagu,
kde se také zpracovava fyziologicky. Klinické projevy extravaskularni hemolyzy jsou typicky

mirnéjsi, vedou k hyperbilirubinemii a horecce zplisobené aktivaci makrofagh a zvySenou
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jako je selhani ledvin (Rout P et al., 2023).

Hemolytické transfuzni reakce se také klasifikuji podle zavaznosti a doby nastupu.
Hlavnim urcujicim faktorem néstupu a zdvaznosti reakce je tiida protilatek IgG nebo IgM.
Pacienti vytvarejici AB antigeny tak ¢ini diky molekularnim mimikram a antigenové prezentaci
gastrointestinalnich bakterii. Tyto protilatky jsou pfiznacné typu IgM, ale mohou byt také typu
IgG. Kzavaznym reakcim dochazi, pokud se IgM véaze na antigeny typu ABO
na cervenych krvinkach, a nasledné fixuje komplement, ¢imz vznikd nahld a masivni
intravaskularni ruptura Cervenych krvinek. Hemolyza uvolni velké mnoZstvi hemoglobinu,
coz ma za nasledek Sok, selhani ledvin nebo diseminovanou intravaskularni koagulaci vedouci

ke krvéaceni (Rosenkrans et al., 2023).

2.3.1 Lécba

Hemolytické transfuzni reakce se mohou lisit zdvaznosti a je nezbytné je rychle
identifikovat a 1écCit, jelikoz mohou byt Zivotu ohrozujici. Prvnim krokem je vzdy zastavit
transfuzi. Pfi vysokém klinickém podezieni na vyvolani reakce nebo pti zavaznych ptiznacich
je nutnd okamzita resuscitace a neodkladna lécba. Mezi zdvazné ptiznaky patii dychaci
potize, uzavirani dychacich cest nebo hypotenze. Obvykle se podavaji kortikoidy,
antihistaminika a adrenalin, a to v pfipad¢ ohrozeni dychacich cest. Pacient by mél byt silné
hydratovan, aby se snizily komplikace, jako je akutni poSkozeni ledvin, nebo diseminovana
intravaskularni koagulace. Vyménna transfuze se pouziva jako 1écba posledni zachrany (Rout

P etal., 2023).

2.4 Syndrom Rh deficience

V erytrocytech jedinct, ktefi maji fenotyp Rh null chybi Rh proteiny a tudiz i Rh
antigeny. Tento fenotyp je velmi vzicny a nejcastéji je vysledkem piibuzenského koitu.
Syndrom Rh deficience je spojen s vétSim vyskytem stomatocytd, které maji tvar pootevienych
ust a bochnikovych sférocytti v krvi. Krevni natér s vyskytem obou erytrocytll s tvarovou
odchylkou muizeme vidét na obrazku 5. S vétSim vyskytem sférocytl je spojena zvySena
osmoticka fragilita a zménény objem bunék. S timto onemocnénim se také poji defektni toky

kationtl a zvySena aktivita Na+/K+ ATPazy. Jedinci trpici timto syndromem maji Cervené
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krvinky, jez mohou mit zkracené pteziti in vivo a mohou trpét mirnou kompenzovanou

hemolytickou anémii (Cambot M et al., 2013).
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Obr. 5 — Krevni natér u syndromu Rh deficience. Vlevo - sférocyty, vpravo — stomatocyty.
Prevzato z (Scordio Teresa, 2016).

2.4.1 Lécba

Zavaznost stavu a moznosti 1é¢by se lisi u kazdého jednotlivce, a je tedy nutno
ji pfizpisobit konkrétnim potiebam a stavu pacienta. Lécba se obvykle zamétuje
na symptomatickou lécbu, jako je transfuze krve ¢i 1écba anémie. Pacienti se syndromem Rh
deficience vyzaduji transfuzi béhem operaci nebo v piipadech masivniho krvaceni. Pfedchozi
studie prokazaly, Ze jedinci s timto syndromem maji obvykle protilatky anti-Rh29, coz ¢ini
transfuzi problematickou. Lécba anémie je feSena individudlné podle zavaznosti. Mohou byt

napiiklad podéany léky, které zvySuji produkci €ervenych krvinek (Shuhong Yu et al., 2017).

2.5 Toxoplazmoza

Toxoplazméza je celosvétové rozSifené parazitdrni onemocnéni zplsobené
jednobunéénym obligatnim parazitem Toxoplasma gondii (T. gondii) z rodu Apicomplexa.
Do rodu Apicomplexa patii 1 dal$i prvoci, jako jsou Plasmodium sp. (puivodci malarie)
¢i Cryptosporium, zpusobujici détské prijmové onemocnéni. 7. gondii je obligatni
intracelularni prvok, ktery pfeziva v buiikach hostitele. VSichni prvoci rodu Apicomplexa maji
na jednom konci bunky (apikdlnim konci) jedine¢né organely slouzici k invazi do hostitelské
bunky. Parazit Toxoplasma ma také organelu pochazejici ztas - apikoplast, jez je urCena

pro specifické metabolické funkce, naptiklad syntézu mastnych kyselin (Halonen et al., 2013).
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Zivotni cyklus 7. gondii ma pohlavni i nepohlavni fazi. Pohlavni Zivotni cyklus, jeZ je
zobrazen na obrazku 6 probiha u zastupci Celedi Felinidae, véetné kocky domaci. Ti jsou
oznacovani ze definitivni hostitele 7. gondii. Ve stfevnim epitelu kocky se Toxoplasma
diferencuje na samc¢i a sami¢i gametocyty umoziujici pohlavni rozmnozovani. Kocky
s primarni infekci mohou nakonec vylucovat miliony oocytl téchto parazitl, jez obsahuji Ctyfi
haploidni sporozoity. Kromé definitivniho hostitele mtize 7. gondii ptirozené infikovat celou
fadu teplokrevnych mezihostitelti od ptdk az po hlodavce. U téchto mezihostiteli dochazi
u parazita k nepohlavni replikaci. Parazité jednoduse replikuji sviij haploidni genom a d€li se
na dv¢ buiky dcefiné. Tento proces se nazyva endodyogonie a dochazi pii ném k vytvoreni
dvou dcetfinych bun¢k uvniti matetské bunky, kterd se nakonec rozpadne, jakmile se dcefiné
bunky plné zformuji a oddéli. Tachyzoit je rychle se replikujici haploidni forma, Sifici se
po celém hostiteli a na kterou je obvykle zamétena imunitni odpovéd’. Tyto specidlni formy se
ve specifickych tkanich a typech bunc¢k pfeménuji na bradyzoity. Bradyzoity se vyhybaji
imunitni odpovédi, coz umoznuje 7. gondii vytvofit trvalou infekci po cely Zivot hostitele

(Kochanowsky JA et al., 2018).

Mezihostitel

Definitivni
hostitel

Rozsiteni
oocytu

Nakazeny ¢lovek

Obr. 6 - Zivotni cyklus Toxoplasma gondii. Pievzato z (PharmDr. Stefania Laca Megyesi,
2023).

Mezi hlavni cesty ptenosu infekce 7. gondii patii konzumace potravy nebo vody

kontaminované oocystami vyluCovanymi kockami a poziti tkdnovych cyst ze syrového
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nebo nedostatecné tepelné upraveného masa. Kromé toho se u lidi mtize toxoplasma pienaset
zmatky na plod, prostfednictvim kontaminovanych transplantovanych organt ¢i injekcei
infikovanych krevnich produktti. Tento organismus je schopen piezivat az padesat dni
v citrované plné krvi pii 4 °C. U cloveka T. gondii vytvaii cysty a pretrvava v mozku,
v srde¢nim a kosternim svalstvu. U hlodavct i lidi se nej€astéji tvoii cysty okolo mozku (Nayeri

T et al., 2023).

2.5.1 Diagnostika a 1é¢ba

U pacienti s toxoplazmozou se cCasto vyskytuje cervikalni nebo generalizovana
lymfadenopatie, cerebralni encefalitida a o¢ni toxoplazmoza. Kvili tomu se provadi biopsie
lymfatickych uzlin, biopsie mozku a o¢ni biopsie. Barveni tkan€¢ hematoxylinem a eosinem
prokazuje parazity 7. gondii ve zdravych i nekrotickych oblastech. Ty byly ¢asto zaznamenany
blize krevnim cévam, coz ukazuje na hematogenni Sifeni infekce. Pfestoze biopsie poskytuje
definitvni diagnézu, toxoplazmoézu Ize diagnostikovat i na zéklad¢ neinvazivniho testovani,
véetné laboratofi a zobrazovani. Mezi laboratorni metody patii sérologicka vySetieni, jez slouzi
k urceni infekce toxoplasmou pomoci identifikace IgM a IgG protilatek. Protilatky IgM jsou
obvykle detekovatelné od patého dne po infekci, IgG protilatky jsou detekovatelné po jednom
az dvou tydnech infekce. Dalsi metodou je molekularni testovani DNA pomoci polymerazové
fetézové reakce PCR v krvi a jinych tekutinach. Toxoplazmozu je mozné také detekovat pomoci
radiologické diagndzy. Nalezy pocitacové tomografie CT nebo magnetické rezonance MRI
ukazuji mnohocetné hypodenzni oblasti s prstencovymi lézemi v mozku. MRI
je upfednostiiovana pfed CT pro diagnostiku mozkovych 1ézi u cerebralni toxoplazmodzy
z diivodu Spatného zachyceni casnych stadii na CT (Madireddy s et al., 2022).

Cilem lécby je omezit mnoZeni parazith pii aktivni infekci. Terapeuticka 1écba
je indikovana u imunokompetentnich jedinci se zdvaznymi nebo dlouhodobymi ptiznaky
a u vSech imunokompromitovanych pacientd. V piipadech suspektni infekce 7. gondii
je upfednostiiovana empirickd terapie zalozend na presumptivni diagnéze pied cekanim
na vysledky testli. Uptednostituje se kombinace pyrimethaminu a sulfadiazinu. Po¢ate¢ni 1écba
by méla pokrac¢ovat po dobu 6 tydnli a po ni by méla nasledovat chronicka udrzovaci 1écba.
Kyselina listova je obvykle pfidavana do lécebného rezimu, aby se zabranilo nedostatku
kyseliny listové zpiisobené sulfadiazinem. Taktéz se ptidavaji steroidy ke standardnimu rezimu

k 1é€bé pacientd s mozkovym edémem a oc¢ni toxoplazmoézou. Terapeuticky management
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toxoplazmozy zahrnuje také zahéjeni antiretrovirové terapie pro imunitni rekonstrukci, obvykle

do dvou tydnil od zahéjeni 1é€by anti-toxoplazmézy (Zoubi MA et al., 2017).

2.5.2 Souvislost toxoplazmozy s Rh faktorem

Jedna z dulezitych studii byla publikovéna v roce 2008 skupinou védcti Novotna et al.
(2008), kdy byla zkoumdna mozna souvislost mezi fenotypem Rh (nebo genotypem Rh)
a zhorSenim psychomotorické vykonnosti (reakcnich castl) spojenych s toxoplazmdzou
u Ctyf nesourodych populaci. Reakéni ¢as byl méfen pomoci dvou pocitacovych verzi
jednoduchého testu reakéniho ¢asu. Principem byla reakce na objeveni bilého ¢tverce uprostied
cern¢ho displeje. Dalsim zplisobem testovani byly sérologické testy. Tyto sérologické testy
na toxoplazmézu byly provedeny v Narodni referencni laboratofi pro toxoplazmézu Statniho
zdravotniho Ustavu v Praze. Titry specifickych protilatek IgG a IgM pro toxoplazmézu byly
stanoveny metodou ELISA optimalizovanou pro detekci akutni toxoplazmoézy. Pro vySetieni
Rh faktoru byla pouzita standardni aglutinacni metoda. Konstantni mnozstvi anti-Rh séra bylo
ptidano do kapky krve na bilé sklenéné desce, ¢ervené krvinky Rh pozitivnich subjektd byly
aglutinovany béhem 2 az 5 minut (Flegr J et al.,2018) .

K odhaleni rozdili v reakénich ¢asech mezi Rh homozygoty a Rh heterozygoty bylo
nutno zopakovat studii ve vétSim rozsahu. Vysledky studie vykazaly vliv interakce Rh
s toxoplazmézou. V skupiné Rh negativnich muzi byly reakéni Casy vyrazné delsi.
V podskupiné Rh pozitivnich osob nebyl vliv infekce zplisobené mikroorganismem
Toxoplasma gondii vyznamny v zadné minuté testu. Srovnani primérnych reakcnich Cast
mezi infikovanymi ukazuje , Ze ochranny vliv RhD genotypu na zmény reakéniho casu
vyvolané 7. gondii je pomérn¢ silny. Bylo také prokazano, Ze pozitivni heterozygoti jsou
rezistentni vici fyziologickym ucinkiim toxoplazmézy a Rh pozitivni homozygoti jsou pouze
pfechodné chranéni pfed nékterymi negativnimi G€inky toxoplazmézy (Novotna M et al.,
2008).

Kdezto novéjsi publikovana studie relativizovala studii uvedenou vySe a dospéla
k zavéru, Ze infekce T. gondii neni spojena s krevnimi skupinami ABO a Rh. Bylo testovano
ptes dva tisice obcanil v mexickém mésté Durango. Kazdému tcastniku byl odebran vzorek
krve a pomoci komer¢éné dostupnych souprav byl testovan na krevni skupiny ABO a Rh. Vzorky
krve byly odstftedény a ziskané sérum bylo nasledné testovano na pfitomnost
anti-7. gondii 1gG protilatek pomoci enzymové imunoanalytické soupravy. Vysledky byly
upraveny podle sociodemografickych proménnych vcetné veéku, pohlavi, mista narozeni,

oblasti bydliste, vzdélani a socioekonomického statusu. Jedinci s Rh pozitivni a Rh negativni
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krevni skupinou méli podobnou frekvenci hodnot hladin protilatek anti-7. gondii IgG. Vysledky
této studie nepotvrzuji souvislost mezi séropozitivitou 7.gondii a krevnimi skupinami ABO
a Rh (Pérez-Alamos AR et al., 2024).

Za ucelem prozkoumani védeckych dikazii tykajicich se mozné souvislosti mezi Rh
faktorem a infekci 7. gondii byl proveden systematicky vyzkum a metaanalyza. Tyto priiezové
studie byly provedeny v osmi zemich (Ceské republika, frak, fran, Egypt, Alzirsko, Tunisko
a Pobfezi slonoviny) a bylo do ni zafazeno celkem jedenadvacet ¢lankl tykajicich se
séroprevalence infekce 7. gondii v krevnich skupinach Rh. Protilatky proti mikroorganismu
T. gondii byly stanoveny pomoci metody ELISA, pomoci komplementu fixa¢niho testu CFT,
enzymové imunoanalyzy EIA, latexového aglutinacniho testu LAT a nepfimé
imunofluorescenéni analyzy IFA. Metaanalyzy se zucastnilo vice nez deset tisic osob s Rh
pozitivni nebo negativni krevni skupinou. Hlavni limitaci studii zahrnutych do této metaanalyzy
je skutecnost, Ze ti€astnici byli vySetfovani pouze na Rh fenotyp a ne na Rh genotyp. Stanoveni
Rh fenotypu je velmi snadné a finanén¢ dostupné pomoci standardni aglutina¢ni techniky.
Ke stanoveni Rh genotypu je vSak tfeba pouZzit mnohem sofistikovanéjsi a drazsi techniku.
Mimo to byla také vtomto systematickém piehledu zaznamenana vysokd heterogenita.
Zdrojem heterogenity jsou rozdily v genetickém potencialu cilové populace, ktery je ovlivnén
zivotnim stylem a enviromentalnimi faktory, jako jsou stravovaci navyky, znecisténi zivotniho
prostiedni, expozice ultrafialového zateni, typy infekci a socioekonomické faktory. Mezi dalsi
zdroj heterogenity patii také vek. Stafi zvySuje moznost expozice 7. gondii. Vysledky této
studie ukazaly na neexistujici statisticky vyznamny rozdil mezi prevalenci infekce toxoplazmou
u Rh pozitivnich a Rh negativnich osob, prevalence je vysokd u obou krevnich skupin.
Vzhledem k malému poctu studii, jeZ se pfimo zabyvaly vztahem mezi toxoplazmézou a Rh
faktorem, mize  vbudoucnu  vést  vétsSi  mnozstvi  kvalitnéjsich studii
a lepSimu poznani objasiiujicimu mozny vztah mezi toxoplazmézou a Rh krevni skupinou

(Nayeri T et al., 2023).

2.6 Helicobacter pylori

Helicobacter pylori (H. pylori) je spirdlovitd mikroaerobni gramnegativni bakterie,
kterd kolonizuje lidsky Zaludek a dvanactnik. Snimek bakterie H. pylori z elektronového

mikroskopu je zobrazen na obrazku 7.
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Obr. 7 — Mikrofotografie bakterie Helicobacter pylori z elektronového mikroskopu.
Prevzato z (W. John Spicer, 2009).

Postihuje vice nez polovinu lidské populace. Infekce se muze objevit jiz v détstvi
a pretrvava cely zivot. Dostupné studie ukazaly, ze H. pylori vede k nékterym dulezitym
gastrointestindlnim onemocnénim, jako je napifiklad chronicka gastritida, peptické viedy,
zalude¢ni adenokarcinom ¢i napiiklad lymfom lymfoidni tkané sliznice. Rakovina Zzaludku je
celosvétové patou nejcastéjsi rakovinou a treti nejcastéjsi pricinou smrti. Infekce byla také
spojovana s tadou parenterdlnich onemocnéni, jako napiiklad s idiopatickou
trombocytopenickou purpurou. Mikroorganismus je ptrenaSen vertikalné ¢i horizontalné
z ¢lovéka na ¢loveka, a to v rdmeci rodin nebo vystavenim kontaminaci zivotniho prostiedi. Je
také zndmo, ze mize dojit k pfenosu organismu mezi sexualnimi partnery (Sun Y et al., 2019).

Bakterie H. pylori ma nékolik virulentnich faktorii vcetné uredzy, proteinli vnéjsi
membrany, genu A asociovaného s cytotoxinem (cagA), vakuolizujiciho genu cytotoxinu
A (vacA), adhezinu vazajicitho antigen krevni skupiny (BaBA) a vnéjsiho zanétlivého
proteinu (OipA). Z téchto faktorii virulence jsou nejcastéji identifikovany geny cagA a vacA.
CagA je silny bakterialni toxin, ktery je spojovan s gastritidou a rakovinou zaludku. Gen cagA
je lokalizovéan na patogenetickém ostrové cag, ktery produkuje sekrecni systém 4.typu. Protein
cagA pronikd do hostitelskych bunék prostiednictvim tohoto systému, coz vede k indukci
produkce cytokini. Gen cagA tak mulze zplsobit znaény zanét a zavaznou infekci
v gastrointestinalnim systému (Khosravi AD et al., 2021).

Pro povrchovou adherenci musi mit kmen bakterie uredzu a bicik. Uredza metabolizuje
mocovinu na oxid uhli¢ity a amoniak, ktery vyrovnava zalude¢ni §tavy. Biciky poté umoziiuji

bakterii plavat pfes viskozni Zalude¢ni hlen a dosahnou neutralnéjSiho pH. Jakmile se bakterie

34



dostane pod hlen, pevné pfilne k podkladovym bunkdm. Na tomto procesu se podili nékolik
epitelidlnich struktur vcetné lipida, gangliosidl a sulfatovych sacharidi. Na ptilnuti k buiikam
se také podileji adheziny, jez se vazou na epitel. Nejvice charakterizovanym adhezinem
H. pylori je adhezin vazajici antigen krevni skupiny BaBA, ktery pfevazuje u kment typu 1.
BaBA protein se vaze na receptory na povrchovych bunikach zaludecni sliznice ¢lovéka,
které obsahuji fukézu (Moulds, Joann M et al., 2000).

K identifikaci infekci H. pylori se pouzivda nékolik diagnostickych metod,
mezi které patii endoskopie a kultivace s naslednou histopatologii nebo riznymi molekularnimi
a amplifika¢nimi testy nukleovych kyselin. Dale také neinvazivni metody, jako napftiklad
mocovinové dechové testy, testy fekalniho antigenu a sérologické testy. Tyto neinvazivni
metody jsou nejvice pouzivané, z diivodu své jednoduchosti, rychlosti, cenové dostupnosti
a pohodlnosti. Je také doporucovano pro ucely epidemiologického vyzkumu pouzivat
sérologické testy, jako je screening protildtek sérového imunoglobulinu G metodou ELISA

(Khosravi AD et al., 2021).
2.6.1 Lécba

Lécba infekce spociva v kombinaci antimikrobidlnich ¢inidel a antisekre¢nich ¢inidel,
pfi¢emz pro baktericidni G€inek antimikrobidlnich ¢inidel je vyZadovano zvySeni pH zaludku
antisekre¢nimi Cinidly. Existuje moZnost pouZit také alternativni metody ke zlepSeni eradikace
H. pylori, fytomedicina a probiotika, ackoli mechanismu uéinku je$té neni zcela jasny. Uéinek
antimikrobialnich latek a antisekreCnich latek zavisi nejen na jejich farmakologickych
aktivitach, ale také na jejich farmakokinetickych vlastnostech. Mnoho antimikrobidlnich
Cinidel, vcetné¢ amoxicilinu, klarithromycinu, levofloxacinu, metronidazolu, tetracyklinu,
rifabutinu a slou¢enin obsahujicich vizmut, bylo pouzito pro terapii H. pylori. Hlavni pouZivana

antisekre¢ni ¢inidla jsou inhibitory protonové pumpy PPI (Yang JC et al., 2014).

2.6.2 Souvislost s Rh faktorem a krevnimi skupinami

K rizikovych faktort patii kromé t¢hotenstvi a koufeni také krevni skupiny a Rh faktor.
Bylo provedeno n¢kolik dilezitych studii, ze kterych bylo patrné, Ze jedinci s krevni skupinou
0 Rh+ maji vyssi pravdépodobnost infekce H. pylori.

Zakladni mechanismus pro vztah mezi krevni skupinou ABO a H.pylori infekce byla
navrzena pomoci pfedchozich biochemickych studii. Jedinci krevni skupiny 0 nesouci fenotyp
sekretor preménuji prekurzor oligosacharidu typu 1 na antigen H typu 1. OvSem kvuli absenci

glykosyltransferazy A (GTA) nebo glykosyltransferazy B (GTB) nejsou schopni syntetizovat
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antigeny A nebo B. Proto u Lewis pozitivnich jedinct pfeménuji antigen H typu 1 na antigen
Le’. Je pravdépodobné, Ze vysokd kvantitativni exprese tohoto antigenu ve sliznici zaludku
a dvandctniku u jedincti s krevni skupinou 0 zvySuje nachylnost k infekci H. pylori tim,
ze poskytuje vét§i pocet receptorti pro tento mikroorganismus (Chakrani Z et al., 2018).
K dal§im mechanismlim patfi, Ze subjekty s krevni skupinou 0 maji tendenci produkovat vice
pleiotropniho prozanétlivého cytokinu interleukinu-6. To nejen podporuje adhezi bakterii,
ale také podporuje diferenciaci T helper 2 bunck a zaroven inhibuje T helper 1 buiiky. Tim se
pomér T helper 1/ T helper 2 zvySuje. Tento projev je bézné pozorovan u pacientll
s duodenalnim viedem. Mechanismus tykajici se Rh faktoru je nadéle potfeba vyvijet, je ovsem
jasné, ze Rh pozitivni jedinci maji vyssi pravdépodobnost infekce H. pylori (Gasim GI et al.,
2017).

Jako dalsi rizikovy faktor je povazovano t€hotenstvi. Jiz diive bylo zjiSténo, ze t¢hotné
zeny s krevni skupinou 0 byly vystaveny vysSimu riziku infekce malarie a vysSimu riziku
preeklampsie. Studie ukazaly, ze existuje silnd zavislost mezi krevni skupinou 0 Rh+
u téhotnych Zen a infekce H. pylori. Takova souvislost by méla zvysit index podezieni
na infekci H. pylori u t€hotnych Zen s dyspepsii, zejména v zemich s vysokou prevalenci této

choroby (Gasim GI et al., 2017).

2.7 Horsi zdravotni stav a vys$i vyskyt poruch u Rh negativnich jedincu

Cilem jedné ze studii bylo vyhledat index validity zhorSeného zdravotniho stavu
Rh negativnich subjektii. V poslednich letech né€kolik studii prokazalo, ze Rh pozitivni
a Rh negativni jedinci se li$i v odolnosti vi¢i nepfiznivym G¢inklim parazitdrnich infekei,
starnuti, navé ¢i kouteni. Vysledky pfedchozich studii naznacuji, Ze Rh negativni jedinci
by mohli mit hor$i zdravotni stav nez Rh pozitivni populace. Tyto vysledky vSak byly ziskany
bud’ na malych, spise specifickych populacich, naptiklad na vojenském personalu ¢i t¢hotnych
zenach (Kankova S et al., 2010).

Byl vypracovan anamnesticky dotaznik skupinou védct Flegr J et al. (2015), ktery byl
distribuovan v Ceské i anglické verzi. Obsahoval dvé kategorie otazek. Prvni z nich sledovala
pfitomnost a intenzitu obecnych 1 specifickych zdravotnich problémil respondenti.
Respondenti byli pozddani o ohodnoceni alergie, zazivacich problémtl, plodnosti,
urogenitalnich, srde¢nich, hematologickych, imunitnich, neurologickych, dusevnich, dychacich
¢i sexualnich problémi. Druhd skupina otdzek byla urcena k ziskani objektivnich informaci

odréazejicich zdravotni stav respondenti. Pied statistickou analyzou byla odfiltrovana podeziela
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data. V testu byly dale méteny reakeni Casy, kratkodoba a dlouhodoba pamét, psychomotoricka
vykonnost, inteligence a osobnostni profily (Flegr J et al., 2015).

Po hodnoceni Rh negativni subjekty vykazovaly mnoho ukazateli horSiho zdravotniho
stavu. Napiiklad Rh negativni muZi astéji uvadéli nékteré poruchy dusevniho zdravi, véetné
panickych poruch, poruch pozornosti, problémy s imunitou, alergii, zejména koznich.
Mezi dalsi problémy Rh negativnich jedinci patii anémie, osteopordza, onemocnéni jater,
infek¢ni onemocnéni a akutni priijmovéa onemocnéni. Oproti tomu Rh negativni Zeny uvadély
Castéji lupénku, ischemickd onemocnéni, diabetes 2. typu, nékteré typy rakoviny, otoky
lymfatickych uzlin,nedostatek vitaminu B, trombdzu, infekce mocovych cest ¢i skolidzu.
Vysledky nasledné ukazovaly, ze Rh negativni jedinci museli ¢astéji navstévovat zdravotniky
se specializaci na otorinolaryngologii, psychiatrii, gynekologii a dermatologii (Flegr J et al.,
2015).

Mechanismus vlivu Rh faktoru na zdravotni stav ¢lovéka ovSem neni jasny. RhD
protein spolecné se siln¢ homolognim RhCE proteinem a homolognim RhAG glykoproteinem
jsou slozky membranového komplexu, jehoz funkce neni zcela jasnd. S nejveétsi
pravdépodobnosti se podili na transportu NH3 a mozna i na transportu CO; (Kustu S et al.,
2006). Tento komplex je spojen s cytoskeletem na bazi spektrinu a proto hraje dilezitou roli
pfi udrzovani typického bikonkavniho tvaru lidskych erytrocytt. Biologické funkce komplexti
obsahujicich RhD protein nejsou doposud zcela znamy. Mohou se vSak podilet na detoxikaci
NH; / NH4+. Amoniak, produkt proteinového katabolismu, je extrémné toxicky zejména
pro mozkové bunky, a musi byt rychle odstranén z citlivych organti. Bylo vypozorovéno,
ze koncentrace amoniaku v ¢ervenych krvinkach je tfikrat vysSi nez v plazmé. Déle se
predpokladé, ze komplex obsahujici RhD hraje klicovou roli pfi zachycovani a transportu
amoniaku do ledvin a jater. Komplex by se rovnéz mohl podilet na regulaci intracelularniho pH
a nasledné také na regulaci lokalni tenze kysliku (Van Kim CL et al., 2006). Ptedpoklada se,
ze neptitomnost kysliku spojena s Rh negativitou v ur€itych castech nervového systému by
mohla byt zodpovédna za fyziologické, ale 1 behavioralni ucinky fenotypu RhD. Kolisani tenze
kysliku v riznych organech a tkanich by samoziejmé mohlo ovliviiovat i dalsi biologické
funkce, vcetné¢ funkci imunitniho systému. To by mohlo vysvétlit asociaci Rh negativity
a neurologickych, psychickych a imunologickych poruch. Pravdépodobna role komplexu
obsahujiciho RhD pfi udrZzovani normélni morfologie a adhezivity ¢ervenych krvinek by mohla
byt pfi¢inou pozorovanych souvislosti Rh negativity snékterymi hematologickymi

a zanétlivymi onemocnénimi, véetné artritidy (Flegr J et al., 2015).
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3 Rh faktor a onemocnéni COVID-19

Krevni skupiny ABO a Rh faktor jsou dva rizikové faktory, které hraji dtlezitou roli
v nachylnosti a vysledcich infekce COVID-19. Dle vyhlaSeni Svétové zdravotnické organizace
(WHO) vbfeznu 2020 se koncem prosince 2019 objevilo koronavirové onemocnéni
(COVID-19). Toto onemocnéni je zpusobeno novym koronavirem tézkého akutniho
respiraéniho syndromu SARS-CoV-2, které zpusobilo globalni pandemii (Abuawwad MT et
al.,2023).

3.1 COVID-19
Genom SARS-CoV-2 obsahuje jednovldknovou ribonukleovou kyselinu (RNA)

zapouzdifenou v membranovém obalu o priiméru 75-150 nm. Obal je pokryt glykoproteinovymi
hroty, které koronavirim dodavaji vzhled podobny koruné, coz se také vyskytlo v nazvu.
Genom SARS-CoV-2 ma délku ptiblizné tficet tisic nukleotidl. Jak mizeme vidét na obrazku
8, na virovém genomu SARS-CoV-2 jsou kdédovany ctyfi hlavni struktury proteinu,

a to glykoprotein na povrchu hrotu S, membrénovy protein M, obalovy protein E

a nukleokapsidovy protein N (Majumder J et al.,2023).

Nukleokapsidovy
protein N

S Membranovy
protein M

Obalovy protein

RNA genom viru

Obr. 8 - Struktura viru Sars-CoV-2. Pfevzato z (Majumder J et al.,2023).

Replikace viru Sars-CoV-2 vyzaduje hostitelskou buiiku a obvykle zahrnuje faze
pfipojeni, penetrace, rozbaleni, replikace, sestaveni a uvolnéni. Hrotovy glykoprotein

na povrchu viru Sars-CoV-2 se vaze na protein receptoru pro angiotenzin konvertujici
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enzym 2 (ACE2) umistény na plazmatické membrané hostitelské buiiky a usnadiiyjici invazi
do hostitelské buniky. Po receptorem zprostiedkované endocytdze viru do hostitelské bunky
se uvolni virovy genom v podobé jednofetézcové pozitivni RNA. Pomoci hostitelského
ribozomu se virovy genom pielozi na virové polyproteiny. Genova replikace pak syntetizuje
virovy genom a transkripci s néslednou translaci vznikaji Ctyfi zakladni strukturni virové
proteiny (N, S, M a E). Protein N vaZze genomovou RNA, zatimco proteiny S, M a E jsou
integrovany do membrany endoplazmatického retikula. Vytvareji tak endoplazmatické
retikulum — Golgiho meziprostor, oznacovany také jako vezikularné-tubularni klastr. Sestaveny
nukleokapsid se spirdlovit¢ stocenou RNA je zapouzdien do lumen endoplazmatického
retikula. Virové potomostvo je transportovano smérem k plazmatické membrané hostitelské

buiiky a nakonec je dcetiny virus uvolnén exocytézou (Chilamakuri R et al., 2021).

3.2 Metody a techniky diagnostiky COVID-19

Byly vyvinuty rizné diagnostické metody pro detekci virového onemocnéni
COVID-19. Obecné¢ mezi tyto metody patii molekuldrni testy, zalozené na technikach
detekujici virovy genomicky material, testy na bazi antigeni a protilatek detekujicich proteiny,
CT wvySetteni kontrolujici plice pacienta ¢i dalsi rychlé testy, jako napfiklad biosenzory.
Dominantni metodou kontroly COVID-19 se staly PCR testy, jez detekuji riizné oblasti genomu
viru SARS-CoV-2 (Rong G et al., 2022).

PCR testy vyuZzivaji technologii amplifikace DNA, kterd se opird o enzymatickou
aktivitu DNA polymerdazy. DNA polymerdza umozni mnoZeni pozadované¢ho genového
fragmentu. Detekce koronaviri vyzaduje nejprve krok reverzni transkripce, ktery pievede
virovou RNA na komplementarni DNA (cDNA). Druhym krokem je amplifikace PCR
umoznujici kvantitativni detekci fluorescencni reakce pomoci specifickych pfistrojl.
K dispozici jsou dvé metody provadéni RT-PCR, neboli PCR s reverzni transkripci, ktera se
stala rutinni metodou k detekci koronavirt s vysokou citlivosti, specifi¢nosti a Sirokou Skalou
pouziti (Wang B et al., 2021).

Prvni metodou je jednokrokovy test, pti némz se v jediné reakci provadi syntéza cDNA
1 amplifikace, coz minimalizuje experimentalni chyby. Jednokrokovy test vSak neni vhodny
pro vicendsobné testovani stejného vzorku, jelikoz RNA slouzici jako templat snadno a rychle
degraduje. Druhou metodou je dvoukrokovy test, ktery je oproti jednokrokovému citlivéjsi diky
oddélené probihajici transkripci. Tato technika ov§em zvySuje riziko kontaminace DNA a také

vyzaduje vice ¢asu (Rong G et al., 2022).
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Pii klinické detekcei se po celém svété navrhovaly diagnostické soupravy RT-PCR tak,
aby se snizila mira faleSné¢ negativnich vysledkt.. FaleSné¢ negativni vysledky mohou byt
vysledkem mutaci genomu viru SARS-CoV-2, které ovliviiuji cilovou oblast primerti a sond.
Vysledné neshody mezi primery nebo sondami a cilovou sekvenci snizuji ucinnost testu
a mohou generovat fale$n¢ negativni vysledky. Tomu se I1ze do urcité miry vyhnout pouzitim
vicendsobné amplifikace cilovych geni, ovsem specifita a citlivost testu nemusi byt dostatecna
k definitivnimu vyfeSeni tohoto problému (Wang B et al., 2021).

Piestoze je RT-PCR zlatym standardem pro detekci onemocnéni COVID-19,
predpoklada se, ze ma nizkou citlivost zejména v ¢asnych stadiich onemocnéni. K diagnostice
pacientl s podezienim na infekci COVID-19 je hojné vyuZzivana detekce CT hrudniku. Jedna
se o neivazivni metodu zaloZzenou na nékolika rentgenovych detekcich provadénych
na hrudniku pacienta v riznych thlech za ucelem vytvoteni pficnych fezl. Tyto snimky jsou
poté analyzovany Iékafi scilem nalezeni abnormdlnich rysi a stanoveni diagnozy.
Dle dostupnych studii je evidentni, ze pacienti s onemocnénim COVID-19 maji na CT snimcich
pleuralni vypotek, jednostranné postizeni a postizeni horni zény plic. Tyto zobrazovaci

techniky jsou urceny také stadiem infekce (Esref Arac et al., 2020).

3.4 Souvislost krevnich skupin s onemocnénim COVID-19

Od vypuknuti pandemie bylo provedeno mnoho studii, které osvétlily molekularni
mechanismy vysvétlujici interakci SARS-CoV-2 s hostitelskymi buitkami. Vstup virové ¢astice
je zprosttedkovan vazbou proteinu S viru vznikajiciho z virového obalu na receptory ACE2,
které jsou pfitomny na n€kolika lidskych bunikach. Antigeny krevnich skupin, které jsou urceny
oligosacharidy, fuguji jako receptory pro nékolik mikroorganismt, a to vcetné¢ koronavird
(Taha SAH et al.,2020).

Bylo navrzeno né€kolik zakladnich mechanisma vysvétlujicich souvislost mezi krevni
skupinou ABO a virem SARS-CoV-2. Protilatky anti-A, které jsou ptitomny u jedinct
s krevnimi skupinami 0 a B vykazuji ¢aste¢nou nebo Uplnou ochranu viru. Zatimco jedinci
s krevni skupinou A maji vyssi riziko infekce, protoze jim chybi protilatky anti-A. Dale bylo
zjiSténo, ze krevni skupina A ma zvySenou hladinu ACE2, ktery hraje vyznamnou roli
v podpote zangtlivé reakce. Z toho vyplyva, ze krevni skupiny
0 maji niz$i hladinu ACE2 a vy$si ochranu proti viru. Pokud jde o zavaznost infekce, bylo

zjisténo, Ze pacienti s krevni skupinou A a AB maji zvySené hladiny D-dimerd, coz mize mit
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vyznam pro rozvoj zavaznych respiracnich projevi pii infekci. Krevni skupiny 0 a B maji také
navic snizené hladiny faktorti VIII a von Willebrandova faktoru. Snizené hladiny téchto faktort
zajiStuji ochranné mechanismy proti komplikacim zpisobenym SARS-CoV-2. Mezi zminéné

komplikace patii naptiklad plicni vaskulopatie (Abuawwad MT et al., 2023).

3.3 Souvislost Rh faktoru s onemocnénim COVID-19

Rh fenotypy jsou ve srovnani s ABO krevnimi skupinami spojovany s mensim poctem
onemocnéni. Ostatné jako ABO je i typ Rh dilezity z hlediska typové kompatibility a imunitni
odpovédi. Dle n¢kterych studii bylo zjisténo, ze Rh negativni jedinci méli nizs$i riziko pocatecni
infekce v porovnani s Rh pozitivnimi jedinci. U Rh pozitivnich jedincii byla také prokdzana
vy$si pravdépodobnost pozitivniho testu na SARS-CoV-2. Z dostupnych studii lze fici, ze Rh
negativni krevni skupina je spojena s niz§im rizikem rozvoje zavazné infekce COVID-19
a s niz§im rizikem intubace a tmrti (Abuawwad MT et al., 2023).

Mechanismy které stoji za touto ochranou ¢i nachylnosti nejsou zatim dostatecné jasné.
Ovsem jedna z hypotéz predpoklada, ze glykolysované struktury pfitomné riizné na povrchu
erytrocytli usnadiiuji vazbu viru nebo slouzi jako jeho receptory ¢i koreceptory prostifednictvim
interakci glykan-glykan nebo lektin-glykan v interakci podobné suchému zipu. Pfirozené
protilatky vS§ak mohou blokovat nebo opsonizovat vstup virovych ¢astic, coz vede k neutralizaci
zprostitedkovanou komplementem. Rovnéz bylo zjisténo, Ze pfirozené protilatky mohou
napomahat tvorbé cytotoxickych T-bunék proti patogenu. U vySe zminénych mechanismu
je ztejmé, ze virové infekce vykazuji afinitu k nékterym krevnim skupindm nebo mohou mit
ochranny charakter. Ve vetSin€ studii byl velkym problémem nizky pocet ptipadi zplsobeny
vysokou faleSnou negativitou vysledkti PCR a nedosazeni vSech vysledktt PCR v disledku
nékterych omezeni (Esref Arac et al. 2020). Je také nutno zduraznit, Ze spojeni mezi krevnimi
skupinami (ABO a RhD) a COVID-19 bude pravdépodobné také zaloZzeno na mnoha ostatnich
faktorech, vcetné etnického pivodu, zemépisné polohy ¢i expozice nakazenych pacientli
(Majeed KR et al., 2021).

Dalsi velmi zajimava studie zkoumala vliv Rh faktoru na neurologické komplikace
u lidi infikovanych infekci COVID-19. Zamétuje se na interakce mezi Rh faktorem, krevnimi
skupinami a COVID-19 a na to, jak tyto faktory mohou ovlivnit neurologické ptiznaky
jako jsou ztrata ¢ichu, ztrata chuti ¢i mrtvice. Rh faktor, konkrétné pfitomnost nebo absence Rh
antigenu, mize vyrazné ovlivnit T-bunécné reakce béhem infekce COVID-19. Studie ukazuji,

ze osoby Rh pozitivini mohou mit odlisné imunitni reakce ve srovnani s jedinci Rh negativnimi.
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Tento rozdil mize mit vyznamny dopad na pribéh onemocnéni a na riziko vzniku
neurologickych komplikaci. Mechanismus, kterym Rh faktor ovliviiuje neurologické
komplikace pfi infekci COVID-19 zahrnuje nékolik klicovych interakci mezi imunitnim
systémem a virovymi proteiny. Infekce mize pronikat do centrdlniho nervového systému
(CNS) prostfednictvim infikovanych endotelovych bunék a mlze vést krliznym
neurologickym onemocnénim, jako je cévni mozkova piihoda, vaskuldrni poruchy
a encefalitida. CD8+ T-lymfocyty v perivaskularni oblastech mozku naznacuji, Ze T-bunécné
odpovédi hraji roli v téchto komplikacich, pficemz Rh pozitivni jedinci mohou mit zvySenou
rychlost virové replikace kvili sniZzené¢ indukci CD8+ T-bunc¢k. Zménénd glykolysace
a enzymatickd nestabilita zpisobena Rh faktorem mohou déle modulovat imunitni odpovéd’,
coz vede k vy$§imu riziku infekce a autoimunitnich reakci v CNS. Rh pozitivni jedinci maji
vys$$i riziko infekce a ndslednych neurologickych komplikaci kvuli antigenni variabilité,
ktera ovlivituje tvorbu autoimunitnich reakci a zdnét. Tento proces mize zpiisobit symptomy
jako je ztrata ¢ichu, poruchy chuti a cévni mozkové piihody. Rh negativni jedinci tak mohou
mit snizenou interakci mezi virovymi proteiny a specifickymi proteiny na perifernich nervech,
coz vede k niz$i pravdépodobnosti neurologickych komplikaci. Rh faktor tak miize slouzit
jako prognosticky marker pro neurologické symptomy spojené s onemocnénim COVID-19

(Abdel-Wahab et al., 2022).
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ZAVER

Rh faktor je velice diilezity fenomén dnes$ni mediciny diky jeho vyznamu pii krevnich
transfuzich a t¢hotentsvi.

Tato prace popisuje obecné vlastnosti a funkci Rh systému. Sledovala ale predevsim
komplikace spojené s Rh inkompatibilitou, zejména hemolytickou nemoc novorozencii. Diky
pokrokiim v diagnostice a prevenci, jako je pouziti anti-D gamaglobulinu, se podafilo vyrazné
snizit vyskyt této nemoci. Pfesto je nezbytné pokracovat ve vyzkumu, aby se rizika déle
minimalizovala.

Kromé hemolytické nemoci novorozenct byly v této praci diskutovany 1 dalsi
komplikace, jako jsou autoimunitni hemolytické anémie a hemolytické transfuzni reakce.
Vyzkum rovnéz poukdzal na mozné souvislosti mezi Rh faktorem a infekénimi nemocemi
zpusobené bakterii H. pylori, parazitem 7. gondii a infekci COVID-19, coz otevird nové sméry

pro budouci vyzkum.
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