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AIHA

U AIHA onemocnéni se nejcastéji setkavame s IgG
protilatkami, které reaguiji pri 37°C.

Vede k problémum pfi vysSetreni screeningu
protilatek, typizaci Ag, identifikaci Ab a provedeni
testu kompatibility.

U AIHA se muzeme setkat i s protilatkami typu
lgM reaguijici pri 4°C.

Oba typy protilatek mohou vést k aktivaci Clqg
slozky komplementu a nasledné lyze erytrocytu

komplementem.
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AIHA z pohledu predtransfuzniho
vysetreni

* Vysetreni PAT, NAT, testu kompatibility,
autokontrola.
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Results - Ready ID

Sample ID Interp. Flags R-ID 1R-ID 2|R-ID 3|R-ID 4|R-ID 5|R-ID 6|R-ID 7|R-ID 8
B Complete [ 4+ 3+ 3+ 4+ 4+ 4+ 3+ ?
R-ID | R-ID | R-ID | R-ID | R-ID | Pos | Neg
Sample ID Interp. Flags R-ID 9 10 1 12 13 14 ctrl | ctrl
Complete [ A+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ ]




Diagnhostika pouzivana pro transfuzni
vysetreni

 Komercné pripravované diagnostika rozdélujeme na
e Polyklonalni

Polyklonalni protilatky jsou produktem mnoha
aktivovanych klont B lymfocytu a proto jsou namireny
proti vice epitopum urcitého antigenu nebo smési
antigend.

* Monoklonalni

Monoklonalni protilatka je imunoglobulin pochazejici z
produkce jednoho klonu aktivovanych B-lymfocytu,
respektive jejich efektorovych bunék (plazmocytu) po

styku s konkrétnim antigennim epitopem. a




Vyroba polyklonalnich protilatek
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Polyklonalni protilatky

Vyroba levna

Pozadavek na technologii je nizky
Dovednosti pro vyroby minimalni
Casova naroénost kratka

Produkuje velké mnozstvi nespecifickych
protilatek

Namireny proti vice epitopum urcitého antigenu

MuUze byt Sarze od Sarze koncentrace Ab o rizné
sile



Monoklonalni protilatky

e Jsou vyrabény pomoci tzv. hybridomoveée
technologie, ktera byla vynalezena r. 1975

niology Césarem Milsteinem a Georgem
Kdhlerem

 Hybridom — ,nesmrtelna” bunécna linie,
vytvorena spojenim bunky (B — plazmatické
bunky) s nadorovou bunkou, ktera ztratila
kontrolu nad svym délenim.
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Monoklonalni antiséra

Draha vyroba

Pozadovana vyspéla technologie

Vyzaduje zkusenosti pro vyrobu

Casové naro¢na z dGvodu tvorby hybridom

Muze produkovat velké mnozstvi specifickych
orotilatek, ale mohou byt prilis specifické

Rozpoznava pouze jeden epitop na antigenu

Je-li hybridom vytvoren — je konstantni a
obnovitelny zdroj pro jednotlivé sarze




Shrnuti monoklonalnich a
polyklonalnich protilatek

Monoklonalni Polyklonalni

Protilatky jsou produkovany jednim Protilatky jsou produkovany nékolika
klonem (B lymfocytu) klony (B lymfocyty)

Jeden typ imunoglobulinu (IgG nebo IgM) Smés protilatek

JedinecCna specificita na vybrany epitop Smeés protilatek, které mohou byt
zamérené proti odliSnym epitoplim
jediného antigenu

Stabilni titr Ruzna sila
Kratka inkubace Dlouhd inkubace

Spolehliva vyroba Nestalost ve vyrobé



ANTIHUMAN GLOBULIN

 ANTIHUMAN: Protilatky proti lidskym
antigenim

 GLOBULIN: vSechny molekuly protllatkyjsou
globuliny.

* PROTO: AGH je protilatka
primo proti Fc casti lidske
protilatky a/nebo
komponentl komplementu ",
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Vysetreni screeningu protilatek u AIHA

e Antihuman Globulin AGH

| a AGH: Anti-IgG,-C3b

. AHG; Anti-IgG, Anti-C3b,-C3d, Anti-IgG-
C3d, Anti-IgA, Anti-IgM




Conventional Method

Polyclonal Antihuman Globulin

Complement IgG
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Hybridoma Technology

Monoclonal Antihuman Globulin

Complement IgG
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POLYSPECIFICKE AGH

Kralici e Anti-IgG, Anti-C3d (dal$i komponenty
polyklondlni komplementu a imunologlobuliny)

Kralici/Mysi

e Smés kralici polyklonalni IgG a mysi

monoklonalni monoklondlni anti-C3b a- C3d

blend

Mysi e Mysi monoklonalni anti-IgG,-C3b a —
monoklonalni C3d




MONOSPECIFICKE AGH

Anti-1gG

Anti-C3d a -C3b;

Anti-C3d, -C4b, -C4d

Anti-C3d
Anti-C3b, C3d

e Polyklonalni IgG

e Monoklonalni IgG

e Polyklonalni Anti-C3d a C3b

e Polyklonalni Anti-C3d, -C4b, -C4d

e Mysi monoklonalni Anti-C3
e Mysi monoklonalni Anti-C3b, C3d



Vyuziti polyspecifického AGH

Polyspecifické AGH se prevazné pouziva u PAT
a v nekterych laboratorich pro test
kompatibility, ale i pro screening protilatek.
Nejdulezitéjsi zachyt IgG protilatek u testu
kompatibility a NAT

Antikomplement — zbytecné

Anti-C3d dulezité pri vysetreni PAT a u
testovani AIHA



Vyuziti monospecifickeho AGH

U PAT — charakterizace navazanych proteinu
+ podtridy 1gG (IgG1+IgG3).

U NAT (predevsim anti-1gG)

U testu kompatibility

Dweak (Vzdy anti-IgG)



Komercni AGH

Immucor Capture: Monoklonalni anti-1gG
Tekuta diagnostika: Anti-IgG i anti-C3d

Grifols DGGel: Smés kraliCi anti-IgG polyklonalni, a monoklonalni
lgM a Anti-C3d Ab

Bio-Rad DiaMed-ID: Smés kralici anti-lgG polyklonalni, a
monoklonalni Anti-C3d Ab

Ortho Smés krali¢i anti-1gG polyklonalni, a monoklonalni Anti-C3d
Ab
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Typizace antigenu u AIHA

Nevhodné:

* Monoklonalni I1gG
* Polyklonalni IgG

Vhodne:
* Monoklonalni IgM

* Genotypovani
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Tekutd  IDkarty e 2
ABOD IgM lgM lgM lgM IgM IgM IgM
CcEeCw IgM IgM IgM lgM IgM IgM IgM
Kell lgM lgG Naplav lgM lgM lgM lgM
Cellano IgG lgG bromelin 1gM lgG - lgM
Kpa IgG IgG - IgG - IgG
Kpb lgG lgG - lgG - lgG
Jka lgM IgM Naplav IgM lgM IgM lgM
Jkb lgM IgM bromelin IgM lgM IgM lgM
Fya IgG IgG IgG IgG IgG lgGMon  IgG
Fyb lgG lgG lgG lgG lgM lgG
Lea lgM IgA Naplav IgM IgM IgM IgM
Leb lgM IgM bromelin IgM IgM IgA
M IgM lgM lgM lgM IgG lgM IgG
N IgM lgM lgM lgM IgG lgM IgG
S IgM IgG IgG lgM IgG lgM lgM
S IgM IgG IgG IgG IgG lgM IgG
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Uvolnéni IgG protilatky s vazby na
erytrocytarni povrch




Reagenty k odstranéni Ab z erytrocytu

 Gamma-Quin® Chloroquine Diphosphate
* Gamma EGA™ KIT
* Gamma ELU-KIT™ I

 WA.RM.™
(Warm Autoantibody Removal Medium
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Gamma-Quin® Chloroquine
Diphosphate

Odstranuje Ci zeslabuje navazané IgG na
erytrocytech k otypovani antigeny pomoci
polyklonalnich reagentu nebo absorpcnl

studie

~\

Odstranuje IgG Ab
Neinaktivuje erytrocytarni Ag £l
5 testd s
Zkumavkovy test -




Gamma EGA™ KIT

Odstranuje IgG navazané na erytrocytech pro otypovani
erytrocytarnich antigenu a dalSi testovani

Kysela eluce
20 testu
Rychlé .
Inaktivace Ag: Kell KS
Typovani Ag:

« M,N,S, s

- D,C,E,c,e

o Fya, Fyb

« Jk3, JKP




Gamma ELU-KIT™ ||

Uvolneni protilatek navazanych na
erytrocytech a jejich identifikace

Kysela eluce
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Dékuji za pozornost



