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Obecna imunohematologie

* Nauka o antigenech, protilatkach, imunitnich reakcich v
souvislosti s pripravou a podanim transfuze a u
nékterych jinych klinickych stavu

* Imunologie aplikovana na krevni burnky (erytrocyty,
granulocyty, lymfocyty, trombocyty)

. Resi specifickou imunohematologickou problematiku
(hemolytické onemocnéni novorozence, hemolytické
anemie, transplantace, potransfuzni reakce)



Imunita

« Obecna definice: odolnost proti nemocem, antigenum

« Zajistuje ji systém bunék, tkani a molekul, tzv. imunitni
system

« Dva typy: imunita prirozena (inicialni protekce proti
antigenum) a ziskana (pomalejsi, ale specificka a vice
efektivni obrana)



Prirozena/ nespecificka/ naivni

« Stale pritomna u hostitele, okamzita a uniformni reakce,
brani vstupu antigenu do organizmu a rychle je eliminuje

— Neporuseny epitel, jecho enzymy a nepatogenni kozni
flora

— Humoralni slozky plazmaticke = komplement,
cytokiny, interferony

— Bunky fagocyty, NK lymfocyty

— Tyto mechanizmy reaguji s mikroby, ale ne s
neinfekCnimi cizimi substancemi



Ziskana/ specificka/ adaptivni

Stimuluji ji antigeny, které pronikly do tkani

— Bunky (lymfocyty) s receptory, kterymi rozpoznavaji
specifické substance antigenu

— Startuje rozpoznanim antigenu v lymfatickych
organech

— Ma dvé specializované funkce
* Humoralni slozku = protilatky tvorené B lymfocyty,
eliminuji mikroby z extracelularnich tekutin
* Bunécnou slozku = T lymfocyty, CD4+ a CD8+
eliminuji mikroby z bunek



Specificka imunita/ lymfocyty

« Naivni lymfocyty rozpoznavaji antigeny

« Efektorove reaguji s antigeny, ziji kratce

 Pameétoveé prezivaji v klidu, po dalsim kontaktu s
puvodnim antigenem navodi sekundarni (anamnestickou)
Imunitni odpoved

« Exprimuji specifické receptory pro antigeny

* Rozlisuji se pomoci povrchovych proteinu (CD znaky)

Vzajemna interakce mezi lymfocyty:

» Aktivované T, stimuluji B lymfocyty pomoci cytokinu —
ruzné tridy protilatek

* Zmeny T, lymfocytl — dysbalance T x B lymfocytu



Imunohematologie = proftilatkovy typ
specificke imunitni odpovedi

Protilatky /imunoglobuliny/ sekrecni Ig

« glykoproteiny tvofené B lymfocyty

 na membrane B bb. jako antigenni receptory (BCR)
nebo jako sekre€ni proteiny rozpusténé v plazme a v
mukoznich tekutinach

* neutralizuji a eliminuji antigeny z krve a z organu, brani
jejich kolonizaci v organizmu

e pusobi pouze extracelularné

e rozeznavaji jen urcité typy antigennich molekul
(sacharidy, slozité chemické struktury s lipidy a
proteiny)



Funkce 1g: rozpoznani Ag

4 polypeptidové retezce protilatky H2L2

+ sekrece

Kazdy obsahuje dva identické H a identické L retezce
Tvofri tvar pismene Y, vzajemné spojené
Dva fragmenty Fab + jeden fragment Fc, mezi nimi

flexibilni oto¢na oblast

Variabilni ¢ast pro vazbu antigenu
(epitopy, determinanty antigenu)

Konstatni oblast pro jinou vazbu
(komplement, fagocytoza)

Lehke retezce: kappa, lambda
Téezkeé retezce: rozliseni na

izotypy IgM,IgD,lgG,IgA,IgE

Fig 1.17 © 2001 Garland Science




Funkce Ig

IgG,IgD,IgE monomery = 2 vazebna mista pro Ag
Sekrecni IgA dimer = Cyfi mista pro Ag

IgM pentamer (hexamer) = 10 (12) mist pro Ag
Protilatka tak muze vazat 2-10 epitopu antigenu
Vznik imunnich komplexu Ab+Ag

Protilatkova odpovéd na antigeny: T-independentni nebo
T-dependentni podle ucasti T, bunek



Afinita: sila reakce mezi 1 antigenni determinantou a 1 vazebnym
mistem protilatky

Avidita: sila vazby mezi multivalentnimi protilatkami a antigeny s vice
determinantami

Specifita: schopnost protilatky reagovat jen s urCitou antigenni
determinantou

Cross-reakce: schopnost protilatky reagovat s vice antigennimi
determinantami

Klinicky vyznam protilatek (hemolyza) pro HTR, HON, HA

— ABO,Rh,Kell,Duffy,Kidd,Ss,Vel — vZdy vyznamné/ antigen-
negativni transfuze

— M,N,P1,Le,A1,Lutheran- dulezité pfi reaktivité pfi 37°C/
kompatibilni transfuze

O vlastnostech a vyznamu protilatky rozhodne: specificita, Ag:Ab
ratio, avidita, reakcni teplota, lyticka kapacita, typ Ig,

dale vlastnosti monocytd, solubilni antigeny u pfijemce



Typy protilatek

» Polyklonalni: odvozené z ruznych bunécnych linii

« Monoklonalni: identické protilatky produkované jednim
typem B bb., vSechny klony maji jednu spolec¢nou buriku,
rozeznavaji jeden urcity epitop, stejny alotyp, idiotyp

* Pouziti diagnostické (v imunohematologii pfi
sérologickém vysetreni krevnich skupin) i Ié€ebné



Antigeny

Cizi substance navozujici imunitni odpoved

Cizi oblasti = antigenni determinanty (epitopy)
Jeden antigen muze mit vice ruznych epitopu

Ne vSechny oblasti antigenu jsou imunodominantni

Antigeny v imunohematologii = krevni skupiny a
histokompatibilni antigeny (transplantaéni) na raznych
Krevnich bunkach



Antigeny

« RUzné bunécné funkce

« Antigeny krevnich skupin erytrocytu
- zajistuji transport vody, urey, iontu
- jsou receptory pro mikroorganizmy
- maji adhezivni funkce
- jsou enzymaticky aktivni
- udrzuji morfologické a strukturalni vlastnosti erytrocytu



Antigeny

Obvykle velké molekuly a slozené slouCeniny (proteiny,
polysacharidy, lipidy)

Vétsi molekuly a jejich komplexy = lepSi imunogeny
Imunogenicita zavisi na stupni cizorodosti, strukturalni

stabilite molekuly, dostateCném poctu Ag determinant,
dobé expozice Ag, zpusobu podani

Hapten = mala molekula neimunogenni, spojuje se s
vétSim nosiCem (plazmatické proteiny)



Komplement

Aktivace komplementu pfi vazbé mikrobu nebo protilatek
na bunky

3 aktivacni cesty: klasicka
lektinova
alternativni
Odlisné mechanizmy a pruabéh aktivace

Pri aktivaci protilatkami: Tmolekula IgM staci pro vazbu
C1q, ale pro stejnou vazbu musi byt 2 molekuly IgG



Pusobeni komplementu na erytrocyty

* Velké mnozstvi = intravaskularni typ hemolyzy
(destrukce pfi vzniku MAC+ vazoaktivnich peptidu
a/nebo pfi nedostacujicim fagocytarnim systému): lyza
erytrocytu

* Malé mnozstvi = hemolyza extravaskularnée

(destrukce pres F_, komplementovy receptor makrofagu):
fagocytdza erytrocytu

napf. akutni HTR, CAD........ l.v.lyza
napr. pozdni HTR, HON, WAIHA .....fagocytoza



Hemolyza

Zkracené prezivani erys na méné nez 100-120 dni
Kompenzovana x manifestni HA
Vrozené x ziskané HA

 Intravaskularni hemolyza
— Destrukce erys v intravaskularnim prostoru
— Uvolnéni volného Hb do krve
— Hemoglobinemie, hemoglobinurie
— Pokles sérovéeho haploglobinu
— Vyssi LD



Hemolyza

« Extravaskularni hemolyza
— Destrukce v burikach RES
— VySSi sérovy bilirubin /nepfimy
— Degradacni produkty bilirubiny v moci a stolici
— VySSi LD

 Kilinicky vyznam rozliSeni typu hemolyzy: upresneni typu
HA (PCH, WAIHA), terapeuticky



Komplementove inhibiCni mechanizmy

Regulace na urovni:

T % I'o I C1 INH
« C3konvertaza........... DAF, C4BP, CR1
« C5konvertaza.......... CR1, H



Komplement v imunohematologii:

* Souvisi s krevnimi skupinami Chido/Rodgers (C4),
Cromer (CD55-DAF)

» Destrukce transfundovanych erytrocytu
« Destrukce erytrocytu pfi HON
« Destrukce erytrocytu pri HA

* Imunni komplexy cév, plakd u revmatickych a;.
autoimunitnich onemocnéni



Autoimunita

Reakce imunitnich bunek s vlastnimi antigeny pri selhani
fyziologicke regulace

Vznik autoprotilatek nebo cytotoxicka aktivace T bb.
vCetné cytokinové aktivace B bb. vede k poskozeni tkani
Dédicna dispozice (MHC geny i non-HLA geny) +
spoustéci faktory z okoli (infekce, zanéty)

U 1-2% jedinct manifestni porucha autoimunity

V imunohematologii nalezy u AIHA, po transplantacich,
po lécich apod.



Imunohematologicka vysetreni



Cil: detekce imunnich komplexu Ag+Ab

Hemaglutina€ni reakce = aglutinace (antigen = partikule
ery, trc, leu)

Vzacné jiné metody ( ELISA, imunofluorescence, FCM,
dnes Castegji chipy, PCR...)

Rutinni pouziti pro stanoveni antigenu, vySetreni
protilatek, predtransfuzni testy

Ruzné provedeni metody - testy skliCkove, zkumavkove,
pevna faze, sloupcova aglutinace v gelu

Testy pfi teplote 20-23°C (PT), 4°C, 37°C dle cile
vysetreni



Prima aglutinace
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Reakce-spojeni Ag x Ab

Slabé non-kovalentni vazby
Reverzibilni za urCitych podminek

* Typy chemickych vazeb
— Hydrofobni (proteinove AQ)
— Vodikové (sacharidové AQ)
— Elektrostaticke-polarizovane
— Van der Waalsovy sily



Aglutinace prima/ solny test

« 1.faze senzibiliza€ni
« 2.faze aglutinacni

1. faze Vytvoreni slabé vazby mezi Ag a Ab

— Hlavné pro IgM

— Podle typu Ig zavisi na teplote (klinicky vyznam 37°C,
pri vySsSi teplote disociace molekul Ab z vazby, pri
nizsi teploté prodlouzeni inkubace)

— lontova sila prostfedi (obsah iontil Na a Cl =
izotonicky roztok PBS, neutralizujici efekt. Pri pouziti
LISS rychlejSi vznik imunnich komplexu)



— pH prostredi (prijatelneé cca 7. Pro nekteré Ab
individualni. PBS zajistuje alkalizaci. V nizsim pH
disociace Ab)

— Pocet antigennich mist/densita ( nadbytek Ag x
nadbytek Ab), pomér sérum/erys (snizeni vede k
vysSi senzitive testu)




« 2.faze Aglutinace
Vytvoreni pevného spojeni mezi Ag a Ab
— Vznik pevnych vazeb mezi senzibilizovanymi
erys (navazané protilatky pfemosti a vzajemné spoji
erytrocyty)

— Pri: zméné vzdalenosti mezi erys (zeta potencial)
pomoci centrifugace, proteolytickych fermentu,
koloidu, polymeru, additiv testu, chemickych uprav

diagnostickych protilatek



Aglutinace neprima

Zasadni vyznam v imunohematologii
Hlavné pro IgG, nereagujici primou aglutinaci
Detekuje i jiné typy protilatek podle pouzitého AGH

Neprima aglutinace v situaci, kdy je nutné vizualizovat
vzniklé imunni komplexy (u senzibilizujici protilatky):

— Uprava erytrocytu pomoci enzymu

— pouziti testu s AGH (antiglobulin human)



Neprima aglutinace

Enzymové testy:
Bromelin, ficin, papain, trypsin
 Stépi chemickeé vazby nekterych slouCenin na membrane
erytrocytu (derivaty kyseliny neuraminoveé) — snizuji
elektronegativni pole kolem erys
« odkryva antigenni mista a membranové antigeny se tak
stavaji dostupnéjsi pro protilatky
« vzajemne erytrocyty priblizuji, umoznuji tim navazani
protilatky
v prostiedi s enzymem ziskava protilatka spontanne vyssi
schopnost aglutinovat erys (autoaglutinace)
* nevyhoda: mohou se demaskovat nezadouci antigeny

(kryptantigeny + nespecické reakce), obtizna standardizace
ezymovych testu

— Jednofazovy test (pridani enzymu do reakce) x dvoufazovy test
(enzymované erys)



Neprima aglutinace

AGH testy/povinné vysetreni:

— Pro vySetreni protilatek v séru i navazanych na erys,
zkousku kompatibility, vySetreni neékterych krevnich
skupin

— Pouziva protilatku proti lidskym proteinum (AGH)

— Detekce cca 150 molekul Ab u vysoce senzitivnich
technik

— Ruzné techniky provedeni, modifikace testu se
zkracenim doby inkubace v LISS, uziti PEG



AGH
Antiglobulinum humanum

» Detekuje lidskeé proteiny, protilatky a komplement
« AGH aglutinuje erytrocyty senzibilizované protilatkou
» Erytrocyty bez protilatky s AGH nereaguiji
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AGH reagencie/séra

Polyspecifické AGH (-1gG, -C3d):
« Zasadni dulezitost: detekuje IgG protilatky a chladové
protilatky (aktivujici komplement)

» Detekuje vsSechny klinicky vyznamné protilatky

Monospecificka AGH:

Anti-lgG AGH: nema antikomplementarni aktivitu
* Protilatka proti gamma tezkemu retezci Ig

* Nékdy preferovana pred polyspecifickym AGH



Anti-C sérum (anti-C 3b,c,d):

Chybi aktivita proti lidské protilatce
Reaguje s C3 slozkou komplementu na erytrocytech
Detekce nekterych chladovych a tepelnych protilatek

Dva typy AGH testu:

1.

2.

Primy AGH test (PAT) pro detekci protilatek na erys pfri
In vivo senzibilizaci

Neprimy AGH test (NAT) pro detekci protilatek v séru
po in vitro inkubaci séra obsahujiciho protilatku s erys



AGH diagnostika
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Co ovlivni AGH test?

Teplota prostredi
lontova sila prostredi
Pomér séra/erytrocytu
Doba inkubace

Variabilni senzitivita testu (slaby test pri cca 200
molekulach navazané protilatky)



Nevyhody AGH testu souvisi s promyvanim
erytrocytu

Vysledky faleSné negativni
Chyba promyti s neutralizaci

e : pridaného AGH volnymi
autoprotilatky, kryptantigeny, ilatkami. & , dleni
hypercentrifugace, silikonoveé protifatkami, casove prodient,

zkumavky, volumexpandery, nedodrzeni teploty, kvalita

kontaminovany material aj. Qggérfgclgiﬂgziukgéogﬁ;&

Vysledky falesné pozitivni
Spontanni aglutinace,

Povinna kontrola negativniho vysledku AGH testu pfidanim erytrocytu
S navazanou slabou protilatkou - vznikne aglutinace




Jiné metodiky v imunohematologii

* Precipitace

Reakce solubilniho Ag + solubilni Ab = nerozpustné
komplexy (zkumavky, agarovy gel)

« Hemolyza

Poruseni membrany ery + uvolnéni Hb z bunky (vyzaduje
komplement)

* Inhibice aglutinace

Prakaz solubilniho Ag nebo Ab inhibici probéhlé aglutinace
(vyluCovatelstvi ABH substanci ve slinach, inaktivace AHG
séra balastnimi Ig)



Flowcytometrie

Méreni imunofluorescence bunecné suspenze
Individualné provadéné vysetreni

Ur€eni slabé exprimovanych antigenu
Odliseni dvoji populace erytrocytu

Molekularne genetické metody
Urceni polymorfizmu krevnich skupin pfi genotypizaci
darce/pacienta/plodu, pacienta po transfuzi apod.

BloodChip

DNA microarray. Analyza signalu scannerem a automaticka
interpretace genotypu a fenotypu

Stanoveni genotypu: 33 ABO, 87 RhD, 9 RHCE, 8 KEL, 4 JK,
4 Fy, 9 MNS, 2 DI, 2 DO, 2 CO



* Funkcni testy

Bunécné testy pro predikci klinického vyznamu protilatek proti
erytrocytum. In vitro reakce senzibilizovanych erytrocytu s monocyty.

sensitized
—_— RBCs
mononuclear ‘
cells

Vyznam pro HTR, HON

Monpee m
O ayer rinse, stain

/e

<«
counting adherence / phagocytosis




Specialni testy vimunohematologii

Elucni testy k disociaci protilatky z vazby na erys (eluce teplem,
slabou kyselinou, mrazenim-rozmrazenim, chloroformem, UZV,
eterem)

Adsorpcéni testy k prukazu protilatky/autoprotilatky, k separaci
protilatky ze smési, k prikazu imunnich komplexd a |éku na erys, k
potvrzeni slabych antigenu

Urceni tfid Ig k disociaci aglutinatt tvofenych IgM protilatkami
Neutralizace (inhibice) protilatky prekryvajici jinou protilatku,
solubilni substance Le,P,, Chido

Stanoveni ABH Lewis substanci ve slinach

Dilu€ni techniky pro titraci

Kombinace technik



Krevni skupiny erytrocytu

e

Cromer

Slide courtesy of E. Sjiberg Wester



Krevni skupiny/skupinove systemy

Krevni polymorfizmy odliSujici jedince
Membranové/povrchové antigeny erytrocytu
Produkty jednoho genu nebo komplexu vzajemneé
souvisejicich genu

Bialelické systémy (alela materska a otcovska)
Podléhaji pravidlum mendelianské dédi¢nostsi
Dnes cca 33 skupinovych systému s 360 antigeny



Syntetizované vétSinou na erytrocytech, ale také
naadsorbované z plazmy na bunky

Zastoupeni nejen na erys, ale i na bunkach jinych
tkanich

ABO histokompatibilni antigeny

Antigeny proteinové nebo sacharidove
(oligosacharidy-glykoproteiny-glykosfingolipidy-
glykolipidy) s biologickymi funkcemi
Imunogeny/cizorodé = vznikaji proti nim aloprotilatky



Rozdeleni krevnich skupin podle funkce

Strukturalni skupiny

— Integralni membranové proteiny
(traverzuji x-krat membranou nebo
maji intracelularni N-nebo C-

zakonceni) Blood Groups on the RBC

Funkcni skupiny
— Udrzuji integritu bunky
—  Transportéry
—  Aktivni enzymy
—  Receptory pro ligandy, adhezivni
funkce




Terminologie

ISBT terminologie od r.1980, kontinualni up-date.

Numerické oznaceni:

« Sestimistné &islo pro antigen (005001 Lu?)
* Prvni trojCisli pro system (005 Lutheran)

* Druhé trojCisli identifikuje antigen (001Lu?)

Alternativni oznaceni (prakticky pouzivane):
« LU:-1,2 odpovida fenotyp Lu(a-b+)



Dedicnost krevnich skupin

Dominantni, recesivni, kodominantni alela

Homozygotni jedinec: zdedil stejne alely v lokusu
chromozomu (A/A , B/B, 0/0, K/K)

Heterozygotni jedinec: zdédil ruzné alely v lokusu (A/O,
B/0, A/B, K/k)

Genotyp: geneticka charakteristika jedince, urCuje, jaké
vzniknou antigeny

Fenotyp: manifestni znaky, vySetrené antigeny krevnich
skupin (dominantni znaky), nemusi souhlasit s
genotypem



ABO systém - dédi¢nost

Matka/ 00 AA A0 BB,B0 AB
otec 0 A B AB
00 00 A0,00 B0,00 A0,B0
0
AA,A0 A0,00 | AAJA0, | AB,AO0, | AA/AB,
A 00 B0,00 A0,B0
BB,B0 B0,00 | AB,AOQ, BB,B0, | AB,BB,
B B0,00 00 A0,BO
AB A0,BO | AAAB, | AB,AO, | AAAB,
AB A0,BO BB,B0 BB




Molekularni biologie krevnich skupin

UrcCuje chemickou podstatu
antigenu (bb. biochemie)

UrcCuje genetickou podstatu
antigenu, detekci alel

Gen............. Antigen
. Cukry glykosylujici proteiny a lipidy CenBNA) Ge“iDNA)
napfr. ABO Le P H | Globo RIIA RNA
. (Glka) PrOteiny glyakosyltransferaza
napf. Lu Fy Rh Jk Di Co Kell Do JMH l |

antigen antigen



ABO system

nejvyznamnegjsi systém krevnich skupin
histokompatibilni antigeny

poznani od r.1900

alela A a B (vyzaduje gen H)

dva antigeny: A, B

4 fenotypy A = 6 genotypu A/A, A/O

B = B/B, B/0
AB = A/B
0 = 0/0



Zaklad vsech ABO skupin: H antigen

Dva geny: FUT1(gen H) + FUT2 (gen Se)

FUT1 na erytrocytech

FUTZ2 v sekrecCnich epitelialnich bunkach

FUT geny koduji H-transferazu, ktera pfipojuje fukozu
K prekurzorove substanci na erytrocytu nebo k
prekurzoru v sekretech a vznika antigen H (0)



A,B antigeny

* (0 alela = neaktivni gen

Neprobiha substituce oligosacharidu, exprimuje puvodni H
antigen s fukozou

« A alela = A transferaza = transfer GalNAc

« B alela = B transferaza = transfer Gal

Pripojenim molekuly galaktozaminu nebo galaktozy

k H antigenu vznikne skupinove specificky (A nebo B)
antigen

* polymorfismy genu = ruzna aktivita transferaz = ruzné
silné antigeny pri vysetreni krevni skupiny



M-Acetylglucosamine
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M-Acetylgalactosamine

E antigen A antigen



ABO sekretorstvi / vyluCovatelstvi

ABH antigeny v solubilni formé v télnich tekutinach
gen FUT2 (Se)

80% osob jsou sekretofi: podle ABO skupiny na erys jsou
v sekretech A, B nebo H antigen

20% osob nonsekretori: v sekretech zadné ABH
antigeny

stanoveni sekretorstvi: detekce ABH substanci ve
slinach (inhibicni test)



Podskupiny A1 a A2: odlisnosti

Kvantitativni rozdily

* A1 nejCastejSi podskupina

« A1(A1B) silna skupina, silna exprese A antigenu (vice
aktivni enzym)

« A2 (A2B) slaba skupina, slaba exprese A antigenu

Kvalitativni rozdily

* A1 erytrocyty: antigen A + A1

* A2 erytrocyty: antigen A

* Vznik nepravidelnych protilatek v ramci A podskupiny



Ostatni slabé A podskupiny

zmeny-zeslabeni A a B antigenu na erytrocytech
také zmény antigenu v sekretech

priCina: genové mutace provazené zménou fenotypu
napr. A;,A LA, Ay Aeng /' Bs, By, B, By

pri¢ina: vzacneé alely

problémy pfi uréeni ABO antigenu skupiny

nalez nepravidelnych ABO protilatek (anti-A1, anti-H)



Ziskaneé zmény antigenu

Ziskany antigen B u osob skupiny A

 slabsi reakce ziskaného antigenu B

Zeslabeni antigenu (obvykle A antigenu)
* leukemie, malignity

Chimérické antigeny (B/0)
« potransfuzni, potransplantacni,
F-M krvaceni, geneticka chimeéra




H - deficitni fenotypy

homozygotni forma inaktivhiho genu FUT1 (h/h)

nevznika H transferaza a H antigen, i pres funkCni A a B
transferazy chybi prekurzor pro A a B antigeny

chybi reakce s anti-H dg.sérem

fenotypové skupina O (ale nesoulad predni x zadni fady)

— nonsekretofi/ typ Bombay maji v séru kromé anti-A a anti-B
tepelnou a klinicky vyznamnou anti-H

— sekretofri/ dfive paraBombay

velky problém se zajistenim transfuze (rodina,
autotransfuze, registry darcu krve)



ABO protilatky

odlisuji ABO system od vsech ostatnich skupin
pravidelné protilatky odpovidaji ABO atigenim
prirozené protilatky nasledkem ,imunizace® A,B
substancemi z okoli

dvé protilatky: anti-A a anti-B, u osob 0 také anti-A,B
vzacne jiny nalez: novorozenci, slabé skupiny, nemoci

od 4. mesice veku dostatecCny titr Abs, stacionarni
béhem zivota, zmény pfi imunizujicich stavech v
tehotenstvi, po transfuzich

ABO protilatky IgM, ale i IgG nebo IgA



Anti-A a Anti-B

O antigen

*t
B
antigen

A

Anti-A

T
B antigen

Anti-B

P
A antigen




Laboratorni vysetreni: ABO antigeny na
erytrocytech

dg.sérum anti-A, anti-B (anti-A,B)
monoklonalni séra pro solny test/teplota laboratore
polyklonalni séra (-A,-B,-AB)

metoda zkumavkova, sloupcova aglutinace, pevna faze,
sklickova

rostlinné lektiny (monoklonalni séra) pro odliSeni A1
podskupiny

rutinné provadéna kontroly kvality reagencii (s ery A1,B)



Laboratorni vysetreni - pravidelne ABO
protilatky v seru

detekce pomoci dg.erytrocytu A,,B (ery 0 nebo autoctl.)

solny test pro primou aglutinaci/ teplota laboratore s
iInkubaci

zretelné aglutinace
do 4. mésice veku se nevysSetruji (chybi, materske 1g)

O @nt-AB | A (@anti-Bv B (anti-A ABzadne

V Séru) séru) V Séru) protilatky)
Dg.ery O 0 0 0 0
Dg.ery A1 + 0 + 0
Dg.ery B + + 0 0




ABO diskrepance

Jsou pfi vySetfeni antigenu nebo protilatek
Diskrepance je nutné vyresit pred uzavrenim
vysledku

— Opakovat vysetreni, provést vySetreni z nového vzorku,
pouzit jiné reagencie spolu s kontrolami, jiné reakcni teploty,
promyti erytrocytd, eluéni techniky apod. dle typu problému

Pokud neni stanovena skupina — univerzalni rezim:
podavat O erytrocyty, AB plazmu



* Princip sérologického vysetreni ostatnich krevnich
skupin je stejny: Antigeny na vySetrovanych erytrocytch
detekujeme pomoci specifickych diagnostickych
protilatek (dg. sér) v testu a technikou, které umoznuji
jejich prukaz. Je to naprosto dostacujici pro bézné
diagnostikovani.

 Krome ABO nejsou v jiné skupiné pravidelnée protilatky
(proto dvoji potvrzeni antigenu).

« Genetickeé vySetfeni umozni precizni diagnostikovani
skupinovych antigenu, je zvlasté prinosné u variantnich
antigenu, u transplantovanych a transfundovanych
jedincu.



Rh systém

dva souvisejici geny RHCE a RHD
RHD gen koéduje RhD protein ( D+, negativni fenotyp D-)

RHCE gen kdéduje RhCcEe protein (kombinace antigenu
Ce,ce,cE,CE)

RHAG gen je nutny pro Rh aktivitu: tetramerickée
komplexy Rh glykoproteinu s Rh proteiny

kazdy gen 10 exonu, charakteristické usporadani



Organisation of genes encoding RhD and

CcEe
! \_/
E/e Clc
10 exons
10 exons encoding the D encoding the

protein plus 2 Rh boxes CcEe protein



* D antigen chybi pri
— deleci celého genu (nasSe populace)
— hybridnim genu
— inaktivnhim RHD pseudogenu
* mutace genu, rekombinace mezi genovymi oblastmi
vedou ke vzniku vzacnych D alel

e zmen v genu se manifestuji jako zmeny ve fenotypu
(variantni D antigeny)



LO ATVINIERK 1 UCITIKREIN ITThOTNPIELINCI V1Y) allll-1J PIo-
tilatek.

* Rhnun a Rhmod fenotypy

Na krvinkdch téchto fenotypi nejsou prokazovany
zadné Rh antigeny (Rhnun), nebo jsou velice zeslabené
a prokazatelné jen nejcitlivéjiimi metodami (Rhmed).
Podle zptisobu dédiénosti byly rozeznavany dva typy
Rhnuni: amorfni (heterozygotni potomci téchto jedinct
— prenaseéi amorfni alely, a¢ sérologicky vypadali jako
homozygoti, pfendseli své Rh antigeny jen na 50 %
potomkii) a reguléatorovy typ (zde v potomstvu pfena-
§etl regulatorové alely byly dédény Rh antigeny nor-
malnim zphisobem). Metody molekularni biologie od-

RhD+ (D+ C+ c+E+et) RHD-RHCe/RHD-RHCE

RhD- (D- G- c+ E- e#)

RHce/RHce

Obr. 1. Membranové uspofddani struktur Rh komplexu na

b le il S e Py e e PSRRI Y N ST EORU RO A BN L o ) B g LRI LN S U S NS T

RHD gen
1p34-p36

RhD protein

RHCE gen
1p34-p36

[ H2 Hi3H 4 5 .6 H:7:H 8/ H:8.H10]

RHAG gen
6p11-p21.1 -HS-SH--Nu-AHi-He- o

RhAG glykoprotein

Obr. 2. Schéma uspofadani RHD, RHCE a RHAG geni
a predpoklddand dvourozmérnd struktura proteini RhD,
RhCcEe a glykoproteinu RhAG v membrané erytrocytu. Na
RhD proteinu zvyraznény aminokyselinové substituce, odli&né
od RhCcEe. Na RhCcEe proteinu zvyraznény amjnnkyse]jn%
zodpovédné za expresi alelickych antigenti C/c a E/e a C
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Rh antigeny

antigeny D,C,c,E,e

lokalizované na RhD a RhCE proteinu

vyskyt dle typu populace (D+ cca u 85% Evropanu, 90%
AfriCanu)

vysoce imunogenni proteiny (slozité molekuly)

nekolik desitek tisic kopii na erytrocytu dle genotypu



* serologicke
rozeznani pomoci
dg. séer
anti-D,-C,-c,-E,-e

« 3 pary alel umoznuiji
vznik 8 haplotypu a
36 genotypu

« zygocii D/D a D/d
nelze serologicky
odlisit

Antigeny Fenotyp | Genotyp
D+C+c-E-e+ | DCe/DCe | DCe/DCe
RiR; RiR;
DCe/dCe
R,r
D+C- DcE/dce DcE/dce
ctE+e+ R,r R,r
DcE/Dce
R:Ry

Dce/dcE
Ror™”




Rh nomenklatura

« Pismenova: D,C,E,c,e, f,C%,C* Hr_,Hr,Har,hr>...
» Fisherova + Wienerova: DCe = R,

DcE =R,
Dce = R,
DCE =R,
dce=r
dCe =r’
dcE =r"

dCE =rY



Abnormalni typy Rh antigenu

u cca 1 % osob

D-- : chybi antigeny RhCcEe proteinu

Rh, ;. chybi vsechny Rh antigeny

Rh..q: ZMena exprese, zeslabene Rh antigeny

Variantni D antigeny:
— Weak D: kvantitativnhi zména antigenu
— Parcialni D: kvalitativni zména v mozaice antigenu



Weak D, D%

Puvodni terminologie ,DY, slabé exprimovany antigen

VSechny D epitopy, zadna zména AMK v
extramembranozni casti RhD proteinu, mutace postihuji
iIntramembranozni a intracelularni Cast proteinu

Nebyva riziko imunizace D antigenem
Prijemci: RhD+ transfuze
Tehotné: anti-D profylaxe ne

o e i i




Parcialni (variantni) D, Dver

Chybi jedna nebo vice Casti/epitopu D antigenu

(zména v extramembrandzni casti RhD proteinu)

— nektere epitopy chybi, zbyvajici slabe vyjadrene

— antigen je slozeny z jinych epitopu = novy tvar
proteinu

Problém: vznik alo-anti-D po transfuzi nezmaného
D epitopu

Prijemci: RhD- transfuze

Tehotné: anti-D profylaxe ano
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Vysetreni RhD

rutinni vysetreni D antigenu v ramci krevni skupiny
drive polyklonalni IgG protilatky, dnes prevazuji
monoklonalni protilatky

ruzné typy diagnostik anti-D: IgM, blend IgM/IgG, IgG
duplicitne provedené vysetreni dvema dg. sery s
odliSnymi klony (detekce jinych epitopu )

validace testu - pouziti kontrolniho séra (Rh ctl) pro

odliSeni faleSné pozitivnich vysledku u nékterych
stavu



Cil vysetreni D antigenu:

Darce krve/event. novorozenec:

« zachytit vsechny typy D antigenu

« 2 ruzna séra pro aglutinacni test

 dosSetreni slabych antigent pomoci dg. sér v NAT

Prijemce/téhotna:

* idealni, ale nerealné: parcialni D=RhD neg, weak D=
RhD poz

« 2 dg.séera bez detekce DVI varianty

* nedosetrovat slabé antigeny

Sledovat diskrepance pfi pouziti ruznych diagnostik
Dosetreni sérologicke, molekularné genetickymi metodami.



C,c,E,e antigeny

produkty alely RHCE
frekvence: C 68%, ¢ 81%, E 29%, e 98%

substituce aminokyselin v RhCcEe proteinu vede ke
vzniku slabych a variantnich antigenu

slozené antigeny ce, Ce, CE, cE, antigen G
antigeny méne caste Cv, C*



Rh protilatky

Klinicky vyznamné, imunni - vedou k destrukci erys
1IgG

neaktivuji komplement, vedou k extravaskularni
hemolyze

placenta pro né ma receptory

klinické souvislosti: HON, HTR

anti-D, -E, -c, -C, -e, -Cw

anti-Rh tepelné autoprotilatky u AIHA

profylakticke pouziti anti-D u HON

prukaz v testech pfi 37°C

zvysena reaktivita v enzymovéem testu, efekt davky



Ostatni krevni skupiny

Blood Groups on the RBC




antigen i je prekurzorem antigenu |
| fenotyp dominuje u novorzencu
| fenotyp u dospélych

antigeny podobné systému ABO jsou pfitomné na erys i
v sekretech

protilatka anti-l u CAD (prukaz pomoci erys ,.4)



Lewis /Le

« souvisi s ABO a H/h systémem

» spolupusobenim genu Le a Se vznika antigen Le?

 dalSi vliv Le genu na antigen Le? = antigen Le®

 glykolipidy, syntéza neprobiha na erytrocytech, na erys
se navazuji z plazmy, jsou obsazeny v sekretech

« zakladni antigeny Le?, LeP

« fenotypy

Le(a+b-) u ABH nonsekretoru
Le(a-b+) u ABH sekretoru
Le(a-b-) homozygot pro gen Lewis nesyntetizuje antigeny



Lewis - protilatky

prirozené protilatky, bez imunizacniho podnétu u jedincu
Le(a-b-)

anti-Le?, anti-LeP

IgM izotypy — lab. prukaz v chladovych testech

nebyvaji aktivni pfi 37°C ( vzacné hemolyza)

asociace s organovymi transplantacemi



Kell.
Kel, Cellano

glykoproteinové antigeny

silné imunogeny

priblizné 25 antigenu v systému

antitetické alely K/k, Kpa/Kpb, Jsa/JsP

Casté numerické oznaceni antigenu (K1,K2..)

90% jedincu nema K (Kel), 1% nema antigen k (Cellano)
vzacny fenotyp K, nema zadané antigeny Kell systemu



Kell - protilatky

iImunni protilatky

IgG typ

Klinicky vyznamne

v etiologii HON (navic suprese erytropoezy), HTR
Casta anti-K, vzacne anti-k

unikatni anti-K, reaguje se vSemi erytrocyty s vyjimkou
K, fenotypu



Kidd /Jk

» glykoproteinové antigeny
» alely JKA, JKB , ostatni vzacné
* nulovy fenotyp Jk(a-b-) u Polynézanu

Funkce:
* transport urey
« udrzeni osmotické stability a deformovatelnosti ery



Kidd - protilatky

malo casté

nebezpecné, podléhaji rychlé fagocytoze -
prehlédnutelné - rychla sekundarni anamnesticka
odpovéd, akutni potransfuzni reakce typu HTR

imunni 1gG typ, hemolyzujici uCinek pfi aktivaci
komplementu

efekt davky u homozygotni exprese

zesilené reakce v enzymovych testech

vzacné u HON



Duffy /Fy

» glykoproteinové antigeny
« alely Fy?, Fy®, alela Fy u Africanu

Funkce

* receptor pro Plasmodium knowlesi = uloha v zanétu a pfi
malarické infekci

« fenotyp Fy(a-b-) protektivni pro malarii

* destruovatelne proteolytickymi enzymy — pozor v
laboratornich testech pfi pouziti enzymu



Duffy - protilatky

relativne Casta anti-Fy?

méné Casta anti-FyP

anti-Fy3 pravidelné u null formy
imunni IgG typ

HON vzacné, nekdy HTR



Lutheran /Lu

glykoproteinové antigeny

Gen LU

pres 20 alel, vétSina vysokofrekventnich

po narozeni slabé Ag, postupne zesiluji (nebyva HON)

Funkce: bunécna adhese, erytropoeza



Lutheran - protilatky

malo Casté

vétSinou IgM, v chladovych testech
nékdy IgG v testech pri 37°C

casto v kombinaci s HLA protilatkami
efekt davky u homozygotni exprese
povazované za klinicky nerelevantni



MNS

» Glykoforiny transmembranoveé
 GPA gen = MN antigeny
 GPB gen = Ss antigeny

* antigeny obsahuji kyselinu sialovou- tvori negativni
povrchovy naboj erytrocytu

Funkce:
* receptor pro komplement, cytokiny,bct, viry



MNS - protilatky

vétSinou prirozené protilatky

-M,-N bez klinického vyznamu

efekt davky u homozygotni exprese

-S,-s vzacné HON a HTR pfi aktivité v NAT
anti-N-like u dialyzovanych pacientu

raritni anti-U u jedincu S-s-U-



P system

« oligosacharidové antigeny
- P,,PaPk
* raritni fenotyp p

Funkce:

P antigen je bunecny receptor pro bakterie (na erys pro
parvovirus B19)



P system protilatky

Casta anti-P, jako pfirozena chladova protilatka
nebyva HON, HTR

anti-P,-P%,-p jsou vzacné

anti-PP,P¥ u raritniho fenotypu p

anti-P jako IgG autoprotilatka u détského typu AIHA
(Paroxysmalni chladova hemoglobinurie) ma charakter
bifazického hemolyzinu

vyskyt v komplexu s jinymi protilatkami (-1P,,-1P)



Chido/Rodgers

* nejsou prave antigeny
« dvé formy jsou soucasti C4A a C4B slozky komplementu

« pritomne v plazme, odtud se navazuji na erytrocyty a
makrofagy

Funkce proteinu
« patri ke klasické aktivaci C
 protilatky imunniho typu, alergicke potransfuzni reakce



Colton /Co

« gen AQP

« AQP1 a AQP3 exprimované na erytrocytech.
« 11 antigenu, ¢asté antigeny Co?, CoP
Funkce

 zajiStuji transport molekul vody membranou erys podle
osmotického gradientu

Tkanova distribuce
« vetSina tkani vCetné erys
Protilatky 1gG imunni, HTR, HON



Cromer /Cr

« soucast DAF(CD55) = komplementregulacni protein
Funkce

* regulace komplementu, chrani tkané inhibici C3 a C5
aktivovanych slozek komplementu

» deficientni DAF u PNH



Diego /Di

 hlavni integralni protein membrany

e absence je spojena se sferocytozou a hemolyzou

* nese ABO antigeny

Funkce

« udrzuje strukturu a stabilitu bunky

* Uucast pri vzniku senescentnich Ag na starych erys
« adheze parazitu (malarie) na erys

« zajisténi flexibility a tvaru bunky, transportu iontu
Protilatky imunni, IgG, HTR



Dombrock /Do

» glykoproteinové antigeny
« neznama funkce, ztrata antigenu u PNH

Protilatky:
« obvykle ve smesi jinych protilatek
* imunni IgG, neaktivuji komplement



Gerbich /Ge

« Glykoproteinove antigeny

Funkce

 udrzuji integritu bunkyn a negativni povrchovy naboj
erys

Asociace s nemocemi

« udrzuji tvar erys a zajistuji deformovatelnost erys,
absence muze vést k eliptocytoze nebo
abnormalnimu tvaru erys

Protilatky imunni, take autoprotilatky v ramci AIHA



Ostatni skupiny

Vysokofrekventni Nizkofrekventni
antigeny antigeny
Incidence vice nez 99% méné nez 1%

 Vel, Lan, JMH, Sda, Ata

« Obtizné identifikovatelné / - Chre, By, Bi, JONES,
referenéni pracovisté HJK,SARA

* Témer nelze najit kompatibilni e VzAcné imunizace
erytrocyty pro imunizovane transfuzemi, vét§ina darcd

antigen nema



HLA |. tridy na erytrocytech

Bg antigeny na zralych erytrocytech

Bg? = HLA-B7

BgP = HLA-B17

Bg® = HLA-A28 (cross A2)

Exprese jen u malé Casti populace
Protilatky proti nim vzacné vedou k HTR



Registry darcu krve

« Narodni registr darcu vzacnych krevnich skupin
* Mezinarodni registry darcu vzacnych krevnich skupin
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