Krevni skupiny erytrocytu



Blood Groups on the RBC
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Krevni skupiny /skupinove systemy

Krevni polymorfizmy
Antigeny na povrchu membrany erytrocyti

Produkty jednoho genu nebo komplexu vzajemné
souvisejicich genu

Biallelické systémy

Podléhaji pravidlim mendelianske dédicnosti
Dnes 26 skupinovych systéemii s 270 antigeny



Krevni skupiny

Syntéza:
— primo na erytrocytech (nerozpustna forma)
— v plazmé nebo télnich tekutinach (rozpustna forma)

— adsorpce z plazmy nejen na erytrocyty, ale take na jiné bunky
(nejen krevni, ale 1 ostatni tkanove)

Ne¢které skupiny jsou histokompatibilni (ABO)

Slouceniny proteinoveé nebo sacharidove s biologickymi
funkcemi

Detekovatelne riznymi metodami / serologicky, precizné
DNA analyzou

Aloantigeny, vznikaji proti nim protilatky



Rozd¢€leni krevnich skupin podle funkce
v erytrocytu

1. Strukturdlni skupiny

—  Integralni membranove proteiny (traverzuji x-krat membranou
nebo maji extracelularni N-nebo C-zakonceni)

2. Funk¢ni skupiny
—  Udrzuji integritu bunky
—  Transportéry
—  Aktivni enzymy
—  Receptory pro ligandy, adhezivni funkce
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Terminologie

ISBT terminologie od r.1980, kontinualni up-date, databaze.
Numerické oznacenti:

« Sestimistné &islo pro antigen (005001 Lu?)

e Prvni trojCisli pro systém (005 Lutheran)

* Druhe trojcisli identifikuje antigen (00 1Lu?)

« Systému odpovida abecedni symbol (LU, napt. LU 1)
* V genotypu oddéleni mistem nebo * (LU 1, LU*1)

* Ve fenotypu znamenko + a — pro pritomnost nebo
nepritomnost antigenu (LU:-1,2)



Alternativni oznaceni (béZné pouzivané):

e LU:-1,2 odpovida fenotyp Lu(a-b+)
e LU:-1.-2 odpovida Lu ,,;, nebo Lu(a-b-)
 DO:1,2,3,4,5 odpovida Do(a+b+) Gy(a+) Hy+ Jo(at)



Table of examples of phenotype designations

Numerical tarminology Alternative terminclogy
ABD-1-2-3 o
ABO:1,- 234 Ay
ABOH -23-4 Ay

MNS:1.2- 34587

M+ M+ S- 5+ U+ He= Mi(z+) (in ISBT order)

Symbots such as Milll or GP.Mur, En(a-), M* are al
acceptable

H:A

P:—1

Fi+arF,

P1-or Py (if shown to be GLOB:1)

RH:1,2,- 34,5, 8,— 32,33 — 36

O+ C+ E— o+ e+ G Rh=32,23 Bela- ) (in ISBT
arder)

The order D C ¢ E & would be an acceptable
alternative. Probable genotypes as phenotypes (2.0

R,R, or DCe/DcE; R,r C*+ or DCeldee C¥%+) ara
acceptable, providing it is made clear that they are

anly probable genotypes based on haplotype
frequencies.

Null and mod phenotypes: Rho i Rh .

LU-1.23.4

Lufa— bt) Lu:d 4.

Null phenotype: Lu  of Lu(a— b}

KEL—1.2-345-6711,12.13-
17, 21

K- k+ Kpla= b+c— ) Ku+ Js(a- b+) Ki11,12,13, 7
Null and med phenotypes: K or Kell & K.

FYi1.4.3

FYi=1=2~3

Fy(a+b+) Fy:3
Fy(a-b—) Fy—3

Fy" may ba used as a phenotype

DI12-34-5-6~7

Di{a+b+) Wr(a- b+) Wd{a— ) Rb(a- } WARR=

D2, 24,5

Do(a+b+) Gy{a+) Hy+ Jofa+)




Deédi¢nost krevnich skupin

Dédicné znaky jsou tizeny urCitymi oblastmi chromozomu
(geny)

Geny se vyskytuji v parech (gen matetsky/otcovsky)
Varianty genu na molekularni trovni = alely

Obvykle dv¢ alely pro urCity gen (bialelismus), muZze byt 1
vice alel v genu (genovy polymorfizmus)

Kazdy gen koduje vznik specifickeho proteinu (antigenu),
ktery je typicky uspofadanim aminokyselin

Genotyp = geneticka charakteristika jedince, urcCuje, jaké
antigeny maji vznikat (dominantni 1 recesivni znaky)

Fenotyp = manifestni znaky (dominantni znaky)



Blood Groups Are Inherited
As The Products of Genes




Deédi¢nost krevnich skupin

V¢étsinou bialelicke systémy
Alela zajisSt'uje konkrétni fenotypovy projev genu
Alela dominantni/ recesivni/ kodominantni

Homozygotni jedinec: shodné¢ alely v genu (A/A , B/B,
0/0)

Heterozygotni jedinec: ruzné alely v daném lokusu (A/0,
B/0, A/B)



ABO systém - dédi¢nost

Matka/otec 00 AA.A0 BB.B0 AB
Fenotyp/genotyp 0 A B AB
00 00 A0,00 B0,00 A0,BO
0 0 A0 B,0 A,B
AA A0 A0,00 AAAOQ, AB,A0, AA,AB,
A A0 00 B0,00 A0,BO
A0 AB,A,B,0 A,AB,A.B
BB,B0 B0,00 AB,A0, BB,BO0, AB,BB,
B B,0 B0,00 00 A0,BO
AB,A,B,0 B,0 AB,B,A
AB A0,B0 AA AB, AB,A0, AA AB,
AB A,B A0,BO BB,B0 BB
A,AB,B AB,A,B A,AB,B




Unequal
Crossing-over
Cis-AB
Cis-AB/O o0 Cis-AB/O A/O Cis-AB
Cis-AB/D Q0 Cis-AB/O o0
Cis-AB O Cis-AB o




Fenotyp a souvislost s laboratornim
vySetfenim

» Vétsi mnozstvi antigenu (efekt davky) u nékterych
homozygotl proti heterozygotum

e Rizna sila aglutinacni reakce pri serologickém vySetreni
(s1ln¢jSi reakce u homozygotnich typu)

e U né&kterych krevnich skupin: Rh, Duffy, MNSs, Kidd



ABO system

nejvyznamnéjsi skupinovy systém
rozpoznani r.1900/Landsteiner

ABO gen na 9. chromozomu — alela A a/nebo B
a/nebo zadna z nich u krevni skupiny 0

Produkt genu: antigeny A a/nbo B ( jejich prukaz definuje
ABO skupinu)

Skupina 0 (chybi geny A,B) — antigen H
Specificke glykoproteiny nebo glykolipidy
4 fenotypy A ,B,AB,0
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The agglutination of IgM is stronger due to the relatively

bodily reaction as a result of agglutination with IgG can be more dramatic.[”)

large size of the IgM antibody, but the nature of the

Distribution of ABO and Rh Blood types (averages for each population)
_ | :

;‘"Population O+ | O- A+ A- B+ | B- AB+ \ AB-
Native South Americans(®] 100% - - =
Ireland!8] 52% 35% 10% 3%

Hong Kongl’] 40% 26% 27% 7%
Vietnam[®] 45.0% 21.4% 29.1% 4.5%
Indigenous Australians®] 44.4% 55.6% = =
‘ﬁGermany[S] 42.8% 41.9% 11.0% 42%
Bengal[sl 22.0% 24.0% 38.2% 159%
Sami people!®] 18.2% 54.6% 4.8% 12.4%
New Zealand!!9] 18.4% | 93% | 31.8% | 64% | 88% | lL6% | 32% | 0.6%
Australia 40% 9% 31% 7% 8% | 2% 2% 1%
Finland!!!] 27% 4% 38% 6% 15% 2% 7% 1%
Sweden 32% 6% 37% 7% 10% 2% 5% 1%
Denmark(12 35% 6% 37% 7% 8% 2% 4% 1%

| France 36% 6% 37% 7% 9% 1% 3% 1%
South Koreal’] 274% | 0.1% | 344% | 0.1% | 26.8% | 0.1% | 112% 0.05%
'United Kingdomll‘ﬂ 37% 7% 35% 7% 8% 2% 3% 1%
Eﬁted States!1] 38% 7% 34% 6% 9% 2% 3% 11{

Other human blood group systems

Tl ey

i R el



H antigen = zaklad pro ostatni ABO
antigeny

gen — enzym — antigen

soucCinnost genu FUT1(H) na erytrocytech & .‘
a FUT2 (Se) v sekre¢nich epiteliich o

geny koduji H-transferazu, ktera pripojuje

fukdézu ke galaktoze prekurzorove substance = S
a vznika H antigen

H antigen je neprimy produkt genu, glykanové

jednotky antigenu obsahuji fukozu



H antigen

Tkanova distribuce

« FUTI v erytroidnich tkanich, endotelu, sensorickych
nervech

« FUT?2 v sekretech exokrinnich, v epiteliich
 Casto aberantni exprese v malignich bb.

Funkce

 substrat pro A a B antigeny

e prekurzor Lewis antigenu

 uplatnéni v adhezi bb., receptor pro mikroorganizmy



Biosyntéza A, B antigenu

Probiha stejnym zpuisobem, tj. pfipojenim sacharidu
specifickych pro A nebo B krevni skupinu k H antigenu.
Vznika tim specificky polysacharid A, B nebo AB.

e A alela= A transferaza =
transfer GalNAc na Gal akceptor
« B alela =B transferaza = transfer

i Iaé
; o E

Gal na na Gal akceptor : G =
* ( alela =neaktivni = neprobiha
substituce oligosacharidi, ma H antigen

i e



M-Acetylglucosamine

FuUcose /

OO~~~ 0 antigen
NN\ upe

Galactose Glucose

Etype eﬂy We ErIYIme
Calactose

oCOCO~r OO0~

M-Acetylgalactosamine

E antigen A antigen



ABO sekretorstvi (vyluCovatelstvi)

solubilni ABH antigeny/glykoproteiny v télnich tekutinach
vyZaduji gen FUT2(Se)
Jedinec - nonsekretor se/se nevyluCuje ABH antigeny

80% osob jsou sekretori: podle ABO skupiny maji stejné
antigeny v sekretech (A+H, B+H nebo H)

20% osob jsou nonsekretori: v sekretech nemaji H an1 A
nebo B antigeny

stanoveni sekretorstvi: detekce ABH substanci (=
rozpustné antigeny) ve slinach nebo geneticky



A skupina: Podskupiny Al a A2

Kvantitativni rozdily
* Al nejfrekventované;si

 AIl(AI1B) silna exprese A antigenu (vice aktivni enzym)
— Pocet Ag mist/ery pro Al: 8-12 x 10°
pro A2: 1-4 x 10°

Kvalitativni rozdily

« Al ery obsahuji antigen A + Al

* A2 ery obsahuji pouze antigen A

—> Vznik anti-Al protilatky u osob A, nebo A,B



Slab¢ skupiny

fenotypové zmény- zeslabeni A a B antigenu
také zmény antigenli v sekretech

pri¢ina: genove mutace, vzacne alely provazené zménou
fenotypu

napt. A;,ALA L, Ay, Ay /' Bs, By, By, By
zpusobuji problémy pi1 urCeni skupiny

el

provazi je nalez nepravidelnych ABO protilatek



Ziskane zmény antigenu

Ziskany antigen B u osob skupiny A (vzacné naopak):
 slabsi reakce ziskaného antigenu B

» provazi onemocnéni GIT — deacetylace A sacharidu pomoci
bakteridlnich enzymi — zuistava sacharid podobny B antigenu — cross
reakce s dg. sérem anti-B

Zeslabeni antigenu (obvykle A antigen)

» leukemie (inaktivace A,B transferaz nebo inaktivace H transferazy se
sekund. zeslabenim A,B), malignity (neutralizace dg.séra solubilnimi
A,B substancemi)

Chimérické antigeny
« potransfuzni, potransplanta¢ni, F-M krvaceni, geneticka chimeéra



H - deficitni fenotypy

homozygotni forma inaktivniho FUT1 genu pro syntézu H
antigenu (h/h)

nevznikd H transferaza a H antigen, chybi prekurzor pro A
a B antigeny

fenotypové skupina 0, kter¢ chybi také antigen H a ma
proto navic piirozenou protilatku anti-H

dva typy tohoto hh fenotypu:

— nonsekretofi/typ Bombay (nemaji antigeny H,A,B Ag na erys ani v
sekretech + pravideln€ maji v s€ru kromé anti-A a anti-B tepelnou
a klinicky vyznamnou anti-H)

— sekretofi/typ paraBombay (maji H a A,B Ag v sekretech, ale ne na
erys + mohou mit v séru nevyznamnou protilatku anti-HI)



ALe"(ALe)

A
Le®(LeY)

H

L FOR B
Precursor(s)

BLe"(BLeY)

.PH Le® (Le¥)

=R

P D-oalacrose P L-fucose inol-2 linkage

1 M-acetyl-D-glucosamine A Lfucoseinal-a [orxi-4) linkeqe
MN-acetyl-D-galactosamine R Remainder of the molecule



ABO protilatky

odliSuji ABO system od vSech ostatnich skupin — jsou to
pravidelné protilatky a odpovidaji ABO antigenum
,,prirozene* protilatky v dusledku ,,imunizace*
mikrobialnimi substancemi podobnymi A,B antigentim
ABO protilatky IgM, ale 1 IgG nebo IgA

dvé protilatky: anti-A a anti-B/ u osob 0 take anti-A,B

od 3.meésice véku dostatecny titr, stacionarni béhem Zivota,
zmeny pi1 imunizujicich stavech v t€hotenstvi,

vzacné jiny nalez: novorozenci, slabé skupiny, nemoci
transfuzich



Group AB

A
AN~

AL A
ALY AY

Anti-A and Anti-B

Antigens

present AandB

antigens

A antigen B antigen

No antigens




Slabe A podskupiny - serologie

Skupina Anti-A Anti-AB Anti-A Anti-Al Antigeny
sérum sérum protilatka protilatka | sliny sekret.

A, mf mf ne nekdy |AH

A g mf mf ne nekdy |H

A, -/W + -/+ casto |H (A))
A -/w -/+ ne ne AH

Ay - - ne ne AH

A - - nékdy |ano H




Laboratorni vysetfeni ABO skupiny

Prukaz A,B antigenu na erytrocytech

Prukaz anti-A, anti-B v plazmé/séru



1. Laboratorni vysetfeni ABO skupiny:
AB(0) antigeny na erytrocytech

dg.sérum anti-A, anti-B

monoklonalni séra pro pfimy solny test /pokojova T nebo
polyklonalni séra -A,-B,-A,B

metoda zkumavkova, sloupcova aglutinace, pevna faze, na
skle, mikrotitracni desce

rostlinn¢ lektiny (monoklonalni séra) pro odliSeni Al
podskupiny

rutinné provadéna kontroly kvality reagencii ( kontrola dg.

sér a dg. erytrocytll) = pi1 nesouhlasu v kontrole nelze
uzavrit vysledek krevni skupiny



Multiple alleles
ABO blood group s

Type AB

Type A blood
transfused into
Type B person

Type B blood
transfused into

Type B person -
OK

Type O

Copynght £ Pearsen Education, Inc,, publishing as Benjamin Cummings

A medical
problem -
some blood
transfusions
produce
lethal
clumping of
cells.

Don’t worry
about details
yet...



2. Laboratorni vysetfeni ABO skupiny:
pravidelne ABO protilatky

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

* testy pro pfimou aglutinaci / pokojova teplota s inkubaci
(doplnujici testy pro 4°C event. 37°C)

« zfetelné makroskopické reakce

* do 4. mésice véku se nevysetiuji (chybi, matetské Ig)

O (anti-A,B | A (anti-Bv | B (anti-A | AB(zadné¢

v séru) séru) vséru) | protilatky)
Dg.ery 0 0 0 0 0
Dg.ery Al + 0 + 0

Dg.ery B + + 0 0




Group AB

A
AN~

AL A
ALY AY

Anti-A and Anti-B

Antigens

present AandB

antigens

A antigen B antigen

No antigens




3. Nepravidelne ABO protilatky

* anti-Al u osob A2, anti-H u osob Al
» chladovy typ /RT/4°C, vzacné anti-A1 pi1 37°C
* nebyva klinicky vyznam, vedlejsi nalez pi1 vySetfeni KS

anti-Al anti-H
Ery O 0 +
Ery Al + 0
Ery A2 0 +
Ery B +++ +++







* Princip serologického vysetieni vSech krevnich skupin je
stejny: antigeny na vySetfovanych erytrocytech detekujeme
pomoci specifickych diagnostickych protilatek (dg. sér) v
testu a technikou, které umoznuji jejich prukaz. Je to
naprosto dostacujici pro bézné diagnostikovani. U ABO
skupiny se prokazuji také pravidelné ABO protilatky.

* Genetickée vySetfeni umoZni precizni diagnostikovani
skupinovych antigent, je zvlasté prfinosné u abnormalnich
forem antigent, u transplantovanych a transfundovanych
jedincu.



ABO diskrepance

« Pri vySetfeni antigenti nebo protilatek
« Diskrepance je nutné vyresit pred uzavienim vysledku
* Pokud nelze — podavat 0 erytrocyty, AB plazmu

* Opakovat vySetfeni, proveést vysetifeni z nového vzorku,
pouzit jin¢ reagencie spolu s kontrolami, jin¢ reak¢ni
teploty, promyti erys apod. dle typu problému

« Validace testu — predni x zadni fada, kontroly dg.sér
PriCiny: Technické chyby. Abnormalni s€rové proteiny.
Abnormalni antigeny. Polyaglutinabilita. Ziskan¢, zeslabené
antigeny. Nadbytek substanci. Chimérismus.
Protilatky/autoprotilatky. Imunodeficity. Jin¢ pficiny.



Aberantni reakce p¥i vySetieni ABO skupiny

Pozitivni vysledek
Piedni Fada

Zadni fada

Ziskany antigen B (A)
Nemoci GIT (ca, obstrukce, insekty)
Karcinom pankreatu

Abs piitomné v reagentech proti Ag pacienta

Rouleau
Vyssi globulinemie
Vyssi fibrinogen
Wartonav rosol
Pfitomnost makromolekul

Geneticka chiméra cis-AB

Polyaglutinabilita

ABO protilatky v séru pacienta

Mikrobialni T aktivace erys Anti-Al
Nonmikrobialni Tn aj. Anti-H
Autoaglutinace Rouleau

Silné chladové autoprotilatky

Vyssi globulinemie

Vyssi fibrinogen
Wartondv rosol
Pfitomnost makromolekul

Senzibilizované erytrocyty
Tepelné autoprotilatky
Potransfuzni reakce

Aloprotilatky v séru pacienta proti Ag
dg.erytrocyti

Netypické protilatky proti slozkam reagentli

Chladové auto nebo aloprotilatky

Negativni vysledek
Piedni Fada

Zadni Fada

Slabé A,B skupiny

Zeslabeni nebo deficit protilatek
Hypogamaglobulinemie
Novorozenci, stafi
Imunodeficitni stavy
Imunosuprese
Agamaglobulinémie

Nadbytek skupinové specif. Solubilnich substanci
Ca GIT
Ca pankreatu
Mukozni cysty ovaria

Geneticka chiméra cis-AB

Zeslabeni pfi nemoci
Akutni leukemie




Klinicke souvislosti

Asoclace s nemocemi vzacneé

« H antigen: pouze v souvislosti s hyperakutni rejekci

transplantovaného organu u osob typu Bombay a
paraBombay, u kongenitalni poruchy glykosylace (neni
dodana fukoza do Golgiho aparatu)

Asociace s transfuzi ¢asto

ABO inkompatibilni krev vede k HTR a jejim komplikacim

velka (nové antigeny darcovske darce A/piijemee 0 ) nebo mala
inkompatibilita (nove protilatky darcovske piijemce A/darce 0)

velka inkompatibilita je pro transfuzi neptipustna



HEMOLYTIC TRANSFUSION
REACTION




Asociace s transplantacemi

 perifernich hematopoetickych kmenovych bb.(PBSCT)
nebo kostni diené¢ (BMT)

 solidnich organu (ledviny, srdce, jatra vs. rohovka, kost)

 Casn¢ a pozdni hemolyticke komplikace a rejekce graftu
pi1 velké a mal¢ nebo oboustranne inkompatibilité

Asociace s HON

« Pi1 ABO typu neshody matky vs. plod (typicky matka 0)
» IgG protilatky v etiologii HON

Uplatnéni ve forensni medicing



Rh systém

dva vziajemné spojen¢ homologni geny RHCE a RHD  na
1.chromozomu

RHD gen koduje RhD protein (antigen D. Nepfitomnost
genu = chybi antigen D)

RHCE gen koduje RhCcEe protein (kombinace antigent
Ce,ce,cE,CE)

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

kazdy gen 10 exonu
opozitni orientace RhD a RHCE - Rh boxy — gen SMP1



D and CE

[ElCentromere Small Memblane Protemn 1 Telomere[E]

|T> RHD >-m< RHCE

Rh box Rh box 3 5°

&
¥
&
¥
F
k

58,000 bp 30,000 bp 58,000 bp

Chromosome 1p34.1-1p36 (short arm). Opposing orientation.

Wagner and Flegel. ISBT Vienna 2000



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



hhlclie proteinu a zarover mohou byt pricinou zesi-
lené exprese D antigenu (u fenotypu. D--/D-- je tak
vysoky podet I) antigeni, Ze doch4zi k aglutinaci téch-
to krvinek i li¢inkem inkompletnich (IgG) anti-D pro-
tilatek.

* Rhnun 2 Rhmoea fenotypy

Na krvinkdch téchto fenotypt nejsou prokazovany
zadné Rh antigeny (Rhnun), nebo jsou velice zeslabené
a prokazatelné jen nejcitlivéjgimi metodami (Rhmed).
Podle zptisobu dédi¢nosti byly rozeznavany dva typy
Rhnuni: amorfni (heterozygotni potomci téchto jedinca
— prenaseéi amorfni alely, aé sérologicky vypadali jako
homozygoti, pfendseli své Rh antigeny jen na 50 %
potomkii) a regulatorovy typ (zde v potomstvu prena-
§eél regulatorové alely byly dédény Rh antigeny nor-
malnim zptisobem). Metody molekularni biologie od-

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

Lalllcll = Woblallltly  UvULL dull  pPILUVLcliill oo lyvoilld

RhAG glykoproteiny. Ndsledné je omezena i exprese
ostatnich struktur Rh komplexu.

REDger o P HAHAHEHEHTHEHSHI
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,

A R S




« D antigen je exprimovan na membrané erytrocytu (RhD+)
* D antigen chybi na membran¢ erytrocytu (RhD-)
— delece celeho genu (nase populace)
— mutace genu
— hybridni gen
— 1naktivni RHD pseudogen
* D antigen je fenotypové odlisny’- slabsi (rizné genetické
zmeény-mutace, hybridni alely, rekombinace genu- vedou
ke vzniku vzacnych alel, navenek se projevi zménou RhD)
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* Rh proteiny (antigeny) prochazeji 12x membranou,
kazdy vytvari 6 extracelularnich loopt, na kterych
jsou umistén¢ Rh antigeny

* substituce né¢kolika aminokyselin Rh proteinu
vzajemn¢ odliSuje RhD a RhCcEe antigeny




Rh antigeny

« antigeny D,C,c,E.e (Cw)

» vyskyt dle typu populace (D+ cca u 85% Evropanu, 90%
Afri¢anu, u 100% Asiati)

* jsou podobné¢, rozdil mezi RhD a RhCE proteinem 30-35
AMK

* Vysoce imunogenni proteiny

 zalezi na tvaru molekuly a na interakci mezi jednotlivymi
extracelularnimi loopy

« nékolik desitek tisic kopii/ery, zdvisi na genotypu
 epitop = charakteristické usporadani AMK fetézce

Ostatni Rh antigeny: high nebo low freqency antigens



ept1-21.100

RHD
exons




Rh antigeny

 serologicke rozeznani
pomoci dg.sér
anti-D,-C,-c,-E,-¢

« zygocit D/D aD/d
nelze serologicky
odlisit (chybi anti-d)

* kombinace 3 paru alel
Cc/Dd/Ee umoznuje
vznik 8 haplotypu
a 36 genotypu

Antigeny Fenotyp Genotyp

D+C+c-E-e+ | DCe/DCe | DCe/DCe
RR, R,R,

DCe/dCe
R’

D+C-ct+E+e+ | DcE/dce DcE/dce
R,r R,r

DcE/Dce
R,R,

Dce/dcE

Ror




Funkce Rh antigenii:

« udrzeni integrity membrany erys ( protein bandu 3)
 transport amoniaku

* kanal pro transport 0,/CO,

Tkanova distribuce:

 erytroidni tkané, ledviny, jatra, kiize, mozek, testes
Asociace s nemocemi:

* hemolyzy - HON, HTR

* nemoc Stépu proti hostiteli - GVHD

* hemolytick4d anemie u Rh deficient.syndromu (Rh, )



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=r1’
dcE=r"

dCE =rY



Most Common
RH Phenotypes

Rh positive Rh negativ
DCe

DCce ce

Dce

DcEe

DcE
DCcEe




Abnormalni typy Rh antigenu

u cca 1% vSech RhD pozitivnich osob

D-- : chybi antigeny RhCcEe a zesiluje exprese RhD
Rh, . chybi Upln€ vSechny Rh antigeny

Rh, 4. zména exprese, zeslabeni Rh antigenu

Variantni D antigeny:
— Weak D: kvantitativni zména antigenu

— Parcialni D: kvalitativni zména v mozaice antigenu



Weak D: slaby antigen, DY

puvodni terminologie ,,D¥

tém¢er zadna zména AMK v extramembranozni ¢asti RhD
proteinu, mutace postihuji intramembranozni a
intracelularni ¢ast proteinu

porucha zakomponovani Rh proteinu do tetrameru Rh
komplexu

nedochazi k anti-D imunizaci




Pii¢ina DV Dédi¢nost

zdédéna zeslabena exprese DY antigenu pii

— kompletnim D antigenu, ale jeho menSim poctu na erys

pouze slab¢ aglutinace nebo chybéjici aglutinace v pfimém
aglutinaCnim testu

siln¢ aglutinace v NAT s AGH

netvori se anti-D, je mozné bezpecné transfundovat D
pozitivni krev



\YE A

Pri¢ina DV Efekt pozice

 1nterakce alely D a C u genotypu cDe/Cde
* (Calelaje v trans pozici k alele D

* netvori se anti-D, je mozn¢é bezpecné trasfundovat D
pozitivni krev



Parcialni D: varianty D, D&
Chybi jedna nebo vice obvyklych casti (epitoptr)
D antigenu
Mutace , rekombinace RHD genu

Zmeéna se projevi v extramembranozni ¢asti RhD proteinu
— nékteré epitopy zcela chybi
— antigen je slozeny z jinych epitopli = novy tvar proteinu
Problém: vznik alo-anti-D, ktera reaguje se vSemi RhD+
krom¢ vlastnich ery

Problém: diagnosticky + tvofti se

alo-anti-D po transfuzi D+




Partial D: Multiple epitopes make up D antigen. Each
color represents a different epitope of the D antigen.

Patient B lacks
one D epitope.

The difference between Patient A and Patient B is a single
epitope of the D antigen. The problem is that Patient B can make
an antibody to Patient A even though both appear to have the
entire D antigen present on their red blood cell’s using routine

anti-D typing reagents..



Vysetieni RhD : Reagencie

rutinni vySetfeni D antigenu v ramci krevni skupiny
diive polyklonalni protilatky, dnes monoklonalni
protilatky (dg.séra)

vyhody: silné reakce v pfimém aglutinacnim testu, nizky
obsah proteinti - vhodné pro senzibilizovane erys
duplicitné provedené vysetieni dvéma odliSnymi dg. séry
(chybi piirozené protilatky)

porovnavani shody vysledk u obou vysetieni

validace testu - pouziti kontrolniho séra (Ctl) + kontrola
pozitivni (D+erys) a negativni (D- erys)



Cil vySetieni D antigenu:

Darce krve/event. novorozenec:

« zachytit vSechny typy D antigenu

e 2 ruzna séra pro aglutinacni test (ruzn¢ anti-Dep klony)
» doSetfeni slabych antigenu v NAT

Ptijemce/téhotna:
 1dealné: parcialni D=RhD neg, weak D= RhD poz
* nedetekovat DVI variantu

* nedosetrovat slabe antigeny v NAT

Serologicky bézné nelze rozlisit Dw/v, molekularné geneticke
metody (PCR).



FaleSn¢ pozitivni vysledky:
« spontanni aglutinace vysetfovanych erys se vSemi dg. séry
(oldisi Rh kontrola)

 aglutinace erys pi1 obsahu chladovych protilatek nebo
paraproteinu ve vySetfovaném vzorku (Rh kontrola,
opakovani vySetfeni Rh po promyti erys)

« kontaminace diagnostika - bakterie, T, Tn aktivace erys

 laboratorni chyby

FaleSn¢€ negativni vysledky:

 selhani diagnostika (pouziti kontroly + a - )

 laboratorni chyby



C,c,E,e antigeny

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

substituce AMK v RhCcEe proteinu vede ke vzniku
slabych a variantnich antigent

sloZzene¢ antigeny ce, Ce, CE, cE, antigen G
antigen CV, C*, MAR



Rh protilatky

klinicky vyznamné, imunni = vedou k destrukci erys

IgG / lab. teplota 37°C/ neptima aglutinace

neaktivuji komplement, vedou k extravaskularni hemolyze
Prochazeji placentou

HON, HTR

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

Rh autoprotilatky u AIHA

zvySena reaktivita v enzymovem testu, efekt davky

profylaktické pouziti anti-D u HON, klinické 1é¢ebné
pouziti anti-D u ITP



Ostatni krevni skupiny

I1 e Ostatni s men¢

I ewis castymi Abs

Kell (Dombrock, Diego,
4 Colton,

Ki Chido/Rodgers,

Dufty Gerbich, Cromer)

Lutheran « HFA

MNSs « LFA

P



[1 systém

sacharidoveé struktury linearn€ spojene

antigen 1 je prekurzorem antigenu I

fenotyp I dominuje u dospélych, 1 fenotyp u novorozencu
od narozeni do 2 let véku se mnozstvi I antigenu zvySuje
antigeny jsou pritomné v sekretech, plazmé

zmeény antigenu u akutnich 1 chronickych leukemii



Funkce

* zajiSt'yji pripojeni sacharida k proteintim a lipidiim
bunééné membrany

* receptory a ligandy v adhesivnich procesech

Tkanova distribuce

« vSechny krevni bunky, sekrety, epitel, jin¢ tkané (o¢ni
cocka)

Asociace s nemocemi

 anti-I u CAD (prikaz pomoci erys I-)

e zvySena exprese 1 antigenu u thalasemie



Lewis /Le
FUT3 (Lewis) FUT2 (Se)

souvisi s ABO a H/h systtmem

gen na 19. chromozomu

addice specifickych monosacharidu k prekurzorovému
fetézel

ucast na synteéze antigenu Le? a v pfitomnosti genu Se také
antigenu Le®

syntéza neprobiha v erytroidni tkani, na erys se navazuji z
plazmy, jsou obsazeny v sekretech

antigeny Le?, Leb, LeX (Le°), LeY (LeY)



ALeP(ALeY)

A
Le®(Le¥)

H

BLe® (BLeY)

Le® (Le¥)

-\E\\
$ @R
P C-galaciose P L-fucosea inal-2 linkage

1 M-acetyl-D-glucosamine A iucoseinea -3 [ -4 linkage
MN-acetyl-D-galactosamine R Remainder of the molecule



* Fenotypy

Le(a+b-)

Le(a-b+)

Le(a-b-)

Le(atb+) Jexprese H, nekompletni fukosylace: unikatni

e Funkce:
nejasne, nejsou patologicke souvislosti, ligandy pro
E-selektiny, adhesivni funkce



Lewis protilatky

piirozene protilatky, bez imunizacniho podnétu
anti-Le?, anti-Le®

Casté protilatky

IgM — lab. prukaz v chladovych testech

ne aktivni pi1 37°C ( nékdy -Creaktivni, hemolyza)
vzacné imunni: HON 1 HTR

asoclace s organovymi transplantacemi



Kell.
Kel. Cellano

» Glykoproteinove antigeny, silné¢ imunogeny

« Kell protein je pripojeny k membranovému proteinu XK
« Kell proteiny tvoii cca 25 antigenil

« Antiteticke alely K2/K1, K4/K3, K7/K6, K11/K17

« Ruzna frekvence vyskytu v populaci

Funkce:
« Kell : aktivace bioaktivnich peptidu /proteolyza
» XK: membranovy transportni protein

Asociace s nemocemi:

« absence XK (McLeod) u akantocytozy a svalové dystrofie
s neurologickymi defekty



Kell protilatky

Protilatky:

« zname od r.1949 pi1 anemii novorozence

* 1munni protilatky, IgG typ

* klinicky vyznamne¢

« v etiologit HON (hlavné anemie, ne hemolyza), navic
suprese erytropoezy), HTR

 Castd anti-K1, vzacné€ anti-K2, raritn€ anti-K



Kidd /Jk

 membranovy glykoprotein

e produkt jednoho genu JK na 18 chromozomu

« alely JKA, JKB, ostatni jsou vzacné

« Jk(atb-), Jk(a-b+), Jk(at+b+)

Funkce:

e transport urey

» udrzeni osmotické stability a deformovatelnosti ery
Tkanova distribuce:

 erys, leukocyty, ledviny



Kidd protilatky

malo frekventované

nebezpeéné, podléhaji rychlé fagocytoze - prehlédnutelné -
rychla sekundarni anamnesticka odpovéd’

Imunni IgG typ, hemolyzujici GCinek pi1 aktivaci
komplementu

efekt davky u homozygotni exprese

zesilene reakce v enzymovych testech

pri¢ina HTR, vzacné u HON



Duftty /Fy

* membranovy glykoprotein

* Fy(atbt), Fy(a-bt), Fy(atb-)

Funkce

* chemokinovy receptor, receptor pro Plasmodium knowlesi
« protektivni fenotyp Fy(a-b-)

* Uloha v zanétu a pi1 malarické infekci

Tkanova distribuce

 erytroidni 1 nonerytroidni bb., epitel ledvin, endotel, plicni
alveoly aj.

Asociace s nemocemi nejsou zname



Duffy protilatky

Protilatky:

* mene Caste

* 1munni protilatky IgG

« HON vzacné, nékdy HTR

 faleSné€ negativni testy pouzivajici enzymy (destrukce Ag)



[Lutheran /LLu

membranovy GP

pies 20 alel , vétsina vysokofrekventnich

po narozeni slabé Ag, postupné zesiluji (nebyva HON)
enzymy nepusobi destrukci Ag

Funkce: bunécna adhese, erytropoeza

Tkanova distribuce: epitel, endotel, erys (ne na lymfo,

granulo, mono, trc)

Asociace s nemocemi: nejasna, byva vyssi exprese Ag u

malignit



Lutheran protilatky

malo Casté

vetSinou IgM, v chladovych testech
nékdy IgG v testech pi1 37°C

mohou vazat komplement

casto v kombinaci s HLA protilatkami
efekt davky u homozygotni exprese

raritni anti-Lu? u null fenotypu



MNS. Glykoforiny A,B,E

* GPA gen = MN skupina

* GPB gen = Ss skupina

* GPE u vzacnych variantnich alel

 membranove Ag, tvofi negativni povrchovy naboj erys
Funkce:

* nejasna, absence nevede k fyziologickym abnormalitam
* receptor pro komplement ,cytokiny, bct, viry

Tkanova exprese:

* pouze erys

Asoclace s nemocemi: neznama



MNS protilatky

vEtSinou prirozené protilatky
bez klinickeho vyznamu
efekt davky u homozygotni exprese

vzacné HON a HTR pi1 aktivité v NAT ( imunni protilatky
anti-s,-S,-M)

anti-N-like u dilazovanych pacientt

raritni ant1-U u jedincu S-s-



P system

« Globosidové antigeny P, P* a paraglobosid P,
* raritni fenotyp p

Funkce:

v diferenciact B lymfocytu

« adhese bb., P antigen je bunény receptor pro bakterie - na
erys pro parvovirus B19

Tkanova exprese:

 erys a jin¢é krevni bb., endotel, svalové bb., GIT , tumory,
bakterie



P system protilatky

Casta anti-P, jako pfirozena chladova protilatka
aktivace komplementu

nebyva HON, HTR

vzacne I1gG

anti-P,-PX,-p jsou vzacné

anti-PP P¥ u raritniho fenotypu p

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

v komplexu s jinymi protilatkamai (-IP,,-IP)



T/Tn

antigenem je neuplné dostavény polysacharid

za normalnich okolnosti se tyto antigeny nevyskytuji, za
patologickych situaci umoznuji polyaglutinabilitu riznych
krevnich bunék (ery,trc,leu)

. prechodna exprese T antigenu na ery u malignit, virovych

onemocnéni (neuraminidazy uvolnéné z mikrobu
odstranuji kyselinu sialovou membrany)

trvalé odhaleni T antigenu u 1diopatického T, syndromu,
malignit (MDS, leukemie), autoimunnich chorob

pravidelnd anti-T, protilatka v sérech zdravych lidi
odliSeni typu T aktivace dle reaktivity s riznymi lektiny



Chido/Rodgers

« Ag tvori C4A (acid) a C4B (basic) 4.slozky komplementu

 pi1 aktivaci komplementu a jeho Stépeni zistane fragment
C4d (1.Ch/Rg) pfipojeny na membranu ery

« pfitomné v plazmé, odtud se navazuji na erys

Funkce proteint
 patfi ke klasické aktivaci C, pomahaji pi1 interakci mezi
Ag a Ab komplexem a jinymi komponentami C



Colton /Co

e 11 antigenii jednoho genu AQP1 (protein vodniho kanalu)
 AQPI1 a AQP3 exprimovan¢ na erys.
Funkce

« ZajiSténi transportu molekul vody membranou erys podle
osmotickeho gradientu

Tkanova distribuce

 vétSina tkani v€etné erys (ledvinové tubuly, kapilary,epitel
oka, hepatalni duktus aj.)

* Vyznamn¢ protilatky: HON, HTR



Cromer /Cr

* soucast DAF(CD55) = komplementregula¢ni protein, tlumi
aktivacni kaskadu

 receptor pro adhesi nékterych mikroorganizmu/ enteroviru
Funkce

* regulace komplementu, chrani tkané inhibici C3 a C5
konvertazov¢e aktivity pi1 klasické a alternativni cesté

Asocilace s nemocemi

* nejsou pospané abnormality, pouze u null forem
intestinalni nemoci

* u PNH je deficientni DAF



Diego /D1

protein bandu 3

exprimovany v ruznych tkanich jako hlavni integralni
protein membrany bunky

ctvrty loop z 12 nese ABO epitopy
absence bandu 3 je spojena se sferocytozou a hemolyzou

Funkce

udrzuje strukturu a stabilitu bunky a jeji interakci s
enzymy, Hb...

ucast pri vzniku senescentnich Ag na starych erys
adheze parazitu (malarie) na erys

zaj1Sténi flexibility a tvaru bunky, transportu iontt



Distribuce ve tkanich

 erytroidni gen je na erytrocytech
« exprese v ledvinach, kostech
Asociace s nemocemi

« v patogenezi ovalocytozy (Melanesie), kongenitalni
akantocytozy, hereditarni sferocytozy

Protilatky:
* 1munni IgG

* hemolyzujici u€inek



Dombrock /Do

« glykoproteinovy Ag piipojeny k membrané erys GPI
kotvou

* neznama funkce

« tkan¢: erytroidni, lymf.uzliny, testes, slezina

* asocilace s nemocemi: ztrata Ag u PNH

Protilatky:

* obvykle ve smési jinych protilatek

« 1munni IgG, neaktivuji komplement



Gerbich /Ge

« glykoproteiny membrany

e tf1 vysokoincidentni Ag, ale také Ge negativni fenotypy

Funkce

« udrzuji integritu bunky, negativni povrchovy naboj erys,
participuji pi1 vstupu Plasmodia do erys

Tkanova distribuce

 erytroidni 1 nonerytroidni tkané

Asociace s nemocemi

« udrzuji tvar erys a zajiSt'uji deformovatelnost erys, absence
muze vést k eliptocytoze nebo abnormalnimu tvaru erys



Protilatky:

« 1munni IgG

 vzacn¢ HON, HTR

 autoprotilatky u AIHA, klinicky nevyznamné



Ostatni skupiny

Vysokofrekventni antigeny  Nizkofrekventni antigeny

 Vel, Lan, JMH, Sd?, At? e Chr®, By, B1, JONES,

* Obtizné identifikovatelné / HIK,SARA
referenCni pracovisté e Vzacné imunizace

* Tém¢er nelze najit
kompatibilni krev

» Slozité potvrzeni
negativnimi fenotypy



Registry darcu krve

Jsou:

* Narodni registr darcii vzacnych krevnich skupin / Transnet
* Mezinarodni registry darcu vzacnych krevnich skupin

« Referencni laboratore narodni/mezinarodni

Cil:

* Vyhledavani skupinové shodnych darcli pro imunizovane
pacienty — zajiSténi substituce krve (mrazené TU)

Work shop



View Rare Blood Types

Information

Blood
Type

Oh
CDE/CDE
CdE/CdE
CwD-/CwD-
-D-/-D-
Rhnull
Rh:-51
LW (a-b+)
LW (a-b-)
S-s-U-
S-s-U(+)
PP

Pk
Lu(a+b-)
Lu(a-b-)
Kp(a+b-)
Kp(a-b-)
Js(a+b-)
Ko

K:-11
Fy(a-b-)
Jk(a-b-)
Di(b-)
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Cave: Laboratorni prukaz

Antigent na vySetfovanych erys pomoci znamych dg. sér
Protilatek ve vySetfovaném séru pomoci znamych dg. Erys

Prukaz komplexu antigen+protilatka = aglutinace

Zaskoleny personal
Standardni laboratorni postupy

Postup dle spravné laboratorni praxe



