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Obecna imunohematologie

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

* Nauka o antigenech, protilatkach, imunitnich reakcich,
klinicky vyuzivana pfri pripravé a podani transfuze a u
nékterych jinych stavu

e Resi specifickou imunohematologickou problematiku
(hemolytické onemocnéni novorozence, autoimunitni
hemolytické anemie, potransfuzni reakce, uplatnéni v
transplantologii)




Imunita

e Obecna definice: odolnost proti nemocem, antigenum

o Zajistuje ji systém bunék, tkani a molekul, tzv. imunitni
systém

e Dva typy imunity:

e Prirozenad (nespecificka) -OkamZitd reakce, brdni vstupu aloantigent do

organizmu, rychle je eliminuje (prvni linie obrany).
o Neporuseny epitel (jeho enzymy, mikroflora)
o Humoralni slozka (komplement, cytokiny, interferony)
o Bunécna slozka (fagocyty, NK buriky)

e Ziskana (specificka, adaptivni) - Pomalejsi, ale specifickd a vice
efektivni obrana (stimuluji ji antigeny, které pronikly do tkdni; rozpozndni
antigenu v lymfatickych orgdnech)

o Humoralni slozka (protilatky tvorené B lymfocyty, eliminuji mikroby
z extracelularnich tekutin)

0 Bunécna slozka (T lymfocyty, CD4+ a CD8+ eliminuji mikroby z
bunék)




Imunohematologie = protilatkovy typ
specifické imunitni odpovedi

Protilatky /imunoglobuliny

e produkty B-lymfocytU

e pritomné na membrdné B lymfocytu jako antigenni
receptory (BCR) nebo rozpusténé jako proteiny v krvi
a v mukodznich tekutinach

e neutralizuji a eliminuji antigeny z krve a sliznic

e pusobi pouze extracelularné

®* rozeznavaji jen urcite typy antigennich molekul

(sacharidy, slozité chemické struktury s lipidy a
proteiny)




Struktura imunoglobulinu

e 4 polypeptidové retézce protilatky H2L2
e obsahuje 2 identické tézké (H) a 2 identické lehké (L) fetézce
e Tvofitvar pismene Y, vzajemneé spojené disulfidickymi mustky

e Dva fragmenty Fab + jeden fragment Fc, mezi nimi flexibilni
otocna oblast

e V\ariabilni ¢ast obsahuje oblast pro vazbu
antigenu

e Konstatni ¢ast je neménna, ma oblast
pro jinou vazbu (komplement, fagocytoza)

o Lehké retézce: kappa, lambda

o Tezkeé retézce: rozliSeni na izotypy
IgM,1gD,IgG,IgA,IgE

Fig 1.17 © 2001 Garland Science
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Struktura protilatky

Monomery IgG,|gD,IgE = dvé vazebna mista pro Ag
Dimer IgA = Ctyri vazebna mista pro Ag

Pentamer IgM = deset mist pro Ag

+ Pentamer
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Antigeny

e Cizi substance navozuijici
imunitni odpovéd

: components
of coll wall

e Epitop (antigenni
determinanta) = ¢ast Ag,
na kterou se navaze

protilatka

e Jeden antigen muze mit e Antigeny v
vice rlznych epitopu imunohematologii:

e Obvykle proteiny, e krevni skupiny erytrocyt(
polysacharidy, lipidy, NK e HLA (histokompatibilni,

transplantacni) antigeny
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Komplement

e soubor sérovych a membranovych glykoproteinu, které slouzi
jako humoralni slozka nespecifické imunity

e nejdulezitéjSimi proteiny komplementu jsou sérové proteiny C1-C9,
prevazné proteolytické enzymy (kaskadova reakce)

e hlavni funkce:
e opsonizace bakterii pri fagocytoze
e chemotaxe fagocytU
e zanétliva reakce
e |lyza bunék (membranolyticky komplex)
e 3 cesty aktivace komplementoveée kaskady:
» klasickd (kontakt s Ab) — uplatnuje se vimunohematologii
e |ektinova (vazba lektinu na bakterialni povrchy)

e qlternativni (s endotoxinem)




Pusobeni komplementu na erytrocyty

e Masivni aktivace komplementu = intravaskularni typ
hemolyzy (vzniku membranového komplexu MAC+
vazoaktivnich peptidl): lyza erytrocyt(

e Mirnéjsi aktivace komplementu = extravaskularni hemolyza
v RES: fagocytdza erytrocytu

napf. akutni HTR pri ABO neshodé¢, CAD........i.v.lyza
napf. pozdni HTR, HON, WAIHA .....fagocyto6za

Hemolyza = zkracené prezivani erys na méneé nez 100-120 dni
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Imunohematologicka vysetreni

Princip: detekce imunnich komplexu Ag+Ab

* Hemaglutinacni reakce = aglutinace (antigen = partikule
ery, trc, leu)

e Vzacneé jiné metody ( ELISA, imunofluorescence, FCM, dnes
Castéji chipy, PCR...)

e Rutinni pouziti pro stanoveni antigenu, vysetreni
protilatek, predtransfuzni testy

e RUzné aglutinacni techniky - testy sklickové, zkumavkové,
pevna faze, sloupcova aglutinace v gelu

o Testy pfri teploté 20-23°C (PT), 4°C, 37°C dle cile vysetreni
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Aglutinace prima/ solny test

e Solné prostredi = fyziologicky roztok

e 1gM molekula preklene vzdalenost mezi 2 ery
lgM = kompletni protilatky

e Pouziti: e

e Detekce erytrocytovych Ag pomoci IgM Abs
ABO, RhD, C, ¢, E, e, K, M, N aj.

e Detekce antierytrocytovych protilatek (IgM)
anti-A, anti-B, chladové Abs




Aglutinace neprima

e Zasadni vyznam v imunohematologii

e Hlavné pro detekci IgG protilatek, které nejsou schopné primé
aglutinace
e Pouziti:
e Detekce erytrocytovych Ag pomoci IgG Abs
Dw/v (u darctl), Duffy, S, s aj.
e Detekce antierytrocytovych protilatek tridy IgG
Vsechny klinicky vyznamné abs (kromé anti-A/-B)
e Neprima aglutinace v situaci, kdy je nutné vizualizovat vzniklé
imunni komplexy (u senzibilizujici protilatky):
e Uprava erytrocytl pomoci enzymu
e pouziti testu s AGH (antiglobulinum humanum)
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Neprima aglutinace - enzymové testy

e Bromelin, ficin, papain, trypsin
Stépi chemické vazby nékterych slouc¢enin na membrané erytrocytU
(derivaty kyseliny neuraminové) — odkryva antigenni mista a
membranové antigeny se tak stavaji dostupnéjsi pro protilatky
snizuji elektronegativni pole kolem erys a vzajemné je priblizuiji,
umoznuji tim navazani protilatky
v prostredi s enzymem ziskava protilatka vyssi schopnost aglutinovat
erys (autoaglutinace)
nevyhoda: mohou se demaskovat nezadouci antigeny (kryptantigeny)

obtizna standardizace ezymovych testl (nespecické reakce)

e Jednofazovy test (pridani enzymu do reakce)

e dvoufdzovy test (enzymované erys)
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Neprima aglutinace - antiglobulinové testy

(Coombsovy testy)
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e Pouzivaji protilatky proti lidskym proteindm - Tl Te [me e
(AGH sérum = Antiglobulinum humanum)
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e AGH detekuje protilatky i komplement —
polysfecifické/monospecifické (1gG, IgM, IgA, C3d, 1gG1..)

e Pro vysetreni protilatek v séru i navazanych na erys,
zkousku kompatibility, vysetreni nekterych krevnich skupin

e RUzné techniky provedeni (zkumavkové, pevna faze,
sloupcova agl.), modifikace testu se zkrdcenim doby
inkubace v LISS, uziti PEG

Aktualni doporuceni: AGH test s pouzitim
roztoku o nizké iontove sile (LISS),
optimalni metoda sloupcoveé aglutinace
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Neprima aglutinace - antiglobulinové testy
(Coombsovy testy)

Dva typy AGH testu:

e Primy AGH test (PAT) pro detekci protilatek na erys pfi in vivo
senzibilizaci

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

. Al
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Serum RBCx
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Krevni skupiny erytrocytu

J Indian e

Gerbich
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Kell

Slide courtesy of E. Sjiberg Wester
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Krevni skupiny/skupinove systémy

Membranové/povrchové antigeny erytrocytd
Antigeny proteinové nebo sacharidové
(oligosacharidy-glykoproteiny-glykosfingolipidy-
glykolipidy) s biologickymi funkcemi

Bialelické systémy (alela materska a otcovska)
Podléhaji pravidlim mendelovské dédi¢nosti

V r. 2021: znamo 43 skupinovych systému, celkem 378
antigent

Syntetizované vétsinou na erytrocytech, ale také
naadsorbovaneé z plazmy na bunky

Zastoupeni nejen na erys, ale i na bunkach jinych tkani
Imunogeny/cizorodé = vznikaji proti nim aloprotilatky




Rozdéleni krevnich skupin
podle struktury a funkce

1. Podle struktury Blood Groups on the RBC
o Povrchové
. Intramembranové
e  Transmembranové

2. Podle funkce
J Udrzuji integritu bunky
e  Transportéry
e  Aktivni enzymy
. Receptory pro ligandy, adhezivni funkce




Dédicnost krevnich skupin

e Obvykle dvé alely pro urcity gen, muze byt i vice alel v genu
(genovy polymorfizmus)
e Alela dominantni —recesivni - kodominantni

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

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

e Genotyp: geneticka charakteristika jedince, urCuje, jaké
vzniknou antigeny

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




ABO system

e nejdéle znamy systém KS, nejvyznamnéjsi z hlediska
histokompatibility

e dva antigeny: A, B - oligosacharidy

o zaklad tvori antigen H (KS O = prekurzorovy retézec pro A, B)

e 4 zakladni fenotypy: . -

A = glukoza L\_ ~ glukoza
A, B, AB, O prekurzorovd | @ — galaktoza @ - galaktoza
substance : —  N-acetylglukosamin _ - N-acetylglukosamin
@ — oalaktoza <> D -~ galakidza

* 6 genotypu:

A/A, A/O, Aantigen ’ B antigen
B/B, B/0,

A/B’ = aqlukoza
0/0

- qglukoza
= galaktoza + galaktdza

«  M-acetylglukosamin = N-acetylglukosamin

O = galakidza Q—
k atviaalakeosamin

fukcza fukaza

+ galaktoza

oemed
eo0p
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A,B antigeny

* Gen ABO (na 9.chr.) ma 3 zakl. alely: kodominantni Aa B a
recesivni O:
e 0 alela = neaktivni gen
Neprobiha substituce oligosacharid(, exprimovan pouze H antigen s fukdézou
e Aalela = A transferaza
e B alela =B transferaza

Pripojenim molekuly N-acetyl-galaktosaminu nebo galaktdzy k H antigenu vznikne
skupinoveé specificky (A nebo B) antigen

Matka/ 00 AA,A0 BB,B0 AB
otec 0 A B AB
00 00 A0,00 B0,00 A0,BO
0
AA,A0 A0,00 AA,AO0, AB,AQ0, AA,AB,
A 00 B0,00 A0,BO
BB,B0 B0,00 AB,AOQ, BB,BO, AB,BB,
B B0,00 00 A0,BO
AB A0,BO AA,AB, AB,AO0, AA,AB,
AB A0,BO BB,B0 BB




ABO protilatky

e odlisuji ABO systém od vsech ostatnich skupin

e anti-A a anti-B, u osob O také anti-A,B

e pravidelné protilatky nachazejici se v plazmeée

e prirozeneé protilatky pri kolonizaci organismu mikroby -
imunizace substancemi podobnymi antigenim A,B béhem

prvnich meésicu zivota

* vzdcné jiny nalez: novorozenci, slabé skupiny, nemoci
* od 4. mésice véku dostatecny titr Abs, staciondrni béhem zivota, zmény

pfi imunizujicich stavech v téhotenstvi, po transfuzich

e ABO protilatky IgM, ale i IgG nebo IgA
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. ? *? |
A antigen B antigen A B O antigen

antigen




Laboratorni vysSetrent:

A a B antigeny na erytrocytech:

* monoklonalni dg. séra anti-A, anti-B (+ prip. anti-A,B)

Pravidelné ABO protilatky v séru:

e detekce pomoci dg.erytrocytu A,,B (+ ery 0 nebo autoctl.)
e u déti do 4 mésicl se nevysetruji

solny test pro primou aglutinaci/ inkubace pfi laboratorni teploté

Prima aglutinace: metoda zkumavkova, sloupcova aglutinace, sklickova,
mikrotitracni desky




Laboratorni vysetreni KS
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ABO diskrepance

e Jsou pri vySetreni antigenl nebo protilatek

e Diskrepance je nutné vyresit pred uzavrenim vysledku
e Opakovat vysetreni, provést vysetreni z nového vzorku, pouZit jiné
reagencie spolu s kontrolami, zvolit jinou reakcni teplotu, promyt
erytrocyty, pouzit elucni techniky apod. dle typu problému
e Podani ABO inkompatibilniho pripravku vede k tézkeé
hemolytické potransfuzni reakci — fatalni nasledky!

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




Sérologické vysSetreni ostatnich krevnich skupin

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

* Kromé ABO nejsou v jiné skupiné pravidelné protilatky
(proto dvoji potvrzeni antigenu).

e Genetické vysetreni umozni precizni diagnostikovani
skupinovych antigenu, je zvlasté prinosné u variantnich
antigend, u transplantovanych a transfundovanych jedincd.
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Rh systém

Nejpolymorfnéjsi systém — vice nez 50 zndmych antigen(

2 souvisejici geny RHD a RHCE (na 1.chromozomu)

RHD gen koduje RhD protein ( D+)
* negativni fenotyp D- : D gen chybi(delece — nase populace) ¢i inaktivni

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

kazdy gen 10 exonu,charakteristické usporadani

mutace genu, rekombinace mezi genovymi oblastmi vedou ke vzniku

vzacnych D alel

zmeny v genu se manifestuji jako zmény ve fenotypu, tj. zménou v
expresi RhD antigenu - variantni D antigeny

——-EEEERREE s i A O o O T

! u
Ele Cle
10 exons
10 exons encoding the D encoding the
protein plus 2 Rh boxes CcEe protein
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Rh antigeny

e antigeny D,C,c,E,e (dale napf. C%, G, Hr...)

* |okalizované na RhD a RhCE proteinu

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

e vysoce imunogenni proteiny (slozité molekuly)

* nékolik desitek tisic kopii na erytrocytu dle genotypu




Rh antigeny

* sérologické rozeznani pomoci dg.
sér anti-D,-C,-c,-E,-e

o existuje 8 haplotypt (Dce, DcE,
DCe, DCE, dce, dCe, dcE, dCE) a
36 genotypli (= kombinace 2
haplotypu)

e zygocii D/D a D/d nelze
sérologicky odlisit

Antigeny Fenotyp | Genotyp
D+C+c-E-e+ | DCe/DCe | DCe/DCe
R1 R1 R1 R1
DCe/dCe
RhD+ R,r"
CCee
D+C-c+E+e+ | DcE/dce DcE/dce
R,r R,r
DcE/Dce
RhD+ R,R,
ccEe Dce/dcE

Ror




Variantni D antigeny:

Weak D

kvantitativni zména antigenu

Parcialni (variantni) D

kvalitativni zména v mozaice antigenu
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Weak D, DW

e Slabé exprimovany antigen

e VVSechny D epitopy, zadna zméeéna AMK v extramembranozni
casti RhD proteinu, mutace postihuji intramembranozni a
intracelularni cast proteinu

e Nebyva riziko imunizace D antigenem
e Prijemci: RhD+ transfuze

e Téhotné: anti-D profylaxe ne % R

e spousta typu — viz.

-------
....

http://www.rhesusbase.info/




Parcialni (variantni) D, Dvar

e Chybi jedna nebo vice ¢asti/epitopt D antigenu
(zména v extramembrandzni ¢asti RhD proteinu)
e nékteré epitopy chybi, zbyvajici slabé vyjadrené
e antigen je slozeny z jinych epitopu = novy tvar proteinu

e Problém: vznik alo-anti-D, ktera reaguje se vsemi RhD+
kromé vlastnich ery

* Prijemci: RhD- transfuze
e Tehotné: anti-D profylaxe ano

e Spousta variant

(http://www.rhesusbase.info/)

e Klinicky nejvyznamnég;jsi je

varianta D VI




VysSetreni RhD antigenu

e rutinni vySetreni D antigenu v ramci krevni skupiny — prima
aglutinace
e rUzné typy diagnostik anti-D: IgM, blend IgM/IgG, 1gG
e vySetreni 2 monoklondlnimi dg. séry s riznymi klony anti-D
tridy IgM
e diskrepance Ci zeslabeni reakce — do doreseni uzavreni
vysledku jako DW/V (TP darce oznaden jako RhD poz., pfijemce
dostava RhD neg. ery TP)
e validita testu - pouziti kontrolniho séra ,,Rh ctl“(=
diluentova kontrola bez obsahu Abs) k vylouceni falesné
pozitivnich vysledku

e pro uzavreni vysledku vysetfeni RhD musi byt Rh kontrola
negativni

-




Rh protilatky

Imunni, klinicky vyznamné - vedou k destrukci erys

1Ig8G

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

neaktivuji komplement, vedou k extravaskularni hemolyze
lgG prochazi placentou (aktivni transport)

klinické souvislosti: HON, HTR

anti-Rh tepelné autoprotilatky u AIHA

profylaktické pouziti anti-D jako prevence HON

prukaz v testech pri 37°C

zvysSena reaktivita v enzymovém testu, efekt davky (=Ab
reaguje silnéji s homozygotni krvinkou)




Kviz - urcovani KS

Typové Plazma
erytrocyty | pac.
0 -
Al -
A2 -
B ++++

Diagnosticka | Erys
séra pac.
anti-A o+
anti-B

anti-D +++
anti-D +++

Rh ctl.




Kviz - urcovani KS

Typové plazma
erytrocyty | pac.
0

++++
A1

+++
AZ
B

Diagnosticka | Erys
séra pac.
anti-A

anti-B e
anti-D

anti-D

Rh ctl.




Kviz - urcovani KS

Diagnosticka | Erys Typové plazma
séra pac. erytrocyty | pac.
anti-A ++++ 0 -
anti-B ++++ A1 i

A, -
anti-D ++++ B ]
anti-D ++++
Rh ctl. -




Kviz - urcovani KS

Typové plazma
erytrocyty | pac.
0

++++
Al

+++
AZ
B ++++

Diagnosticka | Erys
séra pac.
anti-A

anti-B
anti-D v
anti-D s

Rh ctl.




Ostatni krevni skupiny

Blood Groups on the RBC
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Kell systém

» glykoproteinové antigeny
e silné imunogeny

e Celkem 38 antigen( v systému, tvori alelické pary: K/k, Kpa/Kpb,
Jsa/Jsb

* Nejvyznamnéjsi antigeny: Kell (K), Cellano (k)
* 90% jedincu nema K (Kell), 1% nema antigen k (Cellano)

Kell — protilatky:

e imunni protilatky, I1gG typ
e klinicky vyznamné
e v etiologii HON (navic suprese erytropoezy), HTR
e dop. se nepodavat K+ ery divkam a zenam ve fertilnim véku
e Casta anti-K, vzacné anti-k




Kidd system (Jk)

e glykoproteinové antigeny Jka a Jkb (kodominantni)
e Fenotypy: Jk(a+b-), Jk(a+b+) a Jk(a-b+)

Kidd — protilatky:
* imunni IgG typ, hemolyzujici u€inek pfi aktivaci komplementu (cca
50%)
* méne casté, ale klinicky vyznamneé
* nebezpecné, senzibilizované ery podléhaji rychlé fagocytoze -
prehlédnutelné (rychle odstranovany z obéhu nemusi byt detekovany pfri

nasledujicim predtransf. vys.) = rychla sekundarni imunologicka
odpoved, akutni potransfuzni reakce typu HTR

e vzaché u HON




System Duffy (Fy)

* glykoproteinové antigeny

e alely Fya, Fyb - kodominantni

e alela Fy u Afri¢anl (nefunkéni alela bez Ag produktu)
e fenotyp Fy(a-b-) protektivni pro malarii

Duffy — protilatky:

* imunni lgG typ
e relativné Casta anti-Fya , méné Casta anti-Fyb

e Klinicky vyznam:
e HON vzacneé
e nékdy HTR (pozdni ¢i akutni, obvykle s lehéim prabéhem)




MNS system

* Glykoforiny transmembranové
* GPA gen = MN antigeny (kodominantni)
* GPB gen = Ss antigeny (kodominantni)

MNS - protilatky:

e veétSinou prirozené protilatky - chladové, IgM

e -M,-N bez klinického vyznamu
e vzacné imunni IgG (anti-s,-S,-M)
e -S,-svzacné HON a HTR pri aktivité v NAT




Dalsi systémy krevnich skupin
| systém
Lewis
Lutheran
P systém
Chido/Rodgers (Ch/R)
Colton (Co)
Cromer (Cr)
Diego (Di)
Dombrock (Do)
Gerbich /Ge




Ostatni skupiny

Vysokofrekventni antigeny Nizkofrekventni
Incidence vice nez 99% antigeny
méneé nez 1%
e \el, Lan, JMH, Sd?, At?
e Obtizné identifikovatelné / referencni e Chr?, By, Bi, JONES, HJK,SARA

pracoviste e \/zacné imunizace transfuzemi, vétsSina

* Témeér nelze najit kompatibilni darcl antigen nem3
erytrocyty pro imunizované

HLA I. tridy na erytrocytech

e Bg antigeny na zralych erytrocytech
e Exprese jen u malé ¢asti populace
e Protilatky proti nim vzacné vedou k HTR




