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Predmluva k 1. vydani

Jestlize krev je zdkladnim stavebnim kamenem transfuziologie a vyroba transfuznich
ptipravki jejim architektem, pak imunohematologie je jejim vykladacem, nastavenym
zrcadlem a nastrojem k poznani, sledovani a zkoumani pestrych déjti mezi antigeny
krevnich bunék a protilatkami namifenymi proti nim. Ackoliv by se mohlo zdat, ze
role imunohematologie je po vice nez stoleti kazdodennich repriz jiz davno obehrana
a vyCerpand, neprestdva byt inovativni a rozvijejici se oblasti mediciny.

Imunohematologie erytrocytu se rozpfahuje stale vice do $itky i do hloubky. N¢-
které postupy a nazory postupné zanikaji nebo se ztrdceji v oparu rychle proudici pfi-
tomnosti, jiné se z mlhy nevédéni zase necekané ¢i ¢ekané vynofuji. Neutuchaji nové
poznatky o patofyziologii imunohematologickych déji. Kazdoro¢né jsou objevovany
dalsi krevni skupiny. Praptivodni sérologie se pfesouvd od manudlni zkumavkové
prehistorie pres rozsahlou automatizaci a nové technologie, z nichz asi dosud nejvétsi
revoluci znamenalo zhmotnéni jednoduchého napadu v podobé gelového ¢i kulicko-
vého sita, az k nastupujici molekularnégenetické budoucnosti.

Imunohematologie pro nas ztistava — a doufdme, Ze i pro nékteré nase ¢tenare — stale
tou tajemnou, zahadnou, inspirujici a impresivni kraskou.

Jifi Masopust
Usti nad Labem, srpen 2016
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Predmluva k 2. vydani

Ke druhému vydani nasi ucebnice nas nevedla touha po zviditelnéni se, ale poptavka
¢tenafské odborné obce po rozebraném nakladu prvniho vydéni. Nebudeme lhat, ze
nas zdjem potésil, ale zaroven v nas vyvolal obavu z prostého opakovani se. Nakonec
se ukdzalo, Ze imunohematologie je stale Zivym organismem s nékterymi umirajicimi,
ale i s mnoha vznikajicimi burikami jejiho poznani. Onéch uplynulych 6 let pfineslo
nékteré nové pohledy, ukdzalo potfebu doplnéni, uprav, nékdy i oprav jednotlivych
kapitol. Ptibylo dalsich 7 krevnéskupinovych systémt a pres 30 antigent. Do praxe se
v¢lenily nékteré nové metody, doslo i k upravam nékterych diagnostickych postupt.

Zaroven jsme mohli splatit dluh z prvniho vydani v podobé pridané kapitoly Trans-
fuze a transplantace tykajici se nejednoduchého imunohematologického pristupu
k transplantovanym pacienttim a ptilohy Pfiklady z praxe, ktera popisuje bézné pii-
pady, ale i nadhernou spletitost patrani po kone¢ném vysledku imunohematologic-
kych ptipadu.

Jifi Masopust
Usti nad Labem, f{jen 2022

12



Uvod

Zamér autortl publikovat ucebnici praktické imunohematologie erytrocytt byl vyvolan
nikoliv jen zdanlivou skute¢nosti, Ze Zddna puvodni domaci publikace zabyvajici se
touto problematikou v podobném rozsahu neexistuje. Byli vedeni pokornou snahou
stvofit prvni ¢eskou moderni imunohematologickou ucebnici, kterd kromé teoretic-
kych poznatkd predklada také fadu praktickych doporuceni a postupt.

Publikace neptinasi pfevratné, nevidané, neslychané ¢i internetem neobjevené in-
formace. Na obsahové rozumné plose pootvira dvete teoretickych i praktickych témat
imunohematologie erytrocyti se snahou o pribliZeni, pfipomenuti a vycet krevné-
skupinovych vlastnosti a charakteristik, interakci mezi erytrocytovymi antigeny a pro-
tilatkami namifenymi proti nim a jejich klinického vyznamu v lidském organismu,
moznosti, pfednosti a uskali metod a postupii pouzivanych v imunohematologickych la-
boratorich. Samostatné kapitoly jsou vénovany imunohematologickym aspektiim trans-
fuzi, potransfuznim imunitnim reakcim Cervené rady, autoimunitnim hemolytickym
anémiim ¢i hemolytickému onemocnéni plodu a novorozence. Bez zbyte¢nych obsaho-
vych girland je do textu prisypana jako obohacujici kofeni fada tabulek, schémat a ob-
razkd. Jednotlivé kapitoly zakoncuji kratké zkuSebni testy, které nemaji ¢tendre znejistét
¢i pokotfit, nybrz lehce zdbavnou prichuti podpofit straveni pravé probraného tématu.

Ucebnice se snazi oslovit $iroké spektrum ¢tendfi — od studentt, zdravotnich labo-
rantd, bioanalytikt aZ po 1ékare zabyvajici se ve své praxi imunohematologickou tema-
tikou. Doufame, Ze bude jejich dobrym pomocnikem pfi feSeni kazdodennich praktic-
kych pracovnich ukolt a ptipadnych problémd.

13



14



1  Obecné principy

Uvadime obecné principy vyznamné pro imunohematologii, pro dal$i studium dopo-
ru¢ujeme ucebnice imunologie a genetiky.

1.1 Erytrocytové antigeny (antigeny krevnich skupin)

Celkovy pocet (2021): 378; z toho 345 ve 43 systémech, 14 v 5 kolekcich, 16 v sérii
LFA (antigeny s nizkou frekvenci vyskytu) a 3 v sérii HFA (antigeny s vysokou frek-
venci vyskytu). S novymi poznatky a citlivéjsimi metodami poéty definovanych anti-
gent narustaji (roku 2010 bylo definovano 321 antigenti a 33 systémil). Nové antigeny
a ptipadné i nové systémy jsou oficidlné ,inaugurovany® na pravidelnych jednanich
pracovni skupiny (WP on Red Cell Immunogenetics and Terminology), konanych pti
kongresech International Society of Blood Transfusion. Je vysoce pravdépodobné, ze
v dobé tisku této publikace bude pocet znamych antigeni jiz vyssi.

1.1.1  Definice

Antigen (Ag) je struktura membrany krevni buriky definovana lidskou aloprotilatkou —
tedy protildtkou produkovanou imunizovanou osobou, které dany znak na membréné

chybi.

1.1.2  Biochemické sloZeni

a) Proteiny ¢i glykoproteiny (proteinové antigeny) — specifické aminokyselinové se-
kvence membranovych (glyko)proteinti typu 1, 2, 3 a 5 (typ 4 nema extramembranové
domény, a tudizZ nema antigenni vlastnosti); rozdily jsou ve skale piitomnost/chybéni
celé bilkoviny (RhD) aZ zména jediné aminokyseliny v fetézci (vétSina ostatnich anti-
genu); existuji proteiny, které prochdzeji membranou 1x nebo vicekrat nebo jsou nava-
zany na glykosylfosfatidylinositol (GPI).

b) Terminalni sacharidové/karbohydratové oblasti glykosylac¢nich fetézcti glykopro-
teint a glykolipidu (sacharidové antigeny) (viz obr. 1.1).

1.1.3  Zakladni genetika

Chromozomy se nachdzeji v bunééném jadre v parech, jsou tedy diploidni.
Homozygotni jedinec (homozygot): genové alely na obou chromozomech péru jsou
identické (eventualné maji identickou funkci u glykosyltransferaz).

Heterozygotni jedinec (heterozygot): genové alely na dvou chromozomech péru jsou
rozdilné.

15
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proteinové antigeny
prochdzejici membranou 1x /opakované/ zakotvené v membrané GPI kotvou

typ 5

Duffy, LAN
Glykoforiny A az D, RhD, RhCcEe, RhAG, YT, DO,
Lutheran, LW, Xg, Sc, Kidd, Diego, Colton, Junior, ABO, P1PK, LE,H, CROM, JMH,
Knops, Indian, GE, OK, VEL Gill, Kx, RAPH, RHAG |, GLOB, FORS Emm, CD59

Obr. 1.1 Struktury erytrocytové membrany s antigennimi vlastnostmi
(upraveno podle: Rehacek V, Masopust J, et al., 2013)

Dominantni alela: alela paru dominuje nad druhou alelou; exprimovéna je pouze do-
minantni alela, tj. kdduje piislusny protein. Priklad: alely A/0 > fenotyp A.

Recesivni (potlacend) alela: je exprimovana, tj. projevi se jeji efekt pouze v ptipadé, ze
je pfitomna na prislusnych chromozomech v paru a osoba je tak pro tyto alely homo-
zygotni. Piiklad: alely 0/0 (nefunkéni glykosyltransferazy) > fenotyp 0.
Kodominantni alely: exprimuji se 2 rozdilné alely. Pfiklad: alely M/N - fenotyp MN.
Némé (amorfni) alely: nevytvareji zadny produkt v pfipadé proteinovych antigent;
v ptipadé sacharidovych antigenti nevytvareji Zadnou glykosyltransferdzu.

Genotyp: kombinace genovych alel, které se nachdzeji na paru chromozomi.
Fenotyp: produkt alel, tj. vytvorené bilkoviny/glykosyla¢ni fetézce, v pfipadé imunohe-
matologie tedy krevni skupina, kterou detekujeme.

Exony: sekvence nukleotidai dané alely kodujici finalni protein.

Introny: sekvence nukleotidi dané alely umisténé mezi exony, ale nepiepisujici se do
findlniho proteinu.

Promotor: sekvence DNA, na kterou se vaze néktera soucast transkripéniho aparétu,
obvykle lokalizovana na zacatku genu. Zmény v této oblasti reguluji expresi daného
genu (zeslabeni, aZ uplné chybéni).

Genové mutace - méni potadi nukleotidt oproti normalni sekvenci:

Bodovd mutace — zména v rozsahu jednoho nukleotidu.

Delece - vynechani (ztrata) nukleotidu nebo nékolika nukleotidd v ptivodni sekvenci.
Jednd-li se o vynechani nukleotidi v ndsobku 3, tedy tzv. in-frame delece, ma to za
nasledek chybéni aminokyseliny (nebo nékolika aminokyselin) v polypeptidickém fe-
tézci. Chybéni jiného poc¢tu nukleotidii zptisobi posun ¢teciho ramce, tzv. frameshift,

16



Obecné principy

ktery vede ke vzniku pred¢asného termina¢niho kodonu a tim k tvorbé zkréaceného ne-
funkéniho proteinu. Jindy mize naopak dojit k posunuti stop-kodonu a vzniku del$tho
proteinu s pfipadnym ovlivnénim jeho funkce (napt. evropska alela A,). Deletovany
mohou byt i celé exony, popiipadé i geny (napt. RHD).

Inzerce (adice) - vloZeni nukleotidu nebo nékolika nukleotidii do ptivodni sekvence,
coZ mé za nasledek pfidani aminokyseliny (nebo nékolika aminokyselin) do polypep-
tidického fetézce (jedna-li se o vloZeni nukleotidt v nasobku 3, tedy tzv. in-frame in-
zerce). Pridani jiného poétu nukleotidt zptsobi posun ¢teciho ramce, tzv. frameshift,
viz vyse (Delece).

Substituce - zaména jednoho nukleotidu za jiny.

Duplikace - zdvojeni exonu nebo nékolika exontt daného genu.

Mutace missense (mutace ménici smysl) — ziména nukleotidu (substituce), ktera zpi-
sobi, Ze ve vznikajicim proteinu je jedna aminokyselina v fetézci nahrazena aminoky-
selinou jinou, coz muzZe, ale nutné nemusi mit za nasledek $patnou funkci proteinu.
Mutace nonsense (nesmyslnd mutace) - ziména nukleotidu (substituce), kterd zpi-
sobi vznik pfed¢asného termina¢niho kodonu a tim tvorbu zkrdceného nefunk¢niho
proteinu.

Alternativni sestfih (splicing) — vlivem raznych typt mutaci v oblastech intront vzni-
kaji rtizné izoformy finélnich proteini (jsou vynechany rozdilné exony).

Genovd konverze — sekvence v jednom genu je ¢aste¢né nahrazena sekvenci z jiného
genu.

Puivodni sekvence
A-A-A-G-G-G-C-C-C-T-T-T

Delece
A-A-A-G-_-G-C-C-C-T-T-T
Inzerce
A-A-A-G-G-T-G-C-C-C-T-T-T
Substituce

A-A-A-G-A-G-C-C-C-T-T-T

1.1.4  Terminologie krevnich skupin

Systémy krevnich skupin

Soubor prfibuznych fenotypti definovanych lidskymi protilatkami (na principu reakce
antigen-protilétka) se spole¢nymi vlastnostmi:

* zndmou biochemickou podstatou,

e definovanou chromozomalni lokalizaci,

e identifikovanym a sekvenovanym genem (1 lokus nebo 2 ¢i vice tizce spojenych geni).

V systému muZe byt jen jeden antigen (napt. H, I), ale i desitky antigent (Rh, MNS).
Podkladem fenotypu je genetickd informace - genotyp.

Je znamo témér 50 gentt (nékteré systémy, napt. Rh, MNS, maji vice gentl), cca 1700 alel.
Antitetické antigeny: obvykle par (ojedinéle i vice) antigentt kédovanych réiznymi ale-
lami jednoho genu. Napf. v MNS systému miiZe jedinec zdédit od jednoho rodice alelu,
ktera koduje antigen M, nebo antigen N (ale ne oba z 1 genu). Tj. v misté genu MN
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(GYPA) daného jedince miiZe byt alela bud pro antigen M, nebo pro antigen N. Dal$imi
takovymi antitetickymi péry jsou napt. antigeny K a k, Jk* a Jk®, Cac, S a s apod.

Kolekce antigenii = série 200

Soubor dvou a vice antigenti se sérologickou, biochemickou, eventualné genetickou
pribuznosti, ale zatim nespliujicich v§echna kritéria systému. Vyjimkou je Ii kolekce
(ISBT 207), kde je jediny Ag (i), protoZze dfive zafazeny Ag I vytvoril nové systém
I (ISBT 027) (podkladem téchto antigent nejsou antitetické alely).

Pokud dojde k potfebnému doplnéni informaci, kolekce se méni na systém; ziistane-li
po zméné nékolik antigenti z pivodni kolekce nedefinovanych, kolekce ztstava; ztsta-
ne-li pouze jeden antigen, kolekce se rusi a antigen se fadi do sérii (viz nize).

Série antigenii
Antigeny zatim neodpovidajici definovanym systémtim a kolekcim.

LFA - ISBT série 700
Antigeny s nizkou frekvenci vyskytu (low frequency antigens).
Vyskyt méné nez 1 % v populaci (obvykle vyrazné méné nez 1 %); viz podkapitola 2.28.

HFA - ISBT série 901
Antigeny s vysokou frekvenci vyskytu (high frequency antigens).
Vyskyt vy$si nez 90 % v populaci (obvykle vice nez 99 %); viz podkapitola 2.29.

1.1.5 Terminologie antigenii

HTLA (high titer low avidity)

Antigeny definované protildtkami s vysokym titrem a nizkou aviditou (silou vazby), re-
akce jsou slabé, variabilni i nereprodukovatelné (zfejmé zptisobeno slabou expresi anti-
gent). Plazma/sérum reaguje s inkompatibilnimi erytrocyty az do vysokého fedéni,
av$ak véechny pozitivni reakce jsou slabé, véetné téch s nefedénou plazmou/sérem.
Jedna se o star$i oznaceni, navic neni zcela presné, protoze ne vSechny protilatky proti
antigentim daného systému maji vysoky titr a nizkou aviditu; viz podkapitola 2.31.

Endogenni a exogenni antigeny

Antigeny endogenni: syntéza probihd v erytrocytech, jsou zakotveny v membréané, pa-
tf sem vétsina systému krevnich skupin.

Antigeny exogenni: syntéza probihd v jinych buiikich neZ erytrocytech, jsou adsor-
bovany na povrch erytrocyti (obr. 1.2), patii sem 2 systémy — Lewis a Chido/Rodgers.

Epitop (antigenni determinanta)

Oblast antigenu, kterd reaguje s protilatkou (obr. 1.3).

Uskupeni nékolika aminokyselin v zavislosti na prostorovém usporadani celého pro-
teinu, odpovidajici vazebnému mistu jedné protilatky (u bilkovinnych antigent o veli-
kosti 3-5 aminokyselin; u cukernych oblasti o velikosti jednoho oligosacharidu v ter-
mindlni ¢asti glykosylujicich fetézcii, oznacuje se jako imunodominantni cukr).
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O
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substance Lewis v plazmé substance Lewis adheruje
geny Lewis na erytrocyt a stava se
antigenem

Obr. 1.2 Priklad exogenniho antigenu

B lymfocyt
produkujici protildtku

{ epitop ,.‘/
% B lymfocyt
B lymfocyt >\ produkujici protilétku

produkujici protilétku
antigen

Obr. 1.3 Schematické znazornéni epitopd (zde antigen se 3 rliznymi epitopy)

1.1.6  Terminologie pro zapis fenotypu a genotypu

Antigeny

a) ,,Klasicka“
Pismena: A, B, M, N, C, ¢, S, s, K, kaaj.
Zkratky s pouzitim hornich ¢&i dolnich indexti: C*, J&*, JK°, Fy*, Fy’, A,, A, aj. Kom-
binace pismen a ¢isel: P1, JK3, LU6 aj.

b) ISBT
Antigenni systém md jednak alfabeticky symbol (1-5 velkych pismen) a jednak
symbol numericky (trojmistné ¢islo, v poradi podle data definovani, vzestupné).
Priklady: ABO ... 001, RH ... 004, KEL ... 006, FY ... 008, JK ... 009 aj.
Antigen v systému m4 sviij numericky symbol (trojmistné ¢islo).
Ptiklady: antigen Jk* ze systému Kidd: numericky 009001, kombinované JK1 (nad-
bytecné nuly se nepouzivaji).
V ramci jednoho systému se mtiZe pouZivat vice typt znaceni: napt. v Kell systému:
K, k, Kp®, Js", K, K18, K19, VLAN aj.
V praxi se bézné pouziva ,klasickd“ terminologie; viz tabulka 2.53.
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Fenotyp

a) ,,Klasicka“
Oznaceni antigenu a dosaZeny vysledek (pozitivni/negativni, + nebo -): napt. C+, Jk'+
U alelickych part antigent s odli$enim v hornim indexu se pouzivé zkréceny zapis:
Priklad: D+C+c-E-e+; M-N+S-s+; Jk(a+b-); Fy(a-b+).
Bézny zapis fenotypu vSak vypada takto: D (obvykle se zapisuje spole¢né s krevni
skupinou ABO), Ce (event. CCee); N; s; Jk*+ Jk°~; Fy*~ Fy"+.

b) ISBT
Pfiklad: RH: 1,2, -3, -4,5; MNS: -1,2, -3,4; JK: 1, -2; FY: -1,2.

Genotyp
a) ,,Klasicka“
Pouzivaji se kurzivou psané symboly antigent.
Priklad: gen K, k; Fy"; RHce.
b) ISBT
Priklad: KEL*01, KEL*02; FY*01 nebo FY*A; RHCE*ce.

Haplotyp

Kombinace alel krevnich skupin, které se dédi spole¢né (typické napt. pro Rh systém
a MNS systém - viz podkapitoly 2.5 a 2.7).

Alely na jednotlivych chromozomech se oddéli lomitkem: napt. MS/Ns, eventualné
MNS*1,3/2,4; DCe/DcE.

+Nulové” fenotypy (absence vSech antigenii daného systému)

a) ,,Klasicka“
0y, Rh,, K, Lutheran-null, Colton-null aj.

b) ISBT
Pokud osoby s nulovym fenotypem produkuji specifickou protilatku reagujici se
vSemi antigeny ,svého“ systému, lze pouzit zapis napf. Scianna-null: SC: -1-2-3
nebo SC: -3.

nul

~Nulové” genotypy

Alely se zapisuji symbolem systému, eventualné vychozi alely (je-li zndma), pismenem N
a chronologickym poradim (je-li vice genetickych podklada): SC*0IN.01, SC*0IN.02 aj.
Pozn. Frekvence uvadéné u jednotlivych populaci jsou ptiblizné, v rimci dané popu-
lace mohou kolisat. Vyznamné odchylky jsou v textu (tabulkach) zdtiraznény.

1.1.7  Molekuldrni mechanismy vzniku rozdilnych fenotypii

a) Bodova mutace (obr. 1.4): zdména aa ,,missense” (C/c, E/e, C", K/k aj.), stop
kodon - ,,nonsense“ (Gy(a-) aj.).

b) Inzerce/delece - ,frame-shift“ (obr. 1.5): 0 v systému ABO.

c) Genové prestavby: delece genu (D-), crossing-over (obr. 1.6), genové konverze
(hybridni geny a proteiny ... Rh a MNS varianty aj.; obr. 1.7).
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Obr. 1.4 Priklad bodové mutace — na pozici 226 je zdména aminokyselin prolin/alanin podkladem pro antigeny
E/e; na pozici 103 je zaména aminokyselin serin/prolin podkladem pro antigeny C/c apod.

ABO*AT0! =1 W2 M3 A5 6 o 7 e

261AG

l.
ABO*0101 J1 K2R3 HAKSjmnt6 et 7 e

Obr. 1.5 Priklad inzerce/delece — delece jednoho nukleotidu v A, sekvenci u AB0*01.01 v pozici 261 md za nésle-
dek vznik predcasného ,stop kodonu” a vytvoreni pouhého fragmentu transferdzy bez enzymové funkce

normalni A a B alely cis AB alela

Obr. 1.6 Pfiklad crossing-over — alely A i B jsou vedle sebe na 1 chromozomu, obé alely se dédi soucasné, pak
mohou mit napf. rodice A, [A'0] a A,B [A'B/0] potomka 0 [00]
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Obr. 1.7 Priklad genové konverze — geny RHD a RHCE jsou na 1. chromozomu v tésné blizkosti a v opacné (573")
orientaci, proto mohou vznikat hybridni geny, kde jsou vyménény odpovidajici sekvence DNA (v rozsahu od velké
¢asti genu zahrnujici nékolik exond /DVI/ az po vyménu pouhé ¢asti jednoho exonu /DCS/)

1.1.8  Cisatrans pozice
Jeden gen pusobi na druhy a dochazi ke sniZeni ¢i zvySeni poltu antigennich mist

(»oslabeni® ¢i ,,zesileni” antigenu). Jsou-li oba geny umistény na stejném chromozomu
daného paru, jedna se o pozici cis (cis efekt), pokud jsou umistény na opaénych chro-
mozomech daného paru, jedna se o pozici trans (trans efekt).

Priklad: V ptipadé C v pozici trans (Dce/(d)Ce) dochdzi k ,,oslabeni® antigenu D, na-

opak pfi antigenu C v pozici cis (DCe/(d)ce) k ,,zesileni* antigenu D.

Souhrn

1. RozliSuji se antigeny sacharidové a proteinové.

2. Systémy krevnich skupin tvofi antigeny se znamou biochemickou podstatou, chromozomalni lokalizaci
agenem.

3. LFA se vyskytuji v populaci s frekvenci < 1% a HFA s frekvenci > 90 %.

4. Vétsina erytrocytovych antigend patii mezi endogenni antigeny, tj. syntéza probihd v erytrocytech
a jsou zakotveny v jejich membrané.

5. Genotyp je kombinace dvou genovych alel, které se nachdzeji na paru chromozomd.

6. Fenotyp je produkt alel, tj. vytvorend bilkovina nebo touto bilkovinou vytvoreny sacharidovy fetézec.
Je ji napf. krevni skupina, kterou detekujeme.
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1.2 Antierytrocytové protilatky
(protilatky proti antigeniim krevnich skupin)

Jsou to imunoglobuliny (Ig).

1.2.1  Imunoglobulinova molekula

Tetramer sloZeny ze 2 identickych lehkych (kratkych, L = light chain) a 2 identickych
tézkych (dlouhych, H = heavy chain) fetézct (oznaceno podle jejich relativni moleku-
lové hmotnosti; jsou to polypeptidy) ve tvaru pismene Y. Lehké i tézké fetézce maji
svou variabilni (V) a konstantni (C) ¢ast (oblast). Na konci oblasti V je hypervaria-
bilni ¢ast, kterd ve spojeni lehkého a tézkého fetézce vytvaii vazebné misto pro antigen
(CDR) (obr. 1.8).

Retézce jsou tvofeny doménami o velikosti cca 110 aminokyselin, disulfidickym miist-
kem je vytvorena smycka asi 60 aminokyselin.

Variabilni ¢ast (oblast): li$i se mezi jednotlivymi protildtkami sloZzenim aminokyselin,
na aminovych koncich fetézct. Variabilni ¢asti protilatky jsou zodpovédné za vazbu
k antigenu. Diky variabilité téchto oblasti existuji rtizné varianty protilatek.
Konstantni ¢ast (oblast): je neménnd, na karboxylovém konci.

Disulfidické mustky: spojuji fetézce.

Lehké retézce: kappa (x) a lambda (\).

Tézké fetézce: o, v, §, €, | Podle typu tézkého fetézce rozdélujeme protilatky do péti
tfid, tzv. izotypu. Konstantni oblasti tézkych fetézct jsou identické u vSech protilatek
stejného izotypu, ale li$i se u protilatek riznych izotypu. Variabilni oblast tézkého fe-
tézce se lisi u protilatek produkovanych raznymi B lymfocyty, ale jsou stejné u proti-
latek produkovanych jednotlivym B lymfocytem nebo klonem jednoho B lymfocytu.
Na tézkych fetézcich Ig se vyskytuji pantové oblasti, které zvysuji vazebné vlastnosti
protildtkovych molekul.

Nékteré imunoglobulinové molekuly se spojuji fetézci J a vytvareji dimery nebo penta-
mery (viz také podkapitola 1.2.2).

lehieé fetézce
Fab vazebnd Liast
g ] ™
W Hd fetdace
variabilni oblasti ¢ -
lehiych 3 tdioch Fab),
fetéx0 - ‘
konstantni oblasti
lehiych a tetkych
fetéxo Fc

Wdid fetbace

Fe vazebnd dast

Obr. 1.8 Molekula imunoglobulinu
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Molekulu protilatky 1ze rozdélit na:

Fab fragment (fragment antigen binding): dvé ¢asti obsahujici rozvétvena ramena
(cely lehky a ¢ast tézkého fetézce), vaZou antigen, jsou nositeli protilatkové specificity.
Fc fragment (fragment crystallizable): zbyvajici ¢ast tézkych fetézcu, zajistuje mo-
lekule Ig jeji specifické biologické vlastnosti, vaZe se na receptory nékterych bunék
imunitniho systému (napf. Fc receptory monocyt a makrofagu). Obsahuje také va-
zebna mista pro slozky komplementu.

1.2.2  Typy protilatek

Tridy a podtiidy

Tridy (tab. 1.1 a 1.2; obr. 1.9):

IgM,

IgG,

IgA: v imunohematologii se uplatiiuji jen vyjimec¢né,
IgD, IgE: v imunohematologii se neuplatnuji.

Podtfidy:
IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgAl, IgA2.

Tab. 1.11gGalgM

lgG IgM

mala molekula (150 000 daltont) velka molekula (900 000 daltont)

inkompletni protilatka kompletni protildtka

klinicky dlezita klinicky méné diilezita (s vyjimkou anti-A, anti-B)

miiZe prochdzet placentou nemiZe prochdzet placentou

obvykle tepelnd, optimélni teplota reakce je 37 °C obvykle chladovd, optimaini teplota reakce < 20 °C
(proto jen vzdcné zplisobuje hemolyzu in vivo)

Déleni protilatek podle teploty

a) Tepelné: optimalné reaguji pri 37 °C; vétsinou ttidy IgG; zptisobuji destrukei ery-
trocyta pii télesné teploté.

b) Chladové: optimdlné reaguji pti teplotach pod 20 °C; vétsinou tfidy IgM; navazuji
se na erytrocyty v ¢astech téla vystavenych nizké teploté (napf. v zimé).

¢) Bifazické: vaZou se na antigen pri nizkych teplotach a pfi teplotach kolem 37 °C
dochézi k hemolyze erytrocytii (viz podkapitola 7.8).

Dalsi viz podkapitola 1.3.

Kompletni a inkompletni protilatky (obr. 1.10)

a) Kompletni protilatky: ttidy IgM, propoji dva erytrocyty v solném prosttedi.

b) Inkompletni protilatky: tfidy IgG, nemohou zptisobit pfimou aglutinaci, propo-
jeni dvou erytrocyttl se dosdhne za pomoci dodate¢nych faktorai (napf. pouzitim
AGH nebo snizenim povrchového napéti erytrocytt vedoucim ke zkraceni vzdale-
nosti mezi bunkami apod.).
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Tab. 1.2 Tridy Ig a jejich funkce

lzotyp | Tézky | Lehky | Konfigu- | Pocetva- | Fixace | ReakcesFc | Priichod | Destrukce
reté- | feté- race zebnych | komple- | receptory | placentou | erytro-
zec zec mist mentu cytl
IgM il K, A pentamer 10’ +++ L - ano
lgG1 vl KA\ monomer 2 +++ N,MLET ++ ano’
lgG2 y2 K A monomer 2 + LT +/- vzacné
19G3 V3 KA monomer 2 +++ | NMLET ++ vidy
lgG4 v4 K\ monomer 2 - N, LT + ne
IgA1 al KA monomer 2 - M - vzacné
IgA2 a2 KA\ dimer 4 - M - vzacné
IgD 0 K\ monomer 2 - - ne
IgE £ KA monomer 2 - B,EL - ne

B = bazofily, E = eozinofily, L = lymfocyty, M = makrofagy, N = neutrofily, T = trombocyty,
" Prakticky je vyuzitelnyich pouze 5, ostatni jsou prostorové blokovana.
2V pfipadé navazani dostate¢ného mnozstvi molekul IgG1 na erytrocyty.

monomer
IgD, IgE, 1gG

dimer
IgA

pentamer
IgM

0br. 1.9 Monomer, dimer, pentamer
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kompletni protilatka (IgM)

‘k ‘ inkompletni protilatka (1gG)

Obr. 1.10 Kompletni a inkompletni protilatka

Ptirozené, imunni a pasivné prenesené protilatky
a) Prirozené: neni pritomen Zadny imuniza¢ni podnét souvisejici s alogennimi
erytrocyty (jako je transfuze, téhotenstvi apod.). Ztejmé jejich tvorbu zptisobuje
vystaveni organismu antigentim prostiedi, bakterii nebo virt (tvofi se pod vlivem
antigend, které jsou strukturou podobné krevnéskupinovym antigentim - vétsinou
pochazeji ze stfevnich bakterii); obvykle optimalné reaguji pfi nizsich teplotach
ajsou tiidy IgM.
b) Imunni:
— pri¢iny: po styku s antigenem, ktery neni pfitomen v organismu daného je-
dince - téhotenstvi, transfuze, transplantace, injekce imunogenniho materialu;
- frekvence: u zdravych dérci je velmi nizkd, u chronicky transfundovanych pa-
cientd (s talasemii, srpkovitou anémii) mtize dosahovat az 50 %; obecné se uvadi
frekvence potransfuzni aloimunizace ¢ervené fady 2-10 %; u pacientu s jiz vytvo-
fenymi protilatkami je 3—4x vy$si riziko tvorby dalsich protilatek jiné specificity;
— primdrn{ imunizace: organismus se doposud s danym antigenem nesetkal;
- sekundarni imunizace: organismus uZ byl danym antigenem imunizovany a do-
$lo k dal$imu imuniza¢nimu podnétu tim samym antigenem.

Vlastni imunitni odpovéd mtiZe byt rtizné dlouhd (dny az tydny), zdlezi na daném je-
dinci, antigenu i na davce antigenu; sekundarni odpovéd byva rychld; mnoho antigent
je slabé imunogenni - jedinec proti nim netvofi protilatky; existuji i tzv. ,nonrespon-
déri®, kteti na dany imuniza¢ni podnét nereaguji. Obvykle nejlépe reaguji pii 37 °C
ajsou tridy IgG.

Vliv chorob na tvorbu aloprotilatek

® Vys§i riziko tvorby aloprotilatek po opakovanych transfuzich: autoimunitni cho-
roby (napf. ATHA s tepelnymi protilatkami, systémovy lupus erythematodes), akutni
myeloidni leukemie, aplastickd anémie, solidni zhoubné nadory, diabetes mellitus.

e Nizsi riziko tvorby aloprotilatek po opakovanych transfuzich: chronicka lymfocy-
tova leukemie, hemodialyzovani pacienti.
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Jsou v8ak studie, které neprokazuji asociaci mezi tvorbou aloprotilatek a chorobami
a za primarni faktor tvorby aloprotilatek povazuji genetické predispozice.

Tvorba imunnich protilatek u déti v prvnich mésicich Zivota
Obvykle se aloprotilatky netvoii, ale byly zaznamenany piipady vytvorenych aloproti-
latek po opakovanych transfuzich (napf. anti-E, anti-K apod.).

c) Pasivné prenesené: podanim imunoglobulinu (nejéastéji po profylaktickém po-
dani anti-D), darcovské plazmy, lymfocytt z transplantovaného organu nebo he-
matopoetickych bunék.

Pravidelné a nepravidelné protilatky

a) Pravidelné: vyskytuji se pravidelné — ocekavané — v lidské plazmé/séru; jsou to pro-
tilatky anti-A, anti-B.

b) Nepravidelné: vSechny ostatni protildtky kromé anti-A, anti-B; déle je délime na
alogenni a autologni protilatky.

Alogenni a autologni protilatky

a) Alogenni protilatka (aloprotilatka): protilatka proti antigenu, ktery u daného je-
dince neni ptitomen; protilatka miize reagovat pouze s erytrocyty nesoucimi dany
antigen, ale ne s erytrocyty jedince, ktery tyto protilatky vytvoril.

b) Autologni protilatka (autoprotilatka): protilatka proti antigenu, ktery nese na
svych erytrocytech dany jedinec; protilatka ¢asto reaguje s vét$inou diagnostickych
i darcovskych erytrocytt.

Afinita protilatky
Vyjadfuje silu asociace (vazby) mezi uréitym epitopem antigenu a vazebnym mistem
urcité protilatky.

Avidita protilatky

Vyjadfuje silu interakce polyvalentni protilatky s polyvalentnim antigenem, tj. pevnost
vazby antigen-protilatka. Je funkeci afinity vSech vazebnych mist protilatek a antigen-
nich determinant (epitopt), tj. je ddna afinitou protilatky k antigenu a poc¢tem zaroven
se uplatiujicich vazebnych mist. Plati, ze kdyZ se komplexni antigen nesouci mnoho
epitopt smichd s protilatkami nesoucimi mnoho paratopti, interakce antigen-proti-
latka na jednom misté zvys$i pravdépodobnost reakce na dal$im misté. Protilatky ve
vysoké koncentraci, ale s nizkou aviditou mohou mit mensi klinicky vyznam nez mensi
mnozstvi protilatky s vysokou aviditou.

Stanoveni avidity: principem stanoveni avidity je zji$téni, do jaké miry narusi dena-
tura¢ni ¢inidlo (napf. urea) pevnost vazby mezi antigenem a protilatkou. Protilatky
s nizkou afinitou jsou z vazby na antigen ptsobenim ¢inidla uvolnény a odstranény
promyvacim cyklem. Protilatky s vy$$i afinitou odolavaji pisobeni denatura¢niho ¢ini-
dla a z vazby se tak snadno neuvolni.
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AGH

Antiglobulinové sérum (serum antiglobulinum humanum), sekundarni protilatky,
které se vazou na primérni protilatky nebo na slozku komplementu.

a) Monospecifické:

- anti-IgG = sekundarni protilatka, ktera se navdze na Fc konec primarni IgG
navazané na jednom erytrocytu a zaroven na Fc konec IgG navazané na jiném
erytrocytu,

- anti-C3d = protilatka, kterd se vize na C3d aktivovanou slozku komplementu
navézanou na sousedicich erytrocytech,

— anti-IgA, anti-IgM,

— anti-C3c.

b) Polyspecifické: obsahuje anti-IgG a anti-C3d.

1.2.3  Klinicka vyznamnost krevnéskupinovych protilatek

Mohou zptisobovat:

a) potransfuzni reakei (potransfuzni hemolytickou reakci, aloimunizaci),
b) hemolytické onemocnéni plodu/novorozence,

¢) autoimunitni hemolytickou anémii.

Zavisi na:

a) optimalni teploté reakce: tepelné vs. chladové protilatky (viz podkapitola 1.2.2),

b) imunoglobulinové tiidé a podtfidé: viz podkapitola 1.2.2,

c) schopnosti vazat komplement: IgM, které vaZou komplement, mohou zpusobit
intravaskuldrni hemolyzu, protoZe po fixaci komplementu dojde k aktivaci celého
komplementového systému; protilatky, které zptisobuji intravaskularni hemolyzu,
jsou: anti-A, anti-B, anti-Vel, anti-P, anti-P1, anti-Tj* (anti-PP1P*), anti-Le® i anti-
-Le® (vyjime&né). Vétsina protildtek tiidy IgM jsou chladové protilatky, které casto
maji svij hemolyticky uc¢inek omezen. Nékteré protilatky t¥idy IgG rovnéz vazou
komplement, napt. anti-Jk*a anti-Jk’. Tyto protilétky jsou aktivni pti 37 °C a mohou
rovnéz zptisobovat intravaskuldrni destrukci erytrocyti,

d) urychlené tvorbé protilatek po opakované antigenni stimulaci: sekundarni imu-
nitni odpovéd (protilatky nejsou detekovatelné, po opétovném kontaktu s antige-
nem se prostfednictvim pamétovych lymfocytt rychle tvofi velké mnozZstvi protild-
tek dané specificity).

Souhrn
1. Vimunohematologii se uplatriuji protilatky tfidy IgM a IgG, vyjimecné také IgA.
2. Protilatky rozdélujeme podle teploty, pfi které optimalné reaguiji, na tepelné, chladové a bifazické.
3. Inkompletni protildtky k tomu, aby propojily erytrocyty, pottebuji ovlivnit reakci napf. pfidanim AGH,
snizenim povrchového napéti erytrocytd aj.
4. Existuji protildtky pfirozené, imunni a pasivné prenesené.
5. Alogenni protilatka plsobi proti cizimu, autologni proti vlastnimu antigenu.
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1.3  Reakce antigenu a protilatky

Chemicka reakce (obr. 1.11) malého mista glykoproteinové molekuly protilatky (na
Fab zakonceni) — paratopu s vazebnymi misty - s epitopy na povrchu membrany
erytrocytu.

Epitop je mala oblast antigenu, ktera reaguje s vazebnym mistem piislusné protilatky.
Paratop je oblast variabilni ¢asti protilatky, jez se specificky vaze na epitop antigenu.

N

™

erytrocyty s antigenem protilatky proti - vazba protilatek na erytrocyty
(modra barva) »,modrému” antigenu — aglutinace erytrocyti

- eventudlné aktivace komplementu

Obr. 1.11 Reakce antigen-protildtka

Tuto vazbu ovliviiuji nasledujici faktory:

a) Teplota

Polarni vazba antigen-protildtka (vymeéna elektront mezi donorskou a akceptorskou
molekulou) - ve vodném prosttedi dochdzi k tvorbé vodikovych mtistki. Tato reakce
je exotermni, a tudiz silnéjsi za niz$ich teplot. V této vazbé se uplatiiuji hlavné sacha-
ridové antigeny.

Hydrofobni vazba antigen-protildtka — optimdlni pfi vyssich teplotach. V této vazbé se
uplatiuji pfedevs$im proteinové antigeny.

Bifazické protilatky: viz podkapitola 1.2.2.

b) Iontova sila prostiedi

Oba typy protilatkovych vazeb (polarni a hydrofobni) jsou ovliviiovany ionty v reak¢-
nim prostfedi - tyto totiz vytvéreji ,,obaly“ kolem opa¢né nabitych oblasti antigent
a protilatek a znesnadiiuji jejich interakei.

Béznym diluentem pro reakce je izotonicky fyziologicky roztok.

Pokud se pouzije roztok s niz§im obsahem Na* a Cl iontt (low ionic strength solution
- LISS), dosahne se potiebnych vazeb antigeni a protilatek rychleji.
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c) pH

Vétsina protilatkovych reakci probiha optimalné pti hodnotach pH kolem 7 - za této
situace maji protilatky slabé pozitivni naboj, coZ je vzhledem k negativnimu néaboji
erytrocyt optimalni. P¥i vyraznéj$im snizeni pH mtiZze dojit aZ k disociaci protilat-
kové vazby (toto se vyuziva pii kyselé eluci), coz by mohlo vést k fale$né negativnim
vysledkiim. K udrzeni optimalniho pH pro reakce se doporucuje provadét laboratorni
testy v prostfedi pufrovaného fyziologického roztoku (PBS). Ojedinélé typy protilatek
pro spravnou reaktivitu vyZaduji kontrolovanou upravu pH (acidifikace séra je tfeba
k detekci nékterych protilatek anti-M).

d) Kvalitativni a kvantitativni vlastnosti antigenii a protilatek

Dostupnost antigenu pro vazbu protilatky je zavisld na jeho vzdalenosti od povrchu
membrany a na jeho pripadném zakryti/odkryti jinymi strukturami.

Trida, podtrida a glykosylace protilatky maji vliv na jeji velikost a ,,ohebnost®, faktory
ovliviiujici jeji cestu ,lesem® struktur na vnéjsi strané membrany k cilovému antigenu.
Hustota exprese antigenu na membrané také ovliviiuje vysledek reakce, stejné jako
koncentrace protilatek. Pro optimalni vysledky laboratornich testt je potfebny nadby-
tek protilatek nad antigeny. Pro IgG protilatky v LISS je empiricky stanoven minimdlni
potiebny pomér plazma/sérum : erytrocyty 40 : 1, pro méné citlivy test (napf. v pro-
stfedi PBS) musi byt k zachyceni stejné slabé protilatky v reakci 2x az 4x vétsi objem
plazmy/séra.

Fenomén prozony: slabd az fale$né negativni reakce pfi extrémnim nadbytku protilé-
tek, kdy protilatky obsadi vSechny antigeny na jednom erytrocytu a nezbyvé antigen,

geny K [ JK
' [ K
antigeny ‘

Jdvojita davka“Jk* | jedna davka“ Jk*/Jk® | ,dvojitd davka“JK®
protilatka erytrocyty reakce
Jk(a+b-)
anti-Jk? ‘. 3+
Jk(a+b+)

anti-Jk® ‘, 1+

Obr. 1.12 Efekt davky — princip
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ktery by vyuzila ,,pfemostujici“ protilatka. Nafedéni vy$etfovaného materialu v tomto
ptipadé vede k zesileni reakci.

Efekt davky (obr. 1.12): protilatka vykazuje vyrazné silnéjsi pozitivni reakei s erytro-
cyty s homozygotni neZ heterozygotni expresi komplementarniho antigenu (viz také
kapitoly 2 a 4).

Priklad: u fenotypu MM (genotypu MM) je na erytrocytech pfitomno vétsi mnozstvi
antigenu M nez u heterozygott MN (MN), sila reakce protilatky anti-M s erytrocyty
MM je napf. 3+, s erytrocyty MN 1+. Podobné u fenotypu Jk(a+b-) ¢i Jk(a-b+) je pii-
tomno vét§i mnozstvi (,,dvojitd dévka“) antigenu Jk*, piipadné Jk® nez u heterozygotii
Jk(a+b+) - viz obr. 1.12.

Neztidka protilatky reaguji pouze s erytrocyty s homozygotni expresi komplementar-
niho antigenu.

1.3.1  Disledky interakce antigen-protilatka in vivo

Funkci protilatek je odstrafovat ,,cizi“ elementy z ,vlastniho“ organismu. Pti destrukei

erytrocytt pusobenim protilétek jsou dosud popsany 3 mechanismy:

e aktivace komplementové kaskady — vede jak k intravaskuldrni, tak extravaskuldrni
hemolyze,

e fagocytdza erytrocyttl s navazanymi IgG protilatkami s naslednou extravaskuldrni
hemolyzou,

e primé ovlivnéni stability membrany vazbou protilatek.

Komplementova kaskada

Aktivace proteinti komplementu, ktera funguje na principu zymogen/enzym, slouzi
primarné k obrané organismu proti patogentim (obr. 1.13).

Klasicka cesta aktivace komplementu: je zahajovana reakci antigen-protilatka.
Alternativni cesta: aktivatorem jsou piimo povrchy mikrobialnich patogent, nadoro-
vych bunék, riiznych membran aj. bez casti protilatek.

Pti aktivaci komplementové kaskady (obr. 1.14 a 1.15) pfi vazbé protilatek na antigeny
erytrocytové membrany jsou u¢innéjsi protilatky t¥idy IgM, protoze se diky své pen-
tamerické struktute mohou jednotlivé podjednotky téhoz imunoglobulinu navazat na
antigeny v tésné blizkosti, a tim splnit podminku inicialni faze aktivace. P¥i této fazi se
totiz musi ocitnout dva Fc konce imunoglobulinovych molekul, jejichZ Fab konce jsou
navazany na antigeny, v tésné blizkosti a mezi nimi dochazi k aktivaci 6 podjednotek
Clq spolu s podjednotkami Clr a Cls. Vznikly komplex nésledné aktivuje slozky C2
a C4, které dale pusobi aktivaci slozky C3.

Masivni aktivace: napt. u inkompatibility ABO dochazi k ptekonani regula¢nich me-
chanismu a k interakci slozek komplementu C5, C6, C7, C8 a C9.

Protilatka (vazajici komplement) se navaZe na antigen, na protilatku se navaze slozka
C1. Slozka CI se aktivuje a nasledné aktivuje slozku C4, kterd se §tépi na C4a a C4b;
C4b se navaze na erytrocytovou membranu a aktivuje C2; C2 se $tépi na C2a a C2b;
C2a se vaze na erytrocytovou membranu. Dojde k aktivaci C3. Pak se aktivuji C5, C6,
C7, C8 a C9. Tyto aktivované slozky vytvori komplex, ktery se zabuduje do bunééné
membrany a vytvofi v ni otvor, kterym dochdzi ke komunikaci s extraceluldrnim pro-
stfedim a nasledné k ruptufe membrany (lyza buiiky). Béhem aktivace komplementu
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alternativni ~ _\\/

extravaskularni
cesta aktivace ‘,(33;’: Ba

3b (3¢ (3d hemolyza

- B .
komplementu : 963b8b i (fagocytéza v RES)
. -, g - / ; b
C3b &\
D }CKa:
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e / Csb
Ve o (o]
fe— Clb2a

C4 2

klasicka Clq (6x) hemolyza
cesta aktivace Clr/Cl1s .
komplementu lgM protilatka (x1)

(ev. lgG protildtka (x2)
antigen

Obr. 1.13 Schéma kaskady aktivace komplementu a jejich biologickych disledki
(upraveno podle: Rehacek V, Masopust J, et al., 2013)

[2]—
[c4]— caa

—(3a
4.__--/ “"'C3c
— —(5a

Obr. 1.14 Komplementovy systém — aktivace az k (9 Obr. 1.15 Komplementovy systém — aktivace az k (9
s intravaskularni hemolyzou

jsou uvolnovany fragmenty C4a, C3a a Cba, které maji anafylaktické, prozanétlivé
a prokoagula¢ni u¢inky a jsou zodpovédné za mozny rozvoj Sokového stavu, DIC, di-
seminované intravaskuldrni kouagulace (disseminated intravascular coagulopathy),
a rendlniho selhdni pfi akutni potransfuzni reakci.

Mirnéjsi aktivace: napi. non-ABO inkompatibility, ATHA aj. Po navazani protilatky
na antigen probihd aktivace komplementu stejné jako u masivni aktivace, ale dochazi
k jejimu zastaveni ve fazi aktivace slozek C3, pficemz C3b slozka adheruje na povrch
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erytrocytu, je postupné degradovana na slozky C3c a C3d a ptisobi opsoniza¢nim efek-
tem - indukuje fagocytozu a extravaskuldrni destrukci erytrocytt.

Pro aktivaci komplementu, kromé jiného, jsou dilezité vapnikové ionty (Ca*). Po od-
stranéni vapniku (napf. odbérem krve do EDTA) k aktivaci komplementu nedojde.
Komplement ztrici aktivitu zahtatim (30 minut pfi 56 °C) = inaktivace; ale i pfi nizké
teploté (2-3 dny pii 4 °C).

Aktivaci komplementu mohou branit nékteré plazmatické inhibitory, napiiklad:

C1 inhibitor = blokuje aktivaci C1 slozky.

Proteiny RCA (regulators of complement activation), jinym nazvem CCP (comple-
ment control proteins) = svou interakci se slozkami komplementu (napt. C3b, C4b,
C2a) v ranych fazich rozvoje komplementové kaskady brani vzniku konvertaz.

Intravaskularni a extravaskularni hemolyza

Intravaskularni hemolyza

Protilatky, které vazou komplement a vedou k aktivaci celého komplementového sys-
tému, pocinaje slozkou C1 aZ po C9, jsou schopny indukovat poskozeni buné¢né mem-
brany. Vytvofeny MAC (membrane attack complex) je schopen prodéravét erytrocyto-
vou membranu a zpusobit inik hemoglobinu z erytrocytu (cytolyza). Hemolyza takto
nastavd pfimo v krevnim obéhu.

Tento efekt zptsobuji zejména komplement vézajici protilatky tfidy IgM. Laboratorni
testy (in vitro) pii 37 °C vykazuji obvykle hemolyzu. Znamena to, Ze hemolyza in vitro
je velmi daleZitym voditkem!

Extravaskularni hemolyza

V pripadé destrukce erytrocytd nepfimym zpusobem probihd hemolyza extravasku-
larné ve sleziné nebo v jatrech. Za tento zpusob destrukce jsou zodpovédné dva roz-
dilné procesy:

A. Destrukce ve sleziné (lienalni hemolyza)

Erytrocyty s navazanymi protildtkami tfidy IgG se vazou k Fc receptorim na mem-
brané makrofagtl. Tyto receptory reaguji s Fc ¢asti protilatek IgG, odtud jejich néazev.
Erytrocyty, které adheruji k makrofagtim, jsou cytotoxicky destruovany vné makrofa-
gové membrany nebo jsou fagocytovany. Tento proces se odehrava prevazné ve sleziné.
Nedochazi k aktivaci komplementu.

B. Destrukce v jatrech (intrahepatalni hemolyza)

Protilatky vazou komplement, dochazi k jeho aktivaci az po C3. Nenastava piimd lyza
erytrocytt. Na jejich membrané ztistava navazany C3b. Na makrofazich je receptor
pro C3b, ke kterému tyto erytrocyty adheruji, coz nasledné vede k fagocytoze. C3b se
postupné degraduje na C3c a C3d. Tento proces se odehrava v jatrech.

V jatrech mohou byt destruovany i erytrocyty s navazanymi protildtkami ttidy IgM,
které neaktivuji komplement.

Fagocytoza senzibilizovanych erytrocytii

Senzibilizaci oznacujeme ,,0znackovani® erytrocytt IgG protilatkami a/nebo C3 sloz-
kou komplementu. Monocyty a makrofagy v monocytomakrofagovém systému (MMS)
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jsou vybaveny receptory pro rozpoznani tohoto ,o0znackovani“ (Fc receptory reaguji
s Fc koncem protilatkové IgG molekuly, CR1 a CR3 rozpoznavaji na membrané naad-
herované C3 slozky komplementu).

Protilatkami indukovana destrukce erytrocytii — imunitni hemolyza

Vazba protildtek na erytrocyty ma za nasledek destrukei erytrocyt, pficemz mecha-
nismy této destrukce a jeji intenzita se v jednotlivych ptipadech lii - v zavislosti na
kombinaci dal$ich determinujicich faktort. Témito faktory jsou jednak parametry pro-
tilatky (kvantita, specificita, tfida, podtiida, glykosylace molekuly Ig aj.), jednak vlast-
nosti antigenu (sila a erytrocytova/tkanova/plazmaticka specificita exprese antigenu)
a kone¢né uc¢innost efektorovych mechanismit hemolyzy (pohotovost k aktivaci kom-
plementové kaskady, eventualné (ne)schopnost jeji t¢inné regulace, ,citlivost” mem-
brany ke komplementové hemolyze, u¢innost monocytt a makrofagti v MMS pfi extra-
vaskularni hemolyze - stav danych organt, polymorfismy Fc a CR receptori, ovlivnéni
1é¢bou aj.). Protildtkova destrukce erytrocytii ma za ptimy nasledek pokles jejich po¢tu
(nedostate¢na terapeutickd odpovéd na transfuze u aloprotildtek, anemizace u piiso-
beni autoprotilétek) a kromé toho dochazi k systémovym i lokalnim reakcim, zptisobe-
nym uvolnénim nejriiznéjsich biologicky aktivnich molekul v prabéhu aktivace kom-
plementu a rozpadu bunék (cytokiny, vazoaktivni latky, aktivatory koagulace aj.).
Klinické projevy: od téméf bezpiiznakového pribéhu pres mirnéjsi anémie, zvyse-
nou pottebu transfuzni substituce (muze byt komplikovand u vzacnych fenotypi),
mirné zhor$eni zdravotniho stavu (mtiZe byt ale kritické pro pacienty s malou vitalni
rezervou) aZ po fatalni (smrtelné akutni potransfuzni reakce, hydrops a tmrti plodu in
utero, fulminantni ATHA).

Pfimé ovlivnéni vlastnosti membrany ptisobenim vazby protilatek

Antiglykoforinové protilatky vazbou na sousedici molekuly GPA zptisobuji pifechod-
nou zménu usporadani membranového fosfatidyletanolaminu a vznik kation-prostup-
nych (Ca®) lipidovych porti, destabilizaci membrany a rozpad erytrocytt. Uvedeny
mechanismus se uplatnil u klinicky velmi tézké ATHA, jeho uplatnéni v§ak neni vylou-
¢eno i u aloimunitnich inkompatibilnich stavi.

1.4  Polyaglutinabilita, pseudoaglutinace

1.4.1  Polyaglutinabilita

Modifikované ¢i jinak abnormalni erytrocyty nemocného se shlukuji s vétsinou pla-
zem/sér kromé vlastni plazmy/vlastniho séra bez ohledu na krevni skupinu.

Rysy erytrocyti

e Aglutinuji s plazmou/sérem vétsiny dospélych.
Neaglutinuji s pupe¢nikovym sérem.
Neaglutinuji s vlastni plazmou/sérem.
Rozdilné aglutinuji s lektiny.

34



Obecné principy

Na téchto erytrocytech se nalézaji tzv. kryptantigeny T, Th, Tk, Tx, Tn, které za normal-
niho stavu membrany nejsou dostupné.

V plazmé/séru vétdiny osob jsou pritomny protilatky (vétsinou IgM) proti témto
kryptantigentim, pravdépodobné jako anamnestické protilatky po béznych infekcich.
Antigen T: na erytrocytech je normalné maskovany = prekryty antigeny M a N (pres-
néji jejich N-acetylneuraminovou kyselinou).

Antigen Tn: je hloubéji uloZeny neZ antigen T.

Antigeny T, Tn, Tk ptitomné na epitelovych burkach jsou také markery zhoubnych
nadoru (jsou vyjadieny na rakovinovych bunkach).

Typy polyaglutinability

A. Ziskané

e 1. typu T = mikrobidlni, fenomén Hiibenertv-Thomsentv-Friedenreichtiv

Princip: aktivace T a Tk (Th, Tx) receptoru virovymi ¢i bakteridlnimi enzymy (jejich

pusobenim se odkryji kryptantigeny - T, Th, Tk, Tx...)

Pri¢ina:

in vitro = mikrobidlni kontaminace krve ve zkumavce (cca po 3-4 dnech skladovéni),

in vivo = sepse (i jiné tézké infekce

Patii sem i prukaz ziskaného antigenu B u osob krevni skupiny A piisobenim bakterii.

Ztejmé souvisi s hemolyticko-uremickym syndromem (hlavné pneumokokové infekee).

Mechanismus:

a) plsobenim enzymu — neuraminidazy (eventualné sialiddzy) — dochazi k odstépeni
N-acetylneuraminové kyseliny z antigenu M, eventualné antigenu N - odhali se
antigen T (Clostridium perfringens, Vibrio cholerae, pneumokoky aj.),

b) pusobenim endo-beta-galaktosidazy se odhali antigen Tk (Bacteroides fragilis, Can-
dida albicans, pneumokoky u déti aj.),

c) Th receptor = dochazi k odstépeni sialoglykoproteinu (Corynebacterium aquati-
cum aj.).

Kazda plazma/sérum kromé pupe¢nikové krve obsahuje pfirozené protilatky anti-T (vy-

tvareny neustalou stimulaci bakterialni flérou - kontakt nebo symbidza), tyto plazmy/

séra tudiz shlukuji erytrocyty s demaskovanym antigenem T (i v negativni kontrole).

Imunodominantni cukr antigenu T = -D-galaktéza.

Jiny mozny mechanismus: adsorpce bakterie ¢i produktt bakterii na erytrocyty tak, Ze

jsou aglutinovany séry, kterd obsahuji specifické protilatky.

Perzistujici Tx: raritné popsdna u MDS.

e 2. typu Tn = nemikrobidlni

Princip: aktivace Tn receptoru (odkryti kryptantigenu Tn)

Pricina: myelodysplazie, preleukemické stavy, AML. Vzacné se objevuje i u zdravych
jedinc.

Mechanismus: vysledek inkompletni biosyntézy COOH ¢asti MN glykoproteinu, zpii-
sobené somatickou mutaci klonu nebo klont hemopoetickych prekurzorovych bu-
nék = chybi T transferdza nezbytna pro konverzi antigenu Tn na antigen T. Syntéza M
a N je blokovana ve fazi Tn.

Anti-Tn je ve vét§iné dospélych plazem/sér.
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V krvi jsou pfitomny 2 populace erytrocyttl - nékteré klony produkuji normalni buriky,
nékteré Tn+ bunky (obraz smiSeného pole).

Imunodominantni cukr antigenu Tn = a-N-acetylgalaktosamin, biochemicky blizky
antigenu A, tudiz nékteré protilatky anti-A mohou zktiZzené reagovat (aglutinace
A- Tn+ erytrocyti).

Klinika: mtZe byt pfitomna hemolyticka anémie, leukopenie, trombocytopenie.

B. Geneticky podminéné (vrozené)

e (Cad (Sda++) - viz podkapitola 2.25,

e CDA II (kongenitélni dyserytropoetickd anémie typu II) neboli HEMPAS (Here-
ditary Erythroblastic Multinuclearity with a Positive Acidified Serum lysis test) —
erytrocyty s abnormalni membranou, zvy$ené mnozstvi antigenu i, normalni
I a snizené mnozstvi antigenu H, ve dfeni az 90 % erytroblasti s 2-7 nukleoly;
zptsobeno mutaci genu SEC23B,

e NOR (P1PK4) - velmi vzacné, pti¢inou je mutace genu A4GALT, viz podkapitola 2.6,

e Hyde Park: nékdy se vyskytuje hemoglobin M Hyde Park.

Imunodominantni cukr = N-acetylgalaktosamin.

Klinika: Hyde Park = cyanéza zptisobend akumulaci methemoglobinu.

HEMPAS = hemolyticka anémie.

C. Nejasné

VA polyaglutinabilita: velmi vzacnd; erytrocyty nejsou aglutinovany lektiny Arachis
hypogaea ani Dolichos biflorus, ale lze nalézt obraz smiSeného pole s lektinem Helix
pomatia (viz podkapitola 3.1.4). Polyaglutinabilita mtiZe byt trvala a vést k hemolyze.
Tr polyaglutinabilita: extrémné vzacnd; dava specifickou kombinaci reakei s lektiny.

Laboratorni vysetieni
K rozliSovani jednotlivych kryptantigent se vétsinou pouzivaji rizné typy aglutinuji-

cich lektint (tab. 1.3), vzacnéji monoklonalni protilatky.

Tab. 1.3 Lektiny a kryptantigeny — rozliseni

Lektin T Th Tk Tx Tn Sd(a++) | Hyde Park Tr
Arachis hypogaea + + + + - - w +
Vicia hyrcanica + + + - - +

Vicia cretica + + - - i, j W

Vicia villosa + - - + + + +
Griffonia simplicifolia - - + - - - + +
Medicago disciformis + + - - - +

Dolichos biflorus (jen B a 0) - - - - + + - -
Salvia sclarea - - - - + - - +
Salvia horminum - - - - T + W T
Leonurus cardiaca w - - - - + -

Glycine soja + - - - + + +/-

w = weak (slabd aglutinace); +/- = reaguje pouze u silné vyjadfenych pfipadi
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1.4.2  Pseudoaglutinace

Jinym nazvem penizkovaténi, rouleaux.

Shlukovani erytrocytii bez pfitomnosti protilatky. Napodobuje aglutinaci, ale tvori
se sloupce = aglomeréty — pod mikroskopem jsou viditelné jen shluky, ale Zadné volné
erytrocyty.

Erytrocyty jsou bikonkévni diskovité titvary s negativné nabitym bunéé¢nym povrchem,
coZ zpusobuje jejich vzajemné odpuzovani, jakmile se k sobé vzajemné ptiblizi. Diky
jejich elektrickému naboji nedochdzi v krevnim obéhu k jejich agregaci. AvSak pokud
dojde u erytrocytu ke sniZeni elektrického naboje, zmensi se rovnéz odpuzovaci sily
a erytrocyty se mohou navzajem shlukovat svymi plochymi stranami.

Etiologie

Dysproteinemie a paraproteinemie, ptipadné makroglobulinemie, zhoubné tumory, ja-
terni a rendlni choroby, systémovy lupus erythematodes, chronicka leukemie, aplasticka
anémie, infekce, chronicky hnisavy proces, sepse, spaleniny, revmatoidni artritida. ..
Infuzni roztoky (hydroxyetyl$krob, dextran apod.).

Laboratorni vysetieni
Odliseni od autoaglutinace promytim erytrocytt ve fyziologickém roztoku (viz Ptiloha
1, metoda P25).

SOUHRN

1. Reakce antigenu a protilatky zavisi predevsim na teploté, iontové sile prostredi, pH, kvalitativnich
a kvantitativnich vlastnostech antigent a protilatek.

2. Kdestrukci erytrocytli plisobenim protilatek dochazi aktivaci komplementové kaskddy, fagocytozou
erytrocytd, pfimym ovlivnénim stability membrany.

3. Intravaskularni hemolyza je zplisobena aktivaci celého komplementového systému.

4. Extravaskularni hemolyza probiha ve sleziné (vazbou Iga k makrofaglim) nebo v jatrech (vazba
a aktivace komplementu).

5. Pfi aktivaci komplementové kaskddy pfi vazbé protilatek na antigeny membrany erytrocytu jsou
Gcinnéjsi protilatky tfidy IgM.

6. Fenomén prozény, tj. slaba az faleSné negativni reakce pfi extrémnim nadbytku protilatek, vyZaduje
naiedéni vySetfovaného materidlu.

7. Polyaglutinabilita miize byt ziskana, vrozena nebo nejasného plivodu.

8. RozliSuje se ziskana polyaglutinabilita mikrobialni (typu T) a nemikrobialni (typu Tn).

9. Pseudoaglutinace, tj. shlukovani erytrocytl bez piitomnosti protildtky, je zplisobena predevsim
abnormalnimi proteiny i cetnymi chorobami
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KONTROLNI OTAZKY

(Existuje vzdy jedna nebo vice spravnych odpovédi.)
1. Erytrocytové antigeny jsou:
a) uloZeny uvnitf erytrocytu
b) glykoproteiny
) lipoproteiny
d) sacharidy
e) obvykle strukturou membrany erytrocyti
2. Systémy krevnich skupin maji:
a) znamou biochemickou podstatu
b) stejny fenotyp
) vzdy minimélné 2 antigeny
d) definovanou chromozomalni lokalizaci
e) identifikovany a sekvenovany gen
3. Plati, ze:
a) haplotyp je kombinace alel krevnich skupin, které se dédi spolecné
b) mezi molekularni mechanismy vzniku rozdilnych alel u systémd krevnich skupin patfi bodové
mutace, inzerce, delece a genové prestavby
¢) existuji antigeny exogenni a endogenni
d) epitop je oblast protilatky, diileZita pro vazbu antigenu
e) ,nulovy” fenotyp je typicky predevsim pro systém MNS
4, Vimunohematologii se uplatiiuji predevsim tidy protilatek:
a) IgA
b) IgMalgG
o lgAalgM
d) lgAalgE
e) lgGalgDalgE
5. Protilatky miiZeme rozdélit na:
a) tepelné a chladové
b) tepelné, chladové a bifazické
¢) kompletni a tepelné
d) pravidelné a nepravidelné
e) piirozené, imunni a pasivné prenesené
6. Hemolyza:
a) intravaskularni: je zplsobena aktivaci komplementu po slozku (3
b) extravaskuldrni: je zplisobena aktivaci komplementu po slozku (9
¢) pii destruki ve sleziné nedochdzi k aktivaci komplementu
d) zavisi na parametrech protilatky, viastnostech antigenu a tcinnosti efektorovych
mechanismd hemolyzy
e) jezplsobena pouze protilatkami tfidy IgG
7. Polyaglutinabilita:
a) uplatiuje se tu nejcastéji antigen T a Tn
b) je zplisobena shlukovanim erytrocytli bez pfitomnosti protilatky
¢) erytrocyty aglutinuiji s plazmou/sérem vétSiny dospélych
d) casto aglutinuiji s pupecnikovym sérem
e) vétsinou neaglutinuji s vlastni plazmou/sérem
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2 Krevni skupiny

2.1  ABOsystém (ISBT 001)

2.1.1  Vyskyt na bunkach a v tkanich

Krevni bunky: na erytrocytech a jinych krevnich bunkach, kromé granulocyt; ztejmé
jsou i na kmenovych a progenitorovych burkach. Na trombocyty jsou adsorbovany
z plazmy.

Ostatni bunky, tkané: na vét$iné epitelovych a endotelovych bunék (ledviny, srdce,
pankreas, plice).

V plazmé, télnich tekutindch a sekretech.

2.1.2  Antigeny
Celkem 4 antigeny:
ABO1 ABO3 AB04

A AB A,

Tab. 2.1 Zakladni déleni skupin ABO

ABO skupina Antigeny na erytrocytech |  Protilatky v plazmé Genotyp
0 Zadné anti-A, -A,, -B,-A,B 0/0

A A(+A) anti-B A/Aa A0

B B anti-A, -A, B/BaB/NO
AB A+B,AB(+A) Zddné A/B

Antigen A, jen u podskupiny A,, A,B — viz nize.

Podskupiny

V ABO systému (tab. 2.1) rozliSujeme podskupiny (u fenotypt A i B) lisici se kvanti-
tativnim i kvalitativnim zastoupenim prislu$nych antigenti. Nejcastéjsi jsou podsku-
piny A, a A,, ostatni podskupiny A i B maji velmi slabou expresi antigenti a jsou velmi
vzacné. Podskupiny B se vyskytuji hlavné v Africe a vychodni Asii. V praxi se podsku-
piny bézné nestanovuji ani u pacientt ani u darct krve. Prakticky vyznam to ma prede-
v8im u zachytu nepravidelné protilétky anti-A, (viz tab. 2.2 a kapitola 2.1.10), pfipadné
u diskrepanci pfi vySetfeni krevni skupiny ABO (viz tab. 2.2 a 2.3; obr. 2.1).

A,
Transferdza A, je nejucinnéjsi a dokdze zpracovat vechny typy prekurzorovych fe-
tézcl - 2, 3 a 4. A B vykazuje slabsi reakce s anti-A| nez A, coz je dano tim, Ze 2 trans-

v v 7

ferazy ,,soutézi“ o retézce H.
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A,

Transferaza A, je méné u¢innd a dokaze vyuzit jen struktury s prekurzorovym fetézcem
typu 2. Zbylé fetézce (typu 3 a 4) ztstavaji ve formé antigentt H a z pohledu imunitniho
systému jde o ,,mozaiku

A, selisi od A, nejen kvantitativné, ale i kvalitativné.

Tab. 2.2 Podskupiny A (typické reakce)

Pod- Reakce s diagnostickym sérem | Antigeny Ptitomnost protilatek Vylucovatelstvi
skupina na v plazmé antigenu
anti-A | anti-A,B | anti-A, | anti-H | €rYtrocytu | anti-A | anti-B | anti-A, (sekretofi)
A, 4+ 4+ 2-44+ | —/+ A+A, - + - H, A
A 4+ 4+ 1-24 | 2.3+ | A+A - + - H A
A, 4+ 4+ - 2+ A - + | 1-2(8)'% H,A
A, 24| 2+° - |34+ A* - + nékdy H, A¥
A SP SP - 3+ A* - + nékdy H
A | 1-2+ - 4+ A* - + | pravidelné H, (A%)
A, | x| - - 4+ A* - + - H,A
A 2w - - 4+ A* - + - H, A
A, -+ | /% - 4+ A* -+ | + | pravidelné H

* malé mnoZstvi; (*) velmi malé mnoZstvi; + slabé reakce; SP — smiSené pole; w — velmi slabé reakce; A, — A intermediate;
'v zévislosti na citlivosti metody; > erytrocyty adsorbuji anti-A; * pozitivni jen nékdy

Ay
7-100 % 10°

i_ antigen A1
H antigen A2

A, A,
1-10x 10° 0,1-1x 10°

Obr. 2.1 Podskupiny A — pocet antigennich mist. Od A, po A, klesa pfitomnost antigenu A a stoupd pfitomnost
antigenu H.
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Tab. 2.3 Podskupiny B (typické reakce)

Podskupina | Reakce s diagnostickym sérem Pritomnost protilatek v plazmé | Vylucovatelstvi
anti-B | anti-A,B | anti-H anti-A anti-B antigenu
B, 1+ 2+ 3-4+ + - H,B
B, -/£ 1-2+ 3-4+ + + (slabé) H, (B¥)
B, —I* —/* 3-4+ + - H,B
By - + 3-4+ + nékdy (slabé) H

* miZe byt velmi malé mnoZstvi; = = slabé reakce; SP = smisené pole

2.1.3  Vyskyt krevnich skupin v populaci

Zakladni 4 fenotypy nachdzime ve vét$iné populace, jsou v8ak zietelné geografické a et-
nické rozdily ve frekvencich (tab 2.4).

Tab. 2.4 Vyskyt krevnich skupin ABO

Krevni skupina | Populace Frekvence

A kavkazska (Evropa) (nejméné Island a Pobalti) 32-53%

Zapad [> Vychod
nejvice u Atlantiku — Skandindvie, Inuité, Laponci 50-60 %
jihoaustralsti domorodci (pfibuzni s japonskymi Ainu) az77%
nékteré severoamerické indianské kmeny (Blood and Black az 80 %
Foot)

Ceska republika 40-44%

A, v Laponsku prevaha podskupiny A,, ve vychodni Asii vzacny vyskyt,

v Ceské republice 80 % A,, 20 % A,

A, kavkazska <<0,1%
kavkazska (Evropa) 30-56 %
indidni Stfedni a Jizni Ameriky az 100 %
Ceska republika 30-34%

v Evropé vysoky vyskyt u Baski, v Irsku, Skotsku, Sardinii, na Islandu a Korsice (50—56 %),
nejcastéjsi z ABO je v domorodych populacich Afriky a Australie (cca 60 %)
B nejcastéjsi v centralni Asii 40 %

vychodni a jihovychodni Asie 30%
kavkazska (Evropa) 7-24%
(nejvice Pobalti a Rusko, nejméné Baskové) Zapad <|Vychod
Ceska republika 15-18%

romské populaci je nejcastéjsi skupinou

vzacnd mezi Inuity (2 %), prakticky se nevyskytuje u australskych domorodc; v plvodni

AB

Bangladés 16 %
kavkazska (Evropa) (nejméné Baskové — 1 %) 1-9%
Ceska republika 8-9%

prakticky se nevyskytuje u australskych domorodc{i
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Tab. 2.4 pokracovani
Krevni skupina | Populace Frekvence
A Castéjsi v Cernosské populaci 5-8%
(v Jihoafrické republice
témér 14 %)
kavkazska 2%
A kavkazskd <<0,01%
A ¥ ve Finsku podle oblasti 0,02-0,1%
A ¢erno3ské populace v USA a jizni Africe 4%
Krovéci a Hotentoti 8%
*varianty A,

Duvody geografickych a etnografickych rozdili frekvenci jsou pravdépodobné v roz-
dilné vnimavosti jednotlivych fenotypii k infek¢énim epidemiim béhem migrace a vy-
voje jednotlivych populaci.

2.1.4 Genetika a molekularni genetika

Gen ABO ma tti zakladni alely, kodominantni A a B a recesivni 0. Je lokalizovan na
chromozomu 9.

Tyto alely kdduji glykosyltransferazy zodpovédné za syntézu antigentt A a B a za ab-
senci této glykosylace u fenotypu 0 (homo-(di-)zygocie — obé alely pro nefunkéni
transferazy). Kone¢né formy antigent tohoto systému jsou také ovliviiovany produkty
gent kodujicich fukosyltransferazy podilejici se na vystavbé prekurzorového H fetézce:
H (FUT1), Secretor (FUT2) a Lewis (FUT3) (tab. 2.5).

Tab. 2.5 Geny nékterych krevnich skupin souvisejicich s ABO a glykosyltransferdzy

Lokus (gen) Alela Transferaza
FUTT (H) H a1,2--fukosyltransferdza
h Zadné
FUT2 (SE) Se a1,2--fukosyltransferdza
se 7adnd
ABO A a1,3-N-acetyl-D-
-galaktosaminyltransferaza
a1,3-,-galaktosyltransferdza
Zadné
FUT3 (LE) le a1,3/4--fukosyltransferdza
le 7adnd

Gen ABO se sklada ze 7 exoni, nukleotidové sekvence charakteristické pro A a B jsou
v exonu 7, substituce zodpovédné za nefunkéni 0 alely jsou v exonech 6 a 7. Genoty-
pova rozmanitost v ABO systému presahuje rozdilnost fenotypovou (napf. ,evropska“
alela *A101 je jen u 20 % Japonct s fenotypem A, ostatni maji ,,japonskou” *A102 alelu
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koédujici v pozici 156 zameénu leucinu za prolin - fenotypy v8ak jsou nerozliSitelné).
Dosud byly definovany desitky alel s rozdilnymi bodovymi mutacemi a/nebo hybrid-
nimi prestavbami (napfi. pro podskupinu A, alely ABO*A2.11, AB0*A2.12, ABO*A2.13,
AB0*A2.16, ... AB0*A2.20 kédujici razné zamény aminokyselin s vyskytem v raznych
populacich) (tab. 2.6).

Neékteré raritni genové prestavby (,,crossing over“) mohou vést i k fenotypovym proje-
vim, kdy nalezy neodpovidaji obvyklym schématim v ABO dédi¢nosti (fenotypy B(A),
A(B), cisAB), ptipadné ke staviim podobnym jako po nestejnoskupinové transfuzi
(A, a B, fenotypy) — viz také podkapitola 1.1.7.

Tab. 2.6 Fenotypy a genotypy ABO

Fenotyp Genotyp

A, A/A nebo A'/A? nebo A'/0
A, A/ nebo A0
B B/Bnebo B/0

AB A'/B (A'B/0)*

AB AY/B (A°B/0)*
0 0/0

* cis forma

Mohou se vyskytovat chiméry (mozaiky): jsou pfitomny populace erytrocytii s riz-
nymi krevnimi skupinami; napf. geneticky jde o krevni skupinu 0, ale je pfitomna
i populace erytrocytt krevni skupiny A. Napf. u varianty A, 1ze prokazat 2 populace
erytrocytt: 0 a A,, v plazmé neni anti-A.

2.1.5  Chemické sloZeni

Antigeny = terminalni oligosacharidy $iroké palety glykosyla¢nich fetézcti glykopro-
teint a glykolipidu (obr. 2.2).

Prekurzorovy H fetézec zustava nepokryty u skupiny 0. Je oznacovan jako antigen H
(historicky ndzev, ktery nahradil ptvodni substanci 0, vznikly z ,,heterogenni - tj. pro-
kazovany u vice skupin: 0, A,, B aj.; v CD nomenklatufe jde o CD173).
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@ L-fukéza

O D-galaktéza

A N-acetyl-D-galaktosamin
‘v N-acetyl-D-glukosamin

prekurzor antigen H antigen B antigen A

a-galaktosyltransferézaj[\
a-N-acetylgalaktosaminyltransferdza

|a-L-fukosyIlransferEizaT

Obr. 2.2 Biochemie antigen( systému ABO

Prekurzorovy H fetézec vznika pfidanim termindlni L-fukézy na disacharidové fetézce
tzv. ,peripheral core® struktur, které se vyskytuji ve vice formach. Erytrocyta se tykaji
4 typy lisici se v typu karboxylovych vazeb a/nebo pretermindlniho monosacharidu
(obr. 2.3):

Typ 1: Galp1=>3GIcNAcPf1—>R

Typ 2: Galp12>4GIcNAcPf1—>R

Typ 3: Galpl>3GalNAcal>R

Typ 4: Galp1—>3GalNAcf1—> R
Gal - D-galaktoza; GalNAc - N-acetyl-D-galaktosamin; GIcNAc - N-acetyl-D-gluko-
samin; R - dal8i pokracovani fetézce; v ptipadé erytrocytovych struktur to jsou glyko-
proteiny (60-70 % s N-glykosidickou vazbou - band 4.5, 3 a 15-25 % s 0-glykosidickou
vazbou, RHAG aj.) a glykolipidy (15-20 % vétvené polyglykosylceramidy a 5 % linearni
i vétvené glykosfingolipidy).

Imunodominantnim monosacharidem navazanym na H prekurzor u skupiny A je
N-acetyl-D-galaktosamin, u skupiny B D-galaktdza.

Vzhledem k existenci vice prekurzorovych struktur a vice navzijem kompetujicich
transferaz je glykosyla¢ni proces vystavby antigent A, B, H sloZity a zatim ne zcela
charakterizovany. Navic jde o syntézu ovlivnitelnou okolnimi vlivy - pfi stresové
erytropoéze u hematologickych neoplazii dochazi k zeslabovani, az mizeni antigen,
u ABO inkompatibilnich transplantaci byvaji pozorovany atypické sérologické nalezy
(zejména u podskupin) aj.
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Krevni skupiny
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Obr. 2.3 Schéma biosyntézy antigend krevnich systémdi ABO, H, Lewis
(upraveno podle: Rehacek V, Masopust J, et al., 2013)
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