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Imunohematologie

 obor, zabyvajici se klinickymi a laboratornimi aspekty

— antigenu krevnich bun€k (zejmena erytrocytu z
pohledu kompatibility transfuze, erytrocytu a

trombocytu z pohledu fetomaternalni inkompatibility,
leukocytt z pohledu TRALI a HLA systému)

a

—1munitniho systému (zeymeéna protilatky a
komplement /HTR, HON, AIHA/, event. efektorove
mechanismy bunéfné imunity /funkcni testy/)







Antigeny

e Struktury membran krevnich bun€k, schopné¢ u
vnimaveho jedince vyvolat reakct imunitniho systemu

— alo-reakce - odpoveéd’ na ,,ne-vlastni*® antigeny
 predpokladem je ,,odliSnost™ antigenu
piijemce/darce event. matky/plodu

— auto-reakce - patologicka reakce imunitniho
systemu na ,,vlastni antigeny /AIHA/




Molekularni biologie v imunohematologii

 Charakterizuje chemickou
podstatu antigenu
(bunécna biochemie)

e [dentifikuje genetickou
podstatu antigenu a
umoznuje detekci
prisluSnych alel

e Protilatky: identifikace molekuldrni podstaty specifity a

konstrukce ,,umélych protilatek*
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Molekularni mechanizmy vzniku rozdilnych alel:

Inzerce/delece - ,,frame-shift*
(0 v systemu ABO)

Bodové mutace ... zaména aa (C/c, E/e,

Cw, K/k aj.), non-sense*“ (Gy(a-) aj.)
ABO*A101

ABO*0101

Genove prestavby - delece genu (D-), crossing-over, genové konverze

(hybridni geny a proteiny ... Rh a MNSsyvariantysaj: —
' PA_ GYPB aYPE
1 GYPB -B GYPB

GP.5ch

GYPB GYPB St(a+) -_m GP.Mur, GP.Bun, GP.Hop, GP.HF
Mur, Hop, MUT,
GP.Hil (MINY+, Hil+) Hil, MINY, TSEN

70 GP.JL (MINY+, TSEN+)

GP.TK (SAT+) =& UHKT



Pouzivane
DNA techniky:




PCR-SSP (ptiklad detekce polymortismu S/s v MNSs systému)




PCR-RFLP (ptiklad detekce polymorfismu FYA/FYB - Dufty)




Multiplex PCR
* 2 a vice produktu jedné PCR

Exon ,,scanning* Real-time PCR
multiplex PCR
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e ,The Dutch approach” Transfusion 38(1998)1015ff

el Abbildung in Transfus Med BIISPE)292; courtesy of PA Moaskert-van Wijk




Soucasné€ dostupné PCR Kity

 INNO-TRAIN (dodava BioVendor)

— ABO-SSP, CDE-SSP, weak-D-SSP, , little“-D-SSP,
KKD-SSP, MNS-SSP, HPA-SSP

— stejn¢ podminky pro vSechny reakce
— v movovanych kitech nékteré reakce ,,multiplexové

— zatim bez CE znacky, tj. ,,pouze pro vyzkum*

« BAG

— ABO-TYPE, RH-TYPE, Partial D-TYPE, Weak D-TYPE,
D Zygosity-TYPE, HPA-TYPE

— krom¢ D Zygosity-TYPE stejn¢ podminky pro vSechny PCR

— registrovany jako IVD, maji CE znacku ... je tedy mozné
je pouzivat jako plnohodnotna diagnostika




Deel.

ABO transferazy

Gonlgi lumen

NH: NH1 NHZ MNH

e Grunnet et al. Vox Sang 67(1994)214
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DNA diagnostika v RH systému:

 RHD je duplikovany gen; v kavkazské populaci je u D- delece;

* jin¢ populace u D- pseudogen a genove prestavby




DNA diagnostika v RH systému:

* v poslednich letech znany nartst informaci o diverzité RH systému
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D+ haplotyp

D- haplotyp
(kavkazska populace)

D- ... Cde(S)
,,alro-D- haplotypy*

D- ... pseudogen




RH-TYPE PCR-SSP
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RhD varianty (= ,,partial“ D) ... mechanismus vzniku
genovou konverzi




Partial D-TYPE PCR-SSP

e D Kategorie VI Typ |

4 11 HIL 11 P

e D Kategorie VI Typ |l
4 Bl Hil 11k

e D Kategorie VI Typ Il

4 B1 HiII 11 P

¢ Blood 91(1998)2175




Partial D-TYPE PCR-SSP

exon-scanning detekce bodovych mutaci

D Kategorie VI Typ Il




Partial D-TYPE PCR-SSP
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Bodove mutace v RHD genu (slabe D a n¢které D varianty)




Weak D-TYPE PCR-SSP

Positive reaction 1: Weak DD type 1  Positive reaction 2: Weak D type 2

DNA Isolierung 30 min
PCR Ansatz 10 min/45 miiy
PCR (,cycling®) 90 min
Gel Separation 30 min
Gel Farbung 30 min

Positive reaction 3: Weak D type 3 Evaluation 10 min
35-4h

Gelabbildung aus Transfusion 41(2001)47




Weak D-TYPE PCR-SSP

weak D Typ 3 weak D Typ 4.2

BAGene




Prakticke vyuziti Weak D-TYPE kitu: pozitivni detekce
slabych D u t€hotnych ... nemusi dostavat anti-D Ig

PCR-SSP cca 50 Euro versus 1 davka anti-D 100 Euro




Pozitivni detekce delece RHD genu:

prukaz hybridniho Rhesus boxu




D zygosity-TYPE PCR-SSP

1

I

7

23,130 bp

9,416 bp

6,557 bp

30°/30°
3ad5/eao
©J02/eAd2D
9P2/33d%
opo/8do
opo/edD
3P2/3P0
SPD/ePD
opO/8PO




D zygosity-TYPE PCR-SSP

DD Da 0d

nomozygot heterozygot




Od 9/2003 fesen v Referencni laboratori pro
imunohematologii v UHKT

projekt BLOODGEN: Improving patient safety and blood
transfusion compatibility

* ve spolupraci s pracovisti z Anglie (koordinator -
prof.Avent, UWE, Bristol), Némecka, Holandska, §panélska
a Svédska ziskan EU grant

e vyuziti microarray techniky pro detekci polymorfismu
vSech systému krevnich skupin
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PCR products

+ DNA polymerase

Products of primer

axtension in soluticn







HS 400 Hybridization Station

Project Goals

Automated 4-slide hybridization system

HS 4800 Sales Presentation
Page 2

Key features:

>Small stand-alone instrument with
touchscreen control or

>Several instruments controlled from
one PC

>Processing performance as HS 4800
>Protocol compatibility with HS 4800
>|VD & 21 CFR part 11 compliance
>Competitive price




Hybridization Module

Closing mechanism

Hybridization chambers

Incubation block (4 — 85°C)

Fluid connections

MTP format slide holder for
4 slides

HS 4800 Sales Presentation :ﬁ TEI{:: N
Page5 A L

=% UHKT



® TECAN.

Tecan LSX00 Scanner




® TECAN.

Dual Scanning Capability: Speed

2 optional available detection channels and an
innovative scanning mechanism result in a
measurement time of less than 3 minutes per full slide.




LSx00 Laser Scanner
Unmatched Flexibility
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