HLA system, jeho struktura a
funkce

HLA (Human Leukocyte Antigens ) =
Hlavni histokompatibilni system
cloveka




Historie

1930 — 1940- MHC geny nejdfive rozpoznany u mysi na zakladé
pokusu s transplantacemi tumoru u mysi

50. léta- charakterizovano nékolik geneticky podmineénych antigenu
zodpovédnych za rejekci alogennich tumoru i normalni alogenni tkané

60. — 70. léta - jiz znamy 3 lokusy HLA-A, -B, -C,
MHC geny se ucCastni v imunitni odpovédi

1972- k produkci protilatek B lymfocyty nutna T- bunécna aktivita a take
ucast HLA molekul

1974- fenomén HLA restrikce ( T lymfocyty rozpoznavaiji cizorody
antigen pouze v komplexu s HLA molekulami |. nebo II. tfidy

80. Iéta- objev antigenu lokusu HLA-DR, -DQ, -DP
doslo k poznani hlavni funkce MHC molekul v imunitni odpovédi

90. Iéta- objev tzv. neklasickych antigenu lokusu HLA-E, -F, -G, -H, -J, -K,
-X




Struktura HLA systému
Nejkomplexnéjsi a nejpolymorfnejSi systém, kazdy Clovék nese unikatni
sestavu HLA alel, vyjimka — monozygotni dvojCata

lokalizace na kratkém raménku 6. chromozomu (4100 kb, vice nez 200
genu), geny usporadany do 3 oblasti: HLA L., I, lll. tfida

HLA |. trida zahrnuje geny:

—A, -B, -C pro tezky retézec a molekul HLA-A, -B, -C, jejich produkty
glykoproteiny jsou exprimovany na povrchu vSech jadernych bunéek
(transplantacni, klasicke)

neklasické geny HLA-E, -F, -G (glykoproteiny - omezeny vyskyt)

geny MICA, MICB (MHC Class | Chain-related) - strukturou podobné HLA
molekulam I. tfidy, vyskyt - endotelialni bb., ne na lymfocytech

pseudogeny a geny s neznamou funkci




HLA ll. trida zahrnuje geny:

-DRA, - DRB, - DQA, DQB, -DPA, -DPB pro —a a — retéezec HLA
molekul — DR, -DQ, -DP, jejich produkty glykoproteiny jsou exprimovany
na povrchu tzv. antigen prezentujicich bunek

geny -DM, -DO, nejsou exprimovany na bunécné membraneé (endozomy,
odstranéni li a nalozeni cizorodého peptidu na HLA molekulu Il. tridy)

geny LMP2, LMP7 (Large Multifunction Protease), koduji proteiny,
ktere stépi cizorode castice na mensi peptidy

geny TAP1, TAP2 (Transporters Associated with antigen Processing)
zahrnuty do procesu transportu peptidu do ER a nalozeni peptidu na
syntetizujici se HLA molekulu I. tfidy

HLA lll. trida zahrnuje:

geny kodujici strukturalné a funkéne odlisné proteiny nez HLA I. a Il. tr.

slozky komplementu C4, C2, faktor B, 21-hydroxylasa, TNF, heat shock
protein Hsp 70
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VAZBA ANTIGENNICH PEPTIDU
NA MOLEKULY HIAI




Funkce HLA systéemu

Hlavni fyziologickou funkci HLA molekul je predkladat cizorode
antigeny nebo jejich fragmenty bunkam imunitniho systemu,
predevsim T lymfocytum

Tato prezentace antigenu je prvnim predpokladem pro rozvoj
Imunitni reakce a tim obrany proti napadeni mikroorganismy -
primarni role imunitniho systému je rozpoznat a eliminovat
nebezpecné cizirode agens, tzn., ze imunitni system musi
rozlisovat mezi ,vlastnimi® a ,cizimi” antigeny.

HLA restrikce - bunécné receptory T lymfocytu (TCR)
rozpoznavaji komplex sestavajici se z cizorodeho antigenniho
peptidu vazaneho v peptidovéem zlabku HLA molekuly.

2 zpusoby prezentace cizorodych antigenu T lymfocytum:
- endogenni (HLAI. tr.)
- exogenni (HLAI. tr.)




PUVOD PEPTIDU
Odkud pochazeji cizorode antigeny rozpoznavane T lymfocyty:

replikace v cytosolu bunky (viry, nektere bakterie)
Ciz. proteiny produkovane bunkou - endogenni zdroj

ciz. peptid + HLA | + CD8+ (Tc lymfocyty) - zabiti
napadenych bunek

proteiny bunkou pohlcené - exogenni zdroj (bakterie,
paraziti)

vesikularni system bunky (transportni vacek)
ciz. peptid + HLA Il + CD4+ (Th lymfocyty)
aktivace zanetlivé a protilatkove odpovedi

CD4+ Th1 - zanétlivé - aktivace makrofagu k zabiti
patogenu

CD4+ Th2 - protilatkova odpoved', aktivace B bunék k
produkci protilatek




Peptidy prezentované HLA |

Peptides apparatus
W s amino acids)

Peptide

yrithes Assembly of Association of peptide
of MHC class | MHC class |  B-9 amino acids lang
and Bzm and B with with MHC class |

chains chaperones and fzm

1. Syntéza virovych
proteinu na ribosomech

2. Ubiquitin — oznaceni
proteinu

3. Proteasom —rozstépeni

4. TAP1/TAP2 — transport
peptidu do
endoplasmatickeho retikula

5. Nalozeni na molekulu
HLA | a transport na povrch
bunky




Zpracovani exogennich cizorodych molekul a jejich prezentace
HLA I

EXOGENNI ANTIGEN

EXOGENOUS Presentation
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Proteolytické stepeni




ochrana fetalniho allograftu

Plod v téle matky je vlastne cizi stép, polovina genetické vybavy pochazi od
otce.

Klasicke HLA produkty I. tridy —A, -B, nejsou exprimovany na bunkach
trofoblastu — T lymfocyty jsou k plodu ignorantni. Naopak na trofoblastu jsou
syntetizovany molekuly HLA-G, (-E) — NK inhibice.

Zaver: Neklasické HLA-G, (-E) molekuly hraji specialni biologickou roli =
ochrana vyvijejiciho se fetu pred matefskymi T a NK burikami, hraji roli pri
potlaceni imunitni odpoveédi matky proti plodu

HLA molekuly jsou ligandy pro receptory NK bunék
HLA molekuly aktivuji nebo blokuji aktivitu NK bunek pres aktivacni a
inhibicni receptory ( KIR-killer immunoglobuline-like receptor)
NK bunky rozeznavaji také neklasické HLA-E a —G molekuly

uloha HLA molekul v transplantologii

HLA molekuly jsou silné aloantigeny indukujici rejekci Stepu




Trophoblast

B. No HLA Class | C. Specialized HLA Class |
Molecules HLAE, -G)

-
b T

NK Cell No Tor NK Cell
Activation Activation




Exprese a distribuce HLA molekul

produkty genu HLA |. tf. - nalezeny na vSech jadernych
bunkach
HLA geny exprimovany kodominantne — oba geny (alely)

kazdeho HLA lokusu se vyjadri syntezou polypeptidoveho
retezce HLA produktu)

na mladych Cervenych krvinkach — atypicky antigenni system
Bga, Bgb, Bgc ( rezidualni HLA antigeny )

plazma — solubilni HLA antigeny

produkty genu HLA Il. tf. — omezena distribuce: B lymfocyty,
makrofagy, dendritické bunky, Langherhansovy burky kuze,
nektere endotelialni bunky

exprese HLA antigenu I. a ll. tfidy muze byt zvySena béhem
zanetu, ale také muze byt indukovana na urcitych burikach, na
kterych se normalné neexprimuji (myocyty, hepatocyty ).




typ bunky, tkane exprese

HLA | HLA I

BUNKY IMUNITNIHO SYSTEMU
dendritické bunky +++ +
makrofagy +++ ++
T lymfocyty +++ +
B lymfocyty +++ +++

JINE JADERNE BUNKY
neutrofilni granulocyty +++ -
eosinofilni granulocyty +++ -
epitelove bunky +++ -
hepatocyty + -
nervové bunky + _
bunky ledvin + -

NEJADERNE BUNKY
trombocyty ++ -

erytrocyty - -

Tab.1.: Odlisnosti v expresi molekul HLA I. a Il. tfidy na riznych bunéénych typech
( J. Krejsek a O. Kopecky, Klinicka imunologie, str. 125, 2004)




Srovnani vlastnosti a funkce HLA |l a HLA Il

Charakteristika HLA | HLA I
Struktura a fetézec + 2m a a 3 fetézce
Domeény al,a02aa 3+ 32m al, a2 a B1, 2

Bunecna exprese

Peptidy vazajici misto

Peptidy

Peptidy prezentované

témeér vSechny jad.bunky

uzavrené,vaze 8-9 amk

tvorené doménami a1 a a2

endogenni antigeny

CD8+T burfikam

APC (B buriky, dendritické
bunky,makrofagy)

otevreneg, vaze 12-17amk
tvorené doménami a1 a 31

exogenni antigeny

CDA4+T burikam




Dedichost HLA systéemu

geny vazané X geny volné kombinovatelné
HLA geny jsou vazané — dédény ,en bloc” od rodiCu jako haplotyp

nékdy rekombinace ( crossing-over béhem meiotického déleni) v HLA
oblasti — vymena genetickeho materialu mezi homologickymi
chromozoémy — vznikaji rekombinantni sestavy alel

frekvence rekombinace je zavisla na vzdalenosti mezi geny

vazebna nerovnovaha ( linkage disequilibrium )
- bézna v HLA systému

- urCite kombinace alel se vyskytuji Casteji, nez by se oCcekavalo na
zakladeé jejich genove frekvence

Napr. HLA- A1 a HLA-B8 s genovymi frekvencemi 0,16 a 0,1 v populaci.
Ocekavana frekvence vyskytu haplotypu HLA —A1, B8 v populaci by méla byt
0,16x 0,1x100%= 1,6%. V nékterych kavkazskych populacich frekvence
tohoto haplotypu zdaleka prfesahuje oCekavanou frekvenci ( 8% ).

EvolucCni zaklad vazebné nerovnovahy je spekulativni, urcité kombinace HLA
alel asi poskytuji v nekterych populacich urcitou selekCni vyhodu




a b c d

AV A24 A1 A3

B7 B44 B8 B27

DR4 DR17 DRA1 DR8

a c a d b c b d

A2 A1 A2 A3 A24 A1 A24 A3
B7 B8 B7 B27 B44 B8 B44 B27
DR4 DR1 DR4 DR DR17 DR1 DR17 DR8

Obr.4: Dédi¢nost HLA haplotypu




BY B44
R4 DR1T
A2 A4 Al I A
BY B44 B7 B44
DR4 DRA1T DR4 DR1T

Obr.5: Vznik nerekombinantnich a rekombinantnich HLA haplotypu




HLA a choroby

1967 — prvni zpravy o asociaci HLA systému s onemocnéenim u Cloveka

1973 — objevena asociace HLA-B27 s ankylozujici spondylitidou ( m.
Bechtérev )

nasledne byly studovany stovky onemocneni pro moznou asociaci
onemocneni s HLA systemem, u vice nez 50ti onemocneni byla
prokazana statisticky vyznamna asociace

Rysy HLA asociovanych chorob

choroby asociovane s HLA antigeny jsou vétsinou nemaligni chronicka
onemocneni

prevazné autoimunitni onemocneni
vétSina chorob je multifaktorialnich ( geny+ environmentalni slozka)

Spoustecem onemocneni casto environmentalnim faktory (napr.
mikroorganismy, stres, ...)




Nékteré priklady asociace HLA alel s chorobou:

Birdshot retinopathy aVAS RR=200
Ankylosing spondylitis -B27 81,8
Narcolepsy -DQB1%06:02 100
Psoriasis vulgaris -B13, Cwb6 45 7,2
Celiac disease - DQB1*02, *03:02 13,3

- DQA1*03:01, *05
Type | diabetes mellitus - DQB1*02, *03:02 10

- DQA1*03:01, *05

Rheumatoid arthritis - DR4 4




ANKYLOSING SPONDYLITIS ( AS, M. BECHTEREV)

asociovana s HLA-B27

zanétliva forma artritidy, postizeni ve vetSi mire mladi muzi

zanet napada kloubni spojeni mezi panvi a pateri , nemoc se
muze postupné Sifit nahoru a dolu ke kycCelnim a kolegnj
Kloubum.

deformitami
prubéh onemocnéni dlouhodoby

ostatni choroby asociované s HLA-B27 — Reiterova chorona
(revmaticke onem.,Casto vyvolavaji chlamydie, trojice obtizi:
neinf.zanét kloubu, mog.trubice a spojivek)

- Anterior uveitis (predni uveitida-zanéet duhovky, rasnatého
téliska)



CELIAC DISEASE
- DRB1*03- DQA1*05:01- DQB1*02:01
-DRB1*07- DQA1*02:01- DQB1*02:02
-DRB1*04 -DQA1*03:01-DQB1*03:02

geneticky podminene autoimunitni onemocneni

intolerance na gluten (lepek), travici soustava pacienta neni
schopna travit  potraviny obsahuijici lepek

chronicky zanet sliznice tenkého streva

prevalence v CR — 1 : 200-250

pro vyvoj onemocneni nutné 3 podminky:

1. geneticke predpoklady

2. konzumace stravy obsahujici lepek

3. spousteCc onemocnéni (stres, trauma, virova infekce)

dlouhodobé prujmy, unava, bolesti kosti, bficha, svalu, u déti
také problémy se zuby, rustem a vyvojem

jedina znama léCba — celozivotni dodrzovani bezlepkove diety




HLA nomenklatura

1. Sérologicka definice HLA antigenu

antigeny zakladni — napr. A9, A10, B51, B40, Cw3, DR2, DQ3....
antigeny splitové (subtypy) - sdileji spoleCné sérologicky definovane
epitopy

napr. A10— A25, 26, 34

B40— B60, 61

Cw3— Cw9, 10

DR2— DR15, 16

DQ3— DQ7, 8,9
antigeny obecné — DR51, DR52, DR53
maximalne 2 Cislicove znaky

V r. 1987 — 10th International Histocompatibility Workshop, prijata nomenklatura
zalozena na nasledujicich principech:

- HLA= Hlavni histokompatibilni komplex Clovéka

-A, B, C, DR, DQ, DP.....Iokusy

- €islo ( A1, Cw3 ) = oznaceni specifity molekuly ( antigenu )




2. Molekularné-geneticka definice HLA alel

molekularne-geneticka nomenklatura pouziva znaky dvou a vicemistné
pr. HLA-A*02, *31, B*08, *44, C*02, *12, DRB1*04, *13, DQB1*07, *08
- uroven ,low resolution®

HLA-A*01:01, *02:02, B*07:01, *35:01, C*02:02, *03:03, DRB1*04:01,
*13:05, DQB1*03:04, *03:05

- uroven ,high resolution*

Nekdy vice jak 4 znaky:
C*02:02:01, *02:02:02......... alely se liSi v tiché nukleotidoveé substituci na

urovni DNA, ale ne v aminokyselinove sekvenci na urovni polypeptidu (ticha
mutace)

A*24:02:01:01 /. a 8. pozice — polymorfismus v nekodujici oblasti
A*24:02:01:02L , low expressed” allele
B*51:11N , null* allele

Duben 2010 — nova nomenklatura, k oddelovani jednotlivych dvojCisli v
oznaceni alel se budou pouzivat dvojtecky.

Napr.: B*0808N—B*08:08N
A*9201—A*02:101




Lymfocytotoxicky test - sérologicka HLA typizace

= l|zolace lymfocytu (krev, uzlina, slezina)
= Terasakiho desky s predkapanymi anti-HLA sery (inkubace 30
minut)
= Pridani kraliciho komplementu (inkubace 60 minut)
= Barveni (trypanova modr, eozin)
Mikroskopicky odecet reakci
Hodnoceni 0, 2, 4, 6, 8

P .
-

11111







Molekularne-genetické metody HLA typizace

PCR — SSP (sequence — specific priming)

PCR — SSOP (sequence — specific oligonukleotide
probes)

SBT (sequence based typing)
Real —-Time PCR

MicrocCipy

NGS (next generation sequencing)




Molekularne-genetické metody

PCR - enzymaticka metoda in vitro, ktera slouzi k namnozeni ( amplifikaci )
specifického useku DNA vymezeného parem specifickych primeru.

3 kroky — izolace DNA ( plna krev,bukani stéry, krevni skvrny, vlasové
folikuly, parafinové tkanove bloky)

- amplifikace DNA ( PCR )- pocCet kopii DNA - 2n
n = pocet cyklu (30 — 35)

- detekce PCR produktu e,




1. PCR - SSP (sekvencné specifické primery)
tolik primerovych paru, aby mohly byt amplifikovany a detekovany vSechny
znamé alely daného lokusu

kazdy par primeru ur€uje jednu alelu nebo skupinu alel, rozliSeni béhem
PCR

HLA typizace ,, low resolution“pro lokusy -A, -B, -DR, -DQ vyzaduje 95 — 100
primerovych paru

v kazdé zkumavce tzv. interni kontrola amplifikace

kontrola kontaminace — zkumavka obsahuje vSechny reagencie pro PCR
krome templatové DNA

detekce specifickych PCR produktu elektroforeticky — rozdilna pohyblivost
PCR produktu dle molekulové hmotnosti

vizualizace — obarveni gelu fluorescencni barvou, ktera se inkorporuje do
DNA, expozice gelu UV svetlem na transiluminatoru

fotodokumentace




Princip SSP-PCR
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uplna shoda — amplifikace probéhne
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2. PCR - SSO (sekvencne specifické oligonukleotidy)

vyuziti lokus — specifickych primeru (znacené biotinem)
amplifikuje se cela oblast kddovana jednim lokusem (exon 2,3)

specifické alely nebo skupiny alel jsou nasledné urceny reverzni hybridizaci
s oligonukleotidovymi prébami (sondami)

denaturace amplifikované DNA
DNA proby (sondy ) imobilizovany (nitrocelulézovém stripu, mikropartikule)
reverzni hybridizace denaturované DNA s DNA prébou

vymyti nespecificky navazané DNA

konjugat ( streptavidin + alkalicka fosfataza), vytvoreni barevného precipitatu
na stripech - systém INNO Lipa

Konjugat — streptavidin + PE - Luminex, snimani fluorescence laserem
Vyhodnoceni pomoci softwaru




hybridizacni reakce

Jjednoretezcova cilova DNA

sonda

- Trrrr

CGATG

~ GCT G C P

jednoretezcova cilova DNA

perfektni shoda
HYBRIDIZACE

1 tzeshoc’la
ZADNA
HYBRIDIZACE




Chromogen L )
(NBT/BCIP)  Hnédy precipitat

Alkalicka fosfataza

Streptavidin

motin Amplifikovana cilova
sekvence

DNA sonda

Nitrocelulozovy prouzek

12345678 910111213141516171819202122

DQB typizace: DQB1*0302 x DQB1*0401




PCR-SSO typizace na analyzatoru Luminex

w WiW aw L

Genomic DNA  wfP i L

Eit::':li'lrﬂ::ed ¥ —= 3’ e DOUBLE STRANDED DN
* PGH SINGLE STRANDED DM A
Double Stranded  w'P WL A7
Single Stranded ) 2% Agarose gel with GelStain® Nucleic Acid Stain
Product A - '

1. Amplity with biotinviated primers
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Imunologie leukocytu a trombocytu
Transplantologie




Vsechny bunky lidskeho tela nesou na svych membranach
antigenni znaky, které jsou usporadany do systému
Systémy membranovych znaku byly nejdfive zjiStény a
prozkoumany na erytrocytech, pozdeji leukocytech a
trombocytech

Antigeny maji schopnost indukovat v organismu
detekovatelnou odpoved a specificky reagovat s produkty

teto odpovédi, t.j. s protilatkami nebo efektorovymi T
bunkami.

Protilatky se uvolnuji zejména do krevni plazmy, v mensim
mnozstvi se vyskytuji take v teélnich tekutinach, hlenu a na
povrchu sliznic

Hladina protilatek v seru kolisa v zavislosti na veku, pohlavi
a na stupni rozvinuti imunitnich reakci

Protilatky, patfici do rodiny imunoglobulinu, I1ze rozdélit dle
zpusobu vzniku:




1.aloimunitni protilatky - transfuze krevnich slozek
- transplantace
- zamerna imunizaci
- tehotenstvi, aborty
2. autoprotilatky — proti vlastnim antigenum jedince
3. alergické protilatky :
4. prirozené protilatky

= Dle ruznych typu H fetézce Ize rozliSit 5 tfid imunoglobulinu
—1gG, IgM, IgA, IgD a IgE.

= Vimunologii leukocytu a trombocytu hraji dulezitou roli
imunoglobuliny tridy IgG, IgM a IgA.




Imunologie leukocytu

1. antigeny spolecné s erytrocytarnimi - ABO, Rh, P, MNSs, ...
2. antigeny specifickeé pro leukocyty

- specifické antigeny lymfocytt  HLA antigeny
- specificke antigeny granulocytt HNA antigeny
- specifické antigeny monocytut  HMA antigeny

HLA antigeny a anti- HLA protilatky

= anti-HLA protilatky vyvolané u€inkem HLA antigenu jsou
nejCasteji lymfocytotoxiny, mene casto leukoaglutininy

= anti-HLA protilatky vznikaji tehdy, obsahuje-li imunizacni faktor
HLA antigeny odlisné od osoby vystavene jeho ucinku

= a-HLA protilatky jsou imunoglobuliny tridy IgG a IgM




Klinické syndromy zpusobené anti-HLA protilatkami

Febrilni nehemolyticka potransfuzni reakce — FNHTR
(teplota, tresavka, zimnice, bolest hlavy)

= pri¢inou mediatory a cytokiny z leukocytu uvolnéné v prubeéhu zpracovani
a skladovani TP

= nekdy je pricinou pfitomnost antileukocytarnich (Casto a-HLA) protilatek v
plazmeé pacienta pri podani TP kontaminovanych leukocyty

= Snizeni vyskyty FNHTR — plosna leukodeplece TP

Potransfuzni reakce TRALI - imunni TRALI

= a-HLA nebo antigranulocytarni protilatky v plazmeé DK reaguijici proti
antigenum leukocytu prijemce transfuze nebo antileukocytarni protilatky v
plazmé prijemce transfuze reagujici proti antigenim leukocytu pfitomnych
v TP

= aktivované leukocyty - obstrukce plicni mikrocirkulace, vznika plicni edém

= Kklinické projevy do 6 hodin po podani transfuze (vétSinou neprodlené po
zahajeni transfuze)

= podpora vitalnich funkci

= |jiné priciny — stari skladovaného TP




Refrakterita

refrakterita na podani trombocytovych transfuznich pripravku
zpusobena pritomnosti anti-HLA protilatek v séru pacienta
reagujicimi s HLA antigeny |. tridy nachazejicich se na
membranach trombocytu darce

vyber HLA kompatibilniho darce transfuzniho pripravku

z registru HLA otypovanych darcu nebo zkouska kompatibility
v lymfocytotoxickem testu mezi sérem prijemce a lymfocyty
darce (cross-match)

Akutni rejekce

odvrhnuti transplantovaneho stepu

pravdepodobnost vzniku akutni rejekce je tim vetsi, Cim vetsi
odlisnosti v HLA systemech darce a prijemce existuji

uloha non-HLA faktoru




Detekce anti-HLA protilatek
Lymfocytotoxicky test (LCT)

= reakce mezi protilatkou v séru pacienta a antigenem
bunécéné membrany typovych lymfocytu (darci krve)

zachyt protilatek pouze proti HLA |. tride




Detekce anti-HLA protilatek pomoci analyzatoru Luminex

Luminex® je metoda vyuzivajici navazane HLA
glykokoproteiny na barevne znacené mikroCastice a
vazba protilatek ze séra je prokazana prutokovou
cytometrii s dvojitym laserem

Luminex® ma véetsi specifitu a senzitivita nez LCT,
umoznuje zachyt protilatek proti HLA I, Il. tride a anti-
MICA




Detekce anti-HLA protilatek metodou

Luminex

= Barevne znacené mikrocCastice s
navazanymi HLA antigeny

* |nkubace mikrocCastic se sérem
pacienta

» Pridani fluorescencné znacené
sekundarni protilatky

= Detekce pomoci laserovych paprsku

om0

Computet Assignment  Pasitive
£ fiome Final Assignmant 8 Pastive
o Megative 11} Megaltiye
£ Undatermined 17 Underarminea

10 LSMIZNCL4019.00 WS Saole (NE " rest vate | 91372015

. Mix beads coupled to purified
HLA antigens with patient sera in a
membrane filter plate. Incubatle for
30 minutes.

alloantibod

3. Add antihuman 1gG with PE to
membrane fifter plate. Incubate
30 minutes.

2. Wash 3x using a vacuum manifold

4. Analyze in the Fluoroanalyzer




HNA antigeny (Human Neutrophil Antigens)

Znamo 7 antigenu, které jsou usporadany do 5 HNA systému:
HNA-1 ma 3 alely: HNA-1a, HNA-1b, HNA-1c (polymorfni formy
neutrofilniho Fcy receptoru llib (CD16b)), HNA-1 specificky pouze pro
neutrofily
Vzacné HNA-1 null fenotyp — jedinci neexprimuji Fcy receptor llib,
moznost tvorby protilatek
Funkce - Fcy receptor llIb slouzi jako receptor pro IgG1 a IgG3

- prispiva k fagocytdze opsonizovanych mikroorganismu
HNA-2a antigen — typicka heterogenni exprese jedince (jedinec ma
subpopulaci neutrofild s HNA-2a a subpopulaci bez HNA-2a)
VySSi exprese HNA-2a u Zzen nez u muzl, u zen klesa s vékem
HNA-2 null fenotyp — tvorba specifickych protilatek
Funkce — zahrnut do procesu adheze neutrofilu k endotelialnim
bunkam a jejich migraci




HNA-3a antigen exprimovan na neutrofilech a
lymfocytech

Protilatky a-HNA-3a schopné aglutinovat neutrofily
Funkce neznama

HNA-4a antigen a HNA-4a negativni jedinci objeveni v
roce 1986

HNA-4a genotypy nalezeny u vice jak 90% bélochu
Exprese na neutrofilech, monocytech a NK

Funkce — adheze leukocytu k endotelialnim burfikam a pfi
fagocytoze

HNA-5a — exprese na vsech leukocytech
Funkce — adheze leukocytu




Klinické syndromy zpusobené anti-HNA protilatkami

= Aloimunitni neutropenie novorozence

zpUsobena materskymi aloprotilatkami proti HNA antigentim na
neutrofilech plodu pri absenci na neutrofilech materskych

nebo jako transplacentarni prenos protilatek od matky s
autoimunitni neutropenii

VétsSinou jsou materské aloprotilatky zaméreny proti antigendim
HNA-1a, HNA-1b a HNA-2a, méneé casto proti HNA-1c a HNA-4a.

= Potransfuzni reakce TRALI a FNHTR
= Autoimunitni neutropenie u déti vyvolana

antigranulocytarnimi autoprotilatkami nejcastéji proti HNA-1a,
HNA-1b, HNA-2a, HNA-4a




Detekce antigranulocytarnich protilatek

Granuloaglutinacni test (GA)

= zachycuje granuloaglutininy

» reakce probiha specificky mezi antigeny membrany typovych granulocytu a
protilatkami vysetrovaneho séra

= hodnoti se mikroskopicky shluky granulocytu, pfi negativni reakci zustavaji
granulocyty volne.

Granuloimunofluorescencni test (GIFT)

» detekuje antigranulocytarni protilatky navazane ze séra pacienta na povrch
typovych granulocytu.

= Kk vizualizaci navazane protilatky dochazi pomoci zvireci protilatky proti
lidskému imunoglobulinu znacené fluorescein-isothiocyanatem (FITC)

* na typové granulocyty je navazana protilatka ze séra pacienta a na ni pak
zvireci protilatka znaCena FITC

= granulocyty s navazanou protilatkou sviti ve fluorescencnim mikroskopu
zelene.




GIFT - pozitivni reakce




Imunologie trombocytu

Antigeny specifické pro trombocyty - HPA antigeny

= na trombocytech 6 bialelickych systému - HPA-1, HPA-2, HPA-3, HPA-4,
HPA-5, HPA-15 (33 HPA alel na 6 glykoproteinech)

» jako prvni trombocytarni antigen byl urCen antigen HPA-1a (fenotypova
frekvence v populaci 98%)

» v kavkazké populaci je protilatka proti antigenu HPA-1a nejCastgjsi pricinou
fetomaternalni aloimunitni trombocytopenie

antitrombocytarni protilatky vznikajici jako odpoved imunitniho systemu na
HPA antigen, se deli:

- aloprotilatky (po transfuzi, po transplantaci, v prubéhu téhotenstvi)

- autoprotilatky zpusobujici destrukci vlastnich trombocytu
(autoimunitni trombocytopenie, ITP)

- léky indukovana trombocytopenie (antiepileptika, analgetika, antibiotika)

antitrombocytarni protilatky jsou vetsinou tridy 1gG, Casto take IgM a zridka
IgA




HPA antigeny

i ‘; il RN, |0 . -

| I

e E."'..’kmﬂﬂlﬁi]ﬂﬂiﬂﬂﬂﬂﬂﬂfﬁﬁﬂ!i. it B
MPATE ija

HPA- 23 CO10%

ied T S

I

ety G

Collagen Fibrinogen Von |
recepLor receptor Willebrand @ f




Detekce antitrombocytarnich protilatek

DIFT (destickovy imunofluorescencni test)

= zachycuje specifické antitrombocytarni protilatky ale i HLA protilatky

= k vizualizaci navazané protilatky na povrch typovych trombocytu dochazi
pomoci anti-lidskeho imunoglobulinu znaceného fluoresceinem

ELISA (Enzyme Linked Imunosorbent Assay)
* enzymoimunostanoveni, zachycujici protilatky proti trombocytum
= vazbu antigenu s protilatkou detekujeme pomoci antiglobulinu, ktery je
znaceny enzymem peroxidazou
= po probehnuti reakce enzym-substrat a zastaveni reakce hodnotime
intenzitu zbarveni na fotometru vzhledem ke kontrolam
» zachyt nespecifickych protilatek

Prutokova cytometrie (Flow cytometry)

» vyuziva anti-CD41/PE protilatky k oznacCeni populace trombocytu

" navazana protilatka na trombocytech je detekovana sekundarni anti-lidskou
protilatkou znacenou jinou fluorescencni barvou (napr.Fluorescein
Isothiocyanatem - FITC)
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Transplantace

* Transplantace organova — srdce, jatra, ledviny, plice,
kombinovane Tx
= 2 typy darcu — kadaverdzni darce a darce zijici

* Transplantace kostni drene, perifernich kmenovych
bunek, pupecnikove krve

= Podle typu darce Tx autologni, alogenni, syngenni

» Alogenni transplantace — pribuzenecka,
nepribuzenecka

= Registry darcu




Registry darct kostni diené v CR

Cesky narodni registr darcti diené (CNRDD) - Plzer

Cesky registr darct krvetvornych bunék (CSCR) -

Praha

Podminky pro vstup do registru:

= vek 18-35 let

» dobry zdravotni stav, zadne zavazné onemocneni v
minulosti

= ochota prekonat urcité nepohodli a ztratu Casu,
spojeneé s jednou Ci nékolika navstévami
zdravotnického zarizeni, pripadne s odberem
krvetvornych bunéek v zajmu zachrany zivota druheho
Cloveka.




Pozadavky na darce organu

Kadaverdzni darce organu je osoba s prokazanou mozkovou smrti pfi
zachovalém krevnim obéhu, s funkénimi organy a bez pfitomnosti
kontraindikace darcovstvi.

Zakon €.285/2002 Sb. urCuje presna pravidla na urCeni mozkové smrti a
souvisejicich predpisu v€etné poZadavku na kvalifikaci odbornika
potvrzujici mozkovou smrt.

V CR plati pfedpokladany souhlas s darcovstvim, osoby nesouhlasici s
darcovstvim maji pravo se prihlasit do specialniho registru osob
nesouhlasicich s darcovstvim (registr NROD) .

Pracoviste zvazujici darcovstvi musi overit, zda pacient v tomto registru
neni. Souhlas rodiny neni zakonné nutny, ale obvykle se bez souhlasu
rodiny darcovstvi neuskutecni.

NejCastejsi darci jsou s urazy hlavy, nitrolebni krvaceni a dalsi, prvni
informaci o mozném darci podava osetfujici lekar do spadového
transplantacniho centra jeste pred overenim smrti mozku.

Smrt mozku je ze zakona potvrzovana komplexem vysetreni
(angiografie-znazornéni obéhu krve kontrastni latkou, kdy se prokaze
zastava kr. obehu mozku).




priblizné 10% darcu predstavuji u nas zijici darci ledviny
(rodice, sourozenci, jini pribuzni).

pokud je darce osoba bez pribuzenskeho vztahu k
pacientovi, je nezbytne posouzeni etickou komisi.
absolutni kontraindikaci pro Tx ledviny od zijiciho darce je
onemocneni ledvin, maligni nadory s moznosti metastaz,
pritomnost australského antigenu (riziko prenosu hepatitidy
B), pozitivita na HIV a vek do 18 let. DalSi podminkou vSech
Tx ze zijicich darcu je vylouCeni jednani pod natlakem Ci za
uplatu

ZIvy darce — kratsi doba studené ischemie, odbéer a Tx jsou
naplanované a probihaji prakticky ve stejnou dobu . Tato
skutecnost vyrazné pfispiva k vynikajicim vysledkum Tx od
Zijicich darcu i bez shody v HLA. Nutnou podminkou je
negativni cross-match (krizova zkouska) mezi darcem a

prijemcem a shoda v KS.




