HLA systém, jeho struktura a
funkce

HLA (Human Leukocyte Antigens ) =
Hlavni histokompatibilni system
cloveka



Historie

1930 — 1940- MHC geny nejdrive rozpoznany u mysi na zakladé
pokusu s transplantacemi tumort u mysi

50. léta- charakterizovano nékolik geneticky podminénych antigenu
zodpovédnych za rejekci alogennich tumord i normalni alogenni
tkane

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
také ucast HLA molekul

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

80. léta- objev antigenu lokust HLA-DR, -DQ, -DP

doSlo k poznani hlavni funkce MHC molekul v imunitni odpovedi
90. léta- objev tzv. neklasickych antigenu lokusu HLA-E, -F, -G, -H, -
J, -K, -X



Struktura HLA systému

NejkomplexnéjSi a nejpolymorfnéjsi systém, kazdy Clovek 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, IL, lll. trida

HLA I. tfrida obsahuje geny:

—A, -B, -C pro tézky fetézec a molekul HLA-A, -B, -C, jejich produkty
(glykoproteiny) jsou exprimovany na povrchu témér vSech bunék
(transplantacni, klasicke )

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

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

pseudogeny a geny s neznamou funkci



HLA Il. tfida obsahuje:

= geny -DRA, - DRB, - DQA, DQB, -DPA, -DPB pro —a a — fetézec
HLA molekul — DR, -DQ, -DP, jejich produkty (glykoproteiny)
exprimovany na povrchu tzv. antigen prezentujicich bunék

= geny -DM, -DO, nejsou exprimovany na bunééné membrané
(endozomy, nalozeni cizorodého peptidu na HLA molekulu II. tfidy)

= geny LMP2, LMP7 koduji proteiny, které Stepi cizorode Castice na
mensi peptidy

= geny TAP1, TAP2, zahrnuty do procesu transportu peptidi do ER

HLA lll. trida obsahuje:

geny kodujici strukturalné a funkcné odlisné proteiny

* slozky komplementu C4, C2, faktor B, 21-hydroxylasa, TNF, heat
shock protein Hsp 70
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Funkce HLA systému

Hlavni fyziologickou funkci HLA molekul je predkladat cizorodé antigeny
nebo jejich fragmenty bunkam imunitniho systému, predevsSim T
lymfocytim

Tato prezentace antigenu je prvnim predpokladem pro rozvoj imunitni
reakce a tim obrany proti napadeni mikroorganismy - primarni role
imunitniho systemu je rozpoznat a eliminovat nebezpecneé cizirodé agens,
tzn., Ze imunitni systém musi rozlisovat mezi ,,vlastnimi“ a ,,cizimi*
antigeny.

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

2 zpusoby prezentace ciz. antigenu T lymfocytim - endogenni (HLA I. tf.)
- exogenni (HLA II. tF.)



PUVOD PEPTIDU

Odkud pochazeji cizorodé antigeny rozpoznavané T lymfocyty:

Patogeny A)

replikace v cytosolu bunky (viry, nékteré bakterie)
proteiny produkované bunkou - endogenni zdroj
ciz. peptid + HLA | + CD8+ (Tc lymfocyty) - zabiti napadenych bunek

=)
replikace v endosomech a lysosomech (bakterie, paraziti)
proteiny bunkou pohlcené - exogenni zdroj
vesikularni systém bunky (transportni vacek)
ciz. peptid + HLA Il + CD4+ (Th lymfocyty)
aktivace zanétlivé a protilatkové odpovedi

CD4+ Th1 - zanétlivé - aktivace makrofagu k zabiti patogenu
CD4+ Th2 - protilatkova odpoved', aktivace B bunék k produkci protilatek



Endogenni prezentace antigenu T bunkam

Plavod peptidu prezentovanych pomoci HLA | — cytoplasmatické/endogenni
e virové proteiny jsou syntetizovany na ribosomech
e ubiquitin - oznaceni proteinu urCeneho k likvidaci
» proteasom - rozstépeni proteinu
multikatalyticky proteinazovy komplex bunky
Stépeni proteinu za spotifeby ATP na peptidy

 TAP1/TAP2 (Transport of Antigenic Peptides)
transport peptidd z cytosolu do endoplasmatického retikula — ATP

 nalozeni peptidu na HLA molekulu I. tridy a transport na povrch bunky
« CD 8+ cytotoxicke T lymfocyty - Tc

Tc lymfocyty rozpoznavaji komplex HLA | ../ virovy peptid a
mohou zabit infikované bunky dfive nez dojde k replikaci viru.



Exogenous Antigen Presentation Pathway
Puvod peptidu prezentovanych HLA Il — exogenni

» Peptidy prezentované HLA molekulami Il. tfidy jsou odvozeny od
mikroorganismu ( exogenni zdroj ), do bunky se dostavaji endocytézou a jsou
obaleny plazmatickou membranou — tzv. endosom, ktery pozdeji fuzuje s
lysozomem a dochazi ke St€peni exogennich antigenu na peptidy pomoci LMP.

= Nove syntetizovana HLA molekula Il. tf. je v ER sdruzena s tzv. invariantnim
proteinem i, ktery ji chrani pfed nalozenim peptidu z endogenniho zdroje.

= HLA molekula Il. tridy se setkava s exogennim peptidem ve strukture MIICs
( MHC class Il loading compartments ).

» v MIICs dochazi k odstranéni li pomoci DM a nalozeni exogenniho peptidu
na molekulu HLA II. tfidy a transport na povrch antigen prezentujici bunky.

Komplex HLA Il.tr./peptid je rozpoznan TCR CD4 pozitivnich T bunék
( pomocné T lymfocyty - Th), které stimuluji B lymfocyty k produkci protilatek.




ochrana fetalniho allograftu

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

Klasické HLA produkty I. tfidy —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 materfskymi T a NK burikami, hraji roli pri
potlaceni imunitni odpovédi matky proti plodu

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

uloha HLA molekul v transplantologqii

HLA molekuly jsou silné aloantigeny indukujici rejekci stepu
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HLA Beyond Tears, Glenn E. Rodey, str.35, 2000



Exprese a distribuce HLA molekul

produkty genu HLA I. tf. - nalezeny na vSech jadernych bunkach

HLA geny exprimovany kodominantné — oba geny (alely) kazdého HLA
lokusu se vyjadri syntézou polypeptidového retézce HLA produktu)

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

produkty genu HLA Il. tf. — omezena distribuce: B lymfocyty, makrofagy,
dendritické bunky, Langherhansovy bunky kaze, nékteré endotelialni bunky

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




typ bunky, tkané exprese

HLAI HLA I

BUNKY IMUNITNIHO SYSTEMU
dendritické buriky +++ +
NEL 1o} +++ ++
T lymfocyty +++ +
B lymfocyty +++ +++

JINE JADERNE BUNKY
neutrofilni granulocyty +++ -
eosinofilni granulocyty +++ -
epitelové burky +++ -
hepatocyty + -
nervové bunky + -
bunky ledvin + -

NEJADERNE BUNKY
trombocyty ++ -

erytrocyty - -

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



Srovnani vlastnosti a funkce HLAla HLA Il

Charakteristika HLA |
Struktura a fetézec + 2m
Domény al,a2aa 3+ B2m

Bunécna exprese

Peptidy vazajici misto  uzaviené,vaze 8-9 amk

tvorené doménami a1 a a2

Peptidy endogenni antigeny

Peptidy prezentované  CD8+T burikam

temeér vSechny jad.bunky

HLA I

a a 3 fetézce

al, a2 a1, B2

APC (B bunky, dendritické
bunky,makrofagy)

oteviené, vaze 12-17amk
tvofené doménami a1 a 31

exogenni antigeny

CD4+T bunkam



Dédicnost HLA systému

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 — vyména genetickeho materialu mezi homologickymi
chromozomy — vznikaji rekombinantni sestavy alel

frekvence rekombinace je zavisla na vzdalenosti mezi geny

vazebna nerovnovaha ( linkage disequilibrium )
- bézna v HLA systemu
- urCité kombinace alel se vyskytuji Castéji, nez by se oCekavalo na
zaklade jejich genoveé 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 nekterych kavkazskych populacich frekvence
tohoto haplotypu zdaleka presahuje oCekavanou frekvenci ( 8% ).

Evolucni zaklad vazebné nerovnovahy je spekulativni, urcité kombinace HLA
alel asi poskytuji v nékterych populacich urcitou selek¢ni vyhodu



A2 A24 A1 A3
=¥4 B44 B8 B27
DR4 DR17 DR1 DR8
a c a d b ¢ b d
A2 A1 A2 A3 A24 A1 A24 A3
B7 BS B7 B27 B44 B8 B44 B27
DR4 DR1 DR4 DR DR17 DRA1 DR17 DR8

Obr.4: Dédi¢nost HLA haplotypu



= B44
DR4 DR1Y
Al Al A4 I Al
= B44 = B44
DR4 DR17F DR4 DR1Y

Obr.5: Vznik nerekombinantnich a rekombinantnich HLA haplotypu



HLA a choroby

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

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

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 asociované s HLA antigeny jsou vetSinou nemaligni
chronicka onemocneni

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

Spoustécem onemocnéni casto environmentalnim faktory (napr.
mikroorganismy, stres, ...)



Nékteré priklady asociace HLA alel s chorobou:

Birdshot retinopathy TaVAS 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

zanetliva forma artritidy, postizeni ve vétsi mife mladi muzi

& Elsevier, Inc. = netierimages.com
zanéet napada kloubni spojeni mezi panvi a pateri , nemoc se
muze postupné Sifit nahoru a dolu ke ky¢elnim a kolennim kloubum.

rizny priubéh onemocnéni, muze koncit velmi vaznymi deformitami

prubéh onemocnéni dlouhodoby

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

- Anterior uveitis (predni uveitida-zanét duhovky, frasnatého téliska)



CELIAC DISEASE (CD)

-predispozicni haplotypy
-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 podminéné autoimunitni onemocneni

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

-chronicky zanét sliznice tenkého streva
- prevalence v CR — 1 : 200-250
- pro vyvoj onemocnéeni nutné 3 podminky:
1. genetickeé predpoklady
2. konzumace stravy obsahujici lepek
3. spoustéC onemocnéni ( stres, trauma, virova infekce )
- dlouhodobé prujmy, unava, bolesti kosti, bficha, svalu, u déti také problémy se
zuby, ristem a vyvojem
- jedina znama léCba — celozivotni dodrzovani bezlepkové diety



HLA nomenklatura
1. Sérologicka definice HLA antigenu

- antigeny zakladni — napfr. A9, A10, B51, B40, Cw3, DR2, DQ3....
- antigeny splitové ( subtypy ) - sdileji spolecné sérologicky definované
epitopy

napf. A10— A25, 26, 34
B40— B60, 61
Cw3— Cw9, 10
DR2— DR15, 16

DQ3— DQ7,8,9
- antigeny obecné — DR51, DR52, DR53

- Bw4, Bwb specifity — nejedna se o genové produkty, ale o ,public*
epitopy. Jsou to alternativni aminokyselinové sekvence pritomné na vSech
HLA-B molekulach a na HLA-A23, 24, 25, 32.

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

Na rozdil od serologické nomenklatury, ktera ma maximalné dva Cislicove
znaky, molekularne-geneticka nomenklatura pouziva znaky dvou a vicemistne.
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 nukleotidové substituci na
urovni DNA, ale ne v aminokyselinové sekvenci na urovni polypeptidu (ticha
mutace)

-A*24:02:01:01 7. a 8. pozice — polymorfismus v nekddujici oblasti
-A*24:02:01:02L , low expressed allele

- B*51:11N ,, hull®“ allele

Duben 2010 — nova nomenklatura, k oddelovani jednotlivych dvojcisli v
oznaceni alel se budou pouzivat dvojtecky.
Napfr.: B*'0808N—B*08:08N

A*9201—A*02:101



2. molekularné-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 tkanovée bloky)

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

- detekce PCR produktu
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1. PCR - SSP (sekvencné specifické primery)
tolik primerovych pard, aby mohly byt amplifikovany a detekovany vSechny
zname alely daného lokusu
kazdy par primerl urcuje jednu alelu nebo skupinu alel, rozliSeni béhem
PCR
v zavislosti na vybéru primerovych paru PCR — SSP muze byt uzita pro ,low
resolution” nebo ,, high resolution® typizaci
HLA typizace , low resolution“pro lokusy -A, -B, -DR, -DQ vyZaduje 95 — 100
primerovych paru
,high resolution” - nasledné po sérologicke nebo po ,low resolution” typizaci
v kazdé zkumavce tzv. interni kontrola amplifikace
kontrola kontaminace — zkumavka obsahuje vSechny reagencie pro PCR
krome templatove DNA
detekce specifickych PCR produktu elektroforeticky,specifita amplifikované
DNA sekvence (amplikonu) je urCena molekulovou hmotnosti, ktera se
projevi rozdilnou pohyblivosti v agarézovem gelu pri elektroforéze
vizualizace — obarveni gelu fluorescencni barvou, ktera se inkorporuje do
DNA, expozice gelu UV svetlem na transiluminatoru
fotodokumentace
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2. PCR - SSO (sekvencne specifické oligonukleotidy)
vyuziti lokus — specifickych primeru (znacené biotinem)
amplifikuje se cela oblast kodovana jednim lokusem (exon 2,3)

specifické alely nebo skupiny alel jsou naslednée urCeny reverzni hybridizaci
s oligonukleotidovymi probami (sondami)

denaturace amplifikované DNA
DNA proby (sondy ) imobilizovany (nitrocelulézovem stripu, mikropartikule)
reverzni hybridizace denaturované DNA s DNA probou

vymyti nespecificky navazane DNA

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

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



hybridizacni reakce

sonda

jednoretézcova cilova DNA

sonda

- rrrrr

CGATG

X GCT &G C P

Jjednoretézcova cilova DNA

perfektni shoda
HYBRIDIZACE

1 neshoda

ZADNA

HYBRIDIZACE




Chromogen o )
(NBT/BCIP) Hnédy precipitat

Streptavidin
Biotin

Nitrocelulozovy prouzek

Alkalicka fosfataza

Amplifikovana cilova

sekvence

DNA sonda

12345678 910111213141516171819202122

L

DQB typizace: DQB1+0302 x DQB1*0401



PCR-SSO typizace na analyzatoru Luminex

Genomic DNA
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Imunologie leukocytu a trombocytu
Transplantologie



VSsechny bunky lidského tela nesou na svych membranach
antigenni znaky, které jsou usporadany do systému
Systémy membranovych znaku byly nejdrive zjistény a
prozkoumany na erytrocytech, pozdeji také na leukocytech a
trombocytech

Antigeny maji schopnost indukovat v organismu
detekovatelnou odpoved a specificky reagovat s produkty
teto odpovedi, t.j. s protilatkami nebo efektorovymi T
bunkami.

Protilatky, produkty plazmatickych bunek, se uvolnuji
zejména do krevni plazmy, v mensim mnozstvi se vyskytuji
take v telnich tekutinach, hlenu a na povrchu sliznic
Hladina protilatek v séru kolisa v zavislosti na veku, pohlavi
a na stupni rozvinuti imunitnich reakci

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



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

= Dle ruznych typu H retézce 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 granulocytu HNA antigeny
- specifické antigeny monocytt 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 vystavené jeho ucinku.

a-HLA protilatky jsou aloimunni imunoglobuliny tfidy IgG a IgM.
prirozene se vyskytujici anti-HLA protilatky (bez imunizacniho
podnetu) jsou velmi vzacne.



Klinické syndromy zpusobené anti-HLA
protilatkami

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

= pric¢inou mediatory a cytokiny z leukocytl uvolnéné v prabéhu zpracovani
a skladovani TP

= nékdy je pricinou pritomnost antileukocytarnich (Casto a-HLA) protilatek v
plazme pacienta pri podani TP kontaminovanych leukocyty

= Snizeni vyskyty FNHTR — ploSna leukodeplece TP

Potransfuzni reakce TRALI - imunni TRALI

= a-HLA nebo antigranulocytarni protilatky v plazmé DK reaguijici proti
antigenim leukocytu pfijemce transfuze nebo antileukocytarni protilatky v
plazmé pfijemce transfuze reaguijici proti antigenim leukocytu pfitomnych
v TP

= aktivované leukocyty - obstrukce plicni mikrocirkulace, vznika plicni edem

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

= podpora vitalnich funkci

* |jiné priCiny — stari skladovaneho TP




Refrakterita

refrakterita na podani trombocytovych transfuznich pripravku
zpusobena pritomnosti anti-HLA protilatek v seéru pacienta
reagujicimi s HLA antigeny I. 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 serem prijemce a lymfocyty
darce (cross-match)

Akutni rejekce

odvrhnuti transplantovaneho stepu

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

uloha non-HLA faktoru



Detekce anti-HLA protilatek

Lymfocytotoxicky test (LCT)

= reakce mezi protilatkou v seru pacienta a antigenem
bunééné membrany typovych lymfocytu

= zachyt protilatek pouze proti HLA I. tride

Detekce anti-HLA protilatek pomoci analyzatoru (Luminex)
* Luminex® je metoda vyuzivajici navazané HLA
glykokoproteiny na barevné znacené mikrocastice a vazba
protilatek ze séra je prokazana prutokovou cytometrii
s dvojitym laserem

= Luminex® ma vétsi specifitu a senzitivita nez LCT,
umoznuje zachyt protilatek proti HLA L., Il. tfridé a anti-MICA



Detekce anti-HLA protilatek metodou

Luminex

= Barevné znacené mikrocastice s

navazanymi
* |nkubace mi
pacienta
* Pfidani fluor

HLA antigeny
krocastic se sérem

escencné znacené

sekundarni protilatky
= Detekce pomoci laserovych paprsku
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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 Illlb (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

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



HNA-3a antigen exprimovan na neutrofilech a
lymfocytech, exprese na trombocytech je sporna
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 burikam 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 antigentim
HNA-1a, HNA-1b a HNA-2a, méné casto proti HNA-1c a HNA-4a.

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

antigranulocytarnimi autoprotilatkami nejcasteji 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 volné.

Granuloimunofluorescencni test (GIFT)

detekuje antigranulocytarni protilatky navazaneé ze séra pacienta na povrch
typovych granulocytu.

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

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

granulocyty s navazanou protilatkou sviti ve fluorescencnim mikroskopu
zelene.






Imunologie trombocytu

Antigeny specifické pro trombocyty - HPA antigeny

na trombocytech bylo dosud objeveno 8 bialelickych systému - HPA-
1, HPA-2, HPA-3, HPA-4, HPA-5, HPA-6, HPA-9 a HPA-15

jako prvni trombocytarni antigen byl urCen antigen HPA-1a, ktery se
v populaci vyskytuje ve fenotypové frekvenci 97,9%

v kavkazkeé populaci je protilatka proti antigenu HPA-1a nejCastejSi
pricinou fetomaternalni aloimunitni trombocytopenie
antitrombocytarni protilatky vznikajici jako odpoved imunitniho
systemu na HPA antigen, se déli:

aloprotilatky (po transfuzi, po transplantaci, v pribéhu téhotenstvi)
autoprotilatky zpusobujici destrukci vlastnich trombocytu
(autoimunitni trombocytopenie, ITP)

léky indukovana trombocytopenie (antiepileptika, analgetika, néktera
antibiotika)

antitrombocytarni protilatky jsou vetSinou tridy IgG, Casto také IgM a
zridka IgA.



Detekce antitrombocytarnich protilatek

DIFT (destickovy imunofluorescencéni test)

» zachycuje specifické antitrombocytarni protilatky ale i HLA protilatky

= Kk vizualizaci navazané protilatky na povrch typovych trombocytl dochazi
pomoci anti-lidského imunoglobulinu znaceneho 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 oznaCeni populace trombocytu

* pavazana 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 drené, perifernich kmenovych
bunek, pupecnikove krve

Podle typu darce Tx autologni, alogenni, syngenni
Alogenni transplantace — pribuzenecka,
nepribuzenecka

Registry darcu



Registry darcti kostni dfené v CR

Cesky narodni registr darcti diené (CNRDD) - Plzer

Cesky registr darcti krvetvornych bunék (CSCR) -

Praha

Podminky pro vstup do registru:

= vek 18-35 let

= dobry zdravotni stav, zadné zavazné onemocneéni v
minulosti

= ochota prekonat urcité nepohodli a ztratu Casu,
spojené s jednou Ci nekolika navstevami
zdravotnického zarizeni, pripadne s odberem
krvetvornych bunek 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 pritomnosti
kontraindikace darcovstvi.

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

V CR plati pfedpokladany souhlas s darcovstvim, osoby nesouhlasici s
darcovstvim maiji 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 Iekaf do spadoveho
transplantacniho centra jeste pred overenim smrti mozku.

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



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

pokud je darce osoba bez pribuzenskeho vztahu k
pacientovi, je nezbytné posouzeni etickou komisi.

absolutni kontraindikaci pro Tx ledviny od Zzijiciho darce je
onemocneéni ledvin, maligni nadory s moznosti metastaz,
pritomnost australského antigenu (riziko prenosu hepatitidy
B), pozitivita na HIV a vék do 18 let. DalSi podminkou vSech
Tx od zijicich darcu je vylou€eni jednani pod natlakem &i za
uplatu

zivy darce — kratSi doba studené ischemie, odbér a Tx jsou
naplanované a probihaji prakticky ve stejnou dobu . Tato
skute€¢nost vyrazné pfispiva k vynikajicim vysledkim 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.



