


VSech tigenni
znaky, ‘
Nejdrive b
leukocytl a

odpoved’ a speC|f|c ;
s protilatkami nebo efektoro nkami.

Protilatky, produkty plazmatickych bunék, se uvolnuji zejména do
krevni plazmy, v mensim mnozstvi se vyskytuji take v télnich
tekutinach, hlenu a na povrchu sliznic.

Hladina protilatek v séru kolisa v zavislosti na véku, pohlavi a na
stupni rozvinuti imunitnich reakci.

Protilatky Ize rozdélit dle zplsobu vzniku:



> Molekula Ig -

t&Zky Fetézec - kon st — vazba Ag

> Dle rliznych typl H retézce lze imunoglobulint — IgG, IgM, IgA,

IgD a IgE

>V imunologii leukocytt a trombocytt hraji duleZitou roli imunoglobuliny
tridy IgG, IgM a IgA.
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LA antigeny
, HNA antigeny

ocytl, HMA antigeny
HLA antigeny

Specifické antigeny lymfocytt, HLA antigeny - probrany v kapitole ,HLA systém"
Anti-HLA protilatky jsou protilatky aloimunni, vznikaji t,evhdz, obsahuje-li imunizacni
faktor HLA antigeny odlisné od osoby vystavené jeho ucinku

HLA protilatky - imunoglobuliny tridy IgG, méne casto IgM

v priibéhu téhotenstvi (cca 30% Zen)

po transfuzich

po transplantaci (kostni dren, organy)

~prirozené se vyskytujici anti-HLA protilatky™



pricinou m

m U Zpracovani a
skladovani

nekdy je pricinou pri
pacienta pfi podani TP kon

Snizeni vyskyty FNHTR — plosna leukodeplece TP



opak
tromb crement)

neimunitni

imunitni priciny — tr , ABO ,
ove-dependentni Ab

[

anti-HLA protilatek v seéru pacienta reagujicimi s HLA antigeny I. tridy na
membranach trombocytt darce

vybér HLA kompatlbllnlho darce transfuzniho pripravku z registru HLA
otypovanych darcli

zkouska kompatibility v lymfocytotoxickém testu mezi sérem prijemce a
lymfocyty darce (cross-match)
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jiné priciny
aktivovane leuk
klinické projevy dc
zahajeni transfuze)

u neprodlené po

Akutni rejekce
odvrhnuti transplantovaneho stépu

pravdépodobnost vzniku akutni rejekce je tim vetsi, cim vétsi odlisnosti
v HLA systémech darce a prijemce existuiji.

k akutni rejekci dochazi s odstupem nékolika dnli po transplantaci organu
az do zhruba 90 dni po transplantaci.

Chronicka rejekce — tvorba a-HLA a non-HLA protilatek (roky po Tx)



zachyc

Reakce m buné&né
membrany t

komplex antiger _

aktivaci vznikly en: membranu lymfocytd,

buriky pak nasledné pri . trypanova mod¥, eosin).
Hodnoceni testu se provadi mikroskopicky. Mrtvé buriky se jevi
v mikroskopu jako modré (Cervené), zivé bunky zlstavaji nezbarvené.

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 prlitokovou
cytometrii s dvojitym laserem.

Luminex® ma vetsi specifitu nez LCT a neni ovlivnén pritomnosti non-HLA
protilatek, autoreaktivnich protilatek nebo lymfocytotoxickych protilatek
(napr. ATG).
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Detekce anti-HI
protilatek — Lumir

barevné znacené mikrocastice s
navazanymi HLA antigeny

inkubace mikrocastic se sérem
pacienta

pridani fluorescencne znacené
sekundarni protilatky

detekce pomoci laserovych
paprskd

1. Mix beads coupled to purified
HLA antigens with patient sera in a
membrane filter pfate. Incubate for
30 minutes.

2. Wash 3x using a vacuum manifold

3. Add antihuman IgG with PE to
membrane filter plate. Incubate
30 minutes.

4. Analyze in the Fluoroanalyzer
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Znamo .
HNA-1 ficky pro
neutrofily r

vzacne HNA-1 st tvorby

protilatek |
Funkce - prispiva rganismd

HNA-2 antigen — antigen bez alelické variace, specificky pro neutrofily
typicka heterogenni exprese jedince (jedinec ma subpopulaci neutrofill s
HNA-2 a subpopulaci bez HNA-2)

vyssSi exprese HNA-2 u zen nez u muzd, u Zen klesa s vékem

HNA-2 null fenotyp — tvorba specifickych protilatek

funkce — zahrnut do procesu adheze neutrofill k endotelialnim bunkam a
jejich migraci



exprese na n

funkce — adheze | a pri fagocytoze

HNA-5a — exprese na vsech leukocytech
funkce — adheze leukocytl



Aloim
Transfu
Febrilni nehel

Autoimunitni protila
Autoimunitni neutropenie u deti
Iatrogenni pricCina

Léky indukovana imunitni neutropenie (primy ucinek Iéku na kostni
dren nebo imunitni mechanismy; nesteroidni antirevmatika,
antibiotika, antikonvulsiva)



autoimunitni

materské protilatk eutrofily plodu

ANN se vyskytuje méné nez 1 prip 00 porodU

neutropenie muze trvat az nékolik mésicd, vyvolava u déti riziko
infekcnich komplikaci

ve véetsiné pripadd jsou materské aloprotilatky zaméreny proti antigeniim
HNA-1a, HNA-1b a HNA-2a, méné casto proti antigenlim HNA-1c a HNA-
4a.



teplota, | |

olana pri

ransfuzniho
pripravku rea F

TRALI (Transfusion

zplsobena nejcastéji reakci protilatek darce transfuzniho pripravku
reagujicich s granulocyty prijemce nebo f(e reakce protilatek prijemce
s granulocyty darce transfuzniho pripravku

aktivované leukocyty - obstrukce plicni mikrocirkulace, vznika plicni edém

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

a-HNA-1a, a-HNA-1b, a-HNA-2, a-HNA-3a protilatky a protilatky proti
molekuldm HLA 1. a 1I. tridy.



), HNA-1b,
HNA-2, HNA-

Dospéli:

sekundarni neutropenle e
lupus erythematodes, chronicka Ieukemle)

toidni artritida, systémovy

lékové indukovana neutropenie



Granuloa
zachycuje g
Reakce mezi anti
vysetrovaneho se

Hodnoti se mikroskbp'
granulocyty volne.

rotilatkami

negativni reakci zUstavaji

Granuloimunofluorescencni test (GIFT)

detekuje protilatky navazane ze séra pacienta na povrch typovych
granulocytd.

k vizualizaci navazané protilatky dochazi pomoci sekundarni protilatky proti
lidskému imunoglobulinu znacené fluorescein-isothiocyanatem (FITC)

granulocyty s navazanou protilatkou sviti ve fluorescencnim mikroskopu
zelené.

Detekce a-HNA protilatek na analyzatoru Luminex







1. anti . tridy)
2. antige |

>  HMA antige y, obsahuji B2-

mikroglobulin
> geny lokalizované n
lokusu HLA-B. : i
> HMA antigeny jsou kodovany ze dvou lokusti, HMA-A a HMA-B, zatim
znémo 7 antigen& HMA-A1; HMA-A3; HMA-A5: HMA-A6; HMA-B2; HMA-
B4; HMA-B7

ozomu V blizkosti

Vyskyt monocytarnich protilatek:

> po transfuzi, mohou byt pricinou i potransfuzni reakce
> U téhotnych zen

> po transplantaci



16 alel uspofadéno bia .
HPA-4, HPA-5, HPA-6, HPA-9 a HPA-15

U - HPA-1, HPA-2, HPA-3,
a= bézna alela; b= méné bézna alela

Usporadany na 6 trombocytovych glykoproteinech

Jako prvni HPA antigen byl urcen HPA-1a (98% populace)

protilatka a-HPA-1a nejcastéjsi priCinou fetalni a neonatalni
aloimunitni trombocytopenie
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> autoprotil
trombocyto

> |éky indukovana tvo
(antiepileptika, analgetika, n

> 1gG, Casto take IgM a zridka IgA.



Fetalni a enie (FNAIT)
ddsledek inkom ¢

vétdina pripadd je d
nazyvana NAITP (neonataln
aloiminutni trombocytopenie novorozence)

eni, proto také
| ocytopenle nebo

n?]attI;a vytvari Ab proti HPA antigentim plodu ze strany otce a u matky
chybi

protilatky IgG prochazi pres placentu, vazi se na trombocyty plodu a

urychIUJl jejich destrukci - trombocytopenie plodu uz kolem 20. tydne
gravidity

trombocytopenicky plod je ohroZen intrakranialnim krvacenim in utero,
béhem porodu a v prvnich dnech zivota

jeden pripad na cca 1500 porodl

mortalita je 6 — 10% a neurologickeé nasledky po intrakranialnim
krvaceni se vyskytuiji priblizné ve 20% pripadt



zbyvaijici pF‘l'p
antigenech

Tvorba a-HPA Ab asoéiOv-

=

HLA-DRB3*01:01-DRA1*01:01 = DR52 molekula vaze peptidy s leucinem v
pozici 33 (HPA-1a) a ne peptidy s prolinem ve stejné pozici (HPA-1b)



Zujicim

opozdena re ni transfuze
obsahuijici tro

vyskytuje se u jiz imu oti trombocytlm darce

—

rizikovou skupinou jsou zeny s Castéjsimi tehotenstvimi v anamnéze,
transfuze

nejcastéjsi pricinou - anti-HPA-1a u prijemce TP, méné Casto anti-HPA-5b

nejasny mechanismus - panreaktivni autoprotilatky - spolu s
aloprotilatkami destruuiji i vlastni pacientovy trombocyty



» trombocytopenie
> V tomto pripade je

Pasivni_
vyskytuje
obsahujici s

ripravku

FN Brno — plazma pro a, nahrazeno krevnim

derivatem Octaplas

Refrakternost k podani trombocytovych transfuznich pripravku
charakterizovana malym vzestupem poctu trombocytl po transfuzi

pricina - klinickymi faktory (sepse, splenomegalie, akutni krvaceni, ucinky
[S14))
- pritomnost protilatek (vétSinou a-HLA, méné Casto a-HPA)

hemoterapie - HLA kompatibilni trombocytove transfuzni pripravky (registr
HLA otypovanych darcll, cross-match)

v pripadé vyskytu a-HPA - krizova zkouska mezi trombocyty darce a sérem
prijemce (DIFT, Capture, FC)



u déti nejéastsj tydn predchazi

virova infekce, aku
dospéli — spise chronické formy

typickd manifestace koznich projevll — petechie, hematomy



destrukce trombocyt

manifestace 5-10 dni po zacatku uzivani leku nebo po nekolika hodinach pri
opetovném uzivani leku

casto u hospitalizovanych pacientt s bohatou medikaci a komorbitami

rychly nastup trombocytopenie, Casté krvacive projevy, nutnost vysazeni
preparatu, ktery trombocytopenii vyvolal
www.ouhsc.edu/platelets

Nékteré napoje obsahuiji chinin, ktery mdlze spustit DITP


http://www.ouhsc.edu/platelets

> zachycuje spe
> vazba protilatky
> Vizualizace navazane

DIFT (de

darce krve)

dska protilatka
znaceneho fluoresceinem

detekce protilatek tridy IgG, 'Ig'M, IgA

CAPTURE-P (metoda pevné faze)

> screening IgG protilatek proti trombocyt@im (i a-HLA I. tr.)

A\

vV V V V

stripy potazeny latkou umoznujici navazani jednolité vrstvy trombocytd
(smés trombocytt od 2 darct KS 0) — promyti

séra pacientt, inkubace 60 “/37°C, promyti
indikatorové erytrocyty, centrifugace

Negativni test — tercik erytrocytd

Pozitivni test — adherence erytrocytt na plose jamky






rychla, pFesné :
metoda, soucasné I
parametrl az na 100 000 bu
sekundu




arni anti-lidskou
orescein

navazana protila
protilatkou znace
Isothiocyanatem - FI

méreni probiha ve flow cytometru, ve kterém laserovy paprsek snima
fluorescenci kazdého jednotliveho trombocytu

pozitivni vysledek je charakterizovan posunem fluorescence populace
trombocytll do horniho pravého kvadrantu



Forward scatter channel (FSC,
rozptyl v primém smeéru)-velikost
Castic, odliSeni bunécné debris od
zivych bunék

Side scatter channel (SSC, rozptyl
pod uhlem 90°)- informace o
granularité bunék

FSC, SSC — jedinecné pro kazdou ks L R
Castici, :

n -
Cratlocyles
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2. pacient (
Stépu, do té | -
9.7.1968 - 1.Tx odinach

Nedokonalé imunosu
stepu—dCvod k celosve

Novy vzestup - 80. léta minulého stl., do rutinni imunosupresivni Iecby zaveden
cyklosporin A, vyrazné zlepseni v prezivani pacientl

r.1984 - 1.Tx srdce v Ceské republice byla provedena v prazském IKEMu

r. 1992 v Brné — zahajena Cinnost 2. ceského transplantacniho centra (CKTCH
Brno)

Dnes cca 40 — 50 Tx rocné v CKTCH Brno



r. 1955
imunosu

zavedeni az:

asivniho krvaceni
1 rok a zemrel na

brezen 1963 —

r.1967 v Denveru — :
rekurenci hadoroveho

r.1968 — 1. Tx jater v Evrop
r.1978 - zavedeni cyklosporinuA, zvyseni prezivani stépl vice jak o 20%
r.1983 v Brné — 1. Uspésna Tx jater tymem II. chir. Kliniky

Dnes — na svété se provadi cca 10 000 Tx jater rocne, zavedeny noveé chirurgicke
techniky — redukce velkych sStépd, splitovaci techniky (rozdéleni jater) pro dva
prijemce a odbéry lalokll od Zzijicich darct

V CR se programem Tx jater zabyva CKTCH v Brné a IKEM v Praze
Dnes cca 40 — 50 Tx rocné v CKTCH Brno



YV V V VY

Prosine rislo o
svou jed

23.12.1957

dvojcaty, nas Z teéchto ledvin

Pokusy o Tx od zemrely . neuspesné — rejekce

r.1960 — poprvé pouzit merkaptopurin k potlaceni imunity
Prelom 70. a 80. let — objev cyklosporinu A

r.1961 Hradec Kralové — 1. Tx ledviny klinicky netspésna z dlivodu rejekce

r.1966 v IKEM Praha — zahajeni transplantacniho programu, kde 1. transplantovany
pacient K.P. dostal ledvinu od své matky



Tx od Zijicich darct pfi remrelych darct

r. 2005 Tx vSech tf organd jako prvni v CR (srdce , jatra, ledvina)

Dnes cca 40 — 50 Tx rocne v CKTCH Brno



2 typy darc

Darce kadaverdz ovalém krevnim
obéhu, s funkeni covstvi

eni mozkové smrti a souvisejicich
nika potvrzujici mozkovou smrt

Zakon &.285/2002 Sb. uréu
predpist véetné pozadavkd na kv

V nasi republice plati predpokladany souhlas s darcovstvim

registr NROD = registr osob nesouhlasicich s darcovstvim Pracovisté zvazujici
darcovstvi musi overit, zda pacient v tomto registru neni. Souhlas rodiny neni
zakonneé nutny (s vyjimkou déti), ale obvykle se bez souhlasu rodiny darcovstvi
neuskutecni.

Smrt mozku je ze zakona potvrzovana komplexem vysetreni (angiografie-znazornéni
obéhu krve kontrastni latkou, kdy se prokaze zastava kr. obéhu mozku). Ostatni
krevni obéh je zachovan a prerusuje se az pri odbéru organdl na chir. sale



Srdce, jat hoda KS)

Priblizné 10%
jini pribuzni).
Absolutni kontrain
maligni nadory s mozn.
prenosu hepatitidy B), p
natlakem cCi za Uplatu

, Sourozenci,

ocneéni ledvin,
10 antigenu (riziko
, vylouceni jednani pod

Kadaverdzni darce — delSi doba studené ischémie nez u darct Zzijicich
Zijici darce — kratsi doba studené ischémie, odbér a Tx jsou naplanované a probihaji

ALY 4

Podminkou je negativni cross-match (krizova zkouska) mezi darcem a prijemcem a
kompatibilita v KS

Kadaverdzni darci jsou hlavni moznosti pro cekatele na Tx, u zijicich darcl zlstava v
popredi neohrozit darce.

Darci s nebijicim srdcem (DCD — donor after circulatory death)



2.pol.19 stl. Slenka lécit

Vyzkum Tx krve 20. stl., nebot’

60. léta 20. stl. - diile transplantaci krvetvorné
tkané, objev systému zna

70. léta 20. stl.- objev a zavedeni do praxe leku cyklosporinu A, ktery potlacuje
nékteré nezadouci reakce po Tx

R.1977 — publikovana prace s vysledky prvnich 100 alogennich Tx kostni drené od
HLA-A, -B, -DR identickych sourozenctl provedenych ve Spojenych statech ve mésté
Seattle — autor této prace Donnell Thomas za ni dostal Nobelovu cenu v r.1990

Uspééné Tx by nebyly moZné bez objevu dalsich tcinnych Iékd — nova antibiotika,
protiplisniové léky, rlistové faktory krvetvorby, imunosupresiva, nutna dostupnost
transfuznich pripravkl a krevnich derivatd

Protoze vice nez 2/3 nemocnych nenajdou v rodiné vhodného pribuzného darce,
vznika myslenka hledat vhodného darce drené mezi dobrovolniky na celém svéete —
vytvareni registrl darct kostni drené



2

3

Typy tran

Typy Tx dle

Autologni transpla € nemocného.
Krvetvorna tkan je nemo vysokodavkové
chemoterapie nebo celotélovée r orna tkan v dobé Iécby je
uschovana, zamrazena, po podani zacina vétsinou do 14 dnl az 3 tydnd opét
produkovat krevni bunky, jedna se o vlastni krvetvorné bunky, neni nutno uzivat

imunosupresiva.

. Alogenni transplantace — jde o prevod krvetvorné tkané ziskané od zdravého

darce. Pokud je darcem HLA identicky sourozenec, jde o alogenni pribuzeneckou
transplantaci. Pokud je darce nepribuzny jedinec HLA shodny, jde o alogenni
nepribuzeneckou transplantaci. U alogenni Tx nespociva lécebny efekt pouze ve
vysokodavkové terapii, ale i v tak zvaném efektu ,Stépu proti nadorovému
onemocnéni®, kdy imunitni bunky darce vznikajici v kostni dreni po Tx rozpoznaji a
zahubi zhoubné burnky nemocného prijemce.

. Syngenni transplantace — prevod krvetvorné tkané mezi jednovajecnymi dvojcaty.









emoterapii

‘krvetvornych

Po alogenni Tx dojde | etsinou za 2 — 4 tydny,
nutno podavat imunosup rozvoji nezadoucich imunitné
zprostredkovanych reakci vzniklych rozdily mezi bunkami darce a prijemce.
Tyto rozdily existuiji, i kdyz maji darce a prijemce shodné HLA znaky

Krvetvorné bunky Ize podavat nemocnému hned po odbéru nebo je mozné
je zamrazit v tekutém dusiku a podat pak po rozmrazeni

Tx krvetvornych bunék miize byt komplikovana infekcemi, krvacenim nebo
»,nemoci stepu proti hostiteli"
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Prvni stv
Anglii,
Anthonyh
nedockal.
rozvijeni regist
Spolecny mezinarodr
Worldwide (BMDW) —

ne Marrow Donors
celého svéta.

CR — 2 registry darct kostni drené
- Cesky narodni registr darcti dfené (CNRDD) - Plzef;
- Cesky registr darct krvetvornych bunék (CSCR) - Praha
Podminky pro vstup do registru:
vek 18-35 let
dobry zdravotni stav
vaha nad 50 kg

ochota prekonat urcité nepohodli a ztratu casu, spojené s jednou Ci
nekolika navstévami zdravotnického zarizeni, pripadneé s odbérem
krvetvornych bunék






