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Imunologické aspekty transfuze krve. Imunologické aspekty transplantaci.

Vysetrovaci laboratorni imunologické metody.
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autograft

from one part
of the body
to another
e.g. trunk

to arm

allograft

between
different
members

of the same
species

e.g. Mr Smith
to Mr Jones

From: L. Roit et al: Slide atlas of Immunology. 3rd. edition

isograft

between
genetically
identical
individuals
e.g.
monozygotic
twins,or
within an
inbred strain

xenograft

between
members of
different
species

e.g. monkey
to man



Transplantace organu, tkani, bunek

Darce a prijemce:

* Autologni transplantace (autograft)
e Syngenni transplantace (isograft)

» Alogenni transplantace (allograft)

* Xenogenni transplantace (xenograft)

Dasledky histoinkompatibility:
* Rejekce (odvrzeni, odhojeni) stépu

* Reakce stépu proti hostiteli (graft versus host reaction -
GvHR)



Major histocompatibility complex (MHC)

Human leukocyte antigens
(HLA)



Charakteristika gentit MHC

Dvé tridy: MHCI a MHC II (HLA I, HLA II)
(kratké raménko 6. chromosomu)
Polymorfismus:

Geny MHC jsou nejpolymorfnéjsimi geny v genomu
Kodominantni exprese:
Kazdy jedinec ma dvé alely (od obou rodi¢Q); oznaduji se
Cislicemi (napr. HLA-A2, HLA-B5, HLA-DR3 ...)
Soubor MHC alel na chromosomu se nazyva
haplotyp




Charakteristika molekul (antigent) M

 Molekuly MHC I tridy jsou pritomny na vSech jadernych
bunkach(tedy ne na erytrocytech!)

 Molekuly MHC II tridy jsou pritomny na bunkach
imunitniho systéemu (bunky predkladajici antigen —
dendritické bunky, makrofagy, B-lymfocyty), dale na
bunkach endotelovych a na epitelu thymu.

« Exprese molekul MHC T je na vétsSineé bunék zvySena
pUsobenim IFN, TNF, LT (tedy prfi vrozenych imunitnich
reakcich)

 Expresi molekul MHC II na bunkach presentujicich
antigen, vaskularnich endotelovych bunkach, ale i na
jinych bunkach (ne vsak na neuronech) zvysuije IFNy
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Nomeklatura HLA systému (WHO)

Sérologicka (HLA antigeny):
Napr..:

HLA-A2

HLA-DR3

HLA-B27

Molekularné geneticka (DNA) nomenklatura (HLA alely)
Napr.:

HLA-A*0201

HLA-A*02 alelicka skupina

HLA-A*0201 alela
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Molekula MHC I. tridy
(HLA-A, HLA-B, HLA-C)

peptide-binding
cleft

Bs-microglobulin




Molekula MHC I1. tridy
(HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ)

B,

Bo

peptide-binding
cleft

L]




Charakteristika interakci mezi MHC a peptidy

« MHC molekuly neodliSuji peptidy vlastni a cizi
« MHC molekuly vazi radu strukturalné podobnych peptidi (x TCR-epitop)

« Vazba je nekovalentni, ligand pro MHC I sestava z 8-11 aminokyselin, pro
MHC II cca z 10-30



Presentace antigenu lymfocytum T

T-lymfocyty poznavaji antigeny pouze ve formé peptidovych fragmentd vazanych na MHC
I nebo II. (Fenomen MHC-restrikce).

Antigen musi byt nejdrive v bunkach ,zpracovan" (processing)- nativni protein je
proteolyticky degradovan na peptidy, ktere se (intracelularne) vazi na molekuly MHC.
Tento komplex se dostava na bunecnou membranu, kde je schopen reagovat s TCR.

T-lymfocyty jsou schopny poznavat i lipidove a glykolipidové struktury: je to populace NK-
T, ktera poznava tyto antigeny ,neklasickymi molekulami MHC" — CD1

Imunogennost proteinovych antigend je urcena schopnosti bunék predkiadajich antigen
vytvorit peptidy, ktere se budou vazat na viastni molekuly MHC.
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ALLORECOGNITION

* Direct allorecognition
(response of the recipient’s T-cells to the graft is
really due to cross-reactivity in which
peptide/alloMHC complexes look like nonself peptides
presented on self MHC)

* Indirect allorecognition
(recipient CD4+ T cells are stimulated by recipient APC
that have acquired peptides derived from proteins,
predominantly MHC molecules, of the donor)




Vyuziti HLA typizace

* transplantace
* PBSCT — vysoké rozliseni
* ledviny — nizké rozliseni

e asociace HLA s urCitymi chorobami
* ankylozujici spondylitida
* celiakie



Vysetreni HLA systému

HLA typizace - stanoveni HLA vybavy (antigenu, alel)
konkrétniho jedince

DNA (HLA gen) Mol. genetické techniky

!

MRNA

!

protein (HLA antigen)

Sérologické techniky



SEROLOGICKE versus DNA TECHNIKY

Sérologie (mikrolymfocytotoxicky test):
typizace HLA I. tridy (rozliseni pr. HLA-A2)
crossmatch
screening anti-HLA protilatek
relativné rychla a levna

DNA techniky:
typizace HLA . a |l. tridy (nizké i vysokeé rozliseni )
vys$Si presnost a spolehlivost typizace
lze i statim vysetreni
vyssi naklady



HLA typizace - DNA techniky

Nejcastéji pouzivané techniky:

PCR-SSP
(Polymerase chain reaction with sequence specific

primers)

PCR-SSO
(Polymerase chain reaction with sequence specific

oligoprobes)

SBT
(Sequence based typing)



HLA pfi transplantacich bunék a organu

* \lyznam ,HLA typizace”
* Imunologické priciny rejekce transplantatu
* Imunologicka reakce stépu proti hostiteli (GvHR)

* Imunosuprese a transplantace



Viiv HLA-identiCnosti darce a prijemce na preziti ledvinného stepu
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Transplantace — vysetreni prijemce stepu

e Urceni krevni skupiny ABO (transplantace organu)

* Typizace HLA | (A, B, C)

 Typizace HLA Il (DR,DQ)

 Pritomnost autoprotilatek

 Preformované aloprotilatky (panel reactive antibody)

 ,Crossmatching”— pritomnost preformovanych protilatek specifickych pro
potencialniho donora

e Kultivace smési lymfocytl (mixed lymphocyte culture assay) — shoda v oblasti D.



Transplantace — rejekce stépu

 Rejekce hyperakutni - béhem minut- (protilatky proti ABO nebo HLA antigenum)

 Rejekce akutni — po prvnim tydnu - (je zpusobena efektorovymi lymfocyty T
pfijemce, odpovidajicimi na HLA darce, a protilatkami).

 Rejekce chronicka — asi po pul roce- (reakce pozdni precitlivélosti, vedouci k
fibrose, posSkozeni cév a ztraté funkce Stépu).

Imunosupresivni lécba



Transplantace hemopoetickych kmenovych bunék

Zdroj:
kostni dren (odbér z lopaty kosti kycelni)

periferni krev (ddrce ,,stimulovdan” rustovymi faktory k
zvyseni tvorby kmenovych bunek)

pupecnikova krev (zdroj nezralych kmenovych bunék
omezené imunogennosti)

Typy transplantace:

autologni

alogenni



Reakce Stépu proti hostiteli (graft versus host reaction, GvHR)
Dusledek imunologické reakce T-lymfocyti donora na tkané pacienta

 Makulopapularni exantém, generalizovana erytrodermie,
puchyre, deskvamace

e Zvyseni koncentrace bilirubinu v séru

 PrUjem, velké bolesti bricha, ileus

 QOralni manifestace




Chronicka reakce Stépu proti hostiteli (GvHR)
oralni manifestace

Ustni dutina byva postizena u 45% - 83% pacientll s GVHR:

mukokéla

atrofie, perioralni fibroza

postizeni temporomandibularniho kloubu

otok sliznice

ulcerace

lichenoidni léze

slizni¢ni erytém

pocit suchosti v Ustech, bolest, zvysena citlivost



Imunologicka reakce na zubni implantaty

* Prevalence ,periimplantatidy” v souvislosti s titanovymi implantaty
se odhaduje cca u 20% pacientu.

* Uvadi se uloha titanium oxidu jako faktoru, podilejiciho se na
biologickych komplikacich.

* K vySetrovani reakce hostitele v parodentalnich tkanich se vyuziva
analyzy sulkularni tekutiny, predevsim cytokinu ; predevsim jde o IL-1
beta a TNF alfa, jejichz koncentrace je zvysena.

* Podobna exprese vybranych biomarkeru implantatu titanu, zirkonia a
zdravych zubU patrné odrazi individualni zanétlivou reaktivitu
pacientl, ktera neni lokalné modifikovana implantatem.

(Cionca N et al.: Pro-inflammatory cytokines at zirkonia implants and teeth, A cross.sectional
assesment. Clin Oral Invest 2016; 20: 2285 — 2291)




Imunosupresivni |écba

* Indikovana predevsim u autoimunitnich chorob,
vaskulitid, a u pacientu po transplantacich.

* \lyjimecne pouzivana u tézkych alergickych chorob
nebo u onemocnéni zpusobenych nadmeérnou
aktivaci T-lymfocytu (psoriaza).

 Lécba vzdy vede k sekundarni imunodeficienci -
nachylnosti k infekcim, castéjsi vyskyt malignit,
zejmeéna lymfatického systému.

* Ke snizeni vyskytu vedlejsich reakci se obvykle
pouziva kombinovana lécba.



Antiproliferativhi imunosupresiva

e Antagonisté kyseliny listové - metotrexat (Methotrexat)

 Alkylacni latky - cyklofosfamid (Cyclophophamide),
chlorambucil (Leukeran)

* Purinové analogy- azathioprin (Azamun, Imuran)

* Inhibitory inosinmonofosfat dehydrogenazy -
mykofenolat mofetil (Cellsept)




Imunusupresiva zasahujici do metabolismu IL-2

 Kalcineurinové inhibitory:
Blokuji funkci Ca ?*-dependentniho kalcineurinu, tim blokuji aktivaci

NFAT. Nedojde k derepresi genu pro IL-2.
* Cyklosporin A- vazba na cyklofilin
e Tacrolimus (FK 506) vazba na FKBP

e Sirolimus (Rapamycin) - blokuje prenos signalu z IL-2, téz se vaze na
FKBP.

NFAT: Nuclear Factor of Activated T cells FKBT: FK- Binding Protein



Cyklosporin-A (Consupren, Sandimun)

* Snizuje produkeci IL-2 i odpoved T- lymfocytu na
tento cytokin.

* Ovlivhény predevsim Th lymfocyty.

* Nezadouci ucinky: nefrotoxicita, hirsutismus,
hypertrofie gingiv, neurotoxicita.

* Pouzivan v transplantologii a u zavaznych
autoimunitnich chorob.



Glukokortikoidy jako imunosupresiva

* Imunosupresivné pusobi predevsim davky 0,5-1 mg
Prednisonu/kg/den, udrzovaci ddvka byva u dospélych 5-10 mg
Prednisonu/den.

* Mechanismy ucinky:
* Snizena produkce cytokinu (IL-1, TNF-o, IL-2)
* Snizeni exprese adhezivnich molekul
* Inhibice exprese HLA-II

* Inhibice fosfolipazy A2 v granulocytech - blok tvorby metabolit(
kyseliny arachidonové.

VVVVV

diabetes, hypertenze, poruchy rustu déti, hypokalémie, osteoporodza,
katarakta, psychozy....



Terapeutickeé vyuziti
monoklonalnich protilatek

Imunosupresivni |écba:
* Anti-CD3 (Ortoclone OKT3)
e Anti-CD25: daclizumab (Zenapax), basiliximab (Simulect)

Protizanétliva |écba
e Anti TNFo.: infliximab (Remicade)

Protinadorova lécba:
* Anti-CD20: rituximab (Mabthera) + kombinace s °°Y nebo 131
* Anti-CD52 altuzumanb (Campath)
* Anti-epidermal growth factor-R: trastuzumab (Herceptin)
* Anti-CD33 konjugovana s ozogamycinem (Mylotarg)




Imunosupresiva registrovana v Ceské republice 2018
mechanismus ucinku

* Glukokortikoidy: ovlivnéni exprese gent
* Cyklofosfamid, azathioprin, mykofenolat: ovlivnéni metabolismu DNA

* Cyklosporin, takrolimus, sirolimus: vazba na imunofiliny

* Monoklonalni protilatky: rituximab (proti CD20 lymfocytu B),
infliximat, adalimumab (proti TNF alfa), anakinra (proti IL-1),
brodalumab (ptoti IL-17),natalizumab (proti alfa4 integrinu),
ekulizumab (proti C5 slozce komplementu) .....

* Imunoglobuliny (iv, sc) : ovlivnéni bunék imunitniho systému



IMUNOLOGICKE ASPEKTY
TRANSFUZE KRVE



Karl Landsteiner (1868 — 1943)
Nobelova cena 1930

The specificity of

serological reactions

(Harvard uUniversity Press,
1945)

HAPTEN

Biochemical specificity
peculiar to a species.

Blood groups ABO; M and N types; Rh-factor



Polysacharidove antigeny krevnich skupin

* Nejdulezitéjsi je systém ABO.
* Antigeny mohou byt pritomny i v sekretech a na mnoha
epitelialnich a endotelialnich bunkach.

 ,Zakladni strukturou” ABO antigenu je substance H.
Velmi ridce se vyskytuje ,,bombajsky fenotyp tj
nepritomnost H-substance.

* Protilatky jsou IgM isotypu, vyskytuji se prirozene.
* Mezi malé krevni skupiny patri systémy MN a Ss



Transfuse krve

Systém krevnich skupin , ABO“

OI ceramid-Glu-Gal-GalNAc-Gal

I
Fuc

|
A: ceramid-Glu-Gal-GalNAc-Gal-GalNAc

I
Fuc

B: ceramid-Glu-Gal-GalNAc-Gal-Gal

I
Fuc



Prirozené isohemaglutininy

Krevni skupina A: isohemaglutininy anti-B
Krevni skupina B: isohemaglutininy anti-A,
Krevni skupina 0: isohemaglutininy anti-A, anti-B

Krevni skupina AB: isohemaglutininy anti-A ani anti-B nejsou
pritomny



Bilkovinné antigeny krevnich skupin

* Nejdulezitéjsi je systém Rh.
* Protilatky jsou 1gG isotypu, objevuji se pouze
po antigennim stimulu.

* Mezi malé krevni skupiny patfi systemy
Kelly, Lewis, Duffy.



Dalsi priklady krevnich skupin —antigeny a protilatky

Rh (D, Clc, Ele)

Lewis (Le?, Leb)
Kell (K/K)

Duffy (Fy?3, FyP)

Kidd (Jke, Jkb)

/i

MNSsU

protein

oligosacharid

protein
protein

protein

sacharid

protein

1gG

IgM/1gG

HTR, HDN
vzacné HTR

HTR, HDN

HTR, HDN

HTR (opozdéné)
HDN (slabsi)

Anti-M: vzacné HDN
Anti-S, -s, -U:
HTR, HDN



Transfuze krve - komplikace

Po prevodu krve neslucitelné v systému ABO dochazi k
hemolytické reakci, ktera je zplUsobena intravaskularni

destrukci cervenych krvinek protilatkami prijemce:

Bolesti na hrudi, v zadech, dusnost, neklid, horecka s
tresavkou, zvraceni, hypotenze, sokovy stav.

Prezije-li nemocny sokovy stav, objevi se do 24 hod. zloutenka,
selhani ledvin, krvdceni z diseminované intravaskularni
koagulace, trombocytopenie a fibrinolyzy.



Transfuze krve - komplikace

* Reakce vyvolané protildtkami proti leukocytlim a trombocytdm (asi u 1/3
nemocnych s temito protilatkami po opakovanych transfuzich — do 3 hod. po
prevodu horecka, tresavka, zimnice, bolesti hlavy, zrudnuti, tlak na hrudi, kasel)

» Alergické reakce (koprivka, larygospasmus, anafylaktoidni reakce — IgA-anti IgA)
* Aloimunizace

* Reakce s pretizeni obéhu (u zdravého lze prevést 1L/za 2-3 hod., pretizeni vede k
akutnimu srdecnimu selhani)

* VVzduchova embolie (pri pretlakové transfusi)



Potransfuzni reakce - shrnuti

 Hemolytické : bolesti svalstva, hlavy, nausea, vzestup
teploty. Stav mUze vyustit do Soku a/nebo ledvinného
selhani. Obvykle se objevuje rychle, béhem vlastni
transfuze, existuji i pozdni formy.

* Febrilni - Casto dana protilatkami proti vedlejsim
krevnim skupinam.

 Alergické: koprivka, muze se rozvinout bronchospasmus,
nekdy az anafylakticky sok.

* TRALI svndrom: (transfusion-related acute lung injury) duénost,
kasel casné po transfuzi. Pficinou jsou agregaty
trombocytu v plicich.




Transplacentarni prenos faktort imunity

imunoglobuliny (IgG) (uloha FcRn)

bunky
v 3. trimestru se dostava z plodu do materského obéhu
cca 200000 bunék denné - zejména bunky trofoblastu

do obéhu plodu pronikaji transplacentarné

materské lymfocyty — (,,mikrochimerismus®)



Hladiny imunoglobulinl v séru pred a po narozeni

% hodnot dospélych
100 /

Transplacentarné
preneseny IgG "

20 30 Narozeni 1 10
Gestacni vek (tydny) Vek (roky)



Inkompatibilita v Rh systému mezi matkou a plodem

Protilatky proti Rh = 1gG
Transplacentarni prenos
Hemolyticky ucinek (+ C-systém, fagocyty)

Coombsuv antiglobulinovy test (primy, neprimy)

Cave: Mater certa, pater semper incertus!

Profylaxe: anti Rh sérum po porodu



