HLA antigeny,
imunologie
transplantaci

Imunologie — cvicCeni
3. rocnik vseobecného lékarstvi LF MU



Major histocompability complex
(MHC)

» MHC je soubor molekul (glykoproteinu)
odpovednych za odvrzeni transplantované
tkané nebo organu (odtud nazev)

» Hlavni uloha MHC spociva v prezentaci
antigenu T-lymfocytum

» Je tvofen souborem 40-50 genu sefazenych
na chromosomu 6

» MHC u ¢loveka je nazyvan HLA (Human

Leukocyte Antigen)



Struktura molekul MHC

» MHC I. tridy

- teézky retézec a nekovalentné spojen s 32-
mikroglobulinem (kédovanym mimo MHC oblast)

- retézec a tvoren doménami pro vazbu peptidu (al, a2),
doménou podobnou imunoglobulinové doméné (a3),
tansmembranovou a cytoplazmatickou casti

» MHC II. tfidy
- heterodimery 2 tézkych retézcti a a B spojenych
nekovalentni vazbou
- retézce tvoreny doménami pro vazbu peptidu (al, 81),
doménami podobnymi imunoglobulinové doméné (a2,
B32), transmembranovymi a cytoplazmatickymi castmi




MHC l.tridy

» MHC L.tridy jsou pritomny na vsech jadernych
bunkach organismu

» MHC | predkladaji (prezentuji) peptidy

ymfocytum CD8+, jedna se prevazné o peptidy

orodukovaneé bunkou

» Rozlisujeme 3 isotypy lidskych klasickych MHC
glykoproteinu l.tfidy (HLA-A, HLA-B, HLA-C)

» Existuji rovnez tzv. neklasické MHC glykoproteiny

l.tridy (HLA-E, HLA-F, HLA-G), dale CD1 (nejedna

se o produkty MHC genu, ale maji strukturalni a

funkcni podobnost)




MHC Il.tridy

» MHC Il.tridy jsou na rozdil od MHC l.tridy
pritomny za fyziologickych podminek pouze na
antigen prezentujicich bunkach (APC)

» MHC Il.tfidy prezentuji peptidy lymfocytim
CD4+; jedna se prevazné o peptidové fragmenty
pohlcené bunkou

» RozliSujeme 3 izotypy MHC glykoproteinu Il.tfidy
(HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP)




Charakteristika interakci mezi MHC a peptidy

» MHC molekuly neodlisuji peptidy vlastni a cizi

» Imunogennost proteinovych antigenﬁ je urcCena
schopnosti bunék predkladajicich antigen vytvorit peptidy,
které se budou vazat na vlastni molekuly MHC

» MHC molekuly vazou v 1 chvili jeden peptid, ale celkové
mohou vazat fadu strukturdliné podobnych peptidi (x TCR-
epitop)

» Vazba je nekovalentni, ligand je linearni a sestava z 8-11
aminokyselin (MHC I), resp. z 10-30 aminokyselin (MHC II)

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




Exprese molekul MHC na bunkach

» MHC I tridy jsou pritomny na vsech jadernych
bunkach (tedy ne na erytrocytech!)

- Exprese MHC I je na vétsiné bunék zvy$ena plsobenim
IFN, TNF, LT (tedy pri vrozenych imunitnich reakcich)

» MHC II tridy jsou konstitucne pritomny na
bunkach imunitniho systému (bunky
predkladajici antigen — dendritické bunrky,
makrofagy, B-lymfocyty), dale na bunkach
endotelovych a na epitelu thymu
- Expresi MHC II na bunkach prezentujicich antigen

(ne vsak na neuronech) zvysuje IFNg



Plvod a zpracovani antigenu

» MHC I. tridy

- prezentuje cytoplazmatické antigeny
(cytoplasmaticke proteiny, peptidove fragmenty
proteinu kédovanych infikujicimi viry ¢i
intracelularnimi parazity, peptidy aberovanych
bunék, napr. nadorovych, extracelularni antigeny
uvolnéné do cytoplazmy apod.)

- proteolytickd degradace antigenu v proteasomech

> transport peptidu do ER, kde se vazi na molekulu
MHC |

- komplex MHC | s antigenem se dostava pres
Golgiho systém exocytdzou na povrch bunky




Plvod a zpracovani antigenu

» HLA II. tridy
- prezentuje pohlcené extracelularni peptidy
(mikrobialni antigeny)
- proteolyticka degradace proteind
v endosomech a lysosomech

- molekula HLA II v ER zablokovana pro vazbu
peptidu, transportovana pres Golgiho systém do
endosomu/lysosomu

- vazebna cast HLA II molekuly v
endosomu/lysosomu uvolnéna, navazani peptidu
a transport exocytozou na povrch bunky




Prezentace antigenu lymfocytum T

» T-Iymfocyt% poznavaji antigeny pouze ve forme
peptidovy fragmentu vazanych na MHC I. nebo
II. tridy - fenomen MHC-restrikce

» MHC 1. tridy

- Prezentace antlgenu cytotoxickym
T lymfocytum CD8+

» MHC II. tridy

- Prezentace antlgenu pomocnhym
T lymfocytum CD4+




Charakteristika genti MHC

» Lokalizované na kratkém rameénku 6. chromozomu
- Soubor MHC genll na 1 chromosomu se nazyva haplotyp
> Nizka mira rekombinace mezi geny na jednotlivych lokusech -
urcité kombinace se vyskytuji castéji nez by odpovidalo volné
kombinovatelnosti alel = vazebna nerovnovaha
» Kodominantni exprese: kazdy jedinec ma dvé alely (od
obou rodicu); na jedné bunce je tedy exprimovano
maximalné 6 ruznych molekul HLA I.tfidy (HLA-A, -B, -C)
» Jedna se o nejpolymorfnéjsi geny v genomu, nyni je znamo
vice nez 20 000 ruznych alel HLA; je obtizné najit 2 jedince
s plnou shodou MHC Genu
» Polymorfismus MHC ma ochranny vyznam jak pro jedince
tak pro populaci X prinasi komplikace pri organovych
transplantacich



Dédicnost HLA

» Kazdy clovék nese 1 matersky a 1 otcovsky
haplotyp

» Sourozenci mohou navzajem:
> HLA identicti (25% sourozencu zdédi stejny
haplotyp od matky i otce)
- Haploidenticti (50% sourozencu)
- Zcela rozdilni (25% sourozencu)

» Dulezité pro transplantologii




HLA typizace

» stanoveni HLA vybavy konkrétniho jedince

» serologické techniky - stanoveni antigenu (HLA-A2,
HLA-B27) - reakce antigenu s protilatkou

- Lymfocytotoxicky test - reakce protilatek s antigennimi
strukturami na povrchu lymfocytu

> postupné nahrazeno molekularne-genetickymi metodami

» molekularné genetické metody -urceni alely (HLA-
A*02:01)
- sekvencneé specificka PCR, hybridizace specifickych sond,
sekvenace

> vySSi presnost a spolehlivost typizace
- nizké (HLA-DR*03) nebo vysoké (HLA-DR*03:02) rozliSeni

N ¢ 7

> vysSi naklady




Klinické vyuziti HLA typizace

Asociace molekul HLA systému s chorobami

Transplantologie

.



Asociace HLA s chorobami

» Nékteré alely se vyskytuji ¢astéji u pacientu s danym
postizenim nez v obecné populaci

» Jedna se o choroby s imunologickou patogenezi (napfr.
autoimunitni choroby - revmatoidni artritida, juvenilni
diabetes, celiakie, m. Bechtérev, psoriasis vulgaris)

» Muze se vSak jednat i o choroby, u nichz se
imunopatogeneticky mechanismus neuplatnuje
(narkolepsie, idiopaticka hemochromatoza,
adrenogenitalni syndrom)

» Dosud nebyla popsana situace, kdy by se nemoc
rozvinula u vSech jedincu s danym HLA antigenem =
specificky HLA antigen je dulezitou predispozici, avSak




Asociace HLA s chorobami

- Mozné priciny:

(o]

Specificka prezentace peptidu, ktery je spoustécem daného
onemocneéni, konkrétni HLA molekulou (jina HLA molekula
by této vazby nebyla schopna)

HLA antigen je znakem pritomnosti defektniho genu, ktery
se nachazi v blizkosti HLA (vazebna nerovnovaha)

Selhani mechanizmu negativni selekce autoreaktivnich T
lymfocytu

Selhani funkce regulacnich T lymfocytu

HLA antigeny jsou receptory pro mikroby - fenomeén
molekularniho mimikry a zkrizena reaktivita




Vztah antigent HLA k chorobam

(pacienti v %, kontroly v %, relativni riziko)
M. Buc, 1997

» Narkolepsie: HLA-DQ6 (100 - 25 - 297,0)
» M. Bechtérev: HLA-B27 (96 - 9 - 87,4)
» Celiakie: HLA-DQ2 (100 - 72 - 38,5)

» Juvenilni diabetes mellitus: HLA-DR3/4 (32 - 1 -
47,0)

» Revmatoidni arthritida: HLA-DR4 (50 - 19 - 4)




Vztah antigenu HLA k chorobam

I Il

m. Bechtérev B27 90-100
Celiakie DR3 12
IDDM DR3/DR4 20
Revmatoidni DR4 6
arthritis

» relativni riziko je pomér pravdépodobnosti vzniku onemocnéni u
nositele specifické alely HLA a u jedince bez této alely

Pritomnost specifickych alel HLA systému muze zvysit dispozici
daného jedince ke vzniku autoimunitni choroby, ale neni dostacujici
podminkou, aby onemocnéni vzniklo.




Ankylozujici spondylartritis
(M. Bechtérev)

» Postizeni predevsim muzi

» Zacina obvykle sakroileitidou, postupné postizena cela
pater

» Dochazi k fibrotizaci az osifikaci intervertebralnich
kloubu a ligament

» Mohou byt postizeny i kyCelni a ramenni klouby

» Mimokloubni priznaky: iridocyklitida, aortitida

» VétSina pacientu (95%) je HLA-B27 pozitivnich (x 3-10%

zdravych; vysoka negativni prediktivni hodnota

vysetreni!)

Jen u 2% HLA-B27 pozitivnich se vyvine AS

Laborator: hypergamaglobulinémie, zanétlivé reaktanty

A4




IMUNOLOGICKE ASPEKTY
TRANSFUZE KRVE



Transfuze krve = transplantace krve

» Transfuze krve - nejcastéjsi druh transplantace v
klinické praxi

» Krevni skupiny
- polysacharidové a peptidové antigeny
> protilatky

» Inkompatibilita krve v tehotenstvi

» Komplikace transfuze




Polysacharidové antigeny krevnich skupin

» Mezi polysacharidové antigeny na povrchu erytrocytu
patri systémy ABO, Lewis, P, li

» 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 (riziko hemolytické reakci
po krevni transfuzi jineho nez bombajského
fenotypu)

» Protilatky proti polysacharidovym antigenum jsou
IgM izotypu, vyskytuji se prirozené




Polysacharidové antigeny systému ABO
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Prirozené isohemaglutininy (IgM)

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

Krevni skupina AB: iso_hemagjutinin anti-A ani anti-B
nhejsou pritomn

« KFizova zkouska (cross-match test):
sérum prijemce + erytrocyty darce




Bilkovinné antigeny krevnich skupin

» Mezi glykoproteinoveé systémy krevnich skupiny
patri Rh, Kell, Kidd, Duffy, MNSs, a dalsi

» Nejdulezitéjsi je systém Rh (pozitivni u 85%
populace)

» Protilatky jsou IgG isotypu, objevuji se pouze po
antigennim stimulu




Krevni transfuze

» Indikovana pri klinickych projevech anémie

» Jednoznacnou indikaci jsou hodnoty
hemoglobinu pod 70g/l, pricemz u dospélych po
t]r8n7| uzi ocekavame vzestup hemoglobinu cca o

g

» K transfuzi se pripravuji erytrocyty stejne krevni
skupiny v systemech ABO a Rh

» Za mimoradnych okolnosti plati, ze skupina O je
Juniverzalni darce”, skupiny AB ,univerzalni
prijemce”

» Za indikaci krevni transfuze, volbu transfuzniho
pripravku a dodrzeni doporucenych postupu
odpovida lekar!




Inkompatibilita v Rh systému
mezi matkou a plodem

» Senzitizace Rh- matek plodem Rh+

» 'V nasledné gravidité protilatky proti Rh (IgG),
prestupuji pres placentu

» hemolyticky ucinek (komplementovy systém,
fagocyty) = erythroblastosis fetalis

» Dg: Coombsuv antiglobulinovy test (pfimy,
neprimy)

»  Profylaxe: podani anti-Rh séra do 72 hod. po
porodu (abortu...) = zabrana Rh imunizace




Transfuze krve - komplikace

Po prevodu krve neslucitelné v systému ABO dochazi
k akutni hemolytické potransfuzni reakci, ktera je
zpusobena intravaskularni destrukci ¢ervenych
krvinek protilatkami prijemce

Priznaky: 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, krvaceni pri
diseminované intravaskularni koagulaci,
trombocytopenii a fibrinolyze

Terapie: okamzité zastaveni krevni transfuze, lécba
komplikaci, lécba hypotenze, udrzovani adekvatni
renalni perfuze, dostatecné diurézy, atd.



Transfuze krve - komplikace

Casné komplikace z imunitnich pFi¢in:
Akutni hemolyticka reakce (pri ABO inkompabilité)

Febrilni nemeholyticka reakce - reakce vyvolana protilatkami proti
leukocytum a trombocytum, priznaky: horecka, tfesavka, zimnice, bolesti
hlavy, urtika

Alergicka Ci anafylaktoidni reakce (anti-IgA protilatky)

»  Casné komplikace z neimunitnich pricin:

Obéhové pretizeni pri rychle aplikované transfuzi, citratova toxicita s projevy
hypokalcémie a srdecni arytmie; hyperkalémie

»  Pozdni komplikace z imunitnich pricin:

Aloimunizace (napf. proti antigenim HLA = komplikace u pfipadné
transplantace)

Pozdni hemolyticka potransfuzni reakce (zrychlena destrukce
transfundovanych erytrocytu

»  Pozdni komplikace z neimunitnich pfricin:

Pretizeni zelezem
Potransfuzni infekce
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Transfdzi indukovana GvHR

» Muze byt zpusobena podanim neozarené krve
imunodeficitnimu pacientovi (T-bunécné primarni
imunodeficity, leukémie....)

» Je terapeuticky prakticky nezvladnutelna




IMUNOLOGIE
TRANSPLANTACI




Transplantace

» prenosy tkani nebo organu (Stépu)
» nahrazuji nefunkc¢ni tkan nebo organ prijemce
zdravym ekvivalentem od darce

» typy transplantaci
- dle prijemce - autogenni, isogenni, alogenni, xenogenni
- dle Stépu - organové/tkanové

» zasadni uloha imunitnich pochodu




Transplantace organu, tkani, bunék

Darce a prijemce:
Autogenni transplantace (autograft)
Isogenni transplantace (isograft)
Alogenni transplantace (allograft)
Xenogenni transplantace  (xenograft)

v v Vv Vv

Wznam MHC:
Rejekce (odvrzeni, odhojeni) stépu
Reakce Stépu proti hostiteli (graft vs. host reaction)

v Vv



HLA a transplantace

« Shoda mezi darcem a prijemcem stepu v HLA znacich
- snizeni vyskytu komplikaci
- vySSi uspéesnost transplantaci
- delSi pfezivani pacientu i transplantatu
- zvySeni kvality Zivota pacientu po transplantaci

* Imunitne zprostredkované komplikace transplantace
- rejekce stepu - hlavni problem u transplantaci
solidnich organu
- reakce stépu proti hostiteli (GvHD) — hlavni problém
u transplantaci hematopoetickych bunek




Transplantace - vysetreni prijemce stépu

» Urceni krevni skupiny ABO
transplantace organu
» Typizace HLA | (A, B, C), HLA Il (DR,DQ)
Tx ledvin (A, B, DR - nizké rozliseni)
HSCT (A, B, C, DR, DQ - vysokeé rozliseni)
»  Pritomnost autoprotilatek
» Preformované aloprotilatky (panel reactive
antibody)
» ,Crossmatching” - pritomnost preformovanych
protilatek specifickych pro potencialniho
donora




TRANSPLANTACE

*ledvin
» shoda v krevni skupineé

» HLA typizace s nizkym rozlisenim v lokusech
HLA-A, HLA-B, HLA-DR

TRANSPLANTACE

*srdce, plic, pankreatu, streva
*jater, rohovky

shoda v krevni skupiné

*HLA typizace se neprovadi




PREFORMOVANE PROTILATKY

» Screening vyskytu preformovanych
anti-HLA prOtlla,.tEk (porody, transfuze, transplantace)

- malé mnozstvi séra pacienta je smichano
s bunkami 40-60 osob reprezentujicich
darcovskou populaci - tvorba imunokomplexu
- komplement - lyza nebo anti-1gG
protilatky/fluorescein a prutokova cytometrie

- vysledky se udavaji jako PRA (percent reactive
antibodies) - procento darcovskych bunéek
reagujicich s pacientovym sérem




CROSS MATCH
TEST

» po nalezeni vhodneho
darce testuje, zda
pacient nema protilatky
specificky reagujici s
bunkami darce

» Sérum prijemce versus
lymfocyty darce
- cytotoxicky test Ci
prutokova cytometrie




Transplantace - rejekce stépu

» Rejekce hyperakutni
» Rejekce akutni

» Rejekce chronicka

.



Hyperakutni rejekce

» Zpusobena preformovanymi protilatkami
proti systému ABO nebo proti HLA
antigentim

» Dochazi k aktivaci komplementu,
koagulac¢ni kaskady, vzniku trombu,
akumulaci neutrofilu, vse vede k poskozeni
Stepu

» Probiha radove béhem minut az hodin

» Prevenci je screening preformovanych

orotilatek a cross-match test




Akutni rejekce

» Zpusobena rozvijejici se imunitni reakci
prijemce proti HLA antigenum darce

» Patogeneticky zapojeny prevazne
efektorové T-lymfocyty, pripadne protilatky
prijemce

» Probiha v ramci dnu az tydnu po
transplantaci




Chronicka rejekce

» Reakce pozdni precitlivelosti vedouci k
fibrotizaci, poskozeni cév a postupne ztrateé
funkce stepu

» Patogeneticky se uplatnuji protilatky, T-
lymfocyty, dulezitou roli hraji rovnhéz ruzné
cytokiny a rustové faktory

» Rozviji se vétsSinou v fadu mésicu po
transplantaci




Transplantace hematopoetickych bunék

» Cilem je osidlit dren prijemce kmenovymi
bunkami darce s naslednou obnovou krvetvorby

» Uziva se bud’ kostni dren nebo izolovaneé periferni
CD34+ kmenové bunky

» Nutnost HLA typizace s vysokym rozlisenim -
pozadovana co nejvéetsi shoda v HLA systému

» Indikace:
- Maligni nadory (leukémie,lymfomy, vybrané solidni
tumory - neuroblastom...)
- Selhani kostni drené (aplasticka anémie)
> Zavazne primarni imunodeficity




Reakce stépu proti hostiteli
(graft versus host reaction, GVHR)

v Transplantace kmenovych bunek
> T lymfocyty ve stépu drené rozeznavaji tkanove
antigeny prijemce jako cizorode

» Transplantace solidnich organu
- T lymfocyty v transplantatu (napr. jatra) neni mozné dobre
vymyt - cilovym organem GvHD je kostni dren



Reakce stépu proti hostiteli
(graft versus host reaction, GvHR)

4

Akutni GvHR - nékolik dni az tydnu po
transplantaci, dochazi k poskozeni jater, kuze,
strevni sliznice

Chronicka GvHR - Fada mésicu az let po
transplantaci, charakterizovana infiltraci tkani a
organu Th2 lymfocyty, produkce aloprotilatek,
cytokinu, vede k fibrotizaci tkani

Imunosupresivni [écba



Reakce stépu proti leukéemii
(graft versus leukemia, GvL)

» Reaktivita darcovskych T lymfocytu
prenesenych spolecné s kmenovymi bunkami
vuci zbytkovym leukemickym bunkam pfijemce
- prijemce je vimunosupresi - spojeno vzdy i s
GvHD

» Zatimco GvL je reakci zadouci, GvHD je reakci
nezadouci, snahou je oddélit tyto 2 reakce:

- Suspenze kmenovych bunék bez T-lymfocytu (TL
vzniklé z nové kostni drené prochazi thymovou
vychovou) + injekce malého mnozstvi TL darce



Waiting list

— Krevni skupina
HLA typizace s nizkym rozliSenim

\aidé 3 mésice PRA

Vybér 50 prijemcl

Dle ABO, HLA, urgentnost,

doba cCekani

NARODNI CENTRUM koordinujici
transplantace ledvin

/

N

Serologické markery infekce
Infekce HBV, HBC, CMV

SPADOVE HLA LABORATORE

Cross match test

\

Vybér 2 prijemcl s negativnim
CMT dle vzdalenosti odbéru
ledviny a centra a jeho bilance

HLA typizace s nizkym rozliSenim _

Kadaverozni darce




