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2. ABSTRAKT

Tato prace se zaméfruje na zvladnuti techniky vySetfeni anti-HLA protilatek pomoci
multiplexové metody Luminex. Cilem bylo osvojit si praci s analyza¢nim softwarem,
ktery umoznuje vyhodnocovani specifit a hladin jednotlivych anti-HLA protilatek
v sérech pacientl pred a po transplantaci ledviny. Zaroven byly posouzeny cut-off
hodnoty pro screeningové vysSetfeni anti-HLA protilatek u souboru hodnocenych
pacientd. Dale byla provedena analyza senzibilizace vici jednotlivym HLA antigentm

u skupiny pacientd, ktefi méli nizkou hladinou protilatek.

V teoretické ¢asti této prace jsem se zabyvala hlavnim histokompatibilitnim systémem
(HLA systém) a jeho vyznamem v transplantologii. Dale jsem se zaméfila
na problematiku transplantacni imunity a na principy aloreaktivity a rejekci. V textu
jsem rozebrala vznik a vyznam HLA protildtek a ddle jsem se zabyvala rdznymi

metodikami analyzy anti-HLA protildtek, zvlasté multiplexovou metodou Luminex.

V experimentalni &asti, kterou jsem vykonala na oddéleni Klinické imunologie
a alergologie v Hradci Kralové, jsem provadéla analyzu protilatek namifenych proti HLA
antigenim 1. a Il. tfidy pomoci multiplexové metody Luminex. U obou HLA ttid byly
sledovany hodnoty indext screeningovych vysetieni. U pozitivnich hodnot indexd byly
v nasledném typizacnim vysetreni sledovany hodnoty MFI. Dale byly také sledovany
protilatky proti jednotlivym HLA specifitam. Vramci této diplomové prace byli
sledovani pacienti za rok 2023 a byli rozdéleni podle hodnot indexd na 4 skupiny,

které byly podrobné zhodnoceny.

Na sledovanych skupindch pacientl bylo zjisténo, Ze nejvice pacientl vykazovalo
pozitivni screening HLA protilatek. Pozitivita byla nejcastéji namifena proti HLA-B
antigenim v HLA I. tfidé a proti HLA-DQ v Il. tfidé. Procento pacientd, ktefi si vytvofili
DSA, nedosahovalo ani 50%. Byla provérena mezni hodnota screeningového vysetreni

a celkové zhodnoceni vySetfeni protildtek metodou Luminex.

KLICOVA SLOVA: donor specifické protilatky, HLA systém, HLA protilatky, index,

Luminex, MFI, rejekce, screening, typizace



3. ABSTRACT

This work focuses on mastering the technique of examining anti-HLA antibodies using
the multiplex Luminex method. The aim was to become proficient in working with
analytical software capable of evaluating the specificity and levels of individual anti-
HLA antibodies in patients' sera before and after kidney transplantation. Additionally,
cut-off values for screening for anti-HLA antibodies in the assessed patient cohort were
determined. Furthermore, an analysis of sensitization to individual HLA antigens was

performed in a group of patients with low antibody levels.

In the theoretical part of this work, | addressed the major histocompatibility system
(HLA system) and its significance in transplantology. | also focused on the issues of
transplant immunity and the principles of alloreactivity and rejection. | discussed the
origin and significance of HLA antibodies and examined various methods for analyzing

anti-HLA antibodies, particularly the multiplex Luminex method.

In the experimental part, conducted at the Department of Clinical Immunology and
Allergology in Hradec Kralove, | analyzed antibodies targeting HLA class | and Il
antigens using the multiplex Luminex method. Screening index values were monitored
for both HLA classes. In subsequent typing examinations, MFI values were observed for
positive index values. Additionally, antibodies against individual HLA specificities were
monitored. Patients were followed for the year 2023 and divided into 4 groups based

on index values, which were thoroughly evaluated.

It was found that most patients exhibited positive screening for HLA antibodies.
Positivity was most frequently directed against HLA-B antigens in class | and against
HLA-DQ in class Il. The percentage of patients who developed DSA did not even reach
50%. The cut-off value for screening examination and overall assessment of antibody

examination using the Luminex method was verified.

KEYWORDS: donor-specific antibodies, HLA system, HLA antibodies, index, Luminex,

MFI, rejection, screening, typing



4. UVOD

Transplantace ledviny predstavuje nejucinnéjsi metodu IéCby v pripadé terminalniho
selhani ledvin. Zatimco hemodialyza mlze vyrazné prodlouzit Zivot pacienta, pfinasi
s sebou komplexni soubor rizik, coz m(zZe vést ke sniZeni celkové kvality Zivota. (Krejsek
J, 2016). Nejvétsi prekazku pfi transplantacich tvofi HLA molekuly. HLA systém ma
zasadni roli v obrané proti cizim patogenim a imunitnim dozoru nad nadory.
V kontextu transplantace jsou molekuly HLA velice problematické nebot tento systém
je vysoce polymorfni avariabilni. Tato variabilita je v populaci dilezitd v ohledu
ochrany jedince avsak pfi transplantaci tvofi zasadni problém. Pokud imunitni systém
pfijemce rozpozna transplantovanou ledvinu jako cizi pfredmét, dojde k odmitnuti
Stépu. (Reindl-Schwaighofer R, 2019) Odmitnuti aloStépu neboli rejekce, je vysledkem
sloZité souhry zahrnujici jak vrozeny, tak adaptivni imunitni systém. Rejekce mlizZe byt
akutni ¢i pozdéji chronicka a uplatnuji se zde nejvice T- lymfocyty a protilatky. Anti-HLA
protilatky vSsak mohou byt vytvoreny jiz pred transplantaci, kdy jedinec mlze byt
senzibilizovan krevnimi transfuzemi, predchozimi transplantacemi,
anebo téhotenstvim. Prukaz téchto pfedem vytvorenych protilatek
v cytotoxickém crossmatch testu je kontraindikaci transplantace. Na druhé strané
vyvoj de novo protildtek mulze zvysit riziko akutni a zvlasté chronické rejekce.
(Alelign T, 2018). Anti-HLA protilatky jsou sledovany u pacientll pred i po transplantaci
ledviny. Nejnovéjsim pfistupem jejich sledovani je multiplexovd metoda Luminex,
u které analyza probihda na mikrokulickdch a umoZnuje stanoveni az 100 specifit.
Na Luminexu je mozné provést screeeningové vysetreni, které prinasi informaci zvlasté
0 pozitivité séra. V prfipadé pozitivity se provadi typizacni vySetreni, které je vysoce
senzitivni a umoznuje pfimo urcit, proti kterym HLA antigenlim si pacient vytvoril
protilatky. Také Ize sledovat protilatky v ¢ase a sledovat tak zmény hladin protilatek.
(Lachmann N, 2013) Pacienti pred transplantaci absolvuji vySetfeni jednou rocné,
zatimco pacienti po transplantaci dochazi na wvysetfeni dle klinické potreby.
Po provedené transplantaci jsou pacienti vimunosupresivni terapii, ktera snizuje
reaktivitu  imunitniho  systému. (Ceskd  nefrologickd  spole¢nost, 2014),

(Kordulova P, 2019)



5. CILE PRACE

1. Zvladnuti techniky vySetfeni anti-HLA protilatek multiplexovou metodou

na principu XMAP - Luminex.

2. Osvojeni si prace s analyza¢nim softwarem vyhodnocujicim specifity a hladiny
jednotlivych anti-HLA protildtek v sérech pacientll pred a po transplantaci

ledviny.

3. Posouzeni cut-off hodnoty pro screeningové vysetfeni anti-HLA protilatek

u souboru hodnocenych pacientd.

4. Analyza senzibilizace v(¢i jednotlivym HLA antigenim u skupiny pacientt

s nizkou hladinou protilatek.
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6. TEORETICKA CAST

6.1 Imunitni systém

Imunitni systém patii k zakladnim homeostatickym mechanismim lidského organismu,
jehoz cilem je udrZeni integrity organismu tim, Ze rozpoznava skodlivé od neskodného
a tim se také podili na fyziologické obméné tkani. Skldda se z bunék, molekul a tkani,
které jsou ve vzajemné interakci a jejich cilem je rozeznat a eliminovat Skodliviny
z vnéjsiho tak i z vnitfniho prostfedi. OhroZeni z vnéjSiho prostredi predstavuji Skodlivé
patogeny a jejich toxické produkty. Aby imunitni systém nezahajoval reakci proti
vlastnim strukturdm a neskodnym podnétim je dllezitd autotolerance, kdy systém
rozpozna vlastni tkdné a udrzuje vici nim toleranci. Dalsi nezbytnou funkci imunitniho
systému je imunitni dohled, kdy dokdZe rozpoznat skodliviny pochazejici z vnitfniho
prostiedi. Diky tomuto dohledu prabéiné odstranuje poskozené, staré i jinak
zménéné buriky. Imunitni systém tvofi slozky vrozené a antigenné specifické. DlleZitou
slozkou imunity jsou ddle molekuly jako napt. adhezivni molekuly, HLA molekuly

a tkanové hormony - cytokiny. (Hotejsi V, 2017), (Faenza |, 2022)

6.1.1 Vrozena imunita

Mechanismy této slozky imunity jsou evolu¢né starsi. Vyznacuji se schopnosti rozeznat
patogeny tim, Ze reaguji na jejich strukturni nebo funkéni rysy. Téz dokazi rozeznat
Skodliviny exprimované na vlastnich poskozenych burkach. Tato obrana je zaloZena
na bunkach a molekulach, které jsou v téle pripravené predem a nepotrebuji ke své
funkci specializované molekuly, jak je tomu u imunity specifické. Zastupci bunééné
obrané linie jsou prevainé fagocytujici bunky, jako polymorfonukledrni granulocyty,
monocyty, makrofadgy a dendritické bunky. Eosinofilni a bazofilni segmenty
se uplatnuji hlavné pfi alergickych reakcich a pfi parazitdrnich onemocnénich.
Neutrofilni segmenty vycestovavaji z krevniho obéhu do mista infekce vlivem
chemoatraktantt jako jsou prevainé slozky komplemetu C3a A C5a. Prostup cévou jim
umoznuji adhezivni molekuly, které jsou zde exprimovany vlivem zanétlivych cytokin(.
Ménavkovitym pohybem migruji do mista infekce, kde patogeny pohlti a uéinné je

usmrcuji svymi enzymatickymi a mikrobicidnimi pUsobky. Fagocytdza je usnadnéna
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diky interakcim mezi fagocytem a patogenem. Tyto interakce jsou na principu
receptor-ligand. Patogen, ktery ma byt zlikvidovdn mlZe byt zviditelnén
tzv. opsonizovdn. Opsoniny tvofi napfiklad slozky komplementu C3b nebo protilatky.
Fagocyt je vybaven receptory, které diky pfitomnému ligandu umozni k patogenu lépe
pfilnout. Neutrofilni segment po fagocytéze hyne apoptdzou. Apopticka téliska
fagocytuje makrofag. Makrofagy jsou posledni vyvojové stadium monocyt(l a stejné tak
jako neutrofily se rfadi mezi profesiondlni fagocyty. Monocyty se nachazeji v periferni
krvi a po vycestovani do tkani se stavaji tkariovymi makrofagy. Tyto buriky maji velkou
fagocytarni aktivitu a také tvori nedilnou spojku mezi vrozenou a specifickou imunitou,
nebot na svém povrchu exprimuji HLA molekuly II. tfidy a dokdzi tak prezentovat
antigenni material T-lymfocytlm. Jejich dllezitd uloha je také pfi ukonceni fyziologické
zanétlivé reakce, kdy po fagocytdze apoptickych bunék produkuji TGF-B, ktery hraje
roli pfi obnové tkani. Dalsi dllezitou obranou bunééné slozky jsou pfirozené
cytotoxické buriky, kterou reprezentuje hlavné skupina NK bunék neboli pfirozenych
zabijecl. Ti rozezndvaji buriky, které maji na svém povrchu nizkou expresi HLA molekul
a podili se tak hlavné na virové obrané nebo pfi nadorovém bujeni. Tyto buriky
obsahuji ve svych granulich perforiny a granzymy , které nasledné patogena usmrti.
Podobné jako cytotoxické Iymfocyty exprimuji povrchovy receptor FasL,
ktery po navdzani na pfisluSny receptor Fas okamzité indukuje apoptézu. Mezi
humoralni slozky nespecifické imunity patfi komplement, lektiny, interferony a jiné
sérové proteiny. Komplement je soubor pfiblizné 30ti sérovych a membranovych
proteind, kdy hlavnimi slozkami jsou slozky C1-C9. Stépeni téchto sloZek se lidi cestou
jejich aktivace, ktera muaze byt klasicka, alternativni nebo lektinova. VSechny tyto cesty
se setkavaji v terminalnim lytickém stadiu. PFi Stépeni se ¢ast sloZzek uvolni do prostredi
a pusobi jako chemotaxiny zvlasté slozky C3a a C5a, a cast se zachyti
na mikroorganismus a pusobi jako opsoniny zvlasté slozka C5b. Pfi dalsSim Stépeni
dochdazi v membrdané patogena k vytvoreni kruhovitého membranolytického komplexu,
ktery zpUsobi osmotickou lyzu. Stejné tak, jako napriklad koagulaéni kaskada, musi
i tato kaskada reakci byt striktné regulovana. Interferony, zvlasté interferon a a 3, jsou
latky, které se uplatniiuji hlavné pii virové nakaze. Napadené bunky je produkuji
a v dosud neinfikovanych burikdch navozuji antivirovy stav. Sérové proteiny, zejména

C- reaktivni protein nebo sérovy amyloid A, maji funkci zejména opsonizac¢ni nebo také
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transportni. Proto se jejich sérové koncentrace pfi zanétech mnohonasobné zvysuji.
Vrozené slozky imunity jsou nezbytné pro zahajeni antigenné specifickych reakci.

(Hotejsi V, 2017), (Hamplova L, 2019), (Martins Y, 2023)

6.1.2 Specificka imunita

Specifickd imunita je zaloZzend na vysoce specializovanych molekuldch. Mezi tyto
molekuly patfi receptory zakotvené v membrané T a B lymfocyt(, které tvori bunécnou
slozku specifické imunity. Mezi humoralni slozky patfi imunoglobuliny, které produkuji
plazmatické bunky vznikajici diferenciaci z B lymfocytd. Lymfocyty rozpoznavaji antigen
pomoci TCR v pfipadé T-lymfocytl nebo BCR v pripadé B-lymfocytl. Vznik antigenné
specifické odpovédi je ¢asové narocnéjsi, nez je tomu u vrozené imunity, kterd je
schopna reagovat fadové v minutach. Na rozdil od vrozené imunity si vytvareji
imunologickou pamét, diky které se po opakovaném setkani s infekénim agens zahaji
rychlejsi a uc¢innéjsi imunitni opovéd. Adaptivni mechanismus je zalozen na klondalnim
anticipa¢nim principu, kdy v organismu jsou radové miliony T a B lymfocyt(,
které se liSi ve struktufe svych vazebnych mist na svych specifickych receptorech.
Toznamena, Ze télo je schopné predvidat tzv. anticipovat setkani s jakymbkoli
antigenem. Aby mohl byt patogen ucinné eliminovan, musi se dany klon T lymfocytu,
ktery rozpoznal antigen, pomnoZit — naklonovat. Ktéto stimulaci nestadi pouze
rozpoznani antigenu jako takové, ale k produktivni aktivaci je zapotrebi jesté signal
pomocny neboli kostimula¢ni. Ten dostavaji lymfocyty od jinych bunék imunitniho
systému. Tento princip druhého signdlu ma dulezity regula¢ni vyznam, diky kterému
se zabezpeCuje, aby nedochdzelo ke snadné aktivaci lymfocytd. Imunoglobuliny
tvorfené plazmatickymi burikami maji dllezité role pfi neutralizaci mikrobidlnich toxint
a virli, kdy toxin obaleny protildtkami, jiz nemUze poskodit télni bunky a je brzy
fagocytovan. Podobné je tomu i pfi opsonizaci bakterii, kdy protilatky pfilehnou
na bakterii, kterd je nasledné fagocytézou odstranéna, nebo takto navazanou
protilatku rozpoznd NK bunka a zahdji ADCC (=antibody dependent cellular
cytotoxicity) neboli cytotoxicitu zdavislou na protilatkdch. Protildtky navazany
na mikrobialnich povrSich mohou spoustét i klasickou cestu aktivace komplemetu a tim
pfispivat k eliminaci. DUleZitou ulohu maji i protilatky, které se vyskytuji na sliznicich
abrani tak adhezi viru na epitelie. Setkdnim antigenu s protildtkou vznika
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imunokomplex, ktery Ize detekovat radou imunologickych metod. Na tomto principu
jsou zaloZené i nékteré biochemické stanoveni. (Hofrejsi V, 2017), (Jilek P, 2019),

(Weisberg S, 2021)

6.2 T-Lymfocyty

6.2.1 Uvod

Tato populace bunék ma kliovou roli ve fungovéni imunitniho systému. Uzce
kooperuje s vrozenou imunitou, diky které pfijima signaly a zaroven se podili na jeji
regulaci pomoci cytokinl. Také se podili na regulaci B lymfocytld a tvorby protilatek

a zajistuje specifickou cytotoxickou reaktivitu. (Krejsek J, 2016)

6.2.2 Vznik a vyvoj

T lymfocyty, jako vétSina krevnich bunék, vznikaji v kostni dfeni z prekurzoru,
pochazejiciho z pluripotentni kmenové burky. Na rozdil od ostatnich krevnich bunék,
které zde i vyzravaji a nasledné se presouvaji do periferni krve, musi T lymfocyty
podléhat vyzravani, které jiz v kostni dfeni neprobihd. Nezralé T lymfocyty opoustéji
kostni dren a vycestovavaji do thymu, kde prodélavaji fadu fenotypovych zmén. Také
vchazi do kontaktu s HLA molekulami na povrchu dendritickych a epitelidlnich bunék.
Tyto lymfocyty se nazyvaji dvojité negativni nebot v tuto chvili jesté neexprimuji TCR
receptor ani CD znaky CD4 a CD8. Geny pro tyto povrchové molekuly jsou v klidové
fazi. Po proniknuti do thymu nasleduje ptiprava rekombinantnich systémU pro genové
preskupeni a vznik TCR receptorll. TCR je slozen ze Cctyf hlavnich segmentd,
které se skladaji ze dvou retézcl oznacenych a a B. Mensi ¢ast populace T-lymfocytt
nese fetézce y a 6. Kazdy retézec obsahuje ve své extraceluldrni ¢asti konstantni
a variabilni doménu. Variabilni domény vytvareji vazebné misto pro antigen.
Genetickou informaci pro variabilni doménu obsahuji segmenty V, D a J. Pro konstantni
doménu ji kéduji segmenty C. K vzniku gen(, pro variabilni i konstantni ¢ast, dochazi
nahodnym preskupovanim genovych segmentt C, V, D, J. Tento proces rekombinace je
fizen rekombinazami. Diky tomuto preskupeni vznikaji TCR receptory rozmanitych

specifit. (Krejsek J, 2016), (Kumar B, 2018)

14



6.2.3 Centralni tolerance

Béhem genového preskupeni prechazi lymfocyt do stadia, kdy exprimuje zdroven
molekulu CD4+ i CD8+ a je nazyvan jako dvojité pozitivni. K tomu, aby lymfocyty
vykonavaly svou budouci funkci v téle sprdvné, musi prochazet takzvanou pozitivni
a negativni selekci. Vthymu vznikd velké mnoiZstvi rozdilnych T lymfocytl, jejichz
ukolem je rozpoznavat antigenni determinanty vystavené na HLA molekulach.
Optimalni funkce spociva v rozpoznani vlastni HLA molekuly s navdazanym cizorodym
antigenem a zdroven vlastni HLA molekuly s autolognim peptidem, na ktery je nutné
udrZovat toleranci a nereagovat na néj. V nové vzniklé populaci lymfocytl vznikne
i velké mnozstvi lymfocytl, které s HLA molekulami nebudou reagovat viibec, takové
buriky nemaji pro organismus vyznam a jsou odstranény apoptdzou — pozitivni selekce.
Na druhou stranu se vytvareji i lymfocyty, které s HLA molekulami reaguji s pfilis
velkou afinitou a mohly by byt autoreaktivni. Takové bunky jsou pro télo hrozbou
a také musi byt odstranény apoptdzou, nebo se preménuji na regulacni lymfocyty,
které maji tlumivé Ucinky na imunitni odpovéd — negativni selekce. Timto testovanim
je zajisténa centralni tolerance organismu. (Krejsek J, 2016), (Xing Y, 2012),

(Nurieva R, 2011)

6.2.4 Diferenciace

Procesy pozitivni a negativni selekce zaroven probihaji s diferenciaci T-lymfocytu
z dvojité pozitivniho, ktery exprimuje znaky CD4+CD8+ na pomocné (CD4+CD8-)
nebo cytotoxické lymfocyty (CD4-CD8+). Diferenciace je dana schopnosti reakce jejich
TCR receptoru s HLA molekulami I. tfidy a s HLA molekulami Il. tfidy. Molekuly CD4+
a CD8+ funguji jako koreceptory, které zprostfedkovavaji vazbu pfi reakci TCR s HLA
molekulou. V pripadé, Ze dvojité pozitivni lymfocyt reaguje s HLA molekulou a sila
koreceptoru CD4+ je slabd, dochazi k transkripci koreceptoru CD8+. V pfipadé silného
signalu mezi CD4+ a molekulou Il. tfidy dochazi k exprexi CD4+ a vzniku pomocného
lymfocytu. V opacném pfipadé, bunky nesousi korecptor CD8+ silné reaguji s HLA
molekulami | tfidy a slabé s molekulami Il.tfidy a neexprimuji tedy CD4+. Takto
diferencované lymfocyty jiz opousti thymus a presouvaji se do lymfatickych uzlin,

kde ndsledné cekaji na aktivaci za pomoci antigen prezentujici bunék. (Krejsek J, 2016)
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6.2.5 TCR receptor

Jak jiz bylo vySe uvedeno, TCR neboli T bunéény receptor je povrchovd molekula,
ktera ma za ukol rozpoznavat antigenni peptid na povrchu HLA molekul a diky tomuto
molekulach zprostfedkovavaji antigen prezentujici bunky, které antigen zachycuiji,
Stépi, zpracovdvaji a nasledné prezentuji. TCR je povrchovy glykoprotein, ktery
se sklada ze dvou transmembranovych polypeptidovych fetézcli. Tyto fetézce jsou
propojeny disulfidickymi mustky. RozliSujeme dva typy fetézcl: Ccastéjsi typ
fetézceaaf a méné casté fetézce & a y. Jiz vime, Ze kaidy retézec obsahuje
konstantni a variabilni ¢ast, které diky genovému preskupovani zajistuji obrovsky

polymorfismus téchto receptori.(Shah K, 2021), (Pai J, 2021)

Obrazek 1: TCR receptor

Antigen presenting cell

Peptide . ——HLAClass |
Antigen\&

CDR1,23
TCRa — =—TCRpB

\

CD3e CD3d CD3y CD3e

CD3¢

T cell
Zdroj: Sun Y., 2021

T bunécny receptor je pritomen v komplexu s asociovanym komplexem proteini CD3,
ktery je také nezbytny pro aktivaci T-bunék. Tyto molekuly pomadhaji prevadét
extraceluldrni vazbu antigenu a receptoru na vnitini bunécné signaly, proto se také
nékdy nazyvaji jako prevodniky signdlu. Komplex CD3 se skldda ze ctyr retézcd,
které jsou transmembrdanovymi proteiny, které maji ve své intracelularni Ccasti

aminokyselinové sekvence. V téchto sekvencich se nachdzi tyrosinové zbytky.
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Pokud dojde k vazbé mezi receptorem a pfislusnym ligandem, tyrosinové zbytky
fosforyluji za pomoci enzymU proteintyrosinkinazy. Vysledné signalizace pres TCR
vedou napriklad k déleni bunék nebo kaktivaci jejich efektorovych

mechanismu.(Perdue S, 2023), (Hwang J, 2020), (Pai J, 2021)

6.2.6 Klasifikace T lymfocyti

T lymfocyty lze klasifikovat podle typu nesouciho TCR na aff a y6. VétSina T lymfocyt(
nese receptor s fetézci af. T lymfocyty s fetézci yé se vyskytuji v nizkém poctu a jsou
takzvané dvojité negativni, nebot neexprimuji ani molekulu CD4 ani CD8. Tyto buriky
napriklad rozpoznavaji pyrofosfatové meziprodukty bakterialni syntézy lipid(i. Déle Ize
T lymfocyty rozdélit podle koreceptorid na CD4+ a CD8+. VétSinu CD4 pozitivni
populace T lymfocytl predstavuji takzvané pomocné lymfocyty (Th=T-lymfocytes
helper). Podle cytokind, které produkuji, je Ize rozdélit na Thl, Th2, Thl7, Treg, a Tfh.
Lymfocyty exprimujici molekulu CD8 patfi hlavné k populaci cytotoxickych bunék (Tc).
(Krejsek J, 2016), (Aleebrahim-Dehkordi E, 2022), (Raskov H, 2021)

6.2.7 T lymfocyt a APC

6.2.7.1 Antigen prezentujici bunky

Profesionalni antigen prezentujici buriky (APC) jsou imunitni buriky, které se specializuji
na prezentaci antigenu T lymfocytlm. Hlavnimi typy profesionalnich APC jsou
dendritické bunky (DC), makrofagy a B lymfocyty. Profesionalni antigen prezentujici
bunika pohlti antigen, zpracuje ho a ¢ast z néj vystavi na svém povrchu spolu s hlavnim
histokompatibilnim komplexem Il tfidy (MHC) neboli HLA II. tfidy. T lymfocyt interaguje
s HLA molekulou a tim dochazi k jeho aktivaci. (Jilek P, 2019), (Rastogi |, 2022)

6.2.7.2 Kooperace T lymfocytu s APC

Vysledkem interakce T lymfocytu s antigen prezentujici bunkou je prenos signalu
a nasledna aktivace T lymfocytu. Tento proces se nazyvd imunologickd synapse. Ta
nastdvd vokamziku, kdy je receptor T lymfocytu v pifimém kontaktu s antigen
prezentujici bunkou. Timto spojenim dochdzi k presouvani velkého mnozZstvi

membranovych a cytoplazmatickych proteini do mista kontaktu, jak u T lymfocytu,
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tak i u APC. Imunologicka synapse je tvofena TCR receptorem, komplexem CD3, dale
koreceptory CD4 nebo CDS8, zdleZi na typu lymfocytu kooperujicim s HLA molekulou,
a receptory pro kostimulaéni molekuly. Zevni stranu synapse tvofi pfevdiné adhezivni
molekuly, které umoznuji pevnou vazbu mezi lymfocytem a APC. U antigen prezentujici
buriky se nachdazi ve stfedu synapse HLA molekula svystavenym antigenem,
kostimula¢ni a adhezivni molekuly. Cytotoxické lymfocyty CD8+ rozpoznavaji HLA
molekulu I. tfidy, kterd je spojena s prezentaci vlastnich endogennich peptidd,
nebo virovych peptidd v pripadé infekce. Exogenni materidl zpracovavaji antigen
prezentujici bunky, ktery nasledné vystavuji na svém povrchu s HLA molekulou Il. tFidy.
Na tuto molekulu reaguji lymfocyty CD4+. Pro aktivaci lymfocytu je tedy nezbytny
kontakt mezi TCR receptorem a HLA molekulou podporeny koreceptory CD4+
nebo CD8+. Tomuto spojeni se fikd tzv. prvni signal. Ktomu aby lymfocyt mohl byt
aktivovan je zapotrebi jesté druhy pomocny signal, ktery je zprostfedkovan
kostimula¢nimi molekuly APC, pro které je lymfocyt vybaven pfislusSnymi receptory.
V ptipadé existence pouze prvniho signdlu je T lymfocyt funkéné utlumen, anebo hyne
apoptézou. Timto mechanismem je zajiSténo, aby nedochazelo ke snadné aktivaci
T lymfocytd, a je tak zachovana tolerance na periferii. (Krejsek J, 2016), (Jilek P, 2019),
(Tittarelli A, 2020), (Shi H, 2023)

6.3 B lymfocyty

6.3.1 Uvod

B lymfocyty spolu s T lymfocyty tvofi specifickou slozkou imunity. Svymi produkty
se podili na vzniku adaptivni humoralni imunity. PFi setkani s cizi latkou, antigenem,
se Blymfocyt  diferencuje na plazmatickou bunku, ktera produkuje

protilatky. (Hoffman W, 2016)

6.3.2 Vznik a vyvoj

B lymfocyty vznikaji z Ilymfoidniho prekurzoru. Na rozdil od T Ilymfocytd,
které dokoncuji svij vyvoj v thymu, B lymfocyty vznikaji i vyzravaji v kostni dieni. Jejich

nazev je odvozen od specidlniho organu ptakd — Bursa Fabricii, ktery jim nahrazuje
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kostni dfen pfi tvorbé B lymfocytli, nebot ptaci maji duté kosti a tim i malo kostni

drené. (Jilek P, 2019)

Pocdatecni faze vyvoje B lymfocytl jsou nezdvislé na antigenu. V téchto fazich dochazi
také k vytvoreni prekurzorovych B lymfocytl. Béhem vyvoje B lymfocytli dochazi
k preskupeni genovych segmentu, které kdduji retézce receptord pro antigen BCR. Diky
této rekombinaci vznika zraly B lymfocyt, ktery je schopen pomoci svého receptoru
vazat antigen. Na rozdil od T lymfocytu, dokaze B lymfocyt rozpoznat antigen v nativni
formé, antigen tedy nemusi byt tedy vystaven na molekulach HLA. Po rekombinanci
nasleduje selekéni proces, pfi némzZ dochazi k upravé BCR receptoru nebo ke klonalni
deleci. Tyto selekéni kroky jsou dilezZité pro eliminaci autoreaktivnich klond. Takto
zralé B lymfocyty opousti kostni dfen a migruji do sekunddrnich lymfatickych organd,
kterymi jsou slezina, lymfatické uzliny a slizni¢ni lymfatické tkané. Zde se diferencuji
po rozpoznani antigenu pomoci svého BCR. Diky stimulaci antigenem se B lymfocyty
za pomoci Th2 lymfocytd v nékolika diferencnich krocich stdvaji plazmatickymi
burikami, které jsou schopné produkovat protilatky. Pokud dojde k antigenni stimulaci,
zatne plazmatickd burika produkovat protilatky tfidy IgM, tyto protilatky jsou stejné
specifity jako BCR exprimovany na daném B lymfocytu. Takto se to déje v casné
imunitni odpovédi. V pfipadé opakovaného kontaktu se stejnym antigenem dochazi jiz
k tvorbé dalSich izotypl specifickych protilatek, jako jsou napfiklad IgA, 1gG, IgE.
(Krejsek J, 2016)

6.3.3 Protilatky

6.3.3.1 Struktura

Protilatky tvofi zaklad specifické humoralni odpovédi. Jedna se o glykoproteiny,
jez jsou soucasti krevnich bilkovin a lze je elektroforeticky detekovat jako
gamaglobuliny. Strukturné se podobaji napf. TCR receptoru nebo HLA molekulam,
nebot jsou také tvoreny doménami. Tyto domény jsou udrzovany disulfidickymi
mUstky. Molekulu imunoglobulinu tvofi ¢tyfi polypeptidové fetézce. Dva kratsi fetézce
tzv. lehké tetézce a dva delSi tzv. tézké retézce. Ty se skladaji z nékolika
aminokyselinovych sekvenci, z nichz kazda odpovida proteinové doméné. Kazdy lehky

fetézec ma dvé domény (jednu variabilni a jednu konstantni) a kazdy tézky retézec ma
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4 nebo 5 domén, vzdy jednu variabilni. Tézké retézce mohou byt klasifikovany do péti
zakladnich typu, které urcujici tfidu protilatky. Na prikladu lze pozorovat,
ze imunoglobulin G (IgG) obsahuje tézky retézec oznacovany jako vy, zatimco
imunoglobulin M (IgM) ma téiky Fetézec, ktery je oznacovan jako p. Retézec vy
se vyskytuje ve vice variantach a urcuje tak podtfidu IgG. Ackoli rozliSujeme dva typy
lehkych Fetézcl, vimunoglobulinu je pfitomen pouze jeden z nich. Casné studie
struktury Ig byly usnadnény pouzitim enzym k fragmentaci molekul I1gG. Papain Stépi
IgG na dva Fab fragmenty, které jsou pojmenovany podle jejich schopnosti vazat
antigen a jeden Fc fragment, ktery umoZnuje imunoglobulinu vazbu na specifické
receptory a obsahuje vazebnd mista pro komplement. (Schroeder H, 2013),

(Mandal A, 2022), (Krejsek J, 2016), (Chiu M, 2019)

6.3.3.2 Vazba antigen - protilatka

Variabilni oblasti lehkych a tézkych retézci jsou odpovédné za vazbu antigenni
determinanty a vynikaji svou vysokou mirou variability. V rdmci téchto segment( Ize
rozpoznat oblasti s nejvétsi mirou variability. Tfi tyto segmenty, zndmé jako CDR
(Complementarity Determining Region), se vyskytuji v kazdém fretézci. Mezi témito
oblastmi se nachdzi uUseky s mensi variabilitou FR ( Framework Region). Spolecné
utvareji vazebné misto pro antigen. Na této vazbé se podileji nekovalentni interakce,
které maji vyhodu v tom, Ze pusobi na kratké vzdalenosti a tak musi epitop a protilatka
do sebe zapadat obdobné jako ,zamek a klic“. Epitop je mald oblast molekuly
antigenu, na kterou se vaze specifickd protildtka. Vici antigenu mize byt vyvinuto

nékolik rliznych protilatek, které reaguji s odliSnymi epitopy na jeho povrchu.

Silu vazby mezi jednim epitopem a protilatkou nazyvame pojmem afinita, kterou lze
vyjadrit prostfednictvim disociacni konstanty. Nicméné vétSina antigenl je
multivalentni, coZ znamena, Ze obsahuji nékolik vazebnych determinant pro rlzné
protilatky. Celkovou silu interakci mezi vSemi vazebnymi misty protilatky
a multivalentnim antigenem predstavuje avidita. Ta zavisi na afinité, pficemz zahrnuje
valenci antigenu a protilatky, a rovnéz bere v Uvahu nespecifické faktory ovliviujici
vazby mezi antigenem a protilatkou. Valence protilatky oznacuje pocet vazebnych mist

na jeji molekule, ktera mohou reagovat s epitopy konkrétniho antigenu. Naopak,
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valence antigenu je definovana jako pocet epitopd, schopnych vazat se na vazebna
mista imunoglobulinu. Z toho vyplyva, Ze protilatky jsou bud monovalentni, s jednim
vazebnym mistem, nebo polyvalentni, s vice vazebnymi misty, coz ovliviiuje jejich
schopnost reagovat s rGznymi antigeny. Napfiklad 1gG, IgE a IgD maji dvé vazebna
mista pro antigen, na rozdil od dimerizovaného IgA, ktery ma Ctyfi vazebna mista,
nebo IgM s 10 vazebnymi misty. Pravdépodobnost, Ze se viech deset antigent odpoji
z IgM pentameru najednou, je mald. Z tohoto dlivodu mUze byt avidita IgM relativné
vysokd, prestoze afinita jednotlivého vazebného mista muaze byt nizka.

(Gorshtein G, 2023), (Schroeder H, 2013), (Krejsek J, 2016)

6.3.3.3 Vlastnosti a funkce imunoglobulini

Protilatkova odpovéd zacina produkci protilatky IgM, ale brzy postupuje k tvorbé vsech
rGznych typu protilatek. Kazdy typ protilatky ma své specifické misto v téle a pIni urcité
funkce. Protilatky IgM se prevazné nachazeji v krvi a maji pentamerni strukturu. Jako
monomery jsou soucdsti specifickych BCR receptorll na B lymfocytech. Jsou schopné
silné aktivovat komplementovou kaskadu po navazani na antigen. Diky své polymerni
struktufe maji velkou schopnost aglutinovat antigeny, ale nemohou napfiklad
vzhledem ke své velikosti prochdzet do tkani. Jsou soucasti pfirozenych protilatek,
ke kterym se fadi napfiklad i aglutininy krevniho skupinového systému ABO.

(Schroeder H, 2013)

Protilatky 1gG jsou nejvice zastoupena trida v cirkulaci. Podle tézkych retézcl je lze
rozdélit do ctyf podtypld na IgG1, 1gG2, 1gG3, a IgG4, které maji rozlicné funkce.
Imunoglobuliny G maji obvykle vyssi afinitu a vyskytuji se v krvi a extracelularni
tekutingé, kde mohou neutralizovat toxiny, viry a bakterie. Dale mohou opsonizovat
pro fagocytujici buriky a aktivovat komplementovy systém. Také jsou hlavnimi
protilatkami zpUsobujici ADCC. Protilatky 1gG mohou prochazet pres placentu a tvorit
tak hlavni zdroj protilatek pro novorozence. Na druhou stranu mohou pusobit i velice
cytotoxicky a maji tak vyznamnou roli pfi krevnich transfuzich. Zde maji hlavni vyznam
protilatky proti erytrocytovym antigenim, jako jsou ptirozené protilatky IgM, ale pravé
také 1gG vzniklé po pfedchozi imunizaci napt. po predeslé transfuzi nebo téhotenstvi.

V rdmci transplantaci orgdnl se nejvice uplatiuji protilatky vzniklé proti hlavnim
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a vedlej$im histokompatibilnim antigendm. (Janeway Ch, 2001), (Rehacek V, 2013),
(Krejsek J, 2016)

Imunoglobuliny IgA jsou bud’ ve formé monomerd, které cirkuluji v krvi a extracelularni
tekutiné, nebo jako dimerické molekuly v lamina propria rliznych epitelQ. Lze je nalézt
také ve slinach a materfském mléce. Dimerické formy IgA jsou selektivné
transportovany pres epitelie do mist, kde neutralizuji toxiny a viry a blokuji jejich vstup
pres stfevni epitel. Protilatky IgE se nachazi hlavné na povrchu Zirnych bunék, ale jsou
také pritomny v nizkych hladinach v krvi a extraceluldrni tekutiné. Jsou spojeny
s alergii, zejména reakcemi precitlivélosti typu |, v€etné atopickych onemocnéni
a anafylaxe. Spousti uvolfiovani histaminu z Zirnych bunék a bazofilG. IgE je také
soucdasti reakce téla na parazitdrni infekce. Imunoglobulin IgD je soucasti BCR
receptoru na povrchu naivnich B lymfocyt(, kde je pozdéji nahrazen IgG. Protilatka IgD
je téZ v mensich mnoiZstvich pfitomna ve slinach a slzach. (Janeway Ch, 2001),

(Schroeder H, 2013)

6.4 HLA SYSTEM

6.4.1 Uvod

HLA systém (Human Leukocyte Antigen) je soucasti hlavniho histokompatibilniho
komplexu (MHC), ktery byl poprvé popsan vroce 1950. Nazev tohoto systému je
odvozen od faktu, Ze byl poprvé objeven pravé u leukocytll. Vyzkumy, které byly
zamérené na histokompatibilni systém poukdazaly na geneticky rozdil mezi jedinci téhoz
druhu, a tim i na to, Ze mohou reagovat na cizi tkané jako na antigen. Tento systém
se také vyjadruje obrovskym polymorfismem a variabilitou. Kooperace HLA systému
s T-lymfocyty umoZnuje rozpoznani cizorodého antigenu, ale také nastaveni
autotolerance vUc¢i vlastnim bunkam. HLA antigeny |. tfidy jsou povrchové
glykoproteiny, které se nachazi na vsSech jadernych bunkach. Hlavni funkci téchto
molekul je zpracovani, vystaveni a prezentace antigenu T lymfocytlim. Tato spoluprace
tvofi zakladni mechanismus aktivace specifické slozky imunity. HLA molekuly Il. tfidy
se nachazi na specializovanych imunitnich burikdch - antigen prezentujicich bunkach.
Tyto bunky prezentuji cizorodé peptidy efektorovym burnkam imunitniho systému,
které jsou zodpovédné za jak bunécnou, tak humoralni imunitni odpovéd. HLA systém
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je klinicky vyznamny pro transplantacni medicinu, proto se jeho vySetfeni — typizace,
rutinné provadi za ucelem zjisténi shody mezi pfijemcem (akceptorem) a darcem
(donorem). Pri transplantaci organt hraje dualezitou roli v aloimunitni odpovédi
vedouci k pfijeti nebo odmitnuti Stépu. (Tinckam K, 2006), (Choo S, 2007),
(Krejsek J, 2016)

6.4.2 Polymorfismus HLA

Geny odpovédné za HLA antigeny se nachazeji na kratkém raménku 6. chromozomu
v oblasti 6p21. Tyto geny se déli do tfi oblasti na HLA I., HLA II. a HLA IIl. tfidy. Geny,
které koduji molekuly antigenu Il. tfidy, jsou umistény nejblize k centromere.
Konkrétné se jedna o HLA DP, HLA DQ a HLA DR. Naopak geny pro molekuly I. tfidy
jako jsou HLA-A, HLA-B, HLA-C,HLA-E, HLA-F a HLA-G, jsou umistény od centromery
nejddle. Mezi témito Useky je oblast HLA Ill., ve které jsou umistény geny, které koduji
pestrou Skalu proteinl, zahrnujici napriklad C4 slozku komplementu, TNF a stresové
proteiny. Geny pro molekuly HLA-A, HLA-B a HLA-C vykazuji nejvyssi polymorfismus,
pficemz u molekuly HLA-B presahuji pocty alel az pres 4000. Molekuly HLA-E, HLA-F
a HLA-G jsou casto klasifikovany jako neklasické, diky svym specifickym vlastnostem.
Na rozdil od molekul HLA-A, HLA-B a HLA-C se tyto neklasické varianty vyskytu;ji
selektivné pouze na urcitych typech bunék a jsou specializované na vazani unikatnich
ligandl. Molekula HLA-G je vyhradné pritomna na burikdch trofoblastu a hraje kli¢ovou
roli v podporfe imunologické tolerance mezi matkou a plodem. Jedinecna
imunoregulaéni role HLA-G plyne z jeho schopnosti uniknout rozpoznani T lymfocyty,
zatimco NK bunky ji identifikuji prostfednictvim svych inhibi¢nich receptord. V ramci
transplantace ledviny jsou molekuly HLA-A, HLA-B a HLA-DR povaZzovany
za nejrizikovéjsi antigeny, zatimco molekuly HLA-C a HLA-DP predstavuji riziko nizké.
Molekula HLA-DQ se fadi do kategorie stfedniho rizika. (Rehacek V, 2013),
(Krejsek J, 2016), (Petzl-Erler, 2020), (Di Marco M, 2017)
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Tabulka 1: Aktudlni pocty alel a definovanych proteinti

HLA I tfida
gen A B C E F G
alely 8012 9573 7995 350 91 157
proteiny 4688 5694 4410 140 17 48
HLA 11 tfida
gen DRA DRB DQA1 DQB1 DPA1l DPB1
alely 65 4530 688 2510 619 2393
proteiny 14 2983 337 1524 297 1399
non HLA, MICA
MICA MICB
alely 531 245
proteiny 280 a7

Zdroj: EMBL's European Bioinformatics Institute, 2024 (prevzato)

6.4.3 Asociace HLA s chorobami

Jiz pred Ctyficeti lety byl popsan vztah mezi expresi HLA molekul a vyskytem
konkrétnich onemocnéni a od té doby bylo zjisténo mnoho novych poznatkd tykajicich
se HLA molekul, které jsou asociovany s malignimi a autoimunitnimi chorobami. Tato
spojitost je také uvadéna v souvislosti s citlivosti k infekcim a lékovymi reakcemi. Diky
pokroku v molekuldrni biologii se rozsitilo spektrum znamych asociaci, ale presné
mechanismy, jak HLA fenotyp ovliviiuje konkrétni onemocnéni, zlstavaji stdle nejasné.
Existuje mnoho hypotéz, které se pokouseji tento vztah vysvétlit, véetné teorie
o specifickém vazebném misté HLA molekuly pro antigenni

s onemocnénim, konceptu molekularnich mimikrli a moznosti, Ze nékteré patogeny
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vyuzivaji HLA molekuly jako receptory pro prinik do bunék. Nicméné vyznam této
asociace pro imunopatogenezi choroby zUstavd nejisty. Priklady onemocnéni
spojenych s HLA expresi zahrnuji napfiklad revmatoidni artritidu (HLA DR4),
Goodpasturellv syndrom (HLA DR2), myasthenia gravis (HLA DR3) a ankylozujici
spondylartritidu  (HLA  B27). (Krejsek J, 2016), (Hofejsi Vv, 2017),
(Munfiz Castrillo S, 2020)

6.4.4 Dédicnost HLA systému

Geny systému HLA se nachdzi na kratkém raménku 6. chromozomu. Vzhledem k tomu,
Ze chromozomy existuji v paru, ma kazdy jedinec na svém 6. chromozomu specifickou
kombinaci HLA alel, kterou zdédil od svych rodic¢i. Kombinace HLA alel tvoti soubor
genu, které jsou vzdjemné provazany a dédi se od kazdého z rodicl jako tzv. haplotyp.
Kazdy jedinec nese dvé takové kombinace, pficemZ jednu zdédi od otce a druhou
od matky. Tyto genetické kombinace tvofi tzv. HLA genotyp jedince. V jednom
genovém lokusu HLA napf. HLA-A, B, DR, -DQ, muze kazdy jedinec mit nejvyse dvé
varianty alel. Alely jsou kodominantni, coZ znaci, Ze obé varianty alel jsou exprimovany
soucasné na bunécném povrchu. V situaci, kdy jedinec zdédi v lokusu, od obou rodicu
stejné alely, projevuje se v tomto misté jako homozygotni. Naopak, kdyZz dostane
od rodicu odlisné alely, je vtomto misté heterozygotni. V rodiné existuji dva haplotypy
od matky a dva haplotypy od otce, které mohou dohromady vytvaret Ctyfi rlizné
kombinace haplotyp( u jejich potomki. Podle Mendelovych zakonu je mozné shrnout,
Ze zhruba 25% potomkd bude geneticky identickych tim, Ze zdédi shodny haplotyp jak
od otce, tak od matky. Pfiblizné 50% potomkl bude sdilet pouze jeden haplotyp,
coz znamend, Ze obdrzi stejny haplotyp od otce a od matky dostanou odlisny,
nebo naopak. Zbyvajicich pfiblizné 25% potomk( bude mit geneticky odlisné haplotypy
od obou rodicu. (Penka M, 2012)

6.4.5 HLA nomenklatura

Vzhledem k obrovskému polymorfismu a variabilité byla v roce 1987 zavedena
nomenklatura alel, kterd byla postupné definovdna a doplfiovana. Oznaceni zacina

prefixem HLA, po kterém je uveden lokus velkymi pismeny napf. HLA-A, HLA-B. Poté je
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za pomoci hvézdicky zapsan rozdélovac, po kterém nasleduji ¢iselné skupiny — alelicka
skupina, alelicky subtyp, tiché nebo nekddujici substituce, polymorfismy mimo exony
a na konci je uvedena expresivita. Tyto skupiny jsou také rozdéleny rozdélovacdem,
vtomto pripadé dvojteckou. Alelickd skupina odpovida sérologickému antigenu

nesenému alotypem. (Medhasi 2022), (Krejsek J, 2016), (Madden K, 2019)

6.4.6 HLAI. tridy

Struktura molekuly HLA I. tfidy se sklada z polypeptidového fetézce, ktery obsahuje
cytoplazmaticky konec C a extraceluldrni konec N. Extraceluldrni konec obsahuje tfi
domény a, pricemz domény al a a2 vytvari jakysi zldbek pro antigenni peptidy,
ktery umozni navazat 8—10 aminokyselin. K témto doménam je nekovalentné pfipojeny
beta-2 mikroglobulin, ktery tak tvofi B fetézec a udrZuje konformaci molekuly.
Cytoplazmatickd doména a3 interaguje s CD8 receptorem cytotoxickych lymfocyta.
Tento komplex udrzuje molekulu HLA I. tfidy a receptor TCR v interakci. Alfa domény
jsou kddovany mnoha geny, které jsou vysoce polymorfni na rozdil od beta retézce. Jak
jiz bylo vySe uvedeno HLA se geneticky dédi od rodicu, vidy jsou zastoupeny dva lokusy
- jeden od matky a druhy od otce. To je také dlvod, proc se pred transplantaci hleda
vhodny darce mezi ¢leny rodiny. Je totiz pravdépodobnéjsi, Ze bude vétsi shoda
mezi sourozenci nez s nahodnym ¢lenem populace. Avsak i sourozenci maji stéle jen
25% Sanci, Ze se budou shodovat. Pravdépodobnost, ze by se dva nepfibuzni lidé

shodovali je priblizné 1:100 000. (Medhasi S, 2022), (Mei S, 2020)

6.4.6.1 Vazba peptidi na HLA molekulu I. tfidy

U HLA molekuly I. tfidy je vazebné misto pro peptidy na obou stranach uzavrenég,
coz omezuje vazani peptidd na délku 8-10 aminokyselin. Naopak, HLA molekula Il. tfidy
ma oteviené vazebné misto, coz umoznuje vazbu delSich peptidd. Ve vazebném Zlabku
HLA molekuly I. tfidy jsou peptidy uchyceny po celé délce vazebného mista,
nebo se mohou uchytit pouze na koncich a stfedni oblast peptidu vycnivd ven.
Molekula HLA, napfiklad konkrétni alelicka forma HLA-A, ma schopnost vazat peptidy,
které sdileji urcité strukturni rysy. Tato podobnost se obvykle projevuje vazebnym

motivem, ktery je zasadni predevSim v oblasti koncové casti peptidu. Ostatni
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aminokyseliny v peptidu maji méné vyrazny nebo Zadny vliv na vazbu. Vazba peptidl
probiha béhem biosyntézy v endoplazmatickém retikulu (ER). Tyto peptidy pochazeji
z endogenné produkovanych proteint v burice. Po vytvofeni a usporadani fetézce a
a B2m dochazi soucasné k navazani endogenniho peptidu, ktery vyhovuje vazebnym
narok(m pfislusné HLA molekuly. Zakladni soucasti komplexu HLA, ktery je smérovan
k dalSimu zpracovani v Golgiho aparatu a nasledné transportovan na povrch bunky, je
o-fetézec, Bom a peptid. Peptidy vznikaji v proteazomu, coz je proteolyticky komplex,
ve kterém dochazi k degradaci protein(l, prevazné cytoplazmatickych. Aby proteazom
mohl proteiny zlikvidovat, musi byt oznaceny ubikvitinem, coZ je polypeptid ktery se
k danému proteinu pfipoji. Tato degradace je zakladni soucdsti metabolismu proteind,
ve které jsou Stépeny jak vlastni proteiny pochazejici z bunky, tak i proteiny,
které pochazeji napriklad zintraceluldrnich patogenl, predevsim vir(l. Nastipané
proteiny vzniklé v proteazomu jsou pomoci transportniho systému translokovany
z cytoplazmy do ER. V nékterych situacich je nezbytné zabezpelit, aby se peptidy
ziskané z vnéjSich fagocytovanych proteind mohly vdzat na molekulu HLA I. tfidy
na povrchu prezentujicich bunék. Tento proces, zndmy jako "zkfizena prezentace"
(cross-presentation), umoznuje, aby fagocytované proteiny byly preneseny z fagozomu
do cytoplazmy. V proteazomech jsou rozstépeny na odpovidajici peptidy, které jsou
poté béZinym zplsobem transportovany do ER a navazany na HLA molekulu I. tfidy.
V populaci se vyskytuje mnoho riznych variant alel molekul HLA I. tfidy. Kazdy jedinec
pak exprimuje dvé alelické formy, coz znamena celkem Sest rliznych typa HLA I. tridy.

(Hotejsi V, 2017), (Barttnkova J, 2021)

6.4.7 HLAII. tfidy

HLA molekuly II. tfidy se, na rozdil od molekul HLA 1. tfidy, skladaji ze dvou
transmembranovych glykoproteinovych fetézcli. Tyto retézce se oznacuji a a P.
Extraceluldarné orientovana cast retézce N obsahuje pro fetézec a domény al a a2.
Pro B retézec jsou to domény B1 a B2, které jsou propojeny disulfidickymi mustky.
Konec fetézce je cytoplazmaticky. Domény al a B1 vytvareji vazebné misto
pro antigen, které neni uzaviené a diky tomu mohou HLA molekuly Il. tfidy vazat
antigenni peptidy o délce 15 - 40 aminokyselin. Dno vazebného Zlabku je vytvoreno
strukturou beta skadaného listu domén a2 a B2. Po stranach Zlabku je spiralovita

27



struktura a helix, tvofrend doménami al a B1. Molekuly Il. tfidy se mohou exprimovat
pod vlivem cytokinG INFy, TNFa i na endotelovych ¢i epitelovych bunkach.

(Krejsek J, 2016), (Wieczorek M, 2017)

6.4.7.1 Vazba peptidii na molekulu HLA II. tfidy

Proces vazby peptidd na HLA molekuly Il. tfidy se odliSuje od mechanismu u HLA 1.
tfidy. Profesionalni bunky, jako jsou dendritické bunky, makrofagy a B lymfocyty,
zachytavaji a zpracovavaji exogenni antigenni material, ktery nasledné vystavi na svém
povrchu. Hlavnimi zplsoby, jakymi se tento antigenni materidl dostava do burky, jsou
endocytdza pomoci receptord, fagocytéza a pinocytdza. Pohlceny material se nejprve
nachdzi v casnych endosomech, které postupné prechazeji na pozdni endosomy
a nakonec prechazi do lyzozomu. Pomoci hydrolytickych enzym( dochazi v lysozomech
k rozkladu antigennich latek zahrnujicich proteiny, sacharidy a lipidy. V dusledku
degradace proteinl vznikaji peptidy s antigennimi vlastnostmi, které jsou vhodné
pro prezentaci T lymfocytim. Pfed prenosem HLA molekul Il. tfidy do endosomd, jsou
jesté tyto molekuly v ER upevnény pomoci invariantniho fetézce CD74. Tento retézec
slouzi k ochrané pred pred¢asnym navazanim antigenniho peptidu. Takto vytvoreny
komplex jiz pfechazi do endosomu, kde dojde k oddéleni tohoto ochranného fetézce
za vzniku fragmentu CLIP, ktery je ndsledné vyménén za antigenni peptid. Aktivita
tohoto procesu je fizena pomoci HLA-DM a HLA-DO. Po spojeni s antigennim peptidem
se HLA molekula pfesunuje z endosomu na povrch burky. Tuto molekulu rozpoznavaji
pomocné lymfocyty CD4. Na jediné burice je mozné exprimovat deset variant HLA IlI.
tridy, které prezentuji rozsahlou paletu riznych antigennich peptidd. (Krejsek J, 2016),

(Bartinkova J, 2021)

Obrdzek 2: struktura HLA molekul 1. a ll. tfidy

MHC Class | MHC Class Il

Peptide-binding Peptide-binding
cleft cleft _
@ at Bt |
: . . " aQ .J :

Also called
HLA-DR, DQ,
HLA-A,B,and C and DP

Side View Side View

Zdroj: Microbe Notes, 2022
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6.4.8 Molekuly MICA, MICB

MICA a MICB (MHC class | chain-related proteins A and B) jsou typy neklasickych MHC
molekul. Jsou to transmembranové glykoproteiny, které patfi do skupiny MHC
molekul. MICA a MICB vykazuji uréitou strukturalni podobnost s klasickymi MHC
molekulami, ale nemaji schopnost vdzat peptidy. MICA a MICB maiji klicovou roli
v imunitni odpovédi, zejména v kontrole bunécné cytotoxicity. Tyto proteiny funguji
jako ligandy pro receptor NKG2D (natural killer group 2 member D), ktery je
exprimovan na rlznych burnkach imunitniho systému, jako jsou pfirozené zabijecské
buiky NK burfky, NKT burnky a cytotoxické T lymfocyty. Interakce mezi MICA
nebo MICB a NKG2D aktivuje cytotoxické funkce téchto bunék, coz hraje dlleZitou roli
v monitorovani infekci, nddorovych bunék a dalSich abnormalit v téle. Tyto molekuly
se také nachdzi na epitelidlnich burikdch nebo mohou byt indukovany na povrchu
bunék v reakci na bunécny stres. Pfi transplantaci orgdnu m(ize v nékterych pripadech
dojit k tvorbé protilatek namifenych proti molekulam MICA a MICB. Tato imunitni
reakce mlZe byt vyvolana pfitomnosti téchto proteinli na povrchu bunék
transplantovaného organu a mUlzZe prispét k imunologickému odmitnuti.

(Klussmeier A, 2023), (Stephens H, 2001)

6.4.9 Typizace HLA

Typizaci HLA zahrnuji rdzné systematické metody prizplsobené konkrétnim Gceldm.
HLA systém byl charakterizovdn pomoci sérologickych metod zaloZzenych
na cytotoxicité zavislé na komplementu. PFi této metodé se inkubuji lymfocyty
pacienta slidskymi anti-HLA protilatkami, které mohou byt ziskany ze séra
aloimunizovanych darc(, jako jsou vicenasobné rodicky do 6 tydnl po porodu,
vakcinaci dobrovolnikl, nebo mohou byt pouzity komeréné pripravené sety typizacnich
sér - monoklonalni protilatky. Do smési je nasledné pridan komplement, diky kterému
dochazi k lyze lymfocytl. Z pozitivni reakce lze zjistit, ktera kombinace HLA antigen(

byla pfitomna na plvodnich tkanovych bunkach. (Choo S, 2007), (Berger A, 2001)

Soucasna hlavni metoda pro identifikaci leukocytarnich antigenl zahrnuje vyuZiti

genetické analyzy pomoci polymerdzové retézové reakce (PCR). Tato precizni
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a spolehlivda technika umoZniuje detailni charakterizaci na Urovni genomu.

(Krejsek J, 2016)

6.4.10 HLA protilatky jako DSA a jejich vliv na transplantaci ledvin

Protilatky HLA se v téle nevyskytuji pfirozené, ale vytvareji se po kontaktu s cizimi HLA
antigeny. Proces tvorby protilatek za¢ina v okamziku, kdy antigen prezentujici buriky
pfijmou a zpracuji cizi antigeny a prezentuji je CD4+ T lymfocytim. Soucasné
B lymfocyty rozpozndvaji, vazou a zpracovavaji tyto antigeny prostfednictvim svého
BCR receptoru. PomnoZeni B lymfocytl je indukovano pfitomnosti kostimulaéniho
signalu, coz vede k jejich diferenciaci a nadsledné produkci IgG protilatek a vytvoreni
pamétovych B lymfocytl. Stimuly, které vedou k tvorbé HLA protilatek zahrnuji
faktory, jako jsou téhotenstvi, pfedchozi transplantace nebo krevni transfuze. Tyto
pfedem existujici protildtky DSA neboli donor-specifické protilatky, jsou zaméreny
proti jeho HLA antigenim a jsou identifikovatelné jiz pred transplantaci a mohou
zpUsobovat hyperakutni rejekci. K tomu dochazi po navazani protilatky na svou cilovou
molekulu a nasledné aktivaci komplementového systému a cytotoxickych mechanismu
vedoucich k poSkozeni a ztraté Stépu. Pamétové B lymfocyty a plazmatické buriky
mohou vyvolat akcelerovanou akutni rejekci béhem nékolika hodin nebo dnl
po transplantaci ledviny. Protilatky proti HLA vSak mohou vznikat i de novo
po transplantaci. Vyvoj DSA u dfive nesenzibilizovanych pacientl je spojen s pozdni
akutni rejekci zprostfedkovanou protilatkami, chronickou rejekci zprostfedkovanou
protilatkami a transplantaéni glomerulopatii. Chronicka rejekce omezuje dlouhodoby
uspéch transplantace ledvin. Vyskytuje se po delsim ¢asovém odstupu od provedeného
zdkroku a je zplsobena celou fadou procesl, zejména opakovanym zanétem
a poskozenim zplsobenym jak imunologickymi, tak neimunologickymi reakcemi.
Pro Uspésné provedenou renalni transplantaci je klicové dukladné vySetreni
kompatibility v ramci krevniho systému ABO a kritické posouzeni shody HLA mezi
darcem apfijemcem. Pacienti na seznamu cCekatell proto podstupuji
predtransplantacni vysetreni, které zahrnuje CDC crossmatch a detekci specifickych
protilatek proti HLA antigenlm pomoci metody Luminex. (Billen E, 2011),

(Zhang R, 2018), (Tambur A, 2018)
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6.5 Transplantace

Transplantace (Tx) pfedstavuje proces prenaseni bunék, tkani ¢i organl z jednoho
mista na jiné, obvykle mezi rGznymi jedinci. Dysfunkce orgdnového systému lze
korigovat pomoci transplantace orgdnu od darce. Nejc¢astéjsi typ transplantace je
alogenni, kde dochdzi k transplantaci mezi geneticky neidentickymi jedinci. V pfipadé
transplantace identickych dvoj¢at hovofime o transplantaci syngenni. Jedinec,
ze kterého pochazi transplantovany orgdn, se nazyva ddrce. Pro transplantovany organ
se pouZiva termin $tép. Akceptor je pfijemce organu a jeho reakce vici Stépu muze
zpUsobovat jeho odhojeni tzv. rejekci. V situaci, kdy darce patfi do odliSného
zivocisného druhu, se jedna o xenogenni transplantaci, kterd se uplatfiuje ve vyzkumu
vyuzivani transplantace jako l|éCebného postupu, nebot jeho soucasti jsou sloZité
a ucinné mechanismy k boji scizorodymi agens. Tyto mechanismy jsou rovnéz
zapojeny do odmitani transplantovanych organd, které jsou imunitnim systémem
pfijemce povaZovany zacizi. Na rejekcich se nejvice podileji protilatky proti HLA

antigendm a aloreaktivni T lymfocyty. (Malhotra D, 2023)

V Ceské republice jsou provadény transplantace srdce, plic, jater, ledvin, slinivky
bfisni, ostrlvkd Langerhansovych a tenkého stfeva. V zemi funguje sedm
transplantacnich center, pficemz prevladajici a nejéastéji provadény typ transplantace
je transplantace ledvin. Uspé&3nd transplantace obvykle pfindsi vyznamné zlepseni
kvality Zivota prijemce. Prestoze pacienti po transplantaci celi uréitym omezenim,
napriklad trvalé potfebé uzivani imunosupresivnich 1ék(i a pravidelnym navstévam
specializovanych |ékarskych zafizeni, vétSina pacienti hodnoti svou kvalitu Zivota jako

velmi pfiznivou. (Koordinacni stfedisko transplantaci, 2019)

Vznik transplantacniho centra v Hradci Kralové saha do roku 1978, kdy bylo centrum
oficidlné zfizeno na zakladé vyhlaky Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky.
Transplantace ledvin byly v Hradci Kralové provadény sporadicky od roku 1961.

(Fakultni nemocnice Hradec Kralové, 2023)
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6.5.1 Aloreaktivita

Nejbéznéjsim typem transplantace je alogenni, charakterizovand genetickym
polymorfismem mezi jedinci stejného druhu. Tato genetickd diverzita vyvolava
imunitni reakce imunokompetentnich bunék na antigeny pfitomné v tkanich jiného
jedince, coz predstavuje hlavni pficinu rejekci u transplantaci. V pfipadé, Zze maji darce
a prijemce identické alelické formy molekul HLA, existuje nékolik dalSich polymorfnich
tkanovych antigenl, které imunitni systém mUZe rozpoznat. Tyto antigeny jsou
souhrnné oznacovany jako minor histokompatibilni antigeny. (Horejsi V, 2017),

(Mehrotra A, 2015)

6.5.2 Transplantace ledviny

Transplantace ledviny predstavuje nejucinnéjsi metodu lécby v pfipadé termindlniho
selhani ledvin. Zatimco hemodialyza muize vyrazné prodlouZit Zivot pacienta, prinasi
s sebou komplexni soubor rizik, coZz miZe vést ke snizeni celkové kvality Zivota.
Indikace pro transplantaci ledviny se tykaji selhani ledvin spojeného predevsim
stézkou chronickou glomerulonefritidou, diabetickou nefropatii a pokrocilou
chronickou pyelonefritidou. Operace transplantace ledviny je velky chirurgicky zakrok,
béhem kterého osoba se selhanim ledvin dostane novou ledvinu — bud' od Zijiciho
darce, nebo od zemrelého darce. Uspésna transplantace ledviny je nejblize pfirozené
funkci ledvin a je povazovana za nejucinnéjsi |é¢bu chronického onemocnéni ledvin.
Kvalita darovaného orgdnu ma zasadni vyznam pro Uspéch transplantace. Uspé%nost
transplantace se hodnoti poloCasem preziti prenesené ledviny. Jeden rok
po transplantaci ledviny od Zijiciho pfibuzného darce preziva vice nez 95% pacientd,
a optimalni funkce ledviny je pozorovdna u 80-90% pacient(l. V pfipadé transplantace
ledviny od zemrelého darce jsou vysledky pomérné méné priznivé. Jeden rok
po chirurgickém zakroku preZiva zhruba 90% pacientl a funkce ledviny je udrZzovana
v pfiblizné 70-90% pfipadd. Je dulezité podotknout, Ze trvald funkénost
transplantované ledviny i po dvaceti letech neni vyjimecnym pfipadem.
Transplantovana ledvina je obvykle umisténa heterotopicky, to znamenj3,

Ze se chirurgicky nasiva na jiné misto organismu. V pfipadé transplantace srdce by

se jednalo o ortotopické umisténi. Ledvina je umisténa do oblasti jamy kycelni
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a anatomicky je spojena s panevnimi cévami a mocovodem. Navzdory poddavani
imunosupresivnich latek zaZiva vétsina prijemcl jednu nebo dvé prihody akutni rejekce
v raném pooperacnim obdobi, které jsou obvykle feSeny Upravou davek léciv. Je
nezbytné udrzovat dlouhodobou imunosupresi, protozZe i kratkodoba nedodrzeni mlize
vyvolat rejekci. Nicméné u nékterych pacientl se muizZe vyvinout nevratna chronicka
rejekce transplantatu s postupnym zhorSovanim renalni funkce, coz vyzaduje zaclenéni
pacienta do programu hemodialyz a/nebo zvaieni nové transplantace.

(Krejsek J, 2016), (Wang J, 2016),

6.5.3 Rejekce

6.5.3.1 Hyperakutni rejekce

Hyperakutni rejekce se objevuje v prvnich minutdch po transplantaci. Toto velmi rychlé
odmitnuti je charakterizovano trombdzou cév vedouci k nekréze Stépu. Hyperakutni
rejekce je zpusobena pritomnosti protilatek proti HLA antigentm, stejné tak napfiklad
pfitomnosti protildtek proti antigenidm systému ABO existujicich u pfijemce jiz
pred transplantaci. Tyto protilatky indukuji jak aktivaci komplementové kaskady,
tak stimulaci endotelidlnich bunék k sekreci Von Willebrandova faktoru, coz vede
k adhezi a agregaci krevnich desticek. Vysledkem téchto reakci je vznik intravaskularni
trombdzy vedouci k tvorbé 1ézi a nakonec ke ztraté funkce Stépu. Dnes je tomuto typu
odmitnuti ve vétsiné pripadld zabranéno kontrolou kompatibility v ABO systému

a vyloucenim pritomnosti protilatek proti HLA. (Moreau A, 2013)

6.5.3.2 Akutni rejekce

Akutni odmitnuti vznika v dlsledku aloreaktivity T lymfocytd. V ramci tohoto procesu
dochazi k rozpoznani HLA antigent darce prostfednictvim jak pfimé, tak neprimé cesty.
Aktivace T lymfocytld prijemce vede k jejich diferenciaci do podskupin Thl a Th17
s pomoci bunék vrozené imunity. Tyto podtypy podporuji cytotoxickou aktivitu Tc
lymfocytld a NK bunék pomoci produkce cytokini. Proces vznikajiciho zanétu produkuje
i chemotaktické latky, které lakaji neutrofilni granulocyty a makrofagy do mista zanétu.
Vysledkem je cytotoxické poskozeni endotelu a dalSich bunék tkanového

nebo organového Stépu. Protilatky proti HLA antigenim darce, které se vytvorily
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po transplantaci, mohou byt rovnéz zapojeny do akutni rejekce. Po navazani protilatek
na endotel a dalsi bunky transplantatu dochazi k aktivaci komplementového systému,
coz vede k dalSimu poskozeni endotelu, které je doprovdzeno aktivaci koagulaéniho
systému a ndslednou ischemii transplantovaného organu. (Krejsek J, 2016),

(Benzimra M, 2017)

V rdmci orgdnovych transplantaci jsou protilatky proti antigenim darce nejdllezité;jsi
pricinou dysfunkce a ztraty Stépl. Nejvétsi prelom v diagnostice protilatkami
zprostifedkovanych rejekcich nastal po objeveni C4d. Tato slozka komplementu je
degradaénim produktem C4 slozky komplementové kaskady, ktera vznika pfi aktivaci
klasickou cestou. Tento objev poskytl zaklad pro stanoveni diagnostickych kritérii jak
pro akutni, tak i chronickou fazi tohoto typu odhojeni. | presto, Ze byla detekce C4d
klicovym prvkem pfi diagnostice humordlné zprostfedkované rejekce po dobu
presahujici vice nez 10 let, dnes se stale vice ukazuje, Ze nékteré pripady s podobnymi
morfologickymi a klinickymi znaky nemaji detekovatelné C4d. To vedlo k modifikaci
Banffské klasifikace z roku 2013 na zakladé vysledkl experimentdlnich studii v oblasti
humanni transplantologie. Nova verze klasifikace nyni zahrnuje i pfipady C4d negativni
protilatkami zprostfedkované rejekce a uznava, zZe akutni vaskularni rejekce muze byt
nedilnou soudasti protildtkami zprostredkované rejekce. (Honsovda E, 2015),

(Nickeleit V, 2003)

6.5.3.3 Chronicka rejekce

Chronicka rejekce, trvajici dlouhodobé, muize vést ke ztraté transplantovaného organu
i po mnoha letech od provedené transplantace. Mechanismy tohoto typu odmitnuti
jsou podobné jako u ostatnich rejekci a mohou zahrnovat protildatky proti HLA
antigendm a aktivitu aloreaktivnich T lymfocyt(. K chronickému odvrzeni maze dojit
i v pripadé kompatibility HLA antigend mezi pfijemcem a darcem. Tento jev muzZe byt
zpUsoben reaktivitou vici antigenim vedlejSiho histokompatibilniho systému, jako
jsou naptiklad MICA a MICB antigeny. Dlouhodoba zanétliva odpovéd vede k postupné
rekonfiguraci transplantovaného organu. Vlivem cytokinl jsou do mista zdnétu
pritahovany fibroblasty a myofibroblasty, které pfrispivaji k vytvareni pojivové tkané,

coz vede k postupné fibrotické zméné a zahustovani cévnich stén. Nasledné nahrazeni
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funkcnich tkani pojivovou, mize vést ke ztraté orgdnové funkce. Klinické projevy se lisi
v zavislosti na typu transplantovaného orgdnu. V kontextu transplantace ledviny se

tento proces projevuje fibrotickymi zménami a glomerulonefritidou. (Krejsek J, 2016)

6.5.4 Imunosupresivni lécba

Pfi péci o pacienty podstupujici transplantaci hraje klicovou roli imunosupresivni
terapie. Tato forma lécby je zamérena na potlaceni imunitniho systému a ma za ukol
minimalizovat riziko odmitnuti nové transplantovaného orgdnu. Pfed samotnym
chirurgickym zdkrokem je pacientovi podavana prvni davka imunosupresivni Ié¢by, tato
faze terapie se nazyva indukéni. Tato etapa ma za cil pfipravit organismus na pfijeti
transplantatu a snizit riziko jeho odmitnuti. Po provedeni transplantace nasleduje
obdobi udrzovaci terapie, béhem které je imunosuprese udrzovana na dlouhou dobu
s UCelem zabrdnit odhojeni transplantovaného orgdnu. DlleZité je zddraznit, Ze volba
konkrétniho  imunosupresivniho  rezimu je individualizovdana v  zavislosti
na imunologickém riziku kazdého pacienta, a to podle specifickych protokolt daného
transplanta¢niho centra. V pribéhu indukéni faze jsou pacienti v obdobi zvySeného
rizika rejekce, coz vyzaduje peclivé sledovani a pfizplisobeni imunosupresivni terapie.
UdrZzovaci faze poté klade ddraz na vyvazeni rizika akutni rejekce a soucasné
na minimalizaci moZnych infekénich komplikaci spojenych s vysokymi davkami
imunosuprese. Hlavnim cilem imunosupresivni |é€by je dosahnout optimalniho stavu,
kdy je transplantovany orgdn plné funkcni a zaroven jsou efektivné omezena rizika
odmitnuti a dalSich komplikaci spojenych s potlacenim imunitniho systému.

(Kordulova P, 2019)

6.5.5 Detekce HLA pred transplantaci ledviny

Detekce a charakterizace HLA specifickych protilatek pomoci pevné faze (solid phase
assays, SPI, znamé také jako Luminex) jsou dle doporuceni mezinarodnich organizaci,
konkrétné Eurotransplant a Evropské federace pro imunogenetiku (EFl), povaZovany
za nezbytny krok pfed provedenim transplantace ledviny. Zavedeni téchto metod
vyrazné usnadnilo a zpresnilo identifikaci donor-specifickych protilatek (DSA)

pred a po provedeni transplantace. Predtransplantacni detekce téchto protilatek
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prostfednictvim SPI, neni kontraindikaci pro samotny zakrok, ale predstavuje klicovy
ukazatel pro posouzeni rizika vzniku rejekce zprostfedkované protilatkami. Metody
zaloZené na pevné fazi jsou vyrazné citlivéjsi nez tradicni a rozSireny komplement-
dependentni lymfocytotoxicky test, a proto je nutné peclivé zohlednit vyhodnocovani

ziskanych vysledkg. (Ceska nefrologickd spole¢nost, 2014)

6.5.5.1 Cytotoxicky crossmatch test

Complement-Dependent  Cytotoxicity neboli CDC test patfi kjednomu
z predtransplantacnich  vySetfenich. Zakladnim principem testu je inkubace
pacientského séra s potencidlnimi darcovskymi lymfocyty, aby se zjistilo, zda pfijemce
ma specifické protilatky proti HLA antigeniim ddrce — DSA protilatky. K této smési
se pridava krali¢i sérum jako zdroj komplementu. V pfipadé pfitomnosti DSA protilatek
dochazi k bunécné lyze. Tuto lyzu Ize detekovat plvodni metodou vylouceni barviva
nebo pozdéjsSimi metodami, které zahrnuji fluorescenci. Byly provedeny modifikace
testu, aby byl citlivéjsi, napfiklad prodlouzend doba inkubace a pouziti druhé
protilatky, nicméné s testem z(istdva nékolik technickych problému. Test velmi zavisi
na Zivotaschopnosti darcovskych bunék a v pripadé zemrelych darch neni vidy
dosazeno optimalni Zivotaschopnosti. Kromé protilatek IgG detekuje test také IgM
a autoprotilatky. Proto je nutné tyto protilatky eliminovat pomoci dithiotreitolu,
ktery stépi molekulu IgM, aby se zamezilo falesné pozitivnimu vysledku testu
pred transplantaci. Vyvoj citlivéjsich testd na detekci protilatek na pevné fazi
v podstaté nahradil CDC, ale protoZe je to jediny funkéni test, je pouzivan jako
nezbytny a nezpochybnitelny predtransplantacni test kompatibility. Nicméné i tento
test je postupné nahrazovan "virtualnim" kfizovym testem. PouzZitim panelu presné
HLA fenotypovanych bunék je moziné vysledek vyjadfit jako procento panelu
reaktivnich protilatek tj. procento bunék v panelu s pozitivnim vysledkem, a zaroven
urcit HLA specificitu protilatek. Panel reaktivnich protilatek (PRA) je uZiteCnym
ukazatelem pravdépodobnosti, Ze pacient bude mit negativni kfizovy test

s nepfibuznym dércem. (Tait B, 2016), (Ceskd nefrologicka spoleénost, 2014)
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6.5.5.2 Cross-matching priitokovd cytometrie (FCXM)

Tato laboratorni diagnostickd metoda je pouzivana v oblasti transplantace orgdand,
zejména pfi transplantaci ledvin. Cilem této metody je identifikovat protilatky v séru
pacienta, které jsou zaméreny na antigeny na povrchu bunék ddrcovského organu.
Lymfocyty nebo jiné bunécné populace od darce jsou inkubovdny se sérem pacienta.
Pokud pacientovo sérum obsahuje protilatky namifené proti antigendm na povrchu
téchto bunék, dojde k jejich navazani. Pro detekci a vizualizaci navdzanych protilatek
se pouzivaji fluorescenéné znacené protilatky. Tato technika umoZniiuje méfit
avizualizovat fyzikdIni a chemické vlastnosti bunék ve vzorku. V ptipadé FCXM
se sleduje fluorescence na jednotlivych burikdch. Na zékladé analyzy flow cytometrie
Ize posoudit, zda doslo k interakci mezi protildtkami v séru pacienta a bunécnymi
antigeny ddarcovského organu. Pozitivni vysledek miZe naznacovat pfitomnost
protilatek, coz mlze zvysit riziko rejekce transplantovaného orgdnu. FXCM se pouziva
v mnoha transplantacnich centrech jako pomoc pfi klinickém rozhodovéni. Zvlasté

u vysoce senzibilizovanych pacient(, ktefi maji hodné HLA specifit. (Tait B, 2016)

6.6 Luminex (xMap, SAB)

V prabéhu devadesatych let doslo k revolu¢nimu posunu v oblasti testovani HLA
protilatek s pfichodem fluorescencné znacenych kuli¢ek. V souéasnych laboratornich
podminkach jsou Siroce zavedeny metody na pevné fazi (SPI). Na rozdil od testu
zalozenych na burikach, které nebyly specifické pro HLA protilatky, byly ¢asové naroc¢né
a vyzadovaly dostateCny pfisun Zivotaschopnych lymfocytl, vyuzivaji SPI testy
solubilizované molekuly HLA imobilizované na pevné matrici. Vyvoj imunoanalyz
na pevné fazi v poloviné 90. let, pocinaje enzymatickou imunoanalyzou s pouzZitim
rozpustnych HLA molekul, predstavoval vyrazné zdokonaleni testovani protilatek.
Nicméné s ndstupem moznosti multiplexniho testovani na platformé Luminex byly tyto
testy rychle nahrazeny. Systém Luminex slouZi k detekci, sbéru a analyze dat,
prinasejici zvySenou uroven presnosti, selektivity a rychlosti. V oblasti transplantaci
organl se v soucasnosti celosvétové nejCastéji pouzivaji testy na bazi Luminexu, a HLA
protilatky jsou nyni Siroce uznavany za klinicky relevantni jak pred, tak po transplantaci

orgdnu. (Susal C, 2013), (Lachmann N, 2013), (R&D Systems, 2023)
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6.6.1 Princip

Screening protilatek se provadi sadou polystyrenovych mikrokulicek o velikosti 5,6 um.
Sada obsahuje 100 populaci mikrokuli¢ek, které jsou impregnovany dvéma rdznymi
fluorofory o rizné koncentraci. Populace téchto mikrokulicek se od sebe lisi diky
svému vnitinimu spektralnimu kédu, ktery je utvaren kombinaci dvou fluorescencnich
barviv v rlizném poméru. Test zahrnuje nejprve inkubaci pacientova séra s kulickami.
Pokud ma pacient protilatky proti HLA antigendm, sérum bude reagovat s kuli¢kou
exprimujici pfislusSnou molekulu HLA. Po promyti jsou kulicky inkubovany se sekundarni
protilatkou, obvykle s anti-lidskym 1gG znalenym fykoerythrinem (PE).
(Lachmann L, 2013)

Obrazek 3: Princip testu Luminex
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Analyzator Luminex je pfistroj podobného principu jako pritokovy cytometr
s excitatnim systémem obsahujicim dva lasery. Cerveny laser (klasifikaéni) excituje
fluorofor v kuliéce, ktery poskytuje jedinecny signal, ¢imz identifikuje pripojenou
molekulu HLA. Zeleny laser (reportérovy) excituje fykoerythrin navazany na druhou
protilatku proti lidskému 1gG, coz ukazuje, Ze protilatka IgG v testovacim séru
se navazala na pfislusSnou molekulu HLA pfipojenou ke kuli¢ce. Kulicky jsou soucasné
excitovany ¢ervenym laserem pfi 635 nm. Emitované svétlo Ize detekovat pfi vinovych
délkach 660 nm (Cervend) a 730 nm (infracervend) pomoci specializovaného detektoru.
Mérenim intenzit emise pro oba kandly lze soucasné identifikovat az 100 odliSnych
mikrokuli¢ek s unikdtnim HLA antigenem. Detekce HLA protilatek se dosahuje pomoci

sekundarni protilatky konjugované s fluoroforem fykoerythrinem, ktery je excitovan
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zelenym laserem (532 nm) a detekovan pti 576 nm. Kombinace téchto dvou signalu
indikuje zaprvé pfitomnost a zadruhé specificitu HLA protilatky v testovaném séru.
Stupen fluorescence je vyjadren jako stfedni intenzita fluorescence (MFI), kterd je
normalizovana tim, Ze se vezme v Uvahu stupen fluorescence pozorovany
u negativniho séra a u kuli¢ek, ke kterym neni pfipojena Zzadna molekula HLA. Pozitivni
kontrola se skladd z kulicek navazanych s PE zna¢enym lidskym IgG. Méfeni MFI nelze
pfimo prevést na titry protilatek, protoze MFI predstavuje zdstupnou jednotku
pro mnozstvi navdzané protilatky a je ovlivnén nékolika faktory, véetné koncentrace
protilatky v séru, ale také hustoty, konformace a orientace antigenu, stejné jako

aviditou protilatky vici prislusSnému antigenu (Tait B, 2016)

Obrazek 4: Princip testu Luminex
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6.6.2 Vysetreni metodou Luminex u transplantace ledviny

Pfed transplantaci se provadi CDC test, aby se zjistilo, zda pfijemce ma specifické
protilatky proti HLA antigenim darce. Nasledné se protilatky stanovuji pomoci vysoce
citivéeho Luminexu. Veskeré laboratofe musi mit systém pravidelného screeningu
vzorkl séra od kazdého pacienta, aby zjistily, zda obsahuji protilatky namirené
proti HLA antigenlm. Tento screening provadi laboratof, kterd je pftidruzena

k transplantacnimu stfedisku, kde je pfijemce evidovan. Do databdze Koordinacniho
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stfediska transplantaci se zaznamenavaji informace o provedeném screeningu.
Vysetieni se provadi jednou rocné u pacient(, ktefi jsou na cekaci listiné. Tito pacienti
maji ¢asto diagnostikované akutni ¢i chronické ledvinové selhani a dochazi na dialyzu
a jsou tedy pred transplantaci ledviny. Pacienti po transplantaci ledviny se vySetfuji
individualné dle klinické potfeby. Jsou pravidelné kontrolovani a na zakladé napfiklad
biochemickych markérd se zjistuje, zda u nich nedochazi k chronické rejekci. U téchto
pacientd je mozné zhodnotit donor specifické protilatky. V pripadé detekce a definice
protilatek proti HLA 1. a Il. tfidy se seznam HLA antigen(l preda dialyzacnimu stredisku,

kde je pacient evidovan.(Ceska nefrologicka spole¢nost, 2014)

6.6.3 Algoritmus vySetreni protilatek

6.6.3.1 Screening

Metodou luminex se nejprve provadi screeningové vysetreni - analyza LSM (Labscreen
mix). Na jednotlivych kulickdch jsou absorbované extrahované antigeny, které jsou
nativni. Tyto antigeny jsou vyizolovany z lidskych bunécnych kultur a jsou pfichyceny
na polystyrenové kuli¢ky. Screen obsahuje 19 kulicek, pricemz kazda kulicka ma vice
specifit (5-8 HLA specifit). Tyto specifity vznikaji nejcastéjsi kombinaci, které se nachazi
v populaci. Napfiklad u HLA |. tfidy obsahuje 36 kombinaci a u HLA Il. tfidy 20
kombinaci. V pfipadé, Ze se u néjaké specifity projevi reaktivita, dojde k navazani
protilatky na kulicku. V tomto pripadé vsak nelze urcit, o jakou konkrétni specifitu
se jedna. Screening sleduje reaktivitu v 1. a Il. tfidé. V pfipadé pozitivity se provadi

typizace. (Lachmann N, 2013), (Jankovi¢ova K, 2023)

6.6.3.2 Typizace

V pripadé pozitivity screeningu se dale vysettuji zvlast protilatky proti HLA I. t¥idy a Il.
tfidy. Jednd se o typizaci protilatek, kdy se provadi analyza LSA1 (Labscreen single
antigen HLA 1) a LSA2 (Labscreen single antigen HLA I1). U typizace LSA1 i LSA2 je
k dispozici 98 kulicek, pricemz kazda kulicka ma svij jedinecny antigen. Tyto antigeny
jsou vyrobeny rekombinantni technologii a reprezentuji nejcastéji se wvyskytujici
specifity. U HLA I. tfidy rozliSuje 21 serologickych specifit HLA-A, 45 specifit HLA-B
a 15 specifit HLA-C. V ramci HLA 1. tfidy rozliSuje 18 specifit HLA-DR, 7 specifit HLA-DQ
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a 18 specifit HLA-DP. Vysledkem jsou namérfené MFI hodnoty u konkrétnich HLA
molekul.(Lachmann N, 2013), (Jankovi¢ova K, 2023)

6.6.4 Vyhodnoceni

Pro ziskani a analyzu dat se pouzZiva analyzdtor Luminex s programem xPONENT
a software HLA-Fusion. Po probéhlé analyze je moziné v programu XPONENT zjistit
jedinecnou spektralni adresu jednotlivych kuli¢ek. Ta vznika kombinaci 10 koncentraci
dvou fluorochrom( a uddva specifitu kulicky, kterd ma na sobé navazané antigeny.
V softwaru vznika akvizi¢ni gate , kde Ize pozorovat zmérené kulicky dle koncentrace
jednoho ¢i druhého fluorochromu. Klasifikaéni laser tedy uréuje spektralni adresu
a reportérovy méfi koncentraci analytu, ktery je zjiStovan. V programu xPONENT

probiha méreni, ale také verifikace i kalibrace pfistroje. (Lachmann N, 2013)

Obrazek 5: Akvizicni gate

Luminex

Current Batch o
3 = - -
3
| AT
3 e e P o ol F P e @
B e B o o (e
Results | wix == -0 et
._..r\d-.:;'/.f_,--..r,,;,e_,.r @
-.‘-'j"'f‘a’d“-’-l'--'-—ff -
() settings 1 B e e A &
e e A s
UL“ o ,.‘ﬁ--',f‘l i _}A‘ L
i e A | e A | e
o Yy e a a F .
Sample Details TR = . d
= _;p o ;_f &
Sl = - .
5 i -
LIS Results = .. ol - &
—
Reports " L] Tl '
H-
L} 1
~ s mEmEm R
: 1600 1 Te3 Ted 5
Gossiston 1
Save Image fcﬁgu?a Defaull | Edit Patients|  Approve ‘)kle Invalidate Close
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Analyzaéni software HLA fusion hodnoti MFI a zpracovava informaci o tom, jaky
antigen (HLA molekula) je navazan na kuliéce. Hodnoty MFI nasledné porovnava
s hodnotami MFI negativniho séra, které slouzi jako vnitfni kontrola analyzacniho kitu,
a v kterém nebyla zjisténa Zadna reaktivita vU0Ci kterémukoli lokusu HLA.

(Jankovicova K, 2023)
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Vysledky analyzy kazdého vzorku jsou zahrnuty v datovych souborech v xPONENT. Tyto
soubory jsou pak interpretovany softwarem HLA-Fusion, ktery generuje grafy vysledku
pro kazdé sérum. Na ose X jsou uvedeny vSechny kulicky s HLA molekulami na jejich

povrchu. Na ose Y lze odecist MFI kuli¢ky. (Tait B, 2016)

Hranice (cut-off hodnoty) jsou uréeny a vypocitany na zakladé hodnot fluorescence
ziskanych z analyzy negativniho kontrolniho séra a také hodnot fluorescence

negativnich a pozitivnich kontrolnich kuli¢ek. (Stsal C, 2013)

V rdmci hodnoceni screeningového vysetfeni LSM se hodnoti normalizovany pomér
NGB (Normalized Background Ratio). Hodnota cut-off je pro HLA I. tfidy nastavena
na 2, u HLA Il tfidy je cut-off 2,5. Hodnoty cut-off jsou doporucené, ne vsak striktné
dané. V ramci typizace se hodnoti MFI, které je pro LSA1 nastaveno na 1500 a u LS2

na 2000. (Gandhi M, 2013)

Tabulka 2: Cut-off hodnoty pro analyzu LSM

HLA I. tfidy index HLA II. tfidy index

Cut-off >2 >2,5

Tabulka 3: Cut-off hodnoty pro analyzu LSA1 a LSA2

MFI proti antigeny: HLA I. tFidy HLA II. tridy
Nizké riziko do 1500 -2 000 do 2 000 -3 000
Stredné vysoké riziko do 10 000 do 10 000
Vysoké riziko 10 000 a vice 10 000 a vice

Software HLA Fusion také hodnoti hodnoty MFI v ¢ase, v ramci kterého Ize u pacienta
kontrolovat napfiklad ucéinnost lécby. MizZe také hodnotit kalkulované PRA (panel
reaktivnich protilatek), které je obdobou PRA hodnoceného v ramci cytotoxického
crossmatch testu. Obecné se PRA udava jako procento, které vyjadfuje vici jakému
podilu potencidlnich darcd je sérum pacienta na ¢ekaci listiné schopné reagovat. Cim

vice je pacient senzibilizovany, tim vyssi hodnotu PRA bude mit. V rdmci Luminexu lze
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provadét také virtudlni crossmatch, ktery hodnoti reaktivitu s potencialnim souborem

darcu na zakladé zjisténych specifit anti HLA protilatek. (Stisal C, 2013)

Predtransplantaéni pritomnost donor-specifickych protilatek identifikovanych pomoci
Luminexu nemusi automaticky znamenat, Ze nelze provést transplantaci. V situaci,
kdy je pred transplantaci CDC crossmatch test negativni a zaroven jsou detekovany
donor-specifické HLA protilatky tfidy I. nebo Il. metodou pevné faze, se riziko

odmitnuti hodnoti pravé na zakladé MFI. (Ceska nefrologicka spoleénost, 2014)

Obrazek 6: Labscreen mix - negativni
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Obrazek 7: Labscreen mix - pozitivni
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Obrazek 8: LSA1- pozitivni
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Priprava sér

Pro metodu Luminex jsou k dispozici tfi alikvoty. Prvni alikvot je uchovan v mrazicim
boxu pfi -40°C. Druhy alikvot slouzi karchivaci vzorku pro Luminex a je
uchovan pfi teploté -80°C. Treti alikvot je pouzit pro analyzu. Pfed zpracovanim sér je
nutné si jesté pripravit 3 alikvoty vzorkd negativniho séra. Pred samotnym
zpracovanim séra je nutné je inaktivovat v termalni lazni pfi 56°C po dobu 30 minut

nebo v boxu po dobu 45 minut.

7.2 Priprava reagencii a pristroje

Pacientské alikvéty je dhlezZité spolu s promyvacim pufrem (ze sady Kit LABScreenTM)
a jednotlivé mixy mikrosfér uchovdvat v chladu az do doby pouzZiti. Kozi PE-
konjugované antisérum (konjugat) proti lidskému IgG a mixy mikrosfér je nutno také
uchovavat v temnu, pricemz jejich stabilita je 6 mésicl. Dale je nutno naredit 10x
promyvaci pufr (ze soupravy LABScreenTM) destilovanou vodou. Pfed zapocetim prace
s pfistrojem Luminex Bio-PlexTM-200 je potfeba pfistroj zapnout a nechat zahrat
lasery a nasledné zkalibrovat podle pokynl vyrobce. Pfed zapocetim méreni je treba
spustit proceduru Fluidics Preparation v panelu Maintenance. Po ukonéeni méreni
pred vypnutim stroje minimalné dvakrat spustit proceduru System Shutdown v panelu
Maintenance. Dodrzovani téchto pokynu zajisti spravnou pfipravu reagenci a provoz

pristroje, coz je kliCové pro uspésné provedeni analyzy vzorku.

7.3 Kalibrace pristoje

Pro provedeni kalibrace pfistroje je nutné pfripravit kalibrac¢ni desticku. Dle navodu
se do ni napipetuji 4 ml destilované vody, 4 ml 70% ethanolu nebo isopropylalkoholu
asmeés 400 ul SAVA a 3,6 ml destilované vody. Poté je v pocitali otevien panel
Maintenance, kde lze vybrat ze dvou moZnosti: 1. Calibration Verification,
které se provadi 1x tydné nebo 2. Performance Verification, ktery je provadén

pred kazdym mérenim. Nasledné jsou na desticku umistény stripy, do nichzZ se nakapaji
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kalibracni mikrosféry, které jsou peclivé roztfepany na vortexu po dobu pfiblizné 30
sekund. Nasledné se postupuje podle instrukci softwaru. Pfislusné kalibracni roztoky
se po 5 kapkach nakapaji do odpovidajicich jamek na desti¢ce. Po spusténi kalibrace
a verifikace probihd cely proces automaticky. Po Uspésném dokonceni kalibrace
nebo verifikace je nutné zalohovat report v programu xPONENT. Je dlleZité dodrzovat
pokyny vyrobce pfistroje a standardy kalibrace pro spravné fungovdni a presnost

méreni.

7.4 Postup zpracovdni vzorku

Nejprve jsou zcentrifugovany alikvéty séra pfi 10000 RPM po dobu 2 minut a mixy
mikrosfér pti 2500 otackach také po dobu 2 minut. Nasledné jsou peclivé roztfepany
mixy mikrosfér na vortexu po dobu 20 sekund. Do kazdé jamky se napipetuje 20 pl
séra, které se opatrné promicha 5krat pipetou. Ndsledné se napipetuje 5 ul suspenze
mikrosfér do desticky. Poté se desticka zakryje aluminiovou folii. Ndsledné je desticka
jemné protfepdna na vortexu a inkubovana po dobu 30 minut pti pokojové teploté,
pficemz tfepani (750 RPM) probiha za tmy. Po skonceni inkubace je pfiddno 200 ul 10x
fedéného promyvaciho pufru a centrifugovano pfi 1300 RCF. Po centrifugaci
se opatrné, avsak darazné otoci-klepne destickou, tak, aby se odstranil supernatant.
Desticka je ndsledné otfena bunicinou, aby byly odstranény zbytky supernatantu.
Nasledné se desticka otoli zpét a dukladné protifepe na vortexu. Do zvortexované
desticky se ptida 200 ul promyvaciho pufru. Pfedeslé 3 kroky promyti jsou jesté 3x
zopakovany. Po poslednim promyti je sediment pouze roztfepan. BEéhem promyvani
se pripravi kozi antisérum (konjugat) proti lidskému IgG, které se nafedi 100x (1 pl anti
IgG-PE + 99 ul promyvaciho pufru). Nasledné se 100 ul takto fedéného konjugatu prida
do kazdé jamky a jemné promicha pipetou. Desticka je opét zakryta aluminiovou folii,
protfepana na vortexu a inkubovana po dobu 30 minut pfi pokojové teploté a tfepana
za tmy (750 RPM). Po skonceni inkubace se pfida 150 pl 10x fedéného promyvaciho
pufru a opét centrifuguje pti 1300 RCF. Desticka je ndsledné jemnym, prudkym
pohybem zbavena supernatantu a po-sléze otfena buniCinou. Poté se dikladné
protfepe na vortexu. Nasledné se do ni napipetuje 200 ul promyvaciho pufru. Predeslé

3 kroky promyti jsou jesté 3x zopakovany, po poslednim promyti se sediment pouze
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roztfepe. Do kazdé jamky je pridano 50 ul PBS. Koneény objem v kazdé jamce by mél
byt priblizné 60 ul. Nakonec se desticka prelepi netransparentni félii a je pfipravena

k méreni.

7.5 Postup méreni

Méreni zacind vytvorenim protokolu na zakladé specifikaci jednotlivych Sarzi kitu
LABScreen™, které je nutné stahnout z webovych stranek firmy One Lambda, Inc., USA
(Luminex TEMPLATE). Protokol je nutné oznacit ¢islem jednotlivého kitu a Sarzi. Poté je
z ptipraveného protokolu vytvoren tzv. BATCH (panel), kde se nadefinuji jednotlivé
jamky a oznadi se Cislem kitu, Sarzi kitu, Cislem negativni kontroly a datem méreni.
Nasledné je zadana identifikace pacienta v poradi: jméno, rodné &islo, datum pfijmu
a je nadefinovana v panelu negativni kontrola, ke které je méreni vztazeno. Cely panel
se ulozZi a pristoupi se k méfeni panelu, ktery je spustén tladitkem start. BEhem méreni
se zobrazuje prabéh, ktery indikuje, které kroky probéhly a zda byly Uspésné.
Po skonceni méfeni je tfeba ulozit analyzu a vyexportovat CFS soubor, ktery je ddle
zpracovavan v dal$im softwaru. Nakonec je nutné minimalné dvakrat spustit proceduru
System Shutdown v panelu Maintenance pred vypnutim stroje, pficemz se pouziva 10x

redéné 5% SAVO.

7.6 Postup analyzy dat pomoci softwaru HLA-Fusion

Software HLA-Fusion umoznuje identifikovat a vyhodnotit specifitu i hladinu anti-HLA
protildtek pfi screeningu i presném typovani. Pro urceni pozitivity kulicek software
vypocitd Normalizovany Pomér Pozadi (NBG ratio) podle specifickych vzorcl zavislych
na typu testu. Také umoZiuje nastavit prahové hodnoty NBG ratio, které urcuiji
pozitivitu vysledkd. Tyto hodnoty se mohou lisit v zavislosti na konkrétnim typu testu

a jsou doporuceny spoleé¢nosti One Lambda.

V ramci sledovani screeningového vysetreni LSM se hodnoti naméreny index. Vizualné
se jednd o sloupcové grafy, které jsou zelené, pokud je naméreny index pod hranici
stanovené cut-off a Cervené pokud je pacient nad hranici. V pfipadé hrani¢niho
vysledku je sloupec Sedy (obrazek ¢. 6 a ¢. 7). Namérené indexy lze porovnat

s negativnim sérem. Také lze pozorovat sady specifit, avSak v pfipadé pozitivniho
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vysledku nelze urcit, proti jaké konkrétni specifité pacient na kulicce reaguje.
Pro konkrétni uréeni se vyuZivaji vySetieni LSA1 a LSA2, kde jsou sledovany hodnoty
MFI jiz pro konkrétni HLA specifitu (obrazek ¢. 8). Dulezité jsou zvlasté donor specifické
protilatky, které software barevné zvyrazni. Velkym plusem jsou udaje o pacientovi

a jeho predchozich vysledcich z daného pracovisté.

7.7 Statisticka analyza dat

Ke statistickému vyhodnoceni dat jsou pouzity statistické programy GraphPad Prism 10
a MedCalc. V GraphPadu jsou pro experimentalni ¢ast diplomové prace sestaveny
sloupcové a krabicové grafy. Statisticka analyza je v zavislosti na sledovaném souboru
hodnocena pomoci neparametrického testu Mann-Whitney, Two-Way ANOVA
a kontingenéni analyzy. V pfipadé statistické vyznamnosti je pouzivdna p-hodnota,
ktera musi byt mensi nez 0,05, coz odpovidd hladiné vyznamnosti 5%. Program
MedCalc je vyuZit pro sestaveni ROC kfivky a zhodnoceni specifity a senzitivity

screeningového vysetreni.
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8. VYSLEDKY

8.1 Vybérovy soubor

Vybérovy soubor zahrnuje pacienty, ktefi byli vrdmci predtransplantacniho
nebo potransplantaéniho vysetfeni sledovani na Ustavu Klinické imunologie
a alergologie v Hradci kralové za rok 2023. U téchto pacientl byl za pomoci Luminexu

proveden screening, popfipadé typizace protilatek proti HLA antigen(im.

Soubor téchto pacientd byl rozdélen podle hodnot — indexu namérenych ve screeningu
do c¢tyt skupin. Prvni skupina obsahuje pacienty s jednoznacné negativnimi vysledky
proti obéma HLA tfidam. Druha skupina zahrnuje pacienty, u nichz byla zaznamendna

pozitivita bez ohledu na to, v které konkrétni tfidé byla detekovana.

Nasledujici dvé skupiny jsou kategorizovany jako tzv. hrani¢ni. Prvni hraniéni skupina,
nazyvana skupina ,slabsi index“, zahrnuje pacienty s vysledky vykazujici hodnoty vyssi
nez stanoveny cut-off screeningového vysSetfeni, ale s odchylkou pouze do jedné
jednotky. V HLA [. tfidé jsou sledovani pacienti, ktefi méli naméreny index mezi 2-3.
U HLA II. tfidy jsou sledovani pacienti, ktefi hodnoty indexu méli mezi 2,5-3,5. Tyto

hodnoty naznacuji moznost mirné pozitivni reakce v nasledujici typizaci.

Ctvrtd skupina, oznacend jako skupina ,verifikovat", obsahuje pacienty s vysledky
pod stanovenym cut-off, ale s odchylkou do pUl jednotky. V HLA I. tfidé jsou sledovani
pacienti, ktefi méli naméreny index mezi 1,5-2. U HLA II. tfidy jsou sledovani pacienti,

ktefi hodnoty indexu méli mezi 2-2,5.

Tato diplomova prace popisuje vsechny 4 skupiny pacientt. Dale bylo nutné posoudit,
jak reaguje skupina "slabsi index" v typizaci a ovéfit, zda je skupina "verifikovat"
spravné klasifikovdana jako negativni. Pro tento Ucel byla tato hraniéné negativni
skupina také typovana, ackoli hodnoty namérenych indexu jsou pod mezni hodnotou.
Nasledné bylo tfeba vyhodnotit prinos a spolehlivost screeningového vysetieni a ovérit

meze pozitivity pro obé tfidy HLA protilatek.
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8.2 Celkovy prehled dat

V prabéhu roku 2023 bylo provedeno celkem 243 screeningovych vysetteni, pficemz
37 pacientl podstoupilo opakované méreni. Typizace probéhla u 129 pacientli v HLA 1.

tfidé a u 93 pacientl v HLA II. tFidé.

Z celkového poctu vysetfenych pacientl bylo 161 muzd a 82 Zen, V ramci algoritmu
vySetfeni bylo 86 pacientl pred transplantaci, zatimco 157 pacientld bylo

po transplantaci.

Graf 1: Soubor grafii pred a po transplantaci ledvin u vybérovych skupin

skupina - negativni skupina - pozitivni
30 70-
60
2 2 50
8 207 ko
g g 407
Q. Qo
5 5 307
'8 107 '8 20
Q. (=X
10
0- T 0- T
pifed Tx po Tx pred Tx po Tx
skupina - slabsi index skupina - verifikovat
30 40—
o3 3
< 2 30
8 207 5
o o
8 2 204
‘6 -
0 10- o
o )
Q. o 104
0- 0-

T T
pfed Tx po Tx pfed Tx po Tx

49



8.3 Skupina negativni

Do této skupiny byli zafazeni pacienti, jejichZ zmérené indexy byly v obou tfidach
jednoznacéné negativni. Celkem bylo provedeno 44 méreni a jednalo se o 41 pacientd,
z nichZ 25 bylo muzi a 16 Zen. Z celkového poctu bylo 29 pacientl po transplantaci
ledviny a 15 pacientd pred transplantaci. Dva pacienti, ktefi byli sledovani
po transplantaci, byli opakované zarazeni do této skupiny pacientd, nebot jejich
reaktivita zUstavala negativni. U této skupiny byly pouzZity statistické testy Mann-

Whitney, Two-Way ANOVA a grafické zobrazeni pomoci krabicového grafu.

Vrdmci porovnani indexd u HLA 1. a HLA Il. tfidy pomoci statistického
neparametrického testu Mann- Whitney, byly priamérné hodnoty a median vyssi
vprvni tfidé. (p hodnota = 0, 0043) Nicméné, v rdmci srovnani tfid
pred a po transplantaci (graf ¢. 3) pomoci statistického testu Two-way ANOVA, nebyly

zaznamenany vyznamné rozdily (p hodnota = 0,0927).

Graf 2: Porovndni hodnot namérenych indexti u skupiny negativni mezi HLA I. a HLA
Il. tfidou
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p hodnota = 0,0043

Tabulka 4: Porovndni hodnot namérenych indexi u skupiny negativni mezi HLA |I.
a HLA Il. tfidou

skupina negativni - INDEX
HLA I. tfidy HLA I1. tFidy
pramér median pramér median
0,96 1,07 0,67 0,63
cut-off 2 2,5
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Graf 3: Porovnani hodnot namérenych indexi HLA 1. a HLA Il. tfidy u skupiny
negativni pred a po transplantaci ledviny
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Tabulka 5: Porovndni hodnot namérenych indext HLA I. a HLA Il. tfidy u skupiny
negativni pred a po transplantaci ledviny

skupina negativni - INDEX
HLA 1. tidy HLA II. tiidy
primér median primér median
pred Tx 0,93 1,03 0,48 0,55
po Tx 0,98 1,09 0,77 0,9
cut-off 2 2,5
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Medidn a primér u muzl, byl v HLA I. tfidé mirné vyssi nez u Zen. Naopak v HLA II.
tfidé mély tyto hodnoty mirné vyssi Zeny. Ackoliv byly zjistény rozdilné hodnoty indext
u muzl a Zen, nebyla zjisténa zdsadni odliSnost v rdmci pohlavi pacientl. Vysledky
indexl dosahovaly podobnych hodnot. Statistickd vyznamnost patrného rozdilu
pomoci testu Two-Way ANOVA téz nebyla potvrzena. (p hodnota = 0,5105)

Graf 4: Porovndni hodnot namérenych indexii u HLA I. a HLA Il. tfidy mezi muZi
a Zenami
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Tabulka 6: Porovndni hodnot namérenych indext u HLA I. a HLA Il. tfidy mezi muZi

a Zenami
skupina negativni - INDEX
HLA I. tFidy HLA II. tfidy
primér median primér median
muzi 1,03 1,1 0,64 0,57
Zeny 0,82 1,04 0,72 0,77
cut-off 2 2,5
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Pro dalSi porovnani byl soubor rozdélen do dvou vékovych kategorii. Do prvni
kategorie byli zafazeni pacienti do 49 let a do druhé kategorie byli zafazeni pacienti
starsi 50 let. Pfi porovnani jejich hodnot pomoci testu Two-Way ANOVA nebyla

prokdazdana statisticka vyznamnost. (p hodnota=0,1400)

Graf 5: Porovndni hodnot namérenych indexi u HLA I. a HLA II. tfidy mezi vékovymi

kategoriemi
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Tabulka 7: Porovndni hodnot naméfenych indexti u HLA I. a HLA Il. tridy mezi
vékovymi kategoriemi

skupina negativni - INDEX
HLA I. tfidy HLA I1. tFidy
pramér median pramér median
vék do 49 0,82 0,8 0,67 0,55
vék nad 50 1,07 1,12 0,75 0,91
cut-off 2 2,5
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8.4 Skupina pozitivni

Do tohoto souboru byli zafazeni pacienti, ktefi vykazovali jasné pozitivni index v HLA I.
nebo HLA Il. tfidé. Po screeningovém vysSetfeni u nich byla provadéna typizace,

kde se sledovaly hodnoty MFI.

V prvni tfidé probéhlo 89 méfeni, pficemz 88 méreni mélo index pozitivni a pouze
jeden pacient mél index v prvni tfidé negativni. Typovani v prvni tfidé obsahovalo 88

méreni, pficemz 84 méreni mélo pozitivni vysledek a 4 méreni negativni.

U HLA I1l. tfidy probéhlo 89 méreni, pficemzZ 68 pacientl bylo ve screeningu pozitivni
a 21 pacientl negativni. Nasledné typovani 68 pacientd mélo 56 méreni pozitivni
vysledek a 12 méreni negativni. Vysledky jsou vizualizovany pomoci sloupcového grafu.
Dale byly pro skupinu pozitivni pouZity krabicové grafy, statistickd analyza Mann-

Whitney a Two-Way ANOVA.

Graf 6: Porovndni pozitivity screeningu a typizace u HLA I. a HLA II. tridy
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Tabulka 8: Porovndni pozitivity screeningu s ndslednou typizaci u HLA . tridy

skupina pozitivni - HLA I. tridy
pocet méreni 89
pozitivni méreni negativni méreni
screening (LSM) 88 1
typizace (LSA1) 84 4
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Tabulka 9: Porovndni pozitivity screeningu s ndslednou typizaci u HLA Il. tridy

skupina pozitivni - HLA II. tfidy
pocet méreni 89
pozitivni méreni negativni méreni
screening (LSM) 68 21
typizace (LSA2) 56 12

Poté byly porovndvany hodnoty namérenych indexi u HLA I. a HLA Il. tfidy
s ndslednym porovnanim hodnot MFI u typizace pomoci neparametrického testu Mann
- Whitney. Vysledky ukazuji vy$si primérné hodnoty a mediany indext u HLA Il. tFidy,
pficemZz p hodnota se pohybuje na hranici statistické vyznamnosti (p = 0,0620)
Nicméné srovnani hodnot MFI po typizaci byly u obou tfid podobné a pohybuji se mezi
13 000-14 000 MFI. V nasledujicich tabulkdch mizeme pozorovat hodnoty indext i MFI

a také jak jsou hodnoty MFI rizikové pro vznik rejekce.

Graf 7: Porovndni hodnot indexti a MFI u HLA I. a HLA II. tfidy
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Tabulka 10: Porovndni hodnot indext u HLA I. a HLA II. tridy

skupina pozitivni - INDEX
HLA I. tiidy HLA II. t¥idy
pramér median pramér median
115,816 36,04 164,834 79,44
cut-off 2 2,5
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Tabulka 11: Porovndni hodnot MFI u HLA I. a HLA Il. tridy

skupina pozitivni - MFI

HLA I. tFidy HLA II. tFidy
pramér medidn pramér median
13267,6 13603,8 13415,1 14498,4

hodnoty MFI pro Ag
nizké riziko do 1500 - 2000 do 2000 - 3000
stredné vysoke do 10 000 do 10 000
riziko
vysoké riziko 10 000 a vice 10 000 a vice

Hodnoty u HLA |. a HLA Il. tfidy byly také porovnany v rdmci toho, zda byli pacienti
pfed, nebo po transplantaci ledviny. Pro statistickou analyzu zde byl pouzit test Two
Way ANOVA. Priméry a mediany indexd po Tx u HLA 1. a Il. tfidy byly vyrazné vyssi
nez priméry a mediany indexl pfed Tx. Tento trend byl téZz viditelny pfi sledovani
hodnot MFI u typizace. Tato skute¢nost byla potvrzena statistickou vyznamnosti
p = 0,0092 pro sledovani indexu a p = 0,0233 pro hodnoty MFI.

Graf 8: Porovndni hodnot indexii a MFI u HLA I. a HLA Il. tridy u pacienti pred a po
transplantaci ledviny
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Tabulka 12: Porovndni hodnot indext u HLA I. a HLA Il. tfidy u pacienti pred a po
transplantaci ledviny

skupina pozitivni - INDEX
HLA I. tfidy HLA I1. tFidy
pramér medidn pramér median
pred Tx 48,56 7,89 48,53 11,75
po Tx 132,28 51,62 183,91 145,64
cut-off 2 2,5
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Tabulka 13: Porovndni hodnot MFI u HLA I. a HLA Il. tfidy u pacienti pred a po
transplantaci ledviny

skupina pozitivni - MFI
HLA 1. t¥idy HLA 1. tiidy
pramér median pramér median
pred Tx 10357,4 8938,89 9235,42 6831,64
po Tx 13980,3 17146,7 14438,7 18539,3
hodnoty MFI pro Ag
nizké riziko do 1500 - 2000 do 2000 - 3000
stredné do 10 000 do 10 000
vysoké riziko
vysoké riziko 10 000 a vice 10 000 a vice

Pacienti byli rozdéleni na zakladé pohlavi a byla sledovana hodnota indexu a MFIl u HLA
I. a HLA Il. tfidy v jednotlivych grafech (grafy ¢. 9 a 10) pfed a po transplantaci ledviny.
K vyhodnoceni dat byl pouzit statisticky test Two-Way ANOVA.

Pti sledovani indexu pred transplantaci byly zjistény nejednoznaéné zavéry a nebyla
prokazana statisticka vyznamnost. (p = 0,1585) Hodnoty index( po transplantaci byly
vyrazné vysSi u muzl neZ u Zen. Tato skutecnost byla potvrzena statistickou

vyznamnosti p = 0,0498.

Ackoliv pfi sledovani MFI u muz(i a Zen prfed a po transplantaci nebyla zjiSténa
statisticka vyznamnost (pred Tx: p = 0,0868; po Tx: p = 0,3025) z jednotlivych grafa
(graf €. 10) jsou viditelné vys$si hodnoty u muzl nez u Zen. Priméry a medidny MFI
umuzl pred transplantaci presahovaly hodnotu MFI 10000, zatimco pramérné

hodnoty a mediany u Zen nedosahovaly takto vysokych hodnot.
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Graf 9: Porovndni hodnot indexii a MFI u HLA I. a HLA II. tfidy u muZi a Zen pred a po
transplantaci ledviny
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Tabulka 14: Porovndni hodnot indexii HLA I. a HLA Il. tfidy u muZi a Zen pred
transplantaci ledviny

skupina pozitivni pred Tx - INDEX
HLA 1. t¥idy HLA 1. tfidy
primér median primér median
muzi 77,82 4,68 129,82 43,44
Zeny 19,30 10,80 44,08 11,75
cut-off 2 2,5

Tabulka 15: Porovndni hodnot indext u HLA I. a HLA Il. tfidy u muZi a Zen po
transplantaci ledviny

skupina pozitivni po Tx - INDEX
HLA I. tFidy HLA II. tridy
primér median primér median
muti 136,78 68,15 232,30 268,41
Zeny 126,3 42,94 119,39 50,36
cut-off 2 2,5
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Graf 10: Porovndni hodnot MFI u HLA I. a HLA Il. tfidy u muZi a Zen pfed a po
transplantaci ledviny
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Tabulka 16: Porovndni hodnot MFI u HLA I. a HLA Il. tfidy u muZi a Zen pred
transplantaci ledviny

skupina pozitivni pred Tx - MFI
HLA I. tFidy HLA II. tFidy
primér median primér median
muzi 14334,9 15568 10441,8 9882,11
Zeny 6379,9 5122,49 8029,08 6831,64
hodnoty MFI pro Ag
nizké riziko do 1500 - 2000 do 2000 - 3000
stredné do 10 000 do 10 000

vysoké riziko

vysoké riziko 10 000 a vice 10 000 a vice

Tabulka 17: Porovndni hodnot indexii a MFI u HLA I. a HLA Il. tfidy u muZii a Zen po
transplantaci ledviny

skupina pozitivni po Tx - MFI

HLA I. tFidy HLA II. tfidy
pramér median pramér median
muzi 13973,2 17627,3 16013,3 20568,9
Zeny 13989,9 11421,5 12339,1 10030,9

hodnoty MFI pro Ag
nizké riziko do 1500 - 2000 do 2000 — 3000
vy:;:(zd::iko do 10 000 do 10 000
vysoké riziko 10 000 a vice 10 000 a vice
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U skupiny jasné pozitivnich pacientl byly v ramci typizace sledovany konkrétni HLA
antigeny, na které pacienti reagovali tvorbou protilatek. Pacienti byli nejprve rozdéleni
do skupin podle reakce na HLA-A, HLA-B a HLA-C u HLA . tfidy (graf ¢. 11) a na HLA-DP,
HLA-DQ a HLA-DR u Il. tfidy (graf €. 12). Pro kazdou skupinu byl nasledné vytvoren graf,
ktery zobrazuje, proti kterym antigenim pacienti reagovali a ndsledné proti jakym

konkrétnim specifitdm.

Z celkového poctu pacientd v pozitivni skupiné vykazovalo 57,8% pacientli nejvyssi
hodnoty MFI proti HLA-B antigenim, pricemz zde bylo pozorovano 23 raznych specifit.
Nejvice pacientll reagovalo na specifitu HLA-B7 a HLA-B67. Druhou nejpocetnéjsi
skupinou byli pacienti, ktefi prokazuji nejvyssi hodnoty MFI proti HLA-A antigenim.
V této skupiné reagovalo nejvice pacient( proti specifité HLA-A1. Proti HLA-C reagovalo

nejméné pacientu, pficemz nejcastéji opakujici se specifity byly HLA-Cw17 a HLA-Cw18.

U HLA Il. tfidy prokazovalo nejvice pacientd nejvyssi reaktivitu proti HLA-DQ - 41,2%,
a jednalo se o 10 rldznych HLA specifit, pficemz nejvice pacientl reagovalo na specifity
HLA-DQ6 a HLA-DQ9. Druhym lokusem, proti kterému pacienti vykazovali nejvyssi
hodnoty MFI je lokus HLA-DP, kde nejvice pacientl reagovalo na specifity HLA-DP2
Nejcastéji zastoupena anti-HLA-DR specifita protilatek v naSem sledovaném souboru je

HLA-DR53 ddle pak HLA-DR1, HLA-DR10 a HLA-DR13.
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Graf 11: Soubor grafii popisuji pocCetni zastoupeni pacienti reagujici na urcité HLA

a
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Graf 12: Soubor grafii popisuji pocetni zastoupeni pacienti reagujici na urcité HLA
antigeny u HLA Il. tridy a ddle zastoupeni pacientii reagujicich proti konkrétnim
HLA specifitam
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Bylo zjisténo, proti kterym HLA antigenim a jejich konkrétnim specifitdm pacienti

nejvice reagovali tvorbou specifickych protilatek.

Nasledné byli sledovani pacienti, ktefi jiz podstoupili transplantaci ledviny. U téchto
pacient bylo zjistovano, zda si vytvorili donor specifické protilatky. Z naseho
sledovaného souboru pozitivnich pacientl reagovalo 66 pacientl tvorbou protilatek

v HLA |. tfidé a 54 pacient( v HLA II. tridé.

V HLA |. tfidé vSech 66 pacientl po transplantaci prokazovali pozitivni HLA protilatky.
Z tohoto poctu si 25 pacientl — 37,8 % vytvorilo DSA a z toho 12 pacientll vykazovalo

jasné nejvyssi hodnoty MFI pravé proti antigenim darce.

U HLA II. tfidy bylo sledovano 54 pacientl. U vSech pacientl byly prokazany protildtky
a z toho 19 pacientd - 35,1% mélo vytvofeno donor specifické protilatky. Z toho

3 pacienti méli nejvyssi MFl namifené pravé proti antigenim darce.

Graf 13: Pocetni zastoupeni pacientl s vytvorenymi HLA protilatkami, z nichZ byly
prokdzany DSA u HLA I. a HLA . tridy
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8.5 Skupina ,slabsi index”

V této hranicni skupiné byli sledovani pacienti, ktefi méli index v HLA I. tfidé mezi 2-3
au HLA Il. tfidy mezi 2,5-3,5. U téchto pacientl bylo zjistovano, jak moc silng,
pokud viibec, reaguji v nasledné typizaci a zda cut-off hodnota je pro urcitou HLA tfidu

stanovena spravné.

U HLA I. tfidy bylo sledovdno 28 pacientu, z ¢ehoZ 13 pacientd bylo pred a 15 pacientl

po transplantaci, pficemz se jednalo 0 23 muzli a 5 Zen.

Pro vizualizaci této hrani¢ni skupiny, byl sestrojen graf, ve kterém lze pozorovat

hodnoty indexu (2-3) na ose x a k nim nejvyssi zmérené MFI na ose y.
Graf 14: Zavislost vztahu namérenych hodnot indexu a MFI u HLA . tridy
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Pti pozorovani hodnot MFI bylo zjisténo, Ze z celkového poctu 28 pacientl bylo 17
pacientd v nasledujici typizaci pod hranici hodnoty 1500 MFI, to znamena Ze 60,7%

pacientl vyslo v typizaci negativni a 39,3% pacientl pozitivni.
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Tabulka 18: Vysledky typizace u skupiny pacientii se slabsim indexem u HLA |. tfidy

skupina slabsi index - HLA I. tridy

pocet pacientl
screening 28
negativni typizace 17
pozitivni typizace 11

Vramci 11 pozitivnich pacient, bylo zjistovano, proti kterym konkrétnim HLA
antigenlUm nejcastéji reaguji a o jaké konkrétni specifity se jednd. Z 11 pozitivnich
pacientd vykazovalo 8 pacientll nejvyssi MFI proti HLA-B antigentm. Proti HLA-C 2
pacienti a proti antigenim HLA-A pouze 1 pacient. Lze tedy fici Ze 72,7% pacientd,
ktefi méli v nasledujici typizaci pozitivni vysledek, maji protildtky namifené pravé

proti HLA-B antigentim. Pro vizualizaci by pouZit sloupcovy graf.

Graf 15: Pocetni zastoupeni HLA izotypli I. tfidy u skupiny slabsi index

skupina - slabsi index

15- ]
mm POZITIVNI
= =3 NEGATIVNI
S 104 -
‘o
o
o
>§ 5 I
Q
Jmll [l mfl

1
HLA-A HLA-B HLA-C
HLA . tfidy

Tabulka 19: Tabulka popisujici pocetni zastoupeni pacienti reagujici na urcité HLA
antigeny u HLA |. tridy

skupina slabsi index - HLA I. tFidy

pocet pacienti specifity
HLA-A 1 A25
HLA-B 8 B37(3x),B44,B50,B57,B63,B76
HLA-C 2 Cw9,Cw15

65



V ramci HLA II. tfidy bylo sledovano 19 pacientd, ktefi méli namérené index mezi 2,5-
3,5. Z téchto pacientl bylo 8 pred transplantaci a 11 pacientl po transplantaci,
pficemz se jednalo o 6 Zen a 13 muzl. Pro tento ucel byl také sestrojen graf, kde lze

zkoumat hodnoty indexud s ndsledné zmérenou nejvyssi hodnotou MFI.

Graf 16: Zavislost vztahu namérenych hodnot indexu a MFI u HLA II. tridy
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Pozitivita typizace se v pfipadé HLA Il. tfidy hodnoti nad 2000 MFI, v tomto pfipadé

z 19 pacientl vykazovalo pozitivitu 7 pacientl - 36,8% a 63,2% bylo negativnich.

Tabulka 20: Vysledky typizace u skupiny pacientii se slabsim indexem u HLA |. tfidy

Skupina slabsi index - HLA I. tFidy

pocet pacientt
screening 19
negativni typizace 12
pozitivni typizace 7

Ze sedmi pozitivnich pacientd v HLA Il. tfidé reagovalo nejvice pacientd na HLA-DP
a jeden pacient proti HLA-DR. Protilatky proti HLA-DQ v této skupiné pacientl nebyly

vypozorovany.
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Graf 17: Pocetni zastoupeni HLA izotyp Il. tfidy u skupiny slabsi index
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Tabulka 21 Tabulka popisujici pocetni zastoupeni pacienti reagujici na urcité HLA
antigeny u HLA II. tridy

skupina slabsi index - HLA I. tFidy

pocet pacientl specifity
HLA-DP 6 DP1,DP11, DP20(4x)
HLA-DQ - -
HLA-DR 1 DR53

8.6 Skupina ,verifikovat”

Dale byl proveden prizkum souboru pacientl, ktefi vykazovali indexy pod hodnotou

stanoveného cut-off.

V HLA |. tfidé bylo celkem 32 jedincu, jejichZ indexy se pohybovaly v rozmezi mezi 1,5-
2. Z této skupiny bylo 10 Zen a 22 muz(. Z celkového poctu (32) jiz 16 pacientl bylo

pred transplantaci a stejny pocet po ni.

V HLA Il. tfidé bylo zahrnuto 37 pacientd(, jejichZ indexy byly v rozmezi 1,5-2,5. Z této

skupiny se jednalo o 9 Zen a 28 muili, pricemZ 14 pacientd bylo sledovano

pred transplantaci a 23 po ni.

Pro ucely této diplomové prace byli vybrani pacienti, ktefi vykazovali indexy nejblizsi

stanovenému cut-off (tabulka 20) a u nich byla provedena typizace. V tabulce jsou
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zelené zvyraznény hodnoty, které byly v typizaci negativni a cervené hodnoty,

které byly pozitivni.

Tabulka 22: Hodnoty namérenych indexi u HLA I. a HLA Il. tfidy u skupiny

n»verifikovat”
skupina , verifikovat”

HLA I. tfidy HLA II. tfidy
1,68 1,95
1,71 1,98
1,74 2
1,74 2,01
1,76 2,02
1,77 2,09
1,77 2,1
1,78 2,13
1,79 2,13
1,79 2,18

1,8 2,21
1,8 2,23
1,81 2,24
1,85 2,3
1,87 2,34
1,89 2,36
1,89 2,47
1,93 2,47
1,97 -

V HLA |. tfidé vykazovalo 52,63% pacientl negativni vysledek, zbytek pacient
vykazovali slabé pozitivni MFI. V HLA Il. tfidé 55,5% bylo v typizaci negativni, zbytek

pacientl pozitivni.

8.7 Celkové vyhodnoceni

Pro celkové vyhodnoceni diagnostického testu Luminex byla sestavena ROC kfivka.
Bylo zjisténo, Ze hodnoceni anti HLA protilatek screeningovou metodou s naslednou
typizaci protilatek ma vysokou senzitivitu a specifitu. Plocha pod kfivkou je u HLA I.

tridy 0,95 a u HLA II. tfidy 0,97.
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Graf 18: ROC kfivka screeningového vysetreni protilatek v HLA I. tridé
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Graf 19: ROC kfivka screeningového vysetreni protilatek v HLA . tridé
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9. DISKUSE

V rdmci pozorovani jasné negativni skupiny by se dalo predpokladat, Ze do této skupiny
byli zarazeni zvlasté pacienti, ktefi jesté nepodstoupili transplantaci ledviny, nebot
po provedeném zakroku by se dalo ocekdvat, Ze jiz doSlo k néjaké senzibilizaci. Ze 41
pacientd bylo pouze 15 pacientd pred transplantaci. Pacienti, kteti byli jiz
po transplantaci, prokazali také negativni vysledky screeningovych testu a to i pres to,
ze u nékolika pacientd od jejich transplantace uplynulo i nékolik let. Bohuzel, téchto

jasné negativnich pacientl bylo za cely sledovany rok nejméné.

Skupina jasné pozitivnich pacientll je ovSem nejpocetnéjsi. V této skupiné byla
prevazna vétsina pacientl po transplantaci. V ramci vyhodnoceni primérnych hodnot
a medianu MFI byly u obou HLA tfid hodnoty mezi 13 000-14 000 MFI. Tyto hodnoty
mohou souviset svysokym rizikem spojenym srejekci transplantatu. (Ceska
nefrologickd spolecnost, 2014). MFI predstavuje zastupny marker pro mnoZstvi
navazané protildtky a je ovlivnén nékolika faktory, vCetné koncentrace protilatky
vséru, ale také hustoty, konformace a orientace antigenu, stejné jako aviditou
protilatky vici prislusnému antigenu. (Lachman N, 2013) Zajimavé zjisténi bylo,
Ze pfi porovnani hodnot mezi muzi a Zzenami byly prdmérné hodnoty vyssi u muzQ,
nez u Zen ackoli by se dal prfedpokladat opacny vysledek. Vznik HLA protilatek je
nasledek imunizace, kterd u Zen muaze vznikat béhem téhotenstvi. Avsak nelze dale
opominout krevni transfuze (Choo S., 2007) a fakt, Ze pacienti po transplantaci
dostavaji imunosupresivni Ié¢bu, ktera snizuje reaktivitu imunitniho systému. Lachman
N. (2013) uvadi, Ze postup imobilizace molekul HLA na kulicky méni tercidrni strukturu
molekul odhalujici neoepitopy, coz mize castecné vést k odchylnym reakcim. V textu
uvadi, Ze HLA protilatky byly detekovdny u zdravych muzi bez klasickych
aloimunizacnich prihod. Tyto protilatky, oznacované jako ,pfirozené” HLA protilatky
reaguji na kryptické antigeny, které v pfirozeném usporadani nejsou dostupné.

Spoustéc téchto protilatek je stale neznam.

Pro prehled dat byly u této cetné jasné pozitivni skupiny sledovany HLA antigeny
a nasledné jejich konkrétni specifity, proti kterym si pacienti vytvofili protilatky.

V ramci HLA |. tfidy nejvice pacientll reagovalo na HLA-B antigeny — 57,8%, kde bylo
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zjisténo celkem 23 rlGznych specifit. Nejpocetnéji zastoupené specifity zde byly HLA-B7
a HLA-67, které patii k nejcast&ji se vyskytujicim specifitdm v nasi populaci - Ceské
republice. (The Allele Frequency Net Database, 2020) U HLA-A byla nejvice zastoupena
specifita HLA-A1, kterd patfi spolu s HLA-A2 také k nejéastéji se vyskytujicim v nasi
populaci. Proti HLA-C reagovalo nejméné pacient(i a byly zde nejvice specifity HLA-
Cw17 a HLA-Cw18. Izotyp HLA-C patfi k nejméné rizikovym antigenim u transplantace,

zatim co izotypy HLA-A a HLA-B patti k tém nejrizikovéjsim. (Krejsek J, 2016)

U HLA Il. tfidy vykazovalo nejvice pacientl nejvyssi reaktivitu proti HLA-DQ — 41,2%,
Nejcastéjsi specifity zde byly HLA-DQ6 a HLA-DQ9. Tento izotyp je spojovan
se stfrednim rizikem pro vznik rejekce. Druhym izotypem, proti kterému pacienti
vykazovali nejvyssi hodnoty MFI je izotyp HLA-DP, kde nejvice pacientl reagovalo
na specifity HLA-DP2 a HLA-DP20, které jsou spojeny s nizkym rizikem rejekce. Naopak,
specifita byla HLA-DR53 dale pak HLA-DR1, HLA-DR10 a HLA-DR13. Molekuly HLA-DR
patfi spolu sHLA-A a HLA-B knejrizikovéjsSim antigendm u transplantace.

(Shang W, 2016)

Dale bylo zjisténo, Ze z celkového poctu pozitivnich pacientl si 37,8% vytvorilo donor
specifické protildtky v HLA I. tfidé. Ve Il. tfidé se jednalo o 35,7% pacient(. Tvorba
protildtek proti HLA molekulam |I. tfidy by se dala predpokladat za castéjsi
a dostupnéjsi, nez je tomu u druhé tfidy, nebot tyto antigeny se nachazi na vsech
jadernych bunkach, oproti tomu HLA molekuly Il. tfidy se nachazi pouze na antigen
prezentujicich bunkach. Podle (Krejsek J, 2004) je nejvyssi exprese HLA |. ttidy
na T lymfocytech, APC a bunkach epitelu, zatimco buriky ledvin nevykazuji tak silnou
expresi. Naopak HLA molekuly Il. tfidy se prakticky na bunikach ledvin nevyskytuji, je
vsak tfeba brat zietel na to, Ze v obdobi zdnétu muize dojit ke zvySené expresi HLA
antigent 1. a Il. tfidy na povrchu bunék. Taktéz mlze dojit ke zvySené expresi
na nékterych bunkach, které obvykle tyto antigeny neexprimuji, jako jsou pravé burky
ledvin. Cytokiny mohou spustit zvySenou nebo novou expresi HLA antigen(
a za urcitych podminek je pravdépodobné, Ze tato nova exprese HLA antigen( hraje
hlavni Ulohu v patogenezi odmitnuti transplantovaného organu. (Javitt A, 2019)

Molekuly HLA jsou extrémné polymorfni, v souéasnosti je u lidi dokumentovano vice
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nez 38 909 HLA apfibuznych alel. Tato vlastnost zvySuje Sanci na senzibilizaci,
ke které mlGze dojit pfiexpozici cizim HLA nebo jinym cizim antigenim

(Tinckam K, 2006), (HLA Nomenclature, 2024)

U pacientd po transplantaci ledviny se zvlasté sleduji donor specifické protilatky,
které predstavuji vhodny neinvazivni biomarker k identifikaci pacientli se zvySenym
rizikem protildtkami zprostfedkované rejekce. (Lachman N, 2013). Pacienti podle

klinické potreby dochazeji na vysetreni, kde Ize tyto protilatky sledovat v ¢ase.

Nedilnou soucasti pacient( za sledovany rok 2023 tvofi takzvané ,Seda zéna“, pacienti,
jejichz zmérené hodnoty indexd se pohybuji na hranici mezi pozitivity. V této praci byly
dvé skupiny hranic¢nich vysledkl: jedna, jejiz hodnoty se pohybovaly na horni hranici
(skupina ,slabsi index”) a druha (skupina , verifikovat”), ktera se pohybuje na spodni

hranici.

Pacienti, ktefi vykazovali tzv. ,slabsi index” byli prozkoumany v rdmci toho, jakou
pozitivitu (hodnotu MFI) vykazovali v typizaci. V HLA |. tfidé zde bylo zafazeno 28
pacientd, ktefi méli index mezi 2-3. Pfiznivym zjisténim zde bylo, Ze v typizaci LSA1 bylo
60,7% pacientl negativnich, neboli mélo index pod 1500 MFI. U HLA II. tfidy dokonce
63,2%. Pti pozorovani grafu ¢. 14 a graf ¢. 17 je patrné Ze zmérené hodnoty MFI
pro konkrétni hodnotu indexu jsou takfka individudlni, ac¢koli by se dalo predpokladat,
Ze zde bude platit pfima uaméra, pti které by platilo, Ze se stoupajici hodnotou indexu
bude linearné stoupat i hodnota MFI. Tyto hodnoty byly u kazdého indexu mezi sebou
nezavislé, nebot u nich nebyla prokdzana Zadna statistickd vyznamnost v oblasti
porovnani stavu pred/po transplantaci, pohlavi nebo véku. Pfi pozorovani anti-HLA
protilatek zde nejvice pacientli reagovalo proti HLA-B antigenim — 72,7%, obdobné
jako u skupiny jasné pozitivnich pacientd. Vradmci HLA Il. tfidy nejvice pacientl

reagovalo na HLA-DP antigeny.

U skupiny ,verifikovat” byli vybrani pacienti, jejichZ indexy se nejvice bliZily stanovému
cut-off a byla u nich provedena typizace. VHLA I. tfidé bylo 52,63% pacientl
negativnich a u HLA Il. 55,5% pacient( negativnich. Ostatni pacienti prokazovali mirnou
pozitivitu. Taktéz zde byly hodnoty MFI velice ndhodné a nebyla zde prokazana zadna
souvislost jako tomu bylo u skupiny ,slabsi index”. U pacient(, ktefi vykazovali mirnou
pozitivitu v typizaci, lze uvazovat o tom, zda by byly stejné pozitivni vysledky ziskany
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z Cerstvého vzorku, kdy by preanalytickd faze nebyla prodlouzena o nékolik mésicl
zamrazenim vzorku. Topoléan O. a kol. (2013) uvadi, Ze u nékterych biomarkert
opakované rozmrazovani nezméni vysledek, ale u vétSiny novych biomarkerl neni

tento vliv zjistén.

Pro celkové zhodnoceni metody Luminex, tedy zhodnoceni dat vSech 4 skupin pacient(
byla sestavena ROC kfivka. Topol¢an O., a kol., 2013 ROC ktivku popisuji jako grafické
vyjadreni umoznujici posoudit vypovidaci schopnost diagnostického testu v zavislosti
na jeho senzitivité a specificité. Z nasich vysledkd bylo zjisténo, Ze metoda Luminex
pracuje s velmi dobrou senzitivitou i specifitou. Topolo¢an O., a kol. 2013 dale v textu
popisuji, ze na grafu ROC kfivky by se nejlepsi diagnosticky test vyznacoval s nejvétsi
plochou pod kfivkou — AUC (Area Under Curve). Pokud by plocha byla rovna 1, byl by
test idealni a mél by 100% senzitivitu i specifitu. Pokud by tato plocha pod krivkou byla
naptiklad 0.5, pak neni test klinicky vyuzitelny. Hodnota nasi ROC kfivky je u HLA I. tfidy

0,95 au HLAIl. 0,97. Toto je velmi pfinosné a pozitivni zjiSténi.

Nicméné, Sedd zéna pacientd poukazuje na to, Ze z popsanych vysledk( je patrné,
Ze hodnotu cut-off screeningového vysetieni tedy nelze presné urcit, nebot namérené
hodnoty MFI byly pro dané indexy obou hrani¢nich skupin velice ndhodné. Indexy
pod mezni hodnotou, u skupiny ,verifikovat”, u kterych by se dalo predpokladat,
Ze v typizaci budou negativni prokazovaly slabou pozitivitu, naopak u nékterych
pacientd ze skupiny ,slabsi index”, byly hodnoty index( pozitivni a vysledek typizace
byl negativni. Nelze tedy stanovit konkrétni hodnotu cut-off, avSak pro presnéjsi
diagnostiku bych se priklanéla k redukci hodnoty cut-off u screeningového vysetreni
u obou HLA tfid. Tim by se navysSilo mnoZstvi pacientl, ktefi by museli byt typovani.
Z vysledk( vsak vime, Ze u skupiny ,slabsi index” vice nez 60% pacientl vykazovalo
vysledky v typizaci negativni, ackoli jejich namérené indexy ve screeningu byly na nizké
hranici pozitivity. V pfipadé snizeni cut-off hodnoty indexu by dochdazelo k ¢astéjsi
typizaci a procento negativnich pacientl v typizaci by se pravdépodobné také trochu

zvysilo.

Screeningové vysSetfeni anti HLA protilatek a typizace jsou velice nakladné stanoveni.
V tomto pripadé Ize uvazovat o tom, zda by nebylo pfinosné upustit od screeningového

testu a u vSech pacientll pfimo neprovadét typizacni vySetfeni. Screeningové vysetieni
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je provedeno na kulickach, které maji na sobé extrahované antigeny z lidskych
bunécnych kultur, zatimco antigeny na kuklickdch u typizace jsou pfFipraveny
rekombinantné. Test LSA1 a LSA2 je vice specificky a lIze jiz v ném sledovat konkrétni
HLA specifity, zatimco u screeningu sledujeme pouze pozitivitu na kulickach,
ktera obsahuje vice specifit a nelze tedy uréit, o jakou konkrétni specifitu se jedna.

(Picascia, A., 2012)

Ze ziskanych dat vime, Ze pacienti, ktefi byli jasné negativni, tvofi nejméné
zastoupenou skupinu. Za rok 2023 bylo provedeno 243 screeningovych vysetfeni
a pouze 44 méreni prokazovalo velice nizké indexy a byly zcela negativni. U skupiny
yverifikovat” méli pacienti také hodnoty indexi pod stanovenym cut-off avsak
po vybéru nékolika pacientl, u kterych se zpétné provedla typizace, také vyjadfovali
urcitou pozitivu. U této skupiny bézné neni provadéna typizace a tak je vyhodnocovani
téchto hranicnich skupin velice obtizné. Proto bych se ptiklanéla ke sniZeni cut-off
hodnoty obou HLA tfid nebo provadéni pouze typizace, kterd probéhla u 53%
screeningll v HLA I. tfidé a v 38% v HLA II. tfidé.
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10. ZAVER

V teoretické C¢asti jsem se seznamila s HLA systémem a jeho vyznamem v oblasti
transplantologie. V experimentalni ¢asti jsem se zabyvala analyzou protilatek proti HLA
antigeniUm metodou Luminex. Byly zkoumany screeningové testy a také typizacni
vySetieni. Ve vysledcich jsem popisovala 4 skupiny pacientld podle pozitivity indexu
ve screeningu. Prvni skupinou byli jasné negativni pacienti, ktefi méli hodnoty indexu
velice nizké a tvofi bohuzel nejméné pocetnou skupinu za rok 2023. Ndasledné jsem
sledovala pacienty, ktefi vykazovali jasné pozitivni vysledky screeningového vysetreni.
Téchto pacientl bylo nejvice a byla u nich provadéna typizace. Bylo zjisténo, Ze nejvice
pacientd reaguje proti HLA-B antigenim v HLA |. tfidé a proti HLA-DQ antigenim
ve Il. tfidé. Procento pacientd, ktefi si vytvofili DSA, nebylo ani 50%. U skupiny ,slabsi
index”, tedy u pacientl s namérenym nizkym, ale pozitivhim indexem, bylo zjiSténo,
Ze 60% téchto pacientd bylo v ndsledné typizaci negativni. U skupiny ,verifikovat”,
tedy u pacientl s namérenym hrani¢nim index pod stanovenym cut-off byla také
v ramci této diplomové prace provadéna ndsledna typizace a bylo zjisténo, Ze vice,
jak 50% bylo v typizaci negativni. Celkové jsem prokazala, Ze metoda Luminex pracuje
s velmi dobrou senzitivitou a specifitou, ackoli redukce stanovené cut-off hodnoty
indexu screeningového vysetfeni by prinesla presnéjsi vysledky, ovsem s vysSSimi

naklady.

V diplomové praci jsou splnény vSechny cile vytyéené pfi jejim zadavani.
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11. POUZITE ZKRATKY

zkratka vyznam zkratky ¢esky vyznam
ABO ABO blood group system Krevni systém ABO
ADCC Antibody depen.d(.ent cellular Cytotoxicita zavisla na komplementu
cytotoxicity
APC Antigen presenting cells Antigen prezentujici bunky
AUC Area under curve Plocha pod kfivkou
BCR B cell receptor B bunécny receptor
C konec Cytoplasmic end Cytoplazmaticky konec
ca Complement component C4 Slozka komplementu C4
cad Degradation product of the C4 Degradacni produkt C4 slozky
component of complement komplementu
CDC - Komplement-dependentni
crossmatch Complement-dependent cytotoxicity mikrolymfocytotoxicky test
CDR Complementarity determining region Oblasti urcujici komplementaritu
CFS Compact file set Kompaktni sada soubort
cLIP Class ll-associated invariant chain Peptid s invariantnim fetézcem
peptide spojeny s tfidou Il
DC Dendritic cells Dendritické buriky
DSA Donor specific antibodies Protilatky specifické pro darce
EFI European Federation for Evropska federace pro
Immunogenetics imunogenetiku
Fab Fragment antigen-binding Fragmentova oblast vazajici antigen
Fas Fas receptor Fas receptor
FasL Fas ligand Fas ligand
Fc Fragment crystallizable region Oblast krystalizovatelného fragment
FCXM Flow cytometry cross matching Cross-mact;:tkgrr;gefrri?tokovou
FR Framework region Ramcova oblast
HLA Human leukocyte antigen Systém Iidsl;:/;(t:i};l;uakocytérm'ch
IgA Immunoglobulin A Imunoglobulin A
IgD Immunoglobulin D Imunoglobulin D
ISE Immunoglobulin E Imunoglobulin E
IgG Immunoglobulin G Imunoglobulin G
IigM Immunoglobulin M Imunoglobulin M
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INFy

Interferon gamma

Interferon gamma

LSA1 Labscreen single antigen HLA | Labscreen jednotlivé antigeny HLA |
LSA2 Labscreen single antigen HLA I Labscreen jednotlivé antigeny HLA I
LSM Labscreen mix Labscreen mix
MFI Mean fluorescence intensity Stfedni intenzita fluorescence
MHC Major histocompatibility complex Hlavni histokompatibilni systém
MICA MHC class | chain-related proteins A hl;rto;ke‘lrxngg?r:ﬂi :IoamV:Lth: |
MICB MHC class | chain-related proteins B h';tgfggpig;?;?i Eloamvggﬁ |
N konec Amine end Aminovy konec
NGB Normalized background ratio Normalizovany pomér pozadi
NK Natural killer Pfirozené zabijecské burky
NKG2D Natural killer group 2 member D Receptor NK bunék skupiny 2D
NKT Natural killer T cell Ptirozeni zabijeci T lymfocyty
PBS Phosphate buffered saline Fosfatovy pufr
PCR Polymerase chain reaction Polymerdzova retézova reakce
PE Phycoerythrin Fykoerythrin
RCF Relative centrifugal force Relativni centrifugacni sila
RPM Revolutions per minute Otacky za minutu
SPI Solid phase assays Metoda na pevné fazi
Tc Cytotoxic T cells Cytotoxicky T lymfocyt
TCR T cell receptor T bunécny receptor
Tfh Follicular helper T cells Folikularni pomocny T lymfocyt
TGF-B Transforming growth factor-p Transformujici rstovy faktor-B
Thi Helper T cells type 1 Pomocny T lymfocyt typu 1
Thi7 Helper T cells type 17 Pomocny T lymfocyt typu 17
Th2 Helper T cells type 2 Pomocny T lymfocyt typu 2
TNFa Tumor necrosis factor alpha Nador nekrotizujici faktor alfa
Treg Regulatory T cells Regulaéni T lymfocyt
Tx Transplantation Transplantace
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