AMR po Tx srdce

Pavlik Petr CKTCH Brno




Akutni humoralni
rejekce (AHR)
Acute
Antobodies-
mediated

Rejection (AMR)

AMR se vyskytuje cca u 15% pacientu po TS
typicky Casné po TS — béhem prvniho meésice

> 68% spojena s dysfunkci graftu, (pozdéji jen u
13%)

> 73% spojena s hemodynamic<uu «estabiitou

90% pacientu se vyléci plazmaferézou a i.v.
imunoglobuliny, ale s vysokym rizikem
rekurence



Kazuistika — hospitalizace 22.11.2020 az 9.2.2021

Pacientka H.R., narozena 1974

OA:st.p. op. DSS Il ( MICS) na CKTCH Brno v lednu 2018. Po op. pravostr. kard. dekomp., pred
propusténi Tri regurgitace 2 st .

Hypochromni mikrocytarni anemie v péci hematologa. Hiatova hernie , st.p. op. kotniku L.sin. po
fraktufe a.a. CHOPN GOLD 2B, st.p. implantaci ICD; fibrilace sini. Anomalni odstup tepen z aortalniho
oblouku; hiatova hernie, cholecystolitiaza, st.p. tromboze v. femoralis |.dx

Terapie: Pradaxa, inhala¢ni kortikoidy, terapie CHSS

Laboratof: mirna hyperbili, lehka mikrocytarni anemie, N-latky v N, nizké zanétlivé markery

ECHO: EF LK 15- 20%, diastol. dysfunkce LK, vyrazna dilatace LS. PK vyrazné dilatovana, se snizenou
longitud. kontraktilitou a hypokontraktilitou volné stény, predp. klidové plicni hypertenze - odhad syst
TK v PK cca 35 mmHg. Vyzn. tri reg,, Ao reg 1+, mi reg 1+, pulm reg 1+. Perikard bez vypotku.

Pravostranna katetrizace 7/2020: Lehka postkapilarni plicni hypertenze (MPAP 29, PCWP 22, TPG 7,
DPG -2). Vysoké CVP (20 mmHg), PVR 1,75 W.j., PAPi 0,75, RVSWi 3.



Kazuistika — hospitalizace 22.11.2020 az 9.2.2021

Pacientka H.R., narozena 1974

* OTS 23.11.2020 - nekomplikovany vykon, kombin. podpora obéhu, uspokojivé ECHO, dominuji
vazokonstriktory,
s.r., nasledné a-v disociace a epistimulace
- silné pozitivni aktualni Cross-Match

* 0.POD soucasné CVVHD pro oligurii a znamky hyperhydratace na ECHO bez vyznamnéjsi TriR,
dobra kontraktilita myokardu bez hypertrofie svaloviny

« Obvykla imunosuprese — methylprednisolon, antithymocytarni globulin kumulativhé 5 mg/kg 4 dny po
sobe, mycofenolat-mofetil v malé davce, tacrolimus od 2. POD
Extubace za 7 hod. po vykonu, progresivné vysazena inotropika i vazokonstriktory



Kazuistika — hospitalizace 22.11.2020 az 9.2.2021

Pacientka H.R., narozena 1974

 Luminex z 24.11.: silné pozit. DSA : L.tf.. A2 (MFI 24747), B57 (MFI 12214)

K zavedené imunosupresi €asné PF denné (24.,25.,26.11.) + substituce endobulinem

. Luminex z 27.11.: pozit. DSA : A2 (MFI 11747), B57 (MFI 1872)

« EMB 27.11.: Zavér: Grade - O(OR)
Suspektni AMR. Doplnime IHC vySetfeni C4d a CD68, sdélime formou dodatku.

27. - 30.11. ECHO nalez uspokojivy, ukoncena CVVHD, pacientka stabilni.

29.11. na ECHO ztlustovani myokardu, v prubéhu 30.11. pokles EFLK na ECHO a rychle progredujici
kardiogenni Sok — zavedeno VA-ECMO

« 30.11. dodatecné vysledek IHC EMB z 27.11.: IHC potvrzuje pAMR2

« Dalsi 3 kury PF + endobulin, + eculizumab + rituximab + bortezomib

pacientka zarazena na retransplantaci v urgentnim poradi s poznamkou:
V pripadé reOTS absolutni Kl: darce nositelem HLA A2, A68, A69, B57!!, hrani¢ni Kl je
pritomnost B45 (MFI 3675, cut-off 3500)



Kazuistika — hospitalizace 22.11.2020 az 9.2.2021

Pacientka H.R., narozena 1974

« 4.12.2020 akceptace organu od darce krevni skupiny ABO 0 (pfijemce A), organu s HLA-A31
LUMINEX 4.12. : DSA anti-HLA A31 6000 MFI, ostat. anti- HLA ve vysokych titrech

reOTS bez vétSich komplikaci, ECMO ex 1. POD, extubace 2. POD, na ECHO opakované dobra
kontraktilita myokardu bez ztlustovani stén, stfedné vyznamna TriR protrahované, proto nadale CVVHD s
negativni BT. Recidivujici SV arytmie.

e 7.12. PF + bortezomib + eculizumab

* 9.12. EMB se zavérem mirné kombinované rejekce
opakované LUMINEX s nadraniénimi hodnotami

- 6 X PF + endobulin ob den (do 18.12.2020) + pulzni davka methylprednisolonu 3x 500 mg

Progresivné vysazena farmakologicka podpora obéhu, nastup diuréza a CVVHD ukonéena 15.12.2020

DalSi prabéh nekomplikovany, i pres intermitentné vyssi hodnoty v kontrolnich LUMINEX klinicky stabilni,
uspokojivy ECHO nalez



Kazuistika — hospitalizace 22.11.2020 az 9.2.2021
Pacientka H.R., narozena 1974 vysledky LUMINEX po relx

+ 4.12. (akceptace organu s HLA-A31): DSA anti-HLA A31 6000 MFI, ostat. anti- HLA ve vysokych titrech -

* 6.12. DSA anti-A31 12.800 MFI (pred PF)

« 9.12. DSA anti- A31 6200 MFI, z ostat. : vysoke titry anti-A2, A68, A69, B47-

« 11.12. DSA antiA31: 19.000 MFI

« 14.12. DSA anti-A31 13.000, pfetrvavaji vysoké nonDSA- anti-A2,68,69 kolem 50.000 MFI

« 17.12.: DSA anti-A-31 11.347 MFI, nove se objevuje anti A1 1481 MFI a dalSi, zatim nespecifikované neshody ve Il.tf.
« 22.12 DSA anti A31 - 8.000 MFI,

« 28.12. DSA anti A31 9280 MFI,

« 18.1. DSA anti A31 8.910 MFI, Il tfida a anti MICA nedetekovany.

« 16.2. DSA anti A31 11.750 MFI, ll.tfida a ani MICA nedetekovany
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* T-lymfocyty

Imunologickée
okenko
celularni

* Imunologicka monitorace - aktivacni povrchové
markery na subpopulacich T-lymfocytl (efekt
imunosuprese, riziko rejekce/infekce)

- absolutni a relativni pocéty subpopulaci T-lymfocytt —
flowcytometricka detekce povrchovych markert

im u nita (CD3, CD4, CD8, CD4/CD8, CD25,CD14-DR, CD8-38

« EMB -endomyokardialni biopsie
Mikroskopické vysetfeni s hodnocenim prfitomnosti
abnormalni celularity, invazi imunokompetentnich
elementd, stavu endotelu cév, edému tkani .....
Vysledek referovan jako celularni rejekce Grade




* B lymfocyty

Imunologické
okenko

PrOtI latka mi - Anti-HLA protilatky, vyvolané ic¢inkem HLA antigen jsou

M Z nejcastéji lymfocytotoxiny, méné casto leukoaglutininy.
Z p ro St red kova Na Lymfocytotoxiny jsou protilatky aloimunni, vzniklé
Imunitni reakce a

neékolikerym imunizacnim mechanismem:
Y i ] = v prubé&hu téhotenstvi (u cca 10 — 20% t&hotnych zen)
JeJ|Ch dlagHOStl ka » po transfuzich koncentratl erytrocytd, trombocytl, plazmy
= udialyzovanych pacientt

Anti-HLA protilatky

= po transplantaci

- Protilatky vznikaji tehdy, obsahuje-liimunizac¢ni faktor HLA
antigeny odlisné od osoby vystavené jeho ucinku. HLA
protilatky jsou imunoglobuliny tridy IgG a IgM. Pfirozené HLA
cytotoxiny jsou velmivzacné.

- Aloimunizovanijedinci mohou vytvaret protilatky proti
jakémukoliv HLA epitopu, ktery neni pfitomen v jeho vlastnim

fenotypu




Imunologické
okéenko
Protilatkami
zprostredkovana
Imunitni reakce a
jejich diagnostika

produkty gent HLA I. tf. - nalezeny na vSech jadernych burikach

plazma - solubilni HLA antigeny

HLA antigeny Il. tf. - omezena distribuce: B lymfocyty, makrofagy,
dendritické buriky, Langherhansovy buriky klize, nékteré
endotelialni bunky

exprese HLA antigen0 I. a ll. tfidy mU{zZe byt zvySena béhem
zanétu, ale také muize byt indukovana na urcitych bunkach, na
kterych se normalné neexprimuji ( myocyty, hepatocyty ).

Nova exprese HLA antigen( za urcitych podminek pravdépodobné
hraje majoritniroli v patogenezirejekce transplantovaného stépu
a u urcitych typl autoimunitnich onemocnéni.



Imunologické
okenko
Protilatkami
zprostredkovana
Imunitni reakce a
jejich diagnostika

* B lymfocyty

Pfed Tx, pacienti zafazeni na WL ¢ekatelt na Tx

« Complement -Dependent Cytotoxicity Assay (CDC) =
Lymfocytotoxicky test (LCT)

— proti panelu 50 potencionalnich darc(
- kvantitativni vysledek - v procentech (PRA %)

Princip: zachycuje lymfocytotoxiny, protilatky, vazici
komplement s naslednou lyzou bunék. Reakce probiha meazi
protilatkou v séru pacienta a antigenem bunééné membrany
typovych lymfocytu. Je-li v séru pacienta pfitomna protilatka
vznikne imunni komplex antigen-protilatka, ktery aktivuje
dodany krali¢i komplement. Aktivaci vznikly enzym fosfolypaza
porusi bunéénou membranu lymfocytl, buriky pak nasledné
prijmou vitalni barvivo (trypanova modr, eosin). Hodnoceni testu
se provadi mikroskopicky. Mrtvé bunky se jevi v mikroskopu
jako modré (Cervené), zivé bunky zlstavaji nezbarvené.



ImunOlOgiCké * B lymfocyty
okénko
Protilatkami
zprostredkovana

Pred i po Tx

« LUMINEX - detekce anti-HLA protilatek pomoci
prutokového analyzatoru
— protilatky v 1. a ll. tride

Imunitni reakce a - Pl kvantitativné proti jednotlivym antigenim
jejich diagnostika

- nutnost zhodnotit klinicky vyznam

- 1. all. Trida, DSA po Tx, cut off

- cetnost jednotlivych Ag v populaci

- riziko faleSné pozitivnich vysledkl (parainfekéni
Pl, antibiotika, iatrogenné — imunoglobuliny, krevni
derivaty....)

Princip: metoda vyuZivajici navazané HLA
glykokoproteiny na mikro¢éastice a vazba protilatek ze
séra je prokazana prlitokovou cytometrii s dvojitym
laserem. Luminex® ma vétsi specifitu nez LCT a neni
ovlivnén prfitomnosti non-HLA protilatek, autoreaktivnich
protilatek nebo lymfocytotoxickych protilatek




| Vysledky - pacient H. R. (nar. 74)

LUMINEX- protilatky Vysledek Metoda Cislo vzorku
HLA L HLA ILIT MICA

Screening Pozitivni Negativni Negativni #LUMINEX 58482/20-1

Specificita HLA L{i. (MFT) ABO (26677), ABS (26293), A2 (23743), B57 | D MINEX 58482/20-1

(20646), B58 (17379), A34 (12088), A29
(11616), A31 (11232), A3 (10888), A8Q
(10070), A33 (9306), A30 (9188), A24 (8283),
A23 (7020), B45 (6433), A74 (5369), B76
(5073), B44 (5061), A32 (4388), B82 (2598),
A36 (2225), AB6 (1894), A11 (1456), B63

(1273)
DSA proti HLA L. (MFI) A31 (11200 MFI) FLUMINEX
Specificita HLA L{f. C1q (MFI) A2 (49414), ABY (49368), A68 (45787), B57 #LUMINEX 58482/20-1

(34719), A34 (24613), A29 (23440), B58
(20406), A31 (18880), A24 (17487), A3
(14625), A8D (14545), A33 (13378), A30
(9908), A23 (1616)

DSA proti HLA Lif. C1q (MFT) A31 (18900 MF1) ZLUMINEX
Speciiicita HLA Lt (MFT) Negativni #LUMINEX 58482/20-1
DSA proti HLA JLIT Negativni #LUMINEX

Vysledky vysetreni pacienta

Anti-HLA | {fida. ILifida, anti-MICA

HLA protilatky I. tridy lgG Pozitivni zadano: 2001.202113:02:12 (s) 2190347
‘ ! ! Vygetreno dle: SOP R/4043/20009

Identifikace HLA protﬁétek Lifidy A69, A2, A68, B57, B58, A29, A34, A31, A3, A24, A33, A8O, A30,
A23, A74, A32, B45, A66, B44, B76, AB2, A36

HLA protilatky |l.{fidy 1aG Negativni
MICA protilatky Negativni

Zavér. HLA pacient: A26; B18, 49; DR1, 11
HLA darce: Al, 31; B35, 37 DR1, 4, DQ5, 8
HLA neshody: A1, 31; B35, 37; DR4; DQ8

V séru pacienta detekujeme anti-HLA protilatky 1. tfidy (MF1 23 113 -1 607) s DSA A31 (MFI 8 910). Anti-HLA protilatky
II. tiidy a anti-MICA protilatky nedetekovany.



| Vysledky - pacient H. R. (nar. 74)

LUMINEX- protilatky Vysledek Metoda Cislo vzorku
HLA LT HLA ILIT MICA
Screening Pozitivni Negativni Negativni #LUMINEX 58482/20-1
Specificita HLA L{i. (MFT) ABO (26677), ABS (26293), A2 (23743), B57 | D MINEX $8482/20-1
(20646), B58 (17379), A34 (12088), A29
(11616), A31 (11232), A3 (10888), AS0
(10070), A33 (9306), A30 (9188), A24 (8283),
A23 (7020), B45 (6433), A74 (5369), B76
(5073), B44 (5061), A32 (4388), B82 (2598),
A36 (2225), AG6 (1894), A11 (1456), B63
(1273}
DSA proti HLA LiF. (MFI) A3T (11200 MFI) #LUMINEX
Specificita HLA L{f. C1q (MFI) A2 (49414), ABY (49368), A68 (45787), B57 #LUMINEX 58482/20-1
(34719), A34 (24613), A29 (23440), B58
(20406), A31 (18880), A24 (17487), A3
(14625), ASD (14545), A33 (13378), A30
DSA proti HLA Ltf. C1g (MFD) 1A31 (18900 MFI #LUMINEX
Speciiicita HLA Lt (MFT) Negativnl #LUMINEX 58482/20-1
DSA proti HLA JLIT Negativni #LUMINEX
Vysledky vysetreni pacienta
Anti-HLA Lifida JLifida, anti-MICA
Pozitivni zadano: 2001.202113:02:12 (s) 2190347

HLA protilatky 1. tridy 19G

VySetfeno dle: SOP R/4043/20009

Identifikace HLA protﬁétek Lifidy A69, A2, A68, B57, B58, A29, A34, A31, A3, A24, A33, A8O, A30,
A23, A74, A32, B45, A66, B44, B76, AB2, A36

HLA protilatky 11, ffidy 19G
MICA protilatky

Negativni
Negativni

Zavér. HLA pacient: A26; B18, 49; DR1, 11

HLA darce Al 31: B35, 37: DR1, 4: DQ5, 8

HLA neshody: A1, 31; B35, 37; DR4; DQ8

V séru pacienta detekujeme anti-HLA profilatky 1. tfidy (MFI1 23 113 -1 607
1. tfidy a anti-MICA protilatky nedetekovany.

& DSA A31 (MFI 8 910)_gnti-HLA protilatky




Imunologické
okenko
Protilatkami
zprostredkovana
Imunitni reakce a
jejich diagnostika

* B lymfocyty
vySetreni bioptického materialu (EMB)

 Imunohistochemické (EMBIHC)
- C4d, CD68

* Molecular Microscopic Diagnostic Systém Report
(,MMDXx) - RNA imunoassay
— pravdépodobnost pfitomnosti celularni/humoralni
rejekce/poskozeni stepu jiné etiologie
- Al — systém se uci a zvysuje presnost
- shoda s LUMINEX



Imunologické
okénko

Protilatkami

zprostredkovana
imunitni reakce a
jejich diagnostika

Result Details

A Curr

ent

w
-

Type of Rejection
A - N
(=) (<) (=) (=)
|
\

[
o

Biopsy No Rejection or Injury (NRI) ‘ T-cell Mediated Rejection (TCMR) . Antibody Mediated Rejection (ABMR)

njury

-20

0 20

Extent of Rejection

0 10
Extent of Injury

20




Proportion Rejection and Injury Probable Rejection Diagnosis

No Rejection or Injury 0.01% Probable
(0%) NRI
R ) T-cell Mediated Rejection 0% Probable
® (0%) TCMR
@ (84%) ABMR Antibody Mediated Rejection 100% Probable
(16%) Injury
L4 7
| | UnOlogICke Molecular Phenotype
k z k Classifier /| Gene Sets Biopsy Score Normal Limit Interpretation
O e n O DSA-selective (DSAST) 0.92 < 0.09 Abnormal
oy 7 . Endothelial DSA-selective (eDSAST) 0.63 <0.16 Abnormal
Protilatkami ASHR Releed
NK cell Burden (NKB) 1.38 <0.12 Abnormal
s , ROBO4 10.74 <9.49 Abnormal
Z p ro St re d kova n a Cytotoxic T cell transcripts (QCAT) 1.57 <0.15 Abnormal
. . p T cell burden (TCB) 1.3 <0.32 Abnormal
Imunitni rea kce 3 Enzyme (ADAMDECH) 3.24 <2.96
TCMR Releated -
Cytokine (CXCL13) 4.84 <52 Normal

jej i C h d i agn OSti ka Interferon gamma (IFNG) ji? : ‘;;Z rAbnormaI

Checkpoint (CTLA4)

Rejection Releated IFNG inducible (GRIT) 1.08 <0.11 Abnormal
Heart transcripts (HT1) -0.37 > -0.05 Abnormal
Injury transcripts (IRRAT) 0.88 <0.24 Abnormal
Injury Releated Injury cluster (S4) 0.16 < 0.1
Microphage transcripts (QCMAT) 0.64 <0.14 I Abnormal

Damage transcripts (DAMP) -0.11 <0.23 Normal




Plasmaferéza
Lééba Endobulin
humoralni

Antithymocytarni globuliny

Protilatky — biologické lécba

rejekce

eculizumab - monoklonalni PL, inhibice
komplementu (vedlejsi ucinky)

rituximab - vazba na transmembranovy Ag CD20
B lymfocytUl, vede k lyze b., dlouhodoby ucinek




Aktualni management pacienta s rizikem/vyskytem AMR

» Screening rizika pfi zarazeni pacienta na WL ¢ekatell Tx srdce

- LUMINEX s kvantitativnim hodnocenim pritomnosti imunologicky zavaznych Pl
- pacient s pozitivhim nalezem matchovan pri vyberu darce — virtualni Cross-Match

- moznost preemptivnich elektivnich kur PF (pfed vlastni Tx srdce Casoveé
problematicke)

* Modifikace imunosupresivni terapie Tx srdce — ¢asné PF, imunoglobuliny, event., u
silné sensitisovanych, ihned ,,biologicka léCba“ - rituximab, eculizumab,
(bortezomid)... ad

* Monitorace - Ccasné EMB vcetné IHC, kontrolni LUMINEX DSA, MMDx






Dékuji za pozornost
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