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Monitorovanie anti-HLA protilatok

Cakacia listina po Ix
TX
v" PREVENTIVNE v" ALOKACNE v DIAGNOSTICKE
- stanovenie senzibilizicie pacientov - definovanie imunologického rizika - po Tx
na WL - preformované DSA dno/nie - AMR pritomnd/nepritomna

- senzibilizacia ano/nie
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- lieCba ucinnd/neucinna
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Flow cytometric crossmatch - FCXM (Garovoy et al.,1983 .
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Vyhody
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- stanovuje nizkotitrové protilatky, ako aj protilatky nezavislé od komplementu (1gG2, 1gG4)
- umoznuje sucasnu identifikaciu protilatok reagujtcich s T ly (anti-HLA 1. trieda) alebo
B ly (anti-HLA Il. triedy) bez potreby ich predchadzajlcej separacie
- moznost pouzit zmrazené lymfocyty darcu
- schopnost detegovat protilatky proti nativny antigénom darcu - jasna klinicka korelacia

Obmedzenia
- antigén nespecifickd metdda
- riziko falosnej pozitivity (7-16%)

- absencia standardného postupu

- ¢asova narocnost
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FCXM protokol (Garovoy et al.,1983)
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1. Izolacia lymfocytov — gradientova centrifugacia 45 min
2. Inkubacia 2,5x10° darcovskych Ly (30ul) + sérum prijemcu 30ul (4°C) 30 min
3. Premytie 3x (500xg/5 min) 20 min
4. Inkubacia s MoAB CD3-PerCP/CD19-PE /IgG-FITC (4°C) 30 min
5. Premytie 2x (500xg/5 min) 20 min

Cas potrebny na pripravu cca 2,5hod
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Optimalizacia a standardizacia FCXM

Ciel - zredukovat ¢as potrebny na pripravu vzoriek bez ovplyvnenia kvality a senzitivity FCXM testu
- medzilaboratérna standardizacia FCXM

Otestovat vplyv :

= Casu inkubacie bunky+sérum
= Casu inkubacie s MoAB

- inkubacnej teploty

= poctu buniek v suspenzii

= pomeru buniek ku séru

- spoOsobu izolacie Ly
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Vplyv casu inkubdcie sérum + bunky (3-30min)
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Liwski, Robert S et al. ,Human immunology vol. 79,1

(2018): 28-38.



Vplyv éasu inkubdcie s Mo Ab (5-30min)
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Vplyv inkubaénej teploty (4°c vs RT)
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Liwski, Robert S et al. ,Human immunology vol. 79,1
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Vplyv pomeru buniek ku séru
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Liwski, Robert S et al. ,Human immunology vol. 79,1

(2018): 28-38.



Vplyv poctu buniek v suspenzii
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Liwski, Robert S et al. ,Human immunology vol. 79,1

(2018): 28-38.



Vplyv izolacnej techniky (gradientovd centrif. vs magnet. separdcia)

Gradientova centrifugacia
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Liwski, Robert S et al. ,Human immunology vol. 79,1
(2018): 28-38.



Vplyv izolacnej techniky (gradientovd centrif. vs magnet. separdcia)
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Standardny FCXM protokol (Garovoy et al.,1983)
Halifax/Halifaster FCXM protokol (Liwski et al., 2018)

1. Izolacia lymfocytov - gradientova centrifugacia 45 min
magneticka separacia 20 min
2. Inkubécia 5x10° darcovskych Ly (30ul) + sérum prijemcu 30ul (4°C) 30 min
2,5x10° (25ul) 50ul (RT) 20 min
3. Premytie 3x (500xg/5 min) 20 min
(500xg/1min) 5 min
4. Inkubacia s MoAB CD3-PerCP (klon SK7)/CD19-PE (klon SJ25C1)/1gG-FITC (4°C) 30 min
(RT) 10 min
5. Premytie 2x (500xg/5 min) 20 min
(500xg/1min) 5 min
Cas potrebny na pripravu cca 3 hod

cca 1,5 hod



Take home messages

= Marginalny vplyv ¢asu inkubacie sérum+bunky nad 15 minut
- Zanedbatelny vplyv ¢asu inkubacie s IgG-FITC nad 5 minut

= Zvysenie senzitivity FCXM testu vplyvom

1 inkubacnej teploty
1 pomer sérum : bunky (2:1)
l poctu buniek v suspenzii
pouzitie magnetickej separacie na izolaciu lymfocytov
= Vyborna medzilaboratorna reprodukovatelnost protokolu Halifax (Liwski, R. S., et al. , Hum.Immunol. 73 (2022): 26)

= Vysoky stupen korelacie s vysledkami vXM (Liwski, R. S et al. ,Hum. immunol vol. 79,1 (2028): 28-38.)



Take home messages

Implementacia protokolu Halifax v SR
- Lepsia alokacia organov
- Presnejsie definovanie imunologického rizika

- LepSia reprodukovatelnost vysledkov medzi HLA laboratoriami
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