Rozdzial
Immunologiczne zasady przetaczania koncentratow
krwinek plytkowych (KKP)

1. OGOLNE ZASADY PRZETACZANIA KONCENTRATOW KRWINEK
PLYTKOWYCH

1. Przetaczanie KKP ma na celu zmniejszenie krwawienia lub zapobieganie krwawieniom u
chorych z matoptytkowoscia . Postgpowanie takie dotyczy gtéwnie chorych z
matoptytkowoscia wynikajaca z niedostatecznej produkcji ptytek krwi w szpiku.

2. Przetaczanie plytek krwi zaleca sie zwykle u chorych z liczba ptytek < 10 x 10°/1
(niektorzy zalecaja dopiero przy liczbie ptytek <5 x 10°/1). Decyzja o przetaczaniu KKP
powinna by¢ podjgta po uwzglednieniu stanu klinicznego chorego.

3. U wielokrotnych biorcéw plytek krwi moze wystapi¢ opornos$¢ na przetaczane ptytki
(liczba ptytek nie wzrasta zgodnie z oczekiwaniem i /lub skaza krwotoczna nie ulega
wyraznemu zmniejszeniu).

4. Przyczyny opornosci moga by¢ natury nieimmunologicznej i immunologiczne;.

a) nieimmunologiczne przyczyny: gtownie goraczka, infekcja, hypersplenizm, rozsiane
krzepnigcie §rédnaczyniowe (DIC), aktualne leczenie amfoterycyna B, czynniki
wpltywajace na zahamowanie produkcji ptytek np: koagulopatia lub niewydolno$¢ nerek,

b) immunologiczne przyczyny: alloimmunizacja antygenami leukocytow (Human Leukocyte
Antigens - HLA), znacznie rzadziej swoistymi antygenami krwinek plytkowych (Human
Platelet Antigens - HPA).

2. OCENA EFEKTYWNOSCI PRZETACZANYCH KRWINEK PLYTKOWYCH
Nie ma dobrych kryteriow oceny efektywnos$ci przetaczanych ptytek krwi. W

praktyce opiera si¢ ona na:

1. Ocenie klinicznej, tj. ustapieniu krwawien i zaprzestaniu pojawiania si¢ wybroczyn lub
wylewow podskornych.

2. Ocenie wzrostu liczby ptytek krwi u chorego (najczgséciej przyjmuje si¢ za zadawalajacy
wzrost 0 10 x 10° /1 po 1 godz. albo 0 5 x 10°/1 po 20-24 godz.)

3. Obliczeniu skorygowanego wskaznika wzrostu ptytek po przetoczeniu KKP (corrected
count increment -CCI) na podstawie wzoru:

liczba ptytek po przetoczeniu(10'") - liczba plytek przed przetoczeniem(10'")

CCI = X powierzchnia ciata (m?)
liczba ptytek krwi w KKP (10'")

CCI oznacza potransfuzyjny wzrost liczby ptytek przypadajacy na 1 m* powierzchni
ciata po przetoczeniu 1 x 10" ptytek krwi. Jako efektywny uznawany jest CCI wyzszy od 10
000 po 1 godzinie od przetoczenia, natomiast jako nieefektywny CCI <7500 po 1 godzinie i
CCI <5000 po 24 godzinach.

Opierajac si¢ na ocenie wzrostu liczby ptytek krwi po przetoczeniu KKP, jako
oporno$¢ uznajemy brak odpowiedniego wzrostu ptytek (pkt 2 1 3) po kolejnych 2 lub 3
przetoczeniach.

3. IMMUNOLOGICZNE ZASADY PRZETACZANIA PLYTEK KRWI U



CHORYCH BEZ OPORNOSCI NA PRZETACZANE KKP

1. KKP powinny by¢ przetaczane choremu od dawcy zgodnego w antygenach uktadu ABO;
mozna od tej zasady odstapi¢, gdy u chorych z bezwzglednym wskazaniem do
przetoczenia KKP dawca zgodny jest nieosiagalny. Przetoczenie ptytek krwi niezgodnych
w antygenach ABO moze nie by¢ efektywne, a czasami nawet prowadzi¢ do ostrego
epizodu hemolitycznego, jezeli w osoczu dawcy grupy 0, A lub B, jest wysokie miano
alloprzeciwciat anty-A lub anty-B.

2. Niezgodno$¢ w antygenie RhD nie ma wplywu na skuteczno$¢ przetaczanych plytek.
Nalezy jednak pamigtaé, ze niewielka ilo§¢ krwinek czerwonych RhD dodatnich w KKP
moze stwarza¢ ryzyko wytworzenia przeciwciat anty-D. Jezeli przetacza si¢ plytki od
dawcy Rh dodatniego, zwlaszcza kobiecie Rh ujemnej w okresie rozrodczym, wtedy
nalezy poda¢ 50 pg lub 100 g immunoglobuliny anty-RhD, w zaleznosci od ilo$ci
krwinek czerwonych w preparacie KKP (zwykle 20 g immunoglobuliny anty-RhD na
Iml przetoczonych krwinek Rh dodatnich). Aby zapobiec immunizacji antygenem RhD,
po podaniu niezgodnych ptytek krwi otrzymanych droga aferezy, gdzie zanieczyszczenia
krwinkami czerwonymi sa niewielkie, wystarczy podanie 50 g immunoglobuliny anty-D.

3. Zgodnosci migdzy dawca 1 biorca w zakresie antygenow HLA i HPA w tej grupie
chorych w zasadzie si¢ nie przestrzega.

4. U chorych, u ktorych planuje sig przeszczep szpiku trzeba unikaé przetaczan KKP a w
szczegodlnosci KKP przygotowanych od cztonkéw najblizszej rodziny.

4. IMMUNOLOGICZNE ZASADY PRZETACZANIA PLYTEK KRWI U
CHORYCH OPORNYCH NA PRZETACZANE KKP

4.1. Przyczyny opornosci

1. Najczestsza immunologiczna przyczyna opornosci sa przeciwciata HLA skierowane do
antygenow HLA klasy I, ktore sa obecne rowniez na krwinkach ptytkowych, ale ich
ekspresja na nich jest na ogot stabsza niz na limfocytach. Do wytwarzania przeciwciat
HLA przyczyniaja si¢ leukocyty zawarte w preparatach krwinek czerwonych lub
pltytkowych. Nowoczesne metody zubozania preparatow w leukocyty (patrz: wytwarzanie
preparatéw krwiopochodnych - rozdz.6) znacznie zmniejszaja ryzyko immunizacji
antygenami HLA (z 0k.30-70% do <10% chorych), ale jej nie eliminuja. Wytworzone
przeciwciata HLA moga by¢ okresowo niewykrywalne. Tabela 1 przedstawia listg
antygenow HLA klasy I, z uwzglednieniem podziatu niektorych antygendw na podgrupy
(ang. split ), natomiast ryciny 112 antygeny krzyZzowo reagujace (ang. cross reactive
antigens). Przeciwciata oraz antygeny HLA wykrywa si¢ przy pomocy testu
limfocytotoksycznosci (LCT) (patrz str. ..).

2. Przyczyna opornosci chorych na przetaczania KKP moze by¢ réwniez immunizacja
antygenami HPA, ktore znajduja si¢ na glikoproteinach (GP) IIb/IlIa, Ib i Ia/Ila (tabela
2). Czgstos$¢ wytwarzania tych przeciwcial nie jest w petni poznana. Ocenia sig, ze
wystepuje u miniej niz 10% chorych. Przeciwciata ptytkowe mozna wykrywac w tescie
immunofluorescencyjnym (Platelet ImmunoFluorescence Test -PIFT), jak rowniez w
testach immunoenzymatycznych (patrz str.11). Swoiste przeciwciata plytkowe najczgsciej
sa skierowane do antygenow; HPAla, HPA1b, HPAS5b, HPA3a. Czasami nie udaje si¢
okresli¢ swoistosci przeciwcial ptytkowych. Moga to by¢ autoprzeciwciata. Rozréznienie
autoimmunizacji od alloimmunizacji jest trudne, jakkolwiek okreslenie fenotypu lub
genotypu ptytek chorego moze utatwi¢ wykluczenie alloimmunizacji. Rola przeciwciat
HPA w opornosci na przetaczane KKP nie jest jeszcze dobrze udokumentowana. Udziat
tych przeciwcial jest bezsporny tylko w zespole poprzetoczeniowej skazy matoptytkowej




oraz alloimmunologiczenej matoptytkowosci noworodkow (patrz str.6 )

Tabela 1.: Antygeny HLA klasy I (locus A,B,C) rozpoznawane serologicznie, wg. raportu

WHO z 1996r.

locus A locus B locus C
Al B5 B51(5) Cwl
A2 B7 B52(5) Cw2
A3 B8 B53 Cw3
A9 B12 B54(22) Cw4
A10 B13 B55(22) Cw5
All Bl4 B56(22) Cwob
Al9 B15 B57(17) |Cw7
A23(9) B16 B58(17) Cw8
A24(9) B17 B59 Cw9(w3)
A25(10) |BIS8 B60(40) Cw10(w3)
A26(10) |B21 B61(40)
A28 B22 B62(15)
A29(19) |B27 B63(15)
A30(19) |B35 B64(14)
A31(19) |B37 B65(14)

A32(19) |B38(16) |B67

A33(19) [B39(16) |B70

A34(10) |B40 B71(70)
A36 B41 B72(70)
A43 B42 B73

A66(10) |B44(12) |B75(15)

A68(28) |B45(12) |B76(15)

A69(28) |B46 B77(15)
A74(19) |B47 B78
A80 B48 B8l

B49(21) |Bw4

B50(21) |Bwé6

Rycina 1.: Antygeny HLA z locus A krzyzowo-reagujace, wg. Pel Freez Clinical System,
1996
w modyfikacji wlasnej



Rycina 2.: Antygeny HLA z locus B krzyzowo-reagujace, wg. Pel Freez Clinical System,

1996

w modyfikacji wlasnej

Tabela2.: Swoiste antygeny krwinek ptytkowych

Uktad Antygen Poprzednia Lokalizacja na
nazwa glikoproteinie
HPA-1 HPA-1a Zw*, PI*!
HPA-1b Zw', PI? GPllla
HPA-2 HPA-2a Ko®
HPA-2b Ko', Sib® GPIb,
HPA-3 HPA-3a Bak®, Lek*
HPA-3b Bak GPIIb
HPA-4 HPA-4a Yuk®, Pen®
HPA-4b Yuk?, Pen® GPIlla
HPA-5 HPA-5a Br’, Zav®
HPA-5b | B, Zav', Hc" GPla
HPA-6W | HPA-6bW Ca®, Tu® GPllla
HPA-7W | HPA-7bW Mo® GPllla
HPA-8W | HPA-8bW Sr® GPllla
HPA-9W | HPA-9bW Max® GPIIb
HPA-10W | HPA-10bW La® GPllla
HPA-11W | HPA-11bW Gro® GPllla
HPA-12W | HPA-12bW Iy*® GPlby
HPA-13W | HPA-13bW Sit® GPla
HPA- HPA- O¢* GPllla
HPA- HPA- Va® GPllla
HPA- HPA- P’ GPIb,




3. Nie wykrycie wymienionych w p. 112 przeciwcial, moze §wiadczy¢, ze zastosowanymi
metodami ich nie wykryto albo, Ze istnieja nieimmunologiczne przyczyny opornosci

(patrz str.1).
4.2. Sposoby doboru dawcow

Dotychczas istnieja rdzne sposoby postgpowania u chorych opornych na przetaczane

KKP.

4.2.1. Przetaczanie KKP z zachowaniem zgodnosci lub cz¢Sciowej zgodnosci w
antygenach HLA Kklasy I (locus A i B) mi¢dzy dawcg a biorca
Dotyczy¢ to moze zardwno chorych uodpornionych jak i chorych z niewykrywalnymi
przeciwciatami HLA. W tym celu nalezy:
1. okresli¢ antygeny HLA klasy I u chorego (oznaczenie to wykona¢ wczesniej niz
bezposrednio przed przetoczeniem, poniewaz np.w zwiazku z leczeniem jednorazowe
badanie nie zawsze jest wystarczajace),
2. poszuka¢ odpowiedniego dawcy ptytek, w rejestrze dawcow z oznaczonymi antygenami
HLA Znalezienie dawcy zgodnego z biorca w 4 antygenach HLA klasy I (2 antygeny z
locus A 12 antygeny z locus B) jest niezwykle trudne, dlatego mozna przetacza¢ KKP
przy czegsciowej zgodnosci antygenéw HLA pomigdzy dawca a biorca. Tabela 3
przedstawia rozne stopnie zgodnosci z uwzglednieniem antygenow krzyzowo-reagujacych,
splitow oraz antygendw nieoznaczonych. Wsrdd osob z antygenami nieoznaczonymi moga
znajdowac si¢ homozygoty w zakresie danego antygenu. Z powodu duzego polimorfizmu
antygenow uktadu HLA rejestr dawcow z oznaczonymi antygenami HLA powinien
zawiera¢ co najmniej 2000 dawcow.

Tabela 3. Rdzne stopnie zgodnosci w zakresie antygenow HLA klasy I locus A i B
migdzy biorca a dawca

Stopien zgodnosci

Liczba antygendéw zgodnych

Liczba antygenow krzyzowo -
reagujacych lub tzw.splitow lub

nieoznaczonych”

Zgodny 4 0
czgsciowo zgodny 3 1
czes$ciowo zgodny 2 2
czgsciowo zgodny 1 3
czes$ciowo zgodny 0 4

g Dopuszcza sig réwniez niezgodnos¢ 1 lub 2 antygendw

4.2.2. Wyselekcjonowanie dawcow plytek krwi dla biorcy, na podstawie ujemnych prob

zgodnoSci.

Postgpowanie takie dotyczy chorych uodpornionych (przeciwciata wykryte w tescie
LCT i/lub w testach z uzyciem ptytek krwi np. fluorescencyjnym czy enzymatycznym).
Najbardziej rozpowszechniona jest proba zgodnosci w tescie LCT, ale niektore osrodki
przeprowadzaja ja w tescie z ptytkami krwi, w ktérym wykryto przeciwciala.
4.2.3. Chorym, u ktorych udalo si¢ okresli¢ swoistos¢ przeciwcial HLA mozna przetaczaé
ptytki krwi od dawcy, ktory nie posiada na limfocytach antygenu, w stosunku do ktdérego sa
skierowane przeciwciala. Swoistos¢ wykrytych przeciwcial trzeba jednak kontrolowaé po
kazdym przetoczeniu, stad ten rodzaj doboru jest rzadko stosowany.
4.2.4. Chorym, u ktéorych wykryto swoiste przeciwciala plytkowe wraz z potwierdzeniem
u nich braku danego antygenu, powinno si¢ przetacza¢ ptytki krwi od dawcy, ktory nie




posiada tego antygenu (rejestr dawcoéw z oznaczonymi HPA). W praktyce przypadki takie
spotyka si¢ rzadko.
UWAGA: W roznych osrodkach na swiecie stosowane sq rozne sposoby doboru plytek krwi.
Wybor postepowania jest uzalezniony od przyczyny opornosci, stosowanych metod badania
przeciwciat w danym osrodku oraz liczby dostepnych dawcow z oznaczonymi antygenami
HLA w rejestrze. Nie jest ostatecznie udokumentowane, ktory sposob postepowania jest
najlepszy, czasami sq one stosowane rownolegle.

Rycina 3 przedstawia schemat postgpowania u chorych wymagajacych przetaczan
KKP w oparciu o wlasne do§wiadczenia i informacje z piSmiennictwa.

Rycina 3.: Schemat postgpowania u chorych wymagajacych przetoczen KKP

Schemat postgpowania doboru ptytek krwi proponowany dla Regiolnalnych Centrow
Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Polsce zalezy takze mozliwos$ci danego osrodka.

5.PRZETACZANIE KKP U CHORYCH Z MALOPLYTKOWOSCIAMI

IMMUNOLOGICZNYMI
5.1. Noworodkowa alloimmunologiczna trombocytopenia

Noworodkowa alloimmunologiczna trombocytopenia (Neonatal Allolmmune

Thrombocytopenia-NAIT) jest spowodowana uodpornienem si¢ matki na swoiste antygeny
ptytek ptodu, odziedziczone od ojca, a nieobecne na plytkach krwi matki. W okoto 85%
przypadkow, NAIT spowodowana jest immunizacja matki w stosunku do antygenu HPA-1a
ptodu. W pozostatych przypadkach immunizacja najczgsciej wystgpuje w stosunku do HPA
5b,1b,3a. Noworodkowi, u ktorego wystapita NAIT powinno si¢ przetaczac plytki krwi bez
antygenu HPA, w stosunku do ktorego wystapita alloimmunizacja. W takich przypadkach,
jezeli brak jest odpowiedniego dawcy ptytek, dawczynia moze by¢ matka, po usunigciu z
preparatu osocza zawierajacego przeciwciata ptytkowe (patrz rozdzial:.Preparaty
krwiopochodne do transfuzji doptodowych).
5.2. Poprzetoczeniowa skaza maloplytkowa




Poprzetoczeniowa skaza matoptytkowa (Post Transfusion Purpura-PTP) jest to
opoznione powiktanie wystgpujace w okoto 5-11 dni po transfuzji krwi lub jej preparatow
zawierajacych plytki krwi. Przyczyna PTP jest najczgsciej obecnos¢ alloprzeciwcial HPA-1a ,
znacznie rzadziej HPA-1b, -3a, 3b. Przeciwciata te powstaja w wyniku wtdérnej odpowiedzi
immunologicznej, u 0sdb pierwotnie uodpornionych antygenami ptytek krwi (najczgsciej w
wyniku ciazy, rzadziej po przetoczeniu krwi lub jej preparatow). Wytworzone
alloprzeciwciata niszcza nie tylko przetoczone ptytki, ale takze wiasne ptytki chorego, a
mechanizm niszczenia autologicznych plytek nie jest w petni poznany. Nie zaleca si¢ u
chorych z PTP przetaczania KKP. W przypadkach konieczno$ci przetaczania choremu z PTP
koncentratu krwinek czerwonych powinny by¢ one pozbawione ptytek i osocza, w ktérym sa
obecne rozpuszczalne antygeny pltytkowe. Ogolnie uznana metoda leczenia PTP jest podanie
dozylne immunoglobuliny G (i.v.IgG) w dawce 0,4 g/kg m.c/dz przez 5 dni.

5.3. Maloplytkowos¢ autoimmunologiczna

Matoptytkowos¢ autoimmunologiczna spowodowana jest obecnos$cia autoprzeciwciat
ptytkowych skierowanych do podstawowych glikoprotein blony krwinki ptytkowe;j
np.GPIIb/IIIa czy GPIb. Swoistosci tych przeciwciat na ogot nie udaje si¢ okresli¢. U chorych
tych nie zaleca si¢ przetaczania KKP, poniewaz autoprzeciwciala niszcza rowniez ptytki krwi
dawcy. Podobne obserwacje dotycza chorych z niedokrwisto$cia autoimmunohemolityczna
po przetoczeniu KKCz. KKP powinny by¢ przetaczane tylko tym chorym, u ktérych skaza
krwotoczna stanowi zagrozenie zycia.

6. METODY WYKRYWANIA PRZECIWCIAL MAJACYCH ZNACZENIE PRZY

PRZETACZANIU KKP
W zwiazku z rola jaka przeciwciata HLA i HPA odgrywaja u chorych, ktérym
przetacza si¢ KKP, ponizej podano metody ich wykrywania.

6.1. Metoda wykrywania przeciwcial limfocytotoksycznych - test limfocytotoksycznosci

(LCT

Powszechnie stosowanym testem do wykrywania przeciwciat HLA jest test LCT.

Zasada dziatania testu polega na tym, ze przeciwciala limfocytotoksyczne przy udziale

dopetniacza uszkadzaja btong komérkowa limfocytow, co prowadzi do obumarcia komorek;

btona martwych komorek przepuszcza barwnik eozyneg, komorki staja si¢ wigksze, plaskie 1

nie odbijaja §wiatla -reakcja dodatnia; zywe komorki nie wchtaniaja barwnika, sa mate 1

odbijaja $wiatto - reakcja ujemna.

6.1.1. Specjalny sprzet

1. Mikroskop odwrdcony.

2. Mikrostrzykawki Hamiltona o pojemnosci 50 pl i 250 pul z dozownikami.

3. Mikroptytki plastykowe (typ Terasaki).

6.1.2. Odczynniki

1. Ptyn do izolacji limfocytow o gestosci 1.077g/ml. Odwazke 9.556¢g fikolu rozpusci¢ w
134 ml wody destylowanej ogrzanej do 90° C. Po oziebieniu do temperatury pokojowe;j
doda¢ 20 ml 75% Uropoliny (Polfa). Ggsto$¢ roztworu powinna wynosi¢ 1.077 g/ml.
Rozpuszczony fikol mozna rozporcjowac i przechowywaé w temp.-25° C . Po
rozmrozeniu, przed uzyciem doprowadzi¢ do pH 6.8 za pomoca 1N NaOH. Mozna uzywac
gotowe ptyny do izolacji limfocytow o ggstosci j/w.

2. Dopehiacz kréliczy zamrozony lub liofilizowany. Dopetniacz musi by¢ zuzyty w tym
samym dniu (bezposrednio po rozmrozeniu lub rozpuszczeniu, jezeli byt liofilizowany), a
pozostata reszta nie moze by¢ zamrozona 1 ponownie uzyta.

3. Kazda partia dopetniacza powinna by¢ uprzednio skontrolowana w tescie LCT, przy
uzyciu co najmniej 2 réznych surowic z okreslonymi przeciwciatami anty-HLA oraz
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dwoch zawiesin limfocytow z antygenami HLA, do ktérych sa skierowane przeciwciata
(kontrola dodatnia) oraz z antygenami HLA, z ktorymi te przeciwciala nie reaguja
(kontrola ujemna). Kontrola ujemna jest surowica bez przeciwciat.
Eozyna zo6ltawa -5% roztwor wodny.
Formalina 38% o pH 7.2 ( pH doprowadzamy przy pomocy 1N NaOH).
Olej parafinowy.
Buforowany roztwoér NaCl (PBS) o pH 7.2.
. Antykoagulant - 5% roztwor Na, EDTA lub K; EDTA.

.1.3. Izolacja limfocytow do testu
Limfocyty najlepiej jest izolowac ze $wiezej krwi. Wymagane jest aby okoto 95%
stanowily zywe limfocyty bez zanieczyszczenia innymi komdrkami, zwlaszcza
granulocytami. Jezeli zachodzi konieczno$¢ przesytania krwi, wowczas trzeba
przestrzegaé, zeby krew byla pobrana sterylnie, najlepiej do probowek systemu
»vacutainer” i przesytana w temperaturze pokojowe;.
Krew moze by¢ pobrana na heparyng (20 jednostek heparyny sodowej na 1ml krwi), Na,
EDTA lub K3 EDTA (1 ml 5%EDTA i 9 ml krwi).
Krew nalezy odwirowa¢ 10 min przy 1500 obr/min (170 x g) i usuna¢ bogatoptytkowe
osocze, (plytki krwi z osocza mozna wykorzysta¢ do wykrywania przeciwcial ptytkowych,
patrz str....). Pozostata krew dopetni¢ PBS do pierwotnej objetosci i rozcienczy¢ 1:1 w
PBS.

. Rozcienczona krew nawarstwi¢ delikatnie na ptyn do izolacji limfocytow w proporcji;

czes$¢ plynu 1 2 cze$ci rozcienczonej krwi. Wirowa¢ 10 min przy 1500 obr./min (170 x g),
a nastepnie 10 min. przy 3000 obr./min (700 x g).
Limfocyty zebrac z interfazy tj. pierScienia utozonego miedzy ptynem do izoloacji a
osoczem. Komorki ptuka¢ trzykrotnie PBS, dwa razy wirujac 5 min przy 1500 obr/min
(170 x g) 1 jeden raz 5 min przy 2000 obr./min (300 x g).
Osad limfocytow zawiesi¢ w PBS i doprowadzi¢ do gestosci 2 x 10° /ml.

1.4. Wykonanie testu
Ptytki plastykowe nalezy odpowiednio opisa¢. Wszystkie wglgbienia ptytki wypetnié
doktadnie olejem parafinowym. Podczas nalewania parafiny nalezy zwraca¢ uwagg, aby
nie dostawaty si¢ pecherzyki powietrza.
Do kazdego zaglebienia plytki (pod parafing) wkrapla sig, za pomoca mikrostrzykawki
Hamiltona, 1 pl badanej surowicy, surowicy z przeciwciatami HLA (kontrola dodatnia)
oraz surowicy grupy AB bez przeciwcial (kontrola ujemna). Przy kazdej zmianie surowicy,
mikrostrzykawke nalezy doktadnie przeptuka¢ ok.5 razy PBS, aby unikna¢ przeniesienia
surowicy z jednego wgtebienia ptytki do drugiego. Najczgsciej dalsze etapy testu
wykonuje si¢ bezposrednio po wkropleniu surowic, ale ptytki z surowicami mozna
przechowywa¢ w lodéwce do 3 dni, a dtuzej w zamrazarce przez kilka miesigcy w temp.-
70°C.
Do surowic doda¢ po 1 pl zawiesiny limfocytow izolowanych jak pkt. 6.1.3. i inkubowac¢
przez 30 min w temperaturze 20-24° C (najlepiej w termostacie).
Doda¢ 5 pl dopetniacza i inkubowaé¢ 60 minut w temperaturze 20-24° C.
Doda¢ 1 pl 5% eozyny, a po kilku minutach 5 ul roztworu formaliny.
Wynik badania odczytuje si¢ w mikroskopie odwrdéconym (powigkszenie obiektywu 10x,
okularu 16x lub 12.5x), najwcze$niej po 30 minutach. Najbardziej miarodajne wyniki
otrzymuje si¢ nastgpnego dnia. Reakcj¢ ocenia si¢ szacunkowo w skali 8-punktowe;,
biorac pod uwage odsetek martwych limfocytow, w porownaniu z kontrola dodatnig i
ujemna (tabela 4).

Tabela 4. Interpretacja wynikoéw badan w tescie LCT



Punkty % martwych komorek Interpretacja testu
1 do 10 ujemny
2 11-20 watpliwie ujemny
4 21-50 stabo dodatni
6 51-80 dodatni
8 81 -100 silnie dodatni
0 nie do oceny

6.1.5. Zastosowanie testu LCT do badan

1. Wykrywanie przeciwciat limfocytotoksycznych w surowicach wielokrotnych biorcéw
krwi. Badania wykonuje si¢ z taka liczba zawiesin limfocytow, aby byly reprezentowane
najczescie] wystepujace antygeny HLA (zwykle wystarczy 10 zawiesin limfocytow).

2. Test LCT w zastosowaniu do proby zgodnosci wykonuje si¢ z surowica chorego i
zawiesing limfocytow dawcy KKP. Oznaczanie antygenéw HLA klasy I (locus A,B,C)
limfocytéw dokonuje si¢ za pomoca zestawu surowic wzorcowych (po kilka surowic dane;j
swoistosci). Zestawy takie produkowane sa przez wiele firm i zawieraja od 60 do 180
surowic o réznych swoistosciach. Kazda firma dotacza do zestawow testowych protokoty z
opisami surowic diagnostycznych oraz ampulki z dopetniaczem. Kazdy antygen HLA-A, -
B, -C powinien by¢ okreslony przez dwie monoswoiste surowice, albo przez trzy surowice,
ktore oprdocz przeciwciat skierowanych do danego antygenu, zawieraja takze inne swoiste
przeciwciala anty-HLA.

6.2. Metody wykrywania przeciwcial plytkowych

Do wykrywania przeciwciat ptytkowych najczesciej stosuje si¢ metody oparte na
zasadzie testu antyglobulinowego. Surowicg, w ktérej poszukuje si¢ przeciwciat inkubuje sig
z allogenicznymi plytkami krwi, a nastg¢pnie z surowica antyglobulinowa, ktora jest sprz¢zona
z fluorochromem lub enzymem. Jezeli surowica antyglobulinowa jest:a/ znakowana
fluoresceing (test immunofluorescencyjny) wtedy wyniki badan ocenia si¢ w mikroskopie
fluorescencyjnym lub cytometrze przeplywowym, b/ sprz¢zona z enzymami: fosfataza
zasadowa lub peroksydaza (test immunoenzymatyczny) to wyniki badan ocenia si¢ w
spektrofotometrze.

Istnieje mozliwos¢ kupienia gotowych zestawow testow enzymatycznych produkowanych

przez r6zne firmy, wraz z niezbednymi odczynnikami i dokladnym przepisem badania.

Obecnie na rynku sa dostgpne nastgpujace testy enzymatyczne na mikroplytkach, ktore sa

optaszczone:

a) krwinkami ptytkowymi (test taki wykrywa nie tylko swoiste przeciwciata ptytkowe, ale
takze przeciwciata HLA),

b) glikoproteinami wyizolowanymi z blon krwinek ptytkowych np: GPIIb/Illa, GPIb czy
GPIa/Ila, ktore sa nosnikami odpowiednich swoistych antygenéw HPA (test taki wykrywa
swoiste przeciwciata ptytkowe).

W przeciwienstwie do w/w testow enzymatycznych, test immunofluorescencyjny z
plytkami krwi - PIFT nie jest produkowany komercyjnie i dlatego ponizej podany jest
przepis na jego wykonanie.

6.2.1. Specjalny sprzet

1. Mikroskop fluorescencyjny lub cytofluorometr przeptywowy (CF)

2. Mikroptytki plastykowe z okratodennymi wglebieniami (Falcon)

3. Wiréwka do wirowania ptytek plastykowych. (PIFT mozna wykonywaé w probowkach,
wtedy nie jest potrzebna taka wiréwka).

6.2.2. Odczynniki



e

7.
8.

9.

. Stezony bufor EDTA: 31.25g Na, HPO4x 12 H, O, 16.50g Na, EDTA, 45.0g NaCl, ml H;

0 - rozpusci¢ na goraco.

Rozcienczony bufor EDTA (przygotowuje si¢ w dniu badania ze st¢zonego buforu EDTA:
10 ml stezonego buforu EDTA, 90 ml H, 0, 1 ml 20% albuminy wotowej, doprowadzi¢ 3M
NaOH do pH 7.2.

Chlorek amonu do lizy erytrocytow: 4.15g NH4 Cl, 0.5¢ KHCOs3, 0.8 ml 5% EDTA, ml H,
0. Jezeli wyniki badan beda oceniane w CF, izolowane ptytki krwi nie musza by¢
pozbawiane erytrocytéw na drodze lizy chlorkiem amonu.

Paraformaldehyd - 1% w PBS - do utrwalania ptytek krwi.

Surowice antyglobulinowe F(ab’), sprzezone z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC)
skierowane przeciwko globulinom ludzkim klasy IgG+IgM+IgA (wieloswoiste) lub IgG
czy IgM (monoswoiste). Dla kazdej surowicy antyglobulinowej nalezy ustali¢ jej
odpowiednie rozcienczenie do testu PIFT. Kierujac si¢ zalecanym rozcienczeniem, na
dotaczonej ulotce z firmy, przygotowac kilka rozcienczen surowicy, wyzszych i nizszych
od zalecanego. Do tego celu nalezy uzy¢ surowicg z mocnymi przeciwciatami plytkowymi
oraz surowicg grupy AB, bez przeciwciat (kontrola ujemna). Wybra¢ takie najwigksze
rozcienczenie surowicy antyglobulinowej, ktére daje mocne reakcje z przeciwciatami
ptytkowymi, przy braku reaktywnosci z surowica bez przeciwcial.

Ptyn do mrozenia plytek krwi: rozcienczony bufor EDTA i DMSO w proporcji 10 :1.

Ptyn do rozmrazania ptytek krwi: rozcienczony bufor EDTA i ACD w proporcji 10 :1.
Chlorochina - 20% o pH 4 (roztwor chlorochiny doprowadzi¢ do wlasciwego pH przy
uzyciu SN HCL)

Antykoagulant - 5% Na, EDTA lub K3 EDTA.

6.2.3. Izolacja plytek krwi

1.

2.

3.

4.

5.

6.

Krew pobrana na EDTA (1 ml EDTA 19 ml krwi), wirowa¢ 10 min, przy 1500 obr./min
(170 x g).

Sciagnaé bogatoptytkowe osocze i wirowaé przez 5 minut przy 3000 obr./min (700 x g).
Osad ptytek krwi zala¢ ptynem do lizy erytrocytéw (1-2 ml) 1 inkubowac¢ w tazni lodowej
od 5 do 10 minut. Ten etap izolacji wykonuje si¢ wtedy, jezeli badania sa odczytywane w
mikroskopie fluorescencyjnym.

Ptytki krwi ptuka¢ trzy razy rozcienczonym buforem EDTA, wirujac po 5 minut przy
3000 obr./min (700 x g).

Do osadu ptytek krwi doda¢ 2 ml 1% paraformaldehydu i komorki utrwalaé przez 5 minut
w temp. 20-22° C; do testu PIFT mozna rowniez uzywaé ptytki krwi nieutrwalone.

Plytki krwi ptuka¢ tak jak w pkt. 4 i doprowadzi¢ do gestosci okoto 250 x 10° /ml.

6.2.3.1. Przygotowanie plytek krwi mrozonych

l.

Plytki krwi izolowane tak jak w pkt. 6.2.3, rozporcjowac do probéwek np. po 200 pl i
nastgpnie w czasie 10-15 minut, dodawa¢ bardzo powoli, (po kropli), ciagle wstrzasajac,
taka sama objeto$¢ ptynu do mrozenia plytek krwi. Probowki zamrozi¢ w temp.-84°C (w
ciektym azocie).

Przed wykonaniem testu PIFT, ptytki krwi szybko rozmrozi¢ i odptuka¢ 3 razy w ptynie do
rozmrazania ptytek krwi, nastgpnie zawiesi¢ w rozcienczonym buforze EDTA 1
doprowadzi¢ do odpowiedniej gestosci.

6.2.3.2. Przygotowanie plytek krwi ze zluszczonymi chloroching antygenami HLA.

Ptytki krwi izolowac¢ tak w pkt 6.2.3, ale dodatkowo, przed utrwaleniem

paraformaldehydem, do osadu ptytek krwi doda¢ 1 ml 20% chlorochiny i inkubowa¢ 20
minut w temp.20-22°C, mieszajac komorki co 5 minut. Po trzykrotnym odptukaniu od
chlorochiny, kontynuowa¢ dalsze etapy izolacji ptytek krwi tak jak w pkt 6.2.3.

6.2.4. Dobor plytek krwi do testu

1.

Do wykrywania przeciwcial w surowicach wielokrotnych biorcéw krwi, wystarczy
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wyizolowac ptytki krwi od dwoch dawcoéw. Poniewaz w tescie PIFT wykrywa si¢ takze
przeciwciala HLA, nalezy roéwnolegle wykonac test LCT z limfocytami od tych samych
dawcow krwi, ktorych ptytki krwi beda uzyte do testu PIFT, w celu zorientowania si¢ czy
reaktywnos$¢ surowicy z ptytkami krwi jest spowodowana przeciwciatami HLA czy
swoistymi przeciwcialami ptytkowymi. Jezeli w surowicy wykrywane sa przeciwciata
HLA, a chcemy w niej wykry¢ przeciwciata HPA, test PIFT mozna wykona¢ z ptytkami
krwi traktowanymi chloroching zluszczajaca antygeny HLA z powierzchni komorek.

2. Do wykonania proby krzyzowej uzywa si¢ ptytek krwi od dawcow przeznaczonych do
przetaczania dla danego chorego.

3. W przypadkach, kiedy nie dysponujemy §wiezo izolowanymi ptytkami krwi, do testu PIFT
mozna takze uzywac plytek krwi, ktore byly wezesniej zamrozone.

6.2.5. Wykonanie testu

1. Do zaglebien mikroptytki nanie$¢ po 30 pul: surowic badanych, 2-3 surowice bez
przeciwciat- grupy AB (kontrola ujemna), surowicg ze swoistymi przeciwciatami
ptytkowymi-anty-HPA1la (kontrola dodatnia) i doda¢ po 30 ul izolowanych ptytek krwi.
Mikroptytke inkubowaé 30 minut w 37° C.

2. Wyptuka¢ mikroptytke, poprzez dodanie do zaglebien po 200 ul rozcienczonego buforu
EDTA i wirowanie po 3 minuty przy 2500 obr/min (800 x g -jezeli test wykonujemy na
ptytkach plastykowych) lub 3 minuty przy 3000 obr/min (1100 x g - jezeli test
wykonujemy w probowkach). Ptukanie wykona¢ trzykrotnie. Po kazdym wirowaniu
wytrzasnac ptyn ptuczacy 1 osuszy¢ mikroptytke na ligninie.

3. Doda¢ 30 pul odpowiedniego rozcienczenia surowicy antyglobulinowej sprz¢zonej z FITC.
Mikroptytke zabezpieczy¢ przed $wiattem folig aluminiowa i1 inkubowa¢ 30 min. w
temp.20-22° C, po czym trzykrotnie ptuka¢ tak jak w pkt 2.

4. Po ostatnim plukaniu wytrzasna¢ ptyn ptuczacy z wglebien mikroptytki (ale nie osusza¢ na
ligninie). Jezeli odczyt badania przeprowadzany jest:

a) w mikroskopie fluorescencyjnym - do kazdego wglebienia mikroptytki doda¢ po kropli
PBS z dodatkiem glicerolu (1 kropla glicerolu 1 4 kropli PBS). Nastepnie krople zawiesiny
krwinek ptytkowych przenies¢ na szkietko podstawowe i po przykryciu szkietkiem
nakrywkowym ogtada¢ w mikroskopie,

b) w cytofluorometrze przeptywowym - z kazdego wglebienia mikroptytki przenies¢ po 5 pl
osadu komorek do 700 ul rozcienczonego buforu EDTA. Badania w CF odczytywac tego
samego dnia, w wyjatkowych przypadkach mozna czyta¢ badania nastgpnego dnia, ale
nalezy mikroptytke zabezpieczy¢ przed $wiatlem i przechowywaé w temp.4° C.

6.2.6. Ocena testu fluorescencyjnego

a) W mikroskopie (przy powigkszeniu 400x). Reakcj¢ dodatnia ocenia si¢ na podstawie
obecnosci charakterystycznego swiecenia plytek krwi (jasna fluoryzujaca obwodka wokoét
komorek), w poréwnaniu z kontrola ujemna (brak swiecenia). Intensywnos$¢ swiecenia
oceniania jest od 1+ do 4+.

b) W cytofluorometrze przeptywowym analizowa¢ od 5000 do 10 000 komoérek. Wyniki testu
wyraza si¢ na podstawie ilosci komorek swiecacych (procent, mediana lub $redni kanat
$wiecenia - mean channel). Kontrola ujemna jest reakcja ptytek krwi z surowicami bez
przeciwciat od dawcow grupy AB. Za wynik dodatni przyjmowane sa warto$ci $rednie
swiecenia kontroli ujemnej + 3SD lub 4SD.
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Tabela 1. Antygeny HLA klasy I (locus A,B,C), rozpoznawane serologicznie,
wg raportu WHO z 1996r.

locus A locus B locus C
Al B5 B51(5) Cwl
A2 B7 B52(5) Cw2
A3 B8 B53 Cw3
A9 B12 B54(22) Cw4
Al10 B13 B55(22) Cw5
All B14 B56(22) Cwb6
Al19 B15 B57(17) Cw7
A23(9) B16 B58(17) Cw8
A24(9) B17 B59 Cw9(w3)
A25(10) B18 B60(40) Cwl10(w3)
A26(10) B21 B61(40)
A28 B22 B62(15)
A29(19) B27 B63(15)
A30(19) B35 B64(14)
A31(19) B37 B65(14)

A32(19) |B38(16) |B67

A33(19) [B39(16) |B70

A34(10) | B40 B71(70)
A36 B41 B72(70)
A43 B42 B73

A66(10) |B44(12) |B75(15)

A68(28) |B45(12) |B76(15)

A69(28) | B46 B77(15)
A74(19) |B47 B78
AS80 B43 B8l

B49(21) |Bw4

B50(21) |Bwé6
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Tabela 2. Swoiste antygeny krwinek ptytkowych

Antygen Poprzednia Lokalizacja na
Uktad nazwa glikoproteinie
HPA-1 HPA-1a Zw*, PI*!
HPA-1b Zw', PI GPllla
HPA-2 HPA-2a Ko®
HPA-2b Ko', Sib® GPIb,
HPA-3 HPA-3a Bak® Lek®
HPA-3b Bak® GPIIb
HPA-4 HPA-4a Yuk®, Pen®
HPA-4b Yuk?, Pen GPIlla
HPA-5 HPA-5a Br’, Zav®
HPA-5b | B, Zav', Hc* GPla
HPA-6W | HPA-6bW Ca®, Tu® GPllla
HPA-7W | HPA-7bW Mo® GPllla
HPA-8W | HPA-8bW Sr® GPllla
HPA-9W | HPA-9bW Max® GPIIb
HPA-10W | HPA-10bW La® GPllla
HPA-11W | HPA-11bW Gro® GPllla
HPA-12W | HPA-12bW Iy GPlby
HPA-13W | HPA-13bW Sit® GPla
HPA- HPA- O¢* GPllla
HPA- HPA- Va® GPllla
HPA- HPA- P’ GPIb,,
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Tabela 3. Rézne stopnie zgodnosci w zakresie antygenow HLA klasy I locus A1 B
migdzy biorca a dawca

Stopien zgodnosci

Liczba antygenow zgodnych

Liczba antygenow krzyzowo -
reagujacych lub tzw.splitoéw lub
nieoznaczonych *

Zgodny

czesciowo zgodny

czg$ciowo zgodny

czesciowo zgodny

czg$ciowo zgodny

S =[N fw |

IV —=O

* Dopuszcza si¢ rowniez niezgodnos¢ 1 lub 2 antygenow
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Tabela 4. Interpretacja wynikéw badan w tescie LCT

Punkty % martwych komorek Interpretacja testu
1 do 10 ujemny
2 11-20 watpliwie ujemny
4 21-50 stabo dodatni
6 51-80 dodatni
8 81 -100 silnie dodatni
0 nie do oceny
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