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Imunologické vysetreni

°Worning Signs

ot Primary Immunodeficiency

Primary Immunodeficiency (Pl) causes children and adults to have infections that come back frequently or
are unusually hard to cure. 1:500 persons are offected by one of the known Primary Immuncdeficiencies.
If you or someone you know is affected by two or more of the following Warning Signs, speak
to a physician about the possible presence of an underlying Primary Immunodeficiency.

Four or more new ear infections within 1 year.

Two or more serious sinus infections within 1 year.
Two or more months on antibiotics with litfle effect.
Two or more pneumonias within 1 year.

Failure of an infant fo gain weight or grow normally.
Recurrent, deep skin or organ abscesses.

Persistent thrush in mouth or fungal infection on skin.
Need for infravenous antibiotics fo clear infections.

Two or more deep-seated infections including septicemia.

10 A family history of Pl.

m ;o“nJ Model | g 3 - m ving wo cma s MMW%&M SHTSDPZ25146-05 from ths United States Centers

Prasonted as @ public service by

Protilatkové Celularni
deficience deficience

Kombinovaneé Deficity
deficity fagocytosy

Deficty

komplementu




Vysetrované parametry prl podzrenlna
primarni imunodeficit

* Pocet leukocytu. lymfocytu

* Pritomnost T-B- NK bunék

* Hladina sérovych imunoglobulinu
* Komplement

e Fagocytoza

 Markery zanéetu

* Subpopulace T- a B- lymfocytu

* Funkcni testy T- a B- lymfocytu
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prutokovém cytometru

Proliferace — stimulace PHA, CoN A., anti CD3+
CD28 — vyuziti CFSE, Ki-67, BrDU

Meéreni exprese CD40L a ICOS po stimulaci na
T-lymfocytech

Meéreni exprese CD80, CD86 na B-lymfocytech
Sledovani tvorby plasmablastt po ockovani
Sledovani tvorby cytokinu
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T-lymfocytarni subpopulace
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Pacient A r.2016

RA: neg.

OA: I. dité I. grav. 40TG perinatalné bpn.
Vakcinace bez komplikaci dle kalendare
Zdrav. prospival

NO: hospitalizace 10. meésic véku
BPN IMC sepse Klebsiela pneum sp.
dvojkombinace ATB

Persistujici elevace CRP
Transitorni lymfocytopenie

Konzultace imunologa
Indikace imunologického vysetreni
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Pacient A - vstupni vysetreni
Gamaglobuliny:
¢+ IgG N, IgM N, 1lgAfh

Specifické protilatky
* anti PCP N, anti TET N, anti HIB N

Komplement:

c3 i

CAN, CH50N, AH50N
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Pacient A - 10meésicu
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Fakultni A ‘-, UL
nemaocnice PO WOl | N

usv. Anny v Brné

Pacient A

Septicky stav

IgG, IgM norma
IgA Elevace
Anti PCP antiTET antiHiB norma

Elevace C3
Lymfocytopenie
Elevace T reg
TREC redukce

1M po propusténi:

= |gGIgM N

= |gAN

= Anti PCP antiTET anti HiB N

= C3N
= LymfN
= TregN

= T lymf proliferace (PHA,
ConA, CD3 ) N



Pacient A - 1 rok zaver

Negativni OA a RA
NO: Epizoda sepse a BPN Kl. pneumoniae
Protrahovana odpovéd na terapii v septickém stavu

Laboratorni nalez:
Leukopenie Trans.lymfocytopenie Elevace Treg

Po odléceni sepse:

Normalizace laboratorniho nalezu, normalizace T reg
- Fyziologicky psychomotoricky vyvoj

- Absence zavaznych infekci

- Absence oportunnich infekci

- Imunologicka dispenzarizace
- DD porucha nespecifické humoralni imunity ...
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Sepse jako | |munosupre5|vn|
onemochneni

Meéni imunologicky profil pacienta
/namky: lymfopenie. granulocytopenie
Zvyseni T-reg

3-7 den redukce thymocytu x vzestup
progenitorovych bunék

V progenitorovych bunkach regulovany geny pro
vyvoj lymfocytl, uprednostnéni genu pro myeloidni
bunky

Postizena i reakce B-lymfocytu — mohou se
produkovat plasmablasty, ale vzniklé Ig jsou malo
specifickeé



Pacient D r.2013

RA: Matka maly vzrust, lehka PMR

OA: rekurentni infekty dychacich cest od narozeni
RUst pod 3 percentilem
Hypotonie, opozdény vyvoj motoriky

NO: 7 mésic véeku
BPN s atelactasami
Dvojkombinace ATB
Protrahovany prubéh

Indikace imunologického vysetreni: Imunodeficit k vylouceni
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Pacient D r. 2013

Snizené hladiny IgA (kolisani od 0,182 po
0,657g/l)

Normalni hladiny IgG i 1gM, zvyseni IgE

MBL v normée

Autoprotilatky: Pri prvnim vysetreni negativni;
03/2017 ANA, typ Nu, titr 1:80

Pri prvnim vysetreni nizké hladiny protilatek
oroti pneumokoku, normalizace 09/2015

P|. proti Haemophilus influenzae , tetanus v
norme
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Pacient D r.2013

Mirné zvysena hladina leukocytu

— kolisaji mezi 11.5-18.4x10*9/I ;

— posledni vySetreni v norme

Neni pritomna aktivace T- lymfocytu

Normalni hladiny CD3+HLA-DR+

H
C

I_

ladiny CD38+ na CD3+CD8+ primérené véku
itéte
ladiny CD57+ na CD3+CD8+ primérené véku

C

itéte

Proliferacni odpoved v norme
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Pacient D - 3 roky

Pos RA:
OA: Protrahované infekty DCD a HCD v 1. roce véku

= BPN s atelektasami neodpovidajici adekvatné na terapii v 7. mésicich véku
Status praesens:

* Facialni dysmorfismus
* RUst pod 3 percentilem
 Opozdény motoricky vyvoj, hypotonie

Stavajici stav:

ATB profylaxe do 3 let

= Absence infekCnich komplikaci

* Somaticka a psychomotoricka retardace
= Autismus

= Facialni dysmorfismus

= Progredujici syndromologické rysy
= Absence klinickych znamek imunodeficience



Imunodeficitni rysy s imunodeficienci

Recidivujici respirac¢ni infekty
Recidivujici infekty v ORL oblasti

Hypotonie

* zhorsSena Cistici schopnost dychacich cest
GER

* mikroaspirace

Neurologické postizeni

* poruchy polykaciho reflexu — mikroaspirace
Somatické vady

* Vrozené malformace dychacich cest

Primarni imunodeficence
Di George sy, Down sy....
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Pacientka B r.1972

RA: bpn.
OA: rekurentni respiraCni infekty v détstvi
st.p. boreliosis
NO: Herpes zoster brachii et toracis l.dx 8/15
Hypacusis l.dx perceptiva mesocochlearis |.dx cum tinnitu 8/15
Monohocetna hypoechogenni loziska bfiSni stény 8/15

Histologie: Nekrotizujici granulomatdzni panikulitida reaktivni
nodularni lymfoidni hyperplazii. 9/15

Vylouceno maligni onemocnéni 9/15
Vyloucena vaskulitis 10/15

HLA B 27 positivni spondyloartritis 11/15

Imunologické vysetreni: v ramci DD
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Pacientka B. r.1972

Laborator

* Normalni hladiny IgG, IgA i IgM.

* |gG anti TET, anti PCP, anti HIB norma

e MBLvV norme

e Autoprotilatky: ANA, typ homogenni, titr
kolisa mezi 1:80-1:320

e Leukocyty a lymfocyty se pohybuji na dolni
nranici normy
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Pacientka B — 45 let

OA: Rec. Infekty HCD a DCD v détsvi a adolescenci
NO: Herpes zoster brachii et toracis |.dx 8/15
= Hypacusis |.dx perceptiva mesocochlearis I.dx cum tinnitu 8/15

= Nekrotizujici granulomatozni panikulitida reaktivni nodularni lymfoidni hyperplazii —
vyloucena neoplasie a vaskulitis

= HLA B 27 positivni spondyloartritis 11/15

Laboratorni nalezy:

= Progredujici leukopenie, lymfocytopenie

=  CD3+CD4+ T lymfocytopeni- HIV1 a HIV 2 neg

= CD3+CD8+ a CD19+ lymfocytopenie v abs. Poctu.
= Elevace TCR gamma delta

= Nizké TREC

* Snizeni T lymfoproliferativnich testa.

Nynéjsi stav:

= |CL

=  Progerdujici laboratorni nalez

= HLA B 27 positivni spondyloartritis 11/15
= Absence manifestace infektl



Pacient P r.2010

RA: neg.

NO: perinatalni sepse, anemie, leukopenie
6M absces bradavky

18M susp. leukoklasticka vaskulitis

* Nalez CD4+T lymfocytopenie v ramci DD vysetreni

Indikace imunologického vysetreni v centru
* Vyloucena HIV1 a HIV2
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Pacient P stari 2 roky 3/12

Normalni hladiny 1gG, pokles IgA a IgM
(kolisani od 4,0 po 7,2g/l)

MBL v norme
Autoprotilatky negativni

Mirny pokles protilatek proti pneumokoku.
pozdeéji i proti HIB, tetanus v normeé

Snizujici se hladiny leukocytu a lymfocytu
— kolisaji mezi 3,7-5,8 x 10*9/I
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Pacient P stari 2 roky 3/12

Neni pritomna aktivace T- lymfocyt(l ===

Normalni hladiny CD3+HLA-DR+

Hladiny CD38+ na CD3+CD8+ primérené véku
ditéte

Hladiny CD57+ na CD3+CD8+ pfimérené véku
ditéte

Proliferacni odpovéed v normé
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Pacient P

* Snizujici se hladiny leukocytu a lymfocytu
mm) spizujici se pocty T-lymfocytd
* Klesa pocet CD45RA+ CD4+ T lymfocytl
* Pokles IgG



. Pacient P -7 let

NO: perinatalni sepse, anemie, leukopenie

6M absces bradavky 42. mésic nekrotizujici ulcerativni stomatitida
18M susp.leukoklasticka vaskulitis 32. mésic vyloucena suspektni

26M bilateralni otitis media.41. mésic nekrotizujici aftosni stomatitis

Laborator:

=  Undulujici cytopenie trom, neu

= Progredujici leukopenie a lymfocytopenie

= Tézka CD3+, CD4+, CD8+ T a CD16/56+ NK lymfocytopenie
= HIV1aHIV 2 neg.

= Absence TREC KREC nizké

Genetické vysetieni: WASP, XIAP/BIRC4, IL2RG, gene GATA2, RAG % neg.
NGS neg

Zaver: ICL

Absence zdvaznych a nebo oportunnich infektd
Rlst na 25 percentilu

HLA typizace



Idiopaticka CD4+ lymfocytopenie (ILC)

(1 Heterogenni syndrom (1992)
1 Spojena s CD3+ CD8 + CD19+ nebo CD16/56+ lymfocytopenii

Diagnostika kriteria

(1 CD4+ <300 mm 3 nebo <20 % z celkového poctu T bunék
prokazano minimalné dvakrat v odstupu dvou tydnu

( HIV-1 HIV-2 HTLV seronegativita

Absence

[ jiné primarni imunodeficience

] terapie vedouci ke snizeni CD4+

(J onemocnéni spojeného s depresi CD4+



ina ILC

5«
—\
X<

P

Snizena produkce CD4+
J LCT —gen Unc, IKT
J XMEN- gen MGT1

ZvySena destrukce CD4+
d  Fas FasL

Porucha migrace CD4+
4 ,traficking” (WHIM - CXCL12/CXCR4 )

Poruchy vyvoje CD4+
d RAG, JAK3, MHCII (CIITA, REXANK,RFX5 nebo RFXAP)



ICL klinicka manifestace

J Oportunni infekce
cryptokokova etiololgie, atypické mykobakteriosy,
JC progesivni multifokalni leukoencefalopatie

J Malignity — EBV, HPV

J Autoimunni onemocnéni

J Asymptomaticky pribéh

J Kombinace priznaki



Diagnostika

vysetreni

JImunologické - DD prim a sek. imunodeficit
JdHematologické x onkologické
(JRevmatologické - DD: SS,SLE, sarkoidosa

JGenetické - znamé mutace, NGS



Prognosa — predikcni hodnoty ICL

Asympto

Opportunni
infekce

Autoimunity Malignity

matické

Infekce
1 Nizky pocet NK bunék

Autoimunita
 ZvySeny pocet CD8+ bunék

Prediktor fatalni komplikace
T CD4 +< 150 mm3 NK
CD16+/56+ <100mm3
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Idlopatlcka CD4+ T lymfocytopenie ICL

\
CD4+ <300 cells/ul nebo <20 % z Absence teraple
celkového poctu T lymfocyti prokazané vedouci k CD4+ T
min 2x za 6 tydnu Iymfocytopenii
ICL dg kriteria
HIV-1 HIV-2 HTVL Vylouceni
seronegativit definovaného imunodeficitu
- Y
A N
asymptomatické oportunni infekce U CXCL12/CXCR4
MGT1 (XMEN sy) (WHIM sy)
ICL
manifestace
] ) MHCII — CIITA
RFX5 RFXAP
. )\




Y 4 A4
Zaver
Absence kliniky pfi positivnim laboratonim nalezu
X
Absence lab. nalezu pri pritomné klinice :
= Komunikace mezi klinikou a laboratofi

= Komplexni DD

= (QObservace vyvoje
kliniky a lab.nalezu v Case

= Dispenzarizace pacienta
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Snizené hladiny CD4+ ‘
dusledky.....

Spodni hranice normalnich hodnot

S.D. 4 roky

%CD45 RA z CD3+4+

P.A. 7let

* U vsSech
prezentovanych
pacientl zjiStény
nizké hladiny
%CDA45RA+ z
CD3+CD4+ T-
lymfocytu. které
neodpovidaji
klinickému stavu
pacienta....
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B-lymfocytarni subpopulace

Zdrava kontrola

Naivni folikularni IgM
B-lymfocyty pamétové/marginalni
[B] CD27 BV / lgM PERCP zbéna

1% =

w LR ":-"_ ":h‘ S el
107 - - Tt £ i '
4 X - . i
(=R
]
ce o :':I !
a0t e -
= 3
=
107 -

/

prepnuté pamét.
B-lymfocyty Plasmablasty

v e e A %
R A
: L e BT L
10° / 10° 107 108
Izotypove CD27 BY

Vyvoj B-lymfocytarnich
subpopulaci odrazi
pripadné zmeény v
diferenciaci Ci aktivaci

CD4+ T-lymfocytu.
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Pacient A. nar. 09.2016. vysldky
cytometrického meéreni B-lym. sub.

Zdrava kontrol Patient A.
Naivni folikularni drava kontrola IgM atient
B-lymfocyty pamétové/marginalni
) [B] CD27 BV / IgM PERCF’ /v zéna ) [B] CD27 BV / IgM PERCP
1 = 10:_:"
: ] D2 : 5,61%
1,:,;_5"-._ 104, .
(=R : a i ’ .‘\:.‘:/:é
b 2
£ 10 = 0 -
E E
"||:|":—E 10:'-: ?'i.
] o
PR L, 1D3 : 7,14% " D4:2,94%
1|':r:' /1::'1 1:31 10 — 164 ﬁ*..:].b‘ - 16: — 10-
lzotypove , CD27 BY CD27 BV

prepnuté pamét.
B-lymfocyty Plasmablasty



%CD3+4+

lgM PERCP
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D.

A.

[B] CD27 BY / IgM PERCP

10°

10° 4.

1074

D1

10°

D3 : 8,49%

T
10°

T T

10° 10°
CD27 BY

lgM PERCP

3 4
D.
B} [B] CD27 BV / Igh PERCP
“Ip1: D2 : 8,23%
1074
]
10‘f
10°4
5 : 9,26%
w0 e 10
CD27 BY

lgM PERCP
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Z.K.

%lgM+CD27+/CD19+

B.

[B] CD27 BV / lgM PERCP

B Y S I L o

%lgM-CD27+/CD19+

P.

[B] CD27 BV / IgM PERCP

~D2:1,59% 01 ; D2 : 0,69%
10 ‘T.""L .-.-I
. ; ‘ 10° T__:'
D4:1,73%| | ; ’f
o
D3 : 10,41% D3 : 4,36% D4:1,51%
1'!]‘:' 1[I]1 1[I]Z 10¢ 1E:I'° 16' 162 10°
CD27 BV CD27 BV
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Srovnani vyvoje B-lymfocytd v case.
pacientiD a P

120 - 10 D.
D. P.
g |
100 - .
7 |
6
5 |
4
SR P.
5
1 -
10 - 0 -
. | IgM+CD27- IgM+CD27- IgM-CD27+ IgM-CD27+
g D.
7 |
6
5 |
4
NER
5 |
1 -
0 |

IgM-CD27+ IgM-CD27+
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* Vyvoj B-
lymfocytarnich
subpopulaci odrazi
pfipadné zmény v
diferenciaci Ci
aktivaci CD4+ T-
lymfocytd.

e Vyvoj CD4+T-
lymfocytarnich
subpopulaci odrazi
pfipadné zmény v
diferenciaci Ci
aktivaci B-
lymfocytu.
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