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SKROTY

AMR - Antibody Mediated Rejection | odrzucanie przeszczepu zalezne od
przeciwciat

CDC - Complement-Dependent Cytotoxicity / test mikrolimfocytotoksycznosci
zaleznej od dopelniacza

CDC-XM - Complement Dependent Cytotoxicity Cross Match / préba krzyzowa
metodg mikrolimfocytotoksycznos$ci zaleznej od dopetniacza

CM /XM - Cross Match / proba krzyzowa

DSA - Donor Specific Antibodies / przeciwciata specyficzne wobec dawcy

FCXM - Flow Cytometry Cross Match / préba krzyzowa metodg cytometrii
przepltywowej

cFCXM - Cytolitic Flow Cytometry Cross Match / préba krzyzowa metoda
cytometrii przeplywowej z oceng cytolitycznosci przeciwciat

HLA - Human Leukocyte Antigen / antygeny zgodnosci tkankowe;j

HLA-MM - Human Leukocyte Antigen — Mismatch / powtérzona niezgodnos¢
HLA

IF /TA (wczesniej CAN) - Interstitial Fibrosis (IF) and Tubular Atrophy (TA)
(before Chronic Allograft Nephropathy)/ wtdknienie $rédmigzszowe i
zanik cewek (wczesniej przewlekta niewydolno$¢ nerek)

KLO - Krajowa Lista Oczekujacych / Transplant Waiting List

LS - Luminex Screen / test przesiewowy metoda Luminex

LSA - Luminex Single Antigen / oznaczenia swoistosci przeciwcial anty-HLA z
uzyciem aparatu Luminex

MFI - Mean Fluorescent Intensity / $rednia wartos¢ fluorescencji

mmEp HLA - Mismatch Eplets / niezgodne, immunogenne fragmenty
czasteczki

PRA - Panel Reactive Antibodies / wynik badania stopnia uczulenia z panelem
limfocytéw potencjalnych dawcow

cPRA - calculated PRA /kalkulowany PRA

VvPRA - virtual PRA / wirtualny PRA

PRA-CDC - Panel Reactive Antibodies-Complement Dependent Cytotoxicity /
stopien uczulenia biorcy z panelem limfocytéw potencjalnych dawcéw
metodg mikrolimfocytotoksycznosci zaleznej od dopetniacza
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1. WPROWADZENIE

Wséréd przyczyn wplywajacych na dlugo$¢ przezycia przeszczepu nerki
podstawowe znaczenie majg czynniki immunologiczne: dobér w zakresie HLA
oraz wczesniejsze uczulenie na te antygeny biorcy. Obecno$¢ swoistych
aloprzeciwcial anty-HLA to zasadniczy wykladnik tego uczulenia, ktéry u
zimmunizowanych oczekujacych na przeszczep jest gtéwna bariera i przyczyna
niepowodzenia zabiegu przeszczepienia. Szanse na przeszczep dla wysoko
zimmunizowanego chorego sg znacznie mniejsze, w poréwnaniu do pacjentéw,
u ktérego nie obserwuje si¢ aloprzeciwcial. Efektem jest diuzszy okres
oczekiwania na przeszczep i znaczaco wyzsze koszty leczenia (wydtuzony czas
dializ, leczenie powiklan, krétszy czas przezycia przeszczepu). Przeszczepienie
nerki u biorcy zimmunizowanego obarczone jest wyzszym ryzykiem odrzucania
zaleznego od przeciwcial (AMR — Antibody Mediatel Rejection), a nawet przy
braku AMR, przezycie przeszczepu w tej grupie, jest znaczaco gorsze.
Weczesniej sadzono, ze odrzucanie przewlekte zwigzane jest przede wszystkim z
toksycznym uszkodzeniem narzadu w  wyniku stosowanych lekow
immunosupresyjnych. Ostatnie wieloosrodkowe badania wskazuja, ze gléwna
przyczyng odrzucania przewleklego jest wiasnie reakcja humoralna. Nawet
niskie poziomy przeciwciatl specyficznych wobec dawcy sa wykladnikiem
obecnosci komérek pamieci, ktérych klonalna proliferacja moze w krétkim
czasie doprowadzi¢ do uszkodzenia przeszczepu. Stad potrzeba stosowania
coraz czulszych metod umozliwiajacych precyzyjny dobér narzadu w oparciu o
identyfikacje szkodliwych przeciwcial. Wtasciwa identyfikacja biorcéw
podwyzszonego ryzyka immunologicznego daje przede wszystkim mozliwo$¢
odpowiedniego przygotowania biorcy do przeszczepu (usunigcie przeciwciat
przed  przeszczepem, zastosowanie  indukcji, odpowiedni  protokdt
immunosupresji). Stanowi takze konieczny punkt wyjscia dla monitorowania
specyficznych wobec dawcy przeciwcial anty-HLA po przeszczepie (DSA —
donor specific antibodies).

1.1. Roznice w liczebnos$ci pacjentéw zimmunizowanych

Problem aloimmunizacji dotyczy znacznej liczby biorcéw, poniewaz
antygeny uktadu HLA nalezg do jednych z najsilniej uczulajacych. W zalezno$ci
od metody oceny przeciwcial, zimmunizowani stanowia 10 do ponad 40%
zgloszonych do przeszczepu. Ogromne rozbiezno$ci w liczebnos$ci pacjentéw
zimmunizowanych w Polsce i na §wiecie wynikajg z réznic w czuto$ci metod
oceny aloprzeciwcial. W Polsce o0séb o podwyzszonym ryzyku immuno-
logicznym (Panel Reactive Antibodies: PRA > 50%) jest 10% (130 sposréd
1296 oczekujagcych w 2012 r.). Biorcéw wysokozimmunizowanych (PRA
>80%) bylo 43, co stanowi 3,3% wszystkich oczekujacych. Wartosci te



Wprowadzenie 9

utrzymujg si¢ w ciagu ostatnich lat na wzglednie statym poziomie. Sredni czas
oczekiwania liczony od zakwalifikowania do przeszczepienia waha si¢
pomiedzy 9 a 15 miesigcami. Brak jest danych dotyczacych wynikow
przeszczepiania: czestos$ci ostrego odrzucania oraz przezycia przeszczepu w tej
grupie. W USA, wedlug rejestru UNOS (United Sharing of Organ
Transplantation) liczacego prawie 96700 pacjentéw ze schylkowa
niewydolno$cig nerek, biorcow wysokozimmunizowanych jest 15,8% (vs. 3,3%
w Polsce) a zimmunizowanych az 66%. Czas przezycia przeszczepu biorcoOw
wysoko zimmunizowanych jest znaczaco krétszy: po 5 latach od przeszczepu
funkcjonuje ponad 10% mniej przeszczepéw u wysokozimmunizowanych w
poréwnaniu do pozostatych biorcow. Roczne przezycie przeszczepu u
wysokozimmunizowanych rézni si¢ wzgledem grupy nieobarczonej ryzykiem o
3,3%. Przed wprowadzeniem specjalnych programéw dla
wysokozimmunizowanych dostep do przeszczepu takich biorcéw byl tez
znacznie mniejszy — pomimo, ze stanowili okoto 1/3 listy oczekujacych,
corocznie otrzymywali tylko 15% przeszczepionych nerek od zmartych dawcow.
Zimmunizowani wysoko (PRA>80%) otrzymywali mniej niz 5% przeszczepow.
W krajach zrzeszonych w Eurotransplancie (ET) w 2012r oczekuje na
przeszczep 10151 biorcéw, z czego 8500 biorcéw jest PRA 0-5%, 1346 ma
wynik PRA 6-84% a 232 jest wysokozimmunizowanych PRA 85-100%. W
Wielkiej Brytanii zimmunizowani (PRA>10%) stanowia 41% listy
oczekujacych, w tym sposrdéd zgloszonych do retransplantacji az 52% jest
zimmunizowanych wysoko (cPRA>85%).

1.2.  Ocena ryzyka immunologicznego w Polsce

Dzigki zmianie systemu alokacji w Polsce przeprowadzonej pod koniec
20009 roku, istotnie zwickszyt si¢ dostgp do transplantacji dla zimmunizowanych
powyzej 50% PRA biorcow (z 15,7% w 2009r do 30,5% w 2010r). Jednak brak
identyfikacji przeciwcial uniemozliwia ocene¢ skali ryzyka transplantacji dla
wysokozimmunizowanego biorcy. W obecnej praktyce stopien uczulenia (PRA)
wyraza wynik testu mikrolimfocytotoksycznego PRA-CDC przeprowadzanego
metodg serologiczng w tescie cytotoksycznosci zaleznej od dopetniacza (CDC:
Complement Dependent Cytotoxicity). Metoda CDC zostata opisana w 1969
roku przez Patel R., Terasaki P.I. i wsp. i funkcjonuje w formie praktycznie
niezmienionej do dzis. Test polega na ocenie obecnosci aloprzeciwciat
wigzacych dopetniacz w surowicy biorcy z panelem limfocytow pochodzacych
od 30 niespokrewnionych dawcéw krwi (indeks PRA - panel reactive
antibodies) 1 ustaleniu odsetka reakcji dodatnich. Test powtarzany jest u
zakwalifikowanego do przeszczepienia biorcy nerki co 12 tygodni w celu
obserwowania tendencji. Jesli wynik ostatniego testu PRA-CDC jest >80%,
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przeszczep u pacjenta jest traktowany jako obligatoryjny, po spetnieniu warunku
ujemnej (-) proby krzyzowej. PRA-CDC nie réznicuje ani swoistosci ani klasy
przeciwciat anty-HLA. Ma ograniczong wartos¢, gdyz wykrywa tylko
przeciwciata w wysokim mianie, ktérych ilo$¢ jest wystarczajgca do wywotania
u biorcy ostrego AMR juz w pierwszej dobie po przeszczepie. Stad, PRA-CDC
jest bezuzyteczne w monitorowaniu odpowiedzi humoralnej po przeszczepie. W
klasycznej, stosowanej rutynowo postaci PRA-CDC istnieje réwniez odsetek
wynikéw fatszywie dodatnich powodowanych przeciwciatami IgM. Wynik testu
PRA-CDC jest $cisle uzalezniony od dostepnego fenotypu HLA panelu
limfocytéw, stad pojedynczy wynik PRA=0% nie wyklucza obecnosci
aloprzeciwcial wigzacych dopelniacz, nawet w wysokim mianie wzgledem
innych dawcéw. Badania biegto$ci prowadzone przez Eurotransplant wykazaty,
ze rozpigto$¢ wynikéw testu PRA-CDC moze wynosi¢ od 10 nawet do 90%.
Niedostateczna czuto$¢ metody serologicznej PRA-CDC, brak mozliwosci
r6znicowania ich klasy 1 swoistosci to réwniez przyczyny przyjecia
zachowawczej zasady unikania powtdrzonych niezgodnosci HLA przy
kolejnych przeszczepach. W razie braku przeciwciat o swoistosci DSA u takiego
biorcy, zasada ta moze by¢ mocno krzywdzaca: przyktadowo biorca, ktéry w
przesziosci otrzymal nerke od dawcy z antygenami HLA-A1,B§,DR7 a sam
takich antygenow nie posiada, zgtoszony po raz kolejny na liste oczekujacych
nie bedzie badany wobec dawcéw z tymi antygenami. Przy takim uktadzie
antygené6w VPRA wynosi 47,13% 1 w tylu wlasnie przypadkach biorca nie
bedzie brany pod uwage jako potencjalny biorca przy doborze.

Préba krzyzowa (XM: cross match) jak i ocena immunizacji wykonywana
jest w oparciu o ocen¢ serologiczng (CDC). Préba krzyzowa (CDC-XM),
przeprowadzana jest bezposrednio przed transplantacja z limfocytami
izolowanymi z weziéw chtonnych lub $ledziony zmartego dawcy. Jest ona
jednak znacznie czulsza od testu PRA-CDC. Stosowane s3 bowiem wydtuzone
czasy inkubacji oraz, jak zaznaczono powyzej inne zrédio limfocytow.
Limfocyty izolowane z weziéw chlonnych, zawierajg znacznie wigcej (okoto
30%) limfocytéw B. We krwi obwodowej jest ich trzykrotnie mniej. Limfocyty
B zwigkszaja czulo$¢ wykrywania przeciwcial, poniewaz w stosunku do
limfocytéw T majg wyzsza ekspresje antygenéw HLA klasy I (A, B, Cw) oraz
wykazuja ekspresje¢ HLA klasy II (DR, DQ, DP). W niektérych osrodkach
(réwniez w Gdansku), prébe krzyzowa wykonuje sie z dodatkowo zageszczona
pula limfocytéw B, gdzie ich odsetek sigga 90%, nie ma jednak jednoznacznych
krajowych wytycznych z tego zakresu. Wada CDC-XM populacji limfocytéw B
moze by¢ odsetek reakcji fatszywie pozytywnych z uwagi na duza gestosé
receptorow Fc na tych komoérkach. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢
zalecana obecnie l3czna interpretacja wyniku préby krzyzowej z wynikami
oznaczenia swoistosci przeciwcial metoda LSA (Luminex Single Antigen). Jesli
CDC-XM z komoérkami B jest pozytywny, ale nie wykrywa si¢ przeciwciat
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metodg LSA, wynik préby krzyzowej mozna uzna¢ za falszywie pozytywny.
Rekomendacje takiej interpretacji adresowane sg giéwnie jednak do wynikéw
proby krzyzowej wykonywanych technika fluorymetrii przeptywowe;.

W wigkszos$ci osrodkow zagranicznych sa tez Sciste wytyczne odno$nie
archiwizowania surowicy biorcéw zimmunizowanych, tak aby w czasie proby
krzyzowej byta ona dostgpna w badaniu (tzw. peak PRA serum). Prébe
krzyzowa dla biorcow zimmunizowanych wykonuje si¢ z obiema surowicami —
biezaca oraz z maksymalng warto$cia PRA. W razie pozytywnego wyniku w
ktérejkolwiek z surowic do transplantacji nie dopuszcza si¢. Postepowanie takie
posrednio umozliwia okreslenie obecnosci komorek pamieci, ktérych obecnos¢
jest dla przeszczepu zbyt duzym ryzykiem. W Polsce tych wytycznych si¢ nie
stosuje.

Szeroko stosowany w krajach zachodnich jest tez wariant AHG CDC-XM.
Polega on na wzmocnieniu reakcji poprzez dodanie globuliny antyludzkiej
(AHG: anti-human globulin). AHG taczy si¢ z kazdym przeciwciatem DSA
zwigkszajac liczbe dostepnych fragmentéw Fc immunoglobulin, dzigki czemu
zwigksza si¢ ilo$¢ miejsc dostepnych dla inicjacji dziatania dopetniacza.

W przypadku przeszczepéw od zywych dawcéw nie ma mozliwosci
pobierania weztéw chtonnych i decyzja o transplantacji nie powinna opierac si¢
o test CM-CDC. W takich sytuacjach wykonuje si¢ prébe krzyzowa metoda
cytometrii przeptywowej (FCXM: flow cytometry cross-match) z limfocytami T
oraz B. FCXM wykrywa znacznie nizsze miana aloprzeciwcial w poréwnaniu do
klasycznej, serologicznej préby krzyzowej (CM-CDC). Negatywny wynik
FCXM ogranicza wystgpienie wczesnego odrzucania zaleznego od przeciwciat,
jednak kosztem zwickszonego odsetka wynikéw fatszywie pozytywnych (IgGy
niewigzace i stabo wigzace dopetniacz IgG3 oraz problem wysokiej wartosci tla
FCXM limfocytéw B). Szacuje si¢, pozytywny wynik FCXM wystepuje u okoto
13% biorcow przeszczepianych CDC-XM negatywnych. FCXM wymaga tez
znacznie mniejszej liczby komérek od CDC-XM, dlatego juz z pojedynczej
probki krwi mozliwe jest wykonanie FCXM osobno z populacjg limfocytéw T
oraz B. Wydaje sie, ze rutynowe wykonanie FCXM niezaleznie od serologicznej
proby krzyzowej, przyniostoby istotne korzy$ci w postaci informacji o
zwigkszonym zagrozeniu wystapieniem AMR. W grupie pacjentéw z (+) FCXM
dochodzi dwukrotnie czgéciej do odrzucania naczyniowego, a roczne przezycie
przeszczepu jest o 10% nizsze. Zaznaczony jest tez wptyw na pézna funkcje
przeszczepu: biorcy T-FCXM pozytywni maja odpowiednio 0 5,2 i 7,8% krétsze
przezycie przeszczepu na przestrzeni 1 i 5 lat. Szczegdlnie wysoce narazeni na
wystgpienie ostrego AMR sa biorcy jednocze$nie FCXM i DSA pozytywni.
Ryzyko wynosi w takich przypadkach 62% w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.
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1.3. Inne metody oceny stopnia immunizacji potencjalnych biorcow

Pomimo powszechnie stosowanej wspélnej nazwy dla oceny immunizacji,
za skrétem PRA kryja si¢ rézne metody o zupelnie innej czulo$ci i
wiasciwosciach. W Polsce PRA oznacza wykorzystanie wcze$niej opisanej
metody serologicznej (CDC). W krajach Eurotransplantu (ET), Wielkiej Brytanii
czy w USA (UNOS), stosuje si¢ testy fazy statej (SPA - solid phase assay) z
wykorzystaniem  fluorymetru  przeplywowego  (Luminex), cytometru
przeptywowego czy techniki ELISA z identyfikacja rodzaju przeciwcial anty-
HLA oraz rozréznieniem ich klasy. Najpowszechniej do identyfikacji
przeciwcial uzywany jest Luminex. W metodzie wykorzystuje si¢
polistyrenowe, fluorescencyjne mikrokulki pokryte oczyszczonymi antygenami
HLA klasy I lub II. Indywidualna fluorescencja mikrokulek, ktéra wzbudza
swiatto czerwonego lasera umozliwia zréznicowanie rodzaju antygenu HLA
pokrywajacego mikrokulke. W jednej probce mozna réwnocze$nie bada¢ do 100
réznych swoistosci przeciwcial. Po zwigzaniu przez mikrokulke przeciwciata
anty-HLA z badanej surowicy, dodawane jest anty-ludzkie przeciwciato IgG
sprzezone z barwnikiem fluorescencyjnym — fikoerytryng. W ten sposéb
znakowane sg mikrokulki, ktére zwigzalty przeciwcialo z badanej surowicy o
okreslonej swoisto$ci i klasie. Jesli przeciwciato z surowicy zostanie zwigzane,
kompleks taki zostanie wzbudzony $wiatlem drugiego — zielonego lasera.
Odpowiednie oprogramowanie przetwarza dane z detektoréw fluorescencji i
wynik reakcji przedstawia w postaci $redniej fluorescencji MFI (mean
fluorescent intensity) kazdej mikrokulki oplaszczonej danym antygenem.
Warto§¢ MFI jest proporcjonalna do zawarto$ci przeciwciata anty-HLA w
badanej surowicy. W zalezno$ci od rodzaju testu, mikrokulki pokryte sg jednym
antygenem (testy typu Single Antigen) lub sze$cioma antygenami (testy typu
screening i PRA), co przeklada si¢ na rozdzielczo$¢ testu. W pierwszej
kolejnos$ci wykonywany jest screening anty-HLA IgG, ktéry daje odpowiedz
czy sg obecne przeciwciata anty — HLA i w ktérej klasie (I'i /lub II) oraz czy sa
obecne przeciwciala endotelialne anty-MICA. Przeciwciala anty-MICA sa
nieobecne na limfocytach, stad ich obecno$¢ nie jest wykrywana w Zadnej
stosowanej powszechnie probie krzyzowej. Sa jednak drugim po przeciwciatach
anty-HLA czynnikiem ryzyka odrzucania humoralnego. Testy typu screening
cechuje najnizsza rozdzielczo$¢. Ich zaletg jest wysoka czuto$¢ i niski koszt. W
razie pozytywnego wyniku zalecane jest wykonanie testu typu Luminex-PRA w
odpowiedniej klasie. Tu kazda mikrokulka optaszczona jest sze$cioma
antygenami z danej klasy. Osobno dostepne sg testy oceniajagce anty-HLA w
klasie I (locus A, B, Cw) oraz w klasie II (locus DR, DQ, DP). Czestosc
populacyjna wystepowania poszczegdlnych fenotypéw HLA w przyblizeniu
pokrywa si¢ ze sposobem oplaszczenia mikrokulek, symuluje wigc
potencjalnych dawcéw. Na tej podstawie wyliczamy jest procent PRA jako



Wprowadzenie 13

odsetek mikrokulek okreslonych jako pozytywne. Test wykazuje posrednia
rozdzielczo$¢, nie mozna na jego podstawie okresli¢ kompletu ,,bezpiecznych”
dla biorcy antygenéw, tzw. akceptowalnych niezgodno$ci, poniewaz duza cze$¢
z nich jest maskowana. Test Luminex-PRA stuzy do wyodrebnienia grupy
wysoko zimmunizowanych biorcow (PRA > 85%), u ktérych nalezy wykonad
test typu Single Antigen o najwyzszej rozdzielczosci. Kazda ze stu mikrosfer
optaszczona jest tutaj tylko jednym antygenem, przez co mozna opisaé
wszystkie istotne swoistosci anty-HLA z danej klasy. Metoda ,,Single Antigen”
znajduje gtéwne zastosowanie w okreslaniu akceptowalnych niezgodnosci w
programach dla wysoko zimmunizowanych oraz w monitorowaniu poziomu
przeciwcial DSA-specyficznych po przeszczepie. Oznaczenie swoistosci anty-
HLA pozwala na dalsze dziatania polegajace na wprowadzeniu konkretnych
swoistosci anty-HLA w zakresie HLA-A, B, (Cw), DR, (DQ), (DP) do
og6lnodostepnego programu: calculated PRA (cPRA) w USA (listy UNOS) lub
virtual PRA (vPRA) w Eurotransplancie (opisany ponizej). Wynik PRA
kalkulowany jest w odniesieniu do czestosci populacyjnej wprowadzonych
swoistosci anty-HLA. Czesto$¢ antygendw HLA okre§lona jest na duzych
grupach np. vPRA bazuje na 4000 dawcéw oznaczonych w krajach
Eurotransplantu. Poznanie konkretnych swoistosci anty HLA pozwala réwniez
na precyzyjne znalezienie dawcy dla wysoko zimmunizowanego biorcy. Dla
przyktadu wysoko zimmunizowany biorca z wynikiem cPRA lub vPRA >80%,
ale bez obecnych DSA wobec konkretnego dawcy ma zapewniony przeszczep
obligatoryjny. Duze zaufanie dla testéw oceniajacych swoisto$¢ przeciwciat
anty-HLA uzasadniajag wyniki badan: W 14 osrodkach transplantacyjnych na
grupie 6620 biorcow analizowano poprawno$¢ ustalen nieakceptowanych
niezgodno$ci metoda ELISA oraz Luminex Single Antigen w odniesieniu do
wyniku préby krzyzowej metodg cytometrii przeptywowej (FCXM: flow
cytometry cross match). Nieakceptowane niezgodno$ci ustalone metoda
fluorymetrii przeptywowej (Luminex Single Antigen) poprawnie przewidywaty
wynik FCXM az w 93,5% dla limfocytéw T oraz w 97,8% dla limfocytéw B.
Posrednia w stosunku do CDC czuto$¢ wykazuje identyfikacja aloprzeciwciat
metodg ELISA, gdzie wynik FCXM byt zgodny w 86,1% dla limfocytéw T oraz
w 91% dla limfocytéw B. Na tej podstawie przyj¢to w rutynowym stosowaniu
tzw. virtual cross-match, czyli dobér nerki dla pacjenta zimmunizowanego
(cPRA>80%) na podstawie braku przeciwciat anty-HLA przeciwko
zgtoszonemu dawcy (UNOS). W mniej radykalnym wariancie, dopuszcza si¢
virtual cross match tylko wzgledem biorcéw nigdy niezimmunizowanych,
okreslonych na podstawie wysokoczutych testéw fluorymetrycznych (surowica
biezaca i1 historyczne). Postepowanie jest prowadzone celem redukcji czasu
zimnego niedokrwienia (Wielka Brytania, wytyczne z 2010r). Oprécz doktadnej
charakterystyki wytwarzanych przez biorce przeciwcial, kluczem dla
powodzenia aplikacji virtual cross-match jest rozszerzenie zakresu doboru
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tkankowego o locus HLA-C, DQ i wzglednie DP. Obecnie dobér w Polsce jest
prowadzony w zakresie HLA-A, B, DR. Dla przyktadu aplikacja virtual cross-
match w USA prowadzona w ramach programu przeszczepien od zywych
dawcéw poprawnie przewidywata wynik proby krzyzowej (FCXM) tylko w
43% w 2009 roku. Pod koniec 2010 roku zwigkszyta si¢ do 91% dzigki
rozszerzeniu zakresu typowania dawcy i biorcy o locus HLA-Cw, DQ, DP oraz
ujednoliceniu zasad okreslania nieakceptowanych niezgodnosci w cPRA.

1.4. Programy dla zimmunizowanych biorcow

W dobie mozliwosci okreslania swoistosci przeciwciat, a od niedawna tez
ich litycznos$ci, mozliwe stalo si¢ precyzyjne réznicowanie, ktoére z przeciwciat
anty-HLA moga by¢ szkodliwe dla biorcy. Na tej podstawie powstalo wiele
programéw dla wysokozimmunizowanych biorcéw takich jak algorytm
Uniwersytetu Emory w ramach list UNOS, USA, Program Akceptowalnych
Niezgodnosci w ramach Eurotransplantu (ET-AMP) z pdzniejsza modyfikacjg o
charakterystyke immunogennych epitopéw antygenéw HLA dla biorcy z
uzyciem oprogramowania HLAMatchmaker®, oraz wytyczne dla detekcji i
charakteryzacji klinicznie istotnych przeciwcial w alotransplantacjach w ramach
Brytyjskiego Towarzystwa Transplantacyjnego i Immunogenetycznego (BTS i
BSHI). Jak wczeéniej opisano, do przeszczepienia wysoko zimmunizowanego
biorcy w ramach programu dochodzi tylko w przypadku znalezienia dawcy,
wobec ktérego biorca nie wytworzyt przeciwciat. Przeszczep taki odbywa si¢ w
trybie obligatoryjnym. Programy bezpiecznego przeszczepiania
zimmunizowanych sg stale doskonalone i r6znig si¢ w poszczegdlnych krajach.
Wplywa na to obszar geograficzny, ktéry obejmuje dany program, zageszczenie
ludno$ci jak 1 wudzial przeszczepéw od zywych dawcéw. WspSlnym
mianownikiem tych programéw jest przezycie przeszczepu u wysoko
zimmunizowanego biorcy bez przeciwcial DSA poréwnywalne z przezyciem
przeszczepu u niezimmunizowanych, mozliwo$¢ stosowania odpowiedniego
(niekoniecznie bardzo silnego) protokolu immunosupresji i wbrew obawom
zwigkszony dostep do przeszczepu dla biorcy zimmunizowanego [9,7,8].
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2. CELE PRACY

Przedmiotem pracy bylo opracowanie algorytmu oceny aloprzeciwciat anty-
HLA u biorcéw przeszczepu nerki, mozliwego do wdrozenia w zasiegu
krajowym.

Celem realizacji przedmiotu pracy:

Zweryfikowano liczebno$¢ polskich biorcéw podwyzszonego ryzyka
immunologicznego, za pomocg wysokoczulej metody fluorymetrii
przeptywowe;j.

Zweryfikowano zasad¢ wykluczania retransplantowanych biorcéow z
powtérzong niezgodnoscia HLA wobec potencjalnego dawcy.

Dla zimmunizowanych biorcéw 0znaczono dodatkowe,
nieimmunogenne niezgodno$ci HLA przy uzyciu oprogramowania
HLAMatchmaker®.

Opracowano i wdrozono zmodyfikowang wersj¢ cytometrycznej proby
krzyzowej umozliwiajagca oceng litycznosci przeciwcial wigzanych
przez komorki dawcy.

Zaproponowano algorytm oceny biorcéw oczekujacych na przeszczep
nerki przy uzyciu zastosowanych metod badawczych.
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3. NAJWAZNIEJSZE SPOSTRZEZENIA Z PREZENTOWANYCH
DONIESIEN

3.1. Roznice w liczebnosci biorcéw podwyzszonego ryzyka
immunologicznego.

Znaczaca réznica w liczbie immunizowanych oczekujacych na przeszczep
jest wynikiem stosowania odmiennych metod stuzacych tej ocenie. W
prezentowanych badaniach przedstawiono skale tych rdéznic, ktéra byta
podstawg dla opracowania algorytmu oceny immunizacji biorcéw
zaakceptowanego przez Ministerstwo Zdrowia [12].

W pierwszym opracowaniu [8] badanym materialem byta surowica 55
biorcéw nerki zakwalifikowanych do przeszczepienia, u ktérych ostatni wynik
PRA oznaczony metoda serologiczng (CDC) przekraczat 50%. Byli to wszyscy
biorcy spos$réd oczekujacych z wynikiem PRA-CDC > 50% na Krajowej Liscie
Oczekujacych (KLO) w obecnym czasie. Biorcéw podzielono na dwie grupy w
zalezno$ci od wyniku PRA-CDC: 50-79% (n=36) oraz 80-100% (n=19).
Algorytm oceny immunizacji uwzglednial oznaczenie aloprzeciwcial metoda
fluorymetrii przeptywowej (LS - Luminex 200 z oprogramowaniem HLA
Fusion®) testem przesiewowym wykrywajagcym obecnos$¢ i klase przeciwciat
anty-HLA (LABScreen®Mixed, One Lambda, USA) a nastgpnie zgodnie z
wynikiem testu przesiewowego, oznaczenie swoistoSci przeciwcial w
odpowiedniej klasie (LABScreen® Single Antigen, One Lambda, USA).
Kalkulacje wyniku prowadzono w oprogramowaniu HLA Fusion® wedtug
formuty BASELINE. Warto$¢ odciecia dla warto$ci pozytywnych ustalono na
poziomie 1000 MFI. Zakres 1000-3000 MFI przyjeto jako niski poziom
przeciwciat HLA, poziom >3000 MFI jako wysoki. Wyniki oznaczonych
swoistosci anty-HLA w zakresie loci HLA-A, B, DR (zakres typowania dawcy)
zostaty wprowadzone do programu virtual PRA dostgpnego na stronie
www.etrl.org (Eurotransplant Reference Laboratory). Otrzymane wyniki virtual
PRA poréwnano z rutynowo stosowana metoda PRA-CDC. Wszyscy biorcy
posiadali przeciwciata HLA klasy I, a 94,5% klasy II, niewykrywalne w PRA-
CDC. Wazna informacja byla réwniez ocena czgstoSci wystgpowania
przeciwcial przeciw antygenom uznawanym za stabo immunogenne i rutynowo
nie oznaczane przy doborze dawca-biorca: HLA -Cw, -DQ, -DP. Wykazalismy,
ze 77% biorcéw posiadalo przeciwciata przeciw HLA-Cw, 84% przeciw HLA-
DQ oraz 51% przeciw HLA-DP, w tym 1 osoba (1,8%) posiadata jedynie
przeciwciata HLA klasy II o swoistosci anty-DP i -DQ. Poréwnujac poziom
immunizacji otrzymany metoda PRA-CDC i virtual PRA (Europa), mozna
zauwazy¢ glebokie niedoszacowanie liczby zimmunizowanych w Polsce. Juz w
samej grupie PRA-CDC 50-79%, gdzie $rednia warto§¢ wynosita 62%+/-10,
wynik virtual PRA wyniést 96% +/- 10, pomimo, ze do kalkulacji vPRA brano
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pod uwage tylko immunizacj¢ antygenami HLA-A, B, DR (tab. 1), a nie tak jak
w wiegkszo$ci innych krajow pelen zakres oznaczonych swoistosci anty-HLA
(locus -A,-B,-Cw,-DR,-DQ). Oznacza to, ze pula badanych biorcéw, wedlug
kryteriéw o$rodkéw postugujacych si¢ VPRA zaliczataby si¢ do grupy PRA
>95%.

Tabela 1. Poréwnanie wynikéw PRA-CDC oraz virtual PRA szacowanego na podstawie
wyniku LSA (Luminex Single Antigen).

[$rednie +/- SD] [$rednie +/- SD]

PRA-CDC Virtual PRA
PRA-CDC 50-79 %

62,2 +/-9,5 95,7 +/-9,9
PRA-CDC 80-100% 89.5 +/- 8.3 97.2 +/- 4.7

Juz na tak wstgpnym etapie badan, ekstrapolujac wyniki do liczebnosci
chorych mozna byto przypuszczaé, ze przy zastosowaniu oznaczania swoistosci
przeciwcial, liczebno$¢ wysokozimmunizowanych (VPRA>80%) w Polsce
przekraczataby 200 chorych.

Hipoteza ta zostata w pelni potwierdzona kolejnymi badaniami w grupie
wszystkich potencjalnych biorcéw zgtoszonych do KLO (tab. 2) [5]. Oznacza to
duze zapotrzebowanie na zmiany w rutynowej diagnostyce oceniajacej biorcéw
podwyzszonego ryzyka immunologicznego w Polsce. Tym cenniejsze wydaja
sic¢ by¢ wyniki badan uzyskanych w pracy dotyczacej algorytmu
zimmunizowanych, poniewaz po raz pierwszy wykazaty glebokie
niedoszacowanie grupy pacjentéw immunizowanych w Polsce i potrzebe
stosowania innych metod badawczych.

Badanie populacji zakwalifikowanych do przeszczepienia nerek objeto 1460
chorych zgtoszonych do Krajowej Listy Oczekujacych w Ustawowych
Rejestrach Transplantacyjnych POLTRANSPLANT we wrze$niu 2012 roku.
Wirdd badanych do pierwszej transplantacji zgloszonych byto 1225 chorych, do
retransplantacji 235 chorych.

Algorytm oceny immunizacji pozostal niezmieniony i uwzgledniat test
przesiewowy (LABScreen ® Mixed, One Lambda, USA) oraz oznaczanie
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swoistosci przeciwcial metoda fluorymetrii przeptywowej z zastosowaniem
zasady multipleksu (LABScreen ® Single Antigen, One Lambda, USA).

Tabela 2. Aspekt stosowanej metody oceny immunizacji: PRA-CDC vs. cPRA (UNOS)

1) Polska 2) UNOS 3) Polska
Biorcy PRA-CDC CPRA (Luminex) | (Luminex screen)
Oczekujacy / 1460/ 17% ~ 80 000 /66% 1460/50%
[%] zimmunizowanych zimmunizowanych
anty-HLA
PRA > 80% 1,31% 15,8% klasa I i/lub II
PRA > 95% 0,48% 10%

Zrédto:

1) POLTRANSPLANT: statystyki dzienne KLO: liczebnosci biorcéw PRA > 80% oraz
PRA > 95%

2) Cecka J.M. et.al. Calculated PRA: initial results show benefits for sensitized patients
and a reduction in positive crossmatches. Am J Transplant. 2011,11,4,719-724.

3) Moszkowska G., Zielinska H., Zielinski M., Dukat-Mazurek A., De;bska—Slizieﬁ A.,
Rutkowski B., Lewandowska D., Danielewicz R., Trzonkowski P.: Identification of
patients with increased immunological risk among potential kidney recipients in the
Polish population. Hum Immunol. 2014, 75, 7, 650-655.

Wiréd 1460 zgtoszonych do transplantacji nerek, u 50% biorcéw wykazano
przeciwciata IgG anty HLA (tab. 3). Test PRA-CDC wykonany w tym samym
czasie wykazal prawie trzykrotnie mniej chorych zimmunizowanych. Dodatni
wynik uzyskano tylko u 17% chorych, chociaz ci sami chorzy w przesztosci
(maksymalne PRA) mieli potwierdzona obecnos$¢ przeciwciat w 35%. Wynik
ten jednak wcigz silnie zaniza liczbe¢ uczulonych. Kiedy poréwnanie dotyczy
biorcow  zgloszonych do 1-szej transplantacji, réznica w odsetku
zimmunizowanych jest jeszcze wicksza i wynosi 41% vs. 10% na korzys$¢ metod
Luminex. Biorgc pod uwage maksymalne PRA-CDC, wykrywano 41% vs. 28%
uczulonych. Najwigksze r6znice wykazano wéréd zgloszonych do
retransplantacji, gdzie az 96% potencjalnych biorcéw oceniono jako uczulonych
w tescie przesiewowym w stosunku do 52% dodatnich w ostatnim PRA-CDC i
72% w maksymalnym PRA-CDC. Roéznica jest statystycznie znamienna
(p<0,05).
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Tabela 3. Liczebno$¢ biorcéw zimmunizowanych oczekujacych na transplantacje:
Luminex screen vs. PRA-CDC

. Dodatni wynik
Grupa badana | Liczba
chorych |y \iminex screen / PRA CDC biezacy/ | PRA CDC max/
Liczba chorych (%) Liczba chorych ( %) Liczba chorych ( %)
Zgloszeni do
przeszczepu 1460 | 726 (50%) 244 (17%) 514 (35%)
Chorzy do
1. transplantacji | 1225 | 501 (41%) 122 (10%) 346 (28%)
Chorzy do
retransplantacji | 235 225 (96%) 122 (52%) 168 (72%)

Oprécz wyzszej czutosci, test przesiewowy Luminex umozliwia réznicowanie klasy
przeciwcial anty-HLA oraz wykrywa przeciwciala anty-MICA (tab. 4). Biorcéw
uczulonych wobec anty-HLA klasy II jest az 1/3, anty-MICA 13%. Metoda PRA-CDC
nie daje takich mozliwosci. W oparciu o wyniki otrzymane metodag Luminex lepiej
widoczny jest tez uczulajacy wptyw poprzednich transplantacji. Ta stale rosnaca grupa
biorcéw jest najsilniej narazona na odrzucanie. Wysokoczule testy Luminex z
mozliwos$cig réznicowania swoisto$ci wykrytych przeciwciat anty HLA daja pacjentom
zgloszonym do retransplantacji szans¢ na uniknigcie komplikacji zwigzanych z
zaleznym od przeciwcial odrzucaniem.

Tabela 4. Klasa aloprzeciwcial wykrytych w tescie Luminex screen.

Przeciwciala Przeciwciala anty-MICA [wynik dodatni /%]
Grupa badana anty-HLA

[wynik dodatni /%]

Anty Anty-HLA[+] Anty-HLA [-]

Klasa I Klasa II MICA[+] Anty-MICA[+] Anty-MICA [+]
Lacznie 639 (44%) | 484 (33%) | 195 (13%) | 135/195 (69%) 60/195 (31%)
Chorzy do 432 (35%) | 290 24%) | 134 (11%) | 75/134 (56%) 59/134 (44%)
1. transplantacji
Chorzy do 207 (89%) | 194 (83%) | 61 (26%) 60/61 (98%) 1/61 (2%)
retransplantacji
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3.2. Zasada wykluczania retransplantowanych biorcow z powtérzong
niezgodnos$cia HLA wobec potencjalnego dawcy

Obecnie, dla pacjentéw zgtoszonych do retransplantacji, czynnikiem
dyskwalifikujacym jest powtérzona niezgodno$§¢ HLA z dawca (HLA-MM:
mismatch), niezaleznie od przyczyny utraty nerki powigzanej z ryzykiem
immunizacji (powodem moze by¢ nawrét choroby Ilub komplikacje
chirurgiczne). Przyktadowo biorca, ktéry w przesztoSci otrzymat nerke od
dawcy z tylko jednym niezgodnym antygenem HLA-A2, zgloszony po raz
kolejny na liste oczekujacych nie bedzie badany wobec dawcéw z tym
antygenem. Dla biorcy bez przeciwciat anty-HLA-A2 oznacza to 20% mniejsze
szanse na przeszczep (czestos¢ HLA-A2 w europejskiej populacji). Zatozenie to
nie jest ujete w zasadach alokacji, ale w praktyce biorca nie pojawi si¢ na liscie
potencjalnych biorcéw do testu cross-match, jesli u badanego dawcy wystepuje
HLA-MM. Zatozenie, ze kazda niezgodno$¢ HLA jest przyczyna immunizacji
nie jest zasadne, a wynika z niedostatecznej czulo$ci stosowanej metody PRA-
CDC, ktéra wymusza stosowanie tej reguty. W badaniach prowadzonych przez
nasz osrodek nawet w grupie zimmunizowanych biorcéw (PRA-CDC>50%)
oczekujacych na kolejny przeszczep, 8,1% pacjentéw nie bylo uczulonych
(ujemny wynik testu przesiewowego Luminex). Ponadto, tylko wobec 68,13%
wszystkich poprzednich niezgodno$ci wykazano obecno$¢ przeciwcial anty-
dawca u biorcé6w zgloszonych do retransplantacji [8].

W kolejnym kroku dokonano analizy stopnia zimmunizowania 235 biorcow
zgtoszonych do retransplantacji [5]. Chorzy retransplantowani to w ogromnej
wiekszosci (96%) osoby zimmunizowane. Z kazdg kolejng transplantacja
odsetek immunizowanych ro$nie. Jednak bioragc pod uwage immunizacje
poszczegdlnymi niezgodnosciami HLA, wyniki nie sg tak jednoznaczne (tab. 5).
Nawet biorca zimmunizowany wobec poprzedniego dawcy rzadko posiada
przeciwciata przeciwko wszystkim jego niezgodno$ciom HLA. Informacja o
niezgodno$ciach wobec ktérych nie posiada on przeciwcial pozwolitaby
zwigkszy¢ jego szanse na kolejng transplantacje.

Tabela 5. Obecno$¢ przeciwcial przeciw poszczegdélnym niezgodnosciom HLA u
biorcéw zgtoszonych do retransplantacji u 235 biorcéw zgtoszonych do retransplantacji.

Immunizacja biorcéw wobec DSA obecne wobec [%] Brak DSA wobec:
locus: antygendw HLA
HLA-A 81 % 69 MM
HLA-B 89 % 96 MM

HLA-DR 74 % 99 MM
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Dopuszczenie do przeszczepu biorcy z powtdérzong niezgodno$cia wobec
dawcy niesie duze ryzyko i oprécz analizy obecnosci DSA metoda LSA
powinno uwzglednia¢, czy dany biorca przeszedt graftektomi¢ niewydolnego
przeszczepu. Obrazuja to wyniki przeszczepienia prezentowane w opisie
przypadku odrzucania zaleznego od przeciwcial [6], gdzie dopiero w surowicy
pobranej 24 dni po graftektomii w wysokim stezeniu pojawiaja si¢ swoistosci
przeciwciat DSA wczedniej niewykrywalne. Moze to oznacza¢, ze brak
obecno$ci przeciwciat DSA  wobec niewydolnego przeszczepu u biorcy
retransplantowanego jest skutkiem wysycenia przeszczepionej nerki tymi
przeciwciatami. W surowicy takich biorcéw po przeszczepie czgsciej wykrywa
si¢ de-novo przeciwciala anty-HLA o swoisto$ci zblizonej wobec niezgodnych
antygenéw HLA, jednak nie-DSA. Podobienstwo takie mozna uwidocznié
poprzez analiz¢ immunogenno$ci niezgodnych epitopéw antygenowych w
programie HLAMatchmaker, ktére réwniez zaprezentowano w przytoczonej
pracy. Teze absorpcji przeciwciat DSA na niewydolnym przeszczepie
potwierdzaja tez wyniki badan Duquesnoy i wsp. gdzie wykrywalno$¢ testami
LSA przeciwcial DSA wynosita odpowiednio dla HLA-MM (locus A, B) 64%
vs. 87% (przed i po graftektomii) oraz 57 vs. 86 % dla MM HLA-DR. By¢ moze
jest to tylko potencjalne ograniczenie dla testow LSA w wykrywaniu
przeciwcial u pacjentéw, ale pod uwage nalezy wzia¢ réwniez fakt, ze sam
zabieg usuniecia nerki sprzyja uwolnieniu antygenéw HLA i immunizacji
pacjenta w warunkach odstawienia immunosupresji.

3.3. Dodatkowe, nieimmunogenne niezgodnosci HLA u zimmunizowanych
biorcow oznaczone przy uzyciu oprogramowania HLAMatchmaker®

HLAMatchmaker® jest oprogramowaniem autorstwa Duquesnoy’a
stuzacym ocenie immunogennosci antygenéw HLA dawcy wobec biorcy.
Wykorzystywany jest w krajach Eurotransplantu w programie AMP (Acceptable
Mismatch Programme) bezpiecznego przeszczepiania biorcéw
wysokozimmunizowanych.  Algorytm zastosowany w oprogramowaniu
HLAMatchmaker® opiera si¢ o zasade, ze nie caty antygen ale epitop czyli
krotki fragment biatkowy jest immunogenny i indukuje produkcje przeciwciat.
Epitopy te (tzw. eplety) sa powtarzalne w zakresie HLA, a poszczegdlne
antygeny stanowig ich kombinacje. Tym samym mozliwo$¢ oraz stopien
rozpoznania niezgodnego antygenu HLA jest $cile uzalezniony od kompletu
antygenéw HLA biorcy. Oznacza to, ze dana niezgodno$¢ HLA (mismatch) dla
jednego biorcy moze by¢ silnie immunogenna, podczas gdy u drugiego biorcy
jest zupelnie niegrozna. Co wigcej, gdy immunogenne epitopy prezentowane na
niezgodnym antygenie dawcy sa obecne réwniez u biorcy, wytworzone
aloprzeciwciala wigzatyby wlasne antygeny HLA biorcy. Stad kazda
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niezgodno$¢ HLA powinna by¢ indywidualnie rozpatrywana w poszczegdlnej
parze. W naszej pracy [8] poswieconej wysokozimmunizowanym biorcom
oprogramowanie = po  uprzedniej  rejestracji  uzyskano ze  stron
http://www.hlamatchmaker.net/. Dla HLA klasy I korzystano z wersji ABC
Eplet Matching Macro v2.1q, dla HLA klasy II z wersji DR DQ DP Eplet
Matching v2.1. Brano pod uwage allele najczesciej wystgpujace w populacji
europejskiej, poniewaz immunogenno$¢ moze by¢ poréwnywana tylko na
poziomie alleli czyli wysokiej rozdzielczosci (uktad 4-cyfrowy) z uwagi na
konieczno$¢ analizy konformacji biatkowej do oceny niezgodnych epletéw
(mmEp). Tylko na podstawie znajomosci genotypu HLA-A, B, DR
wysokozimmunizowanych biorcéw (n=55) badanych w naszej pracy okreslono
dodatkowe, nieimmunogenne dla nich (0 mmEp: mismatch eplets) niezgodnos$ci
HLA. W sumie: 152 dodatkowe antygeny z zakresu HLA locus A, 259
antygenéw HLA-B oraz 98 antygenéw HLA-DR. Srednio, dla kazdego biorcy
oznaczaly one dodatkowe 2,7; 4,7 1 1,8 akceptowalnych niezgodno$ci
odpowiednio z zakresu locus HLA-A, B oraz DR. Stopien immunogennosci pary
dawca — biorca dobrze koreluje tez z wynikiem préby krzyzowej metoda FCXM,
na co réwniez wskazuja nasze ostatnie wyniki badan. Wsréd 32
zimmunizowanych biorcéw przeszczepu nerki obserwowano silng zalezno$§¢
pomiedzy liczba niezgodno$ci mmEp a wynikiem préby krzyzowej. Wplyw
powtdrzonej niezgodnosci HLA byt w przypadku naszej grupy znacznie stabszy
[11]. Nalezy podkresli¢, ze naszym celem bylo zaznaczenie potrzeby
indywidualnego rozpatrywania niezgodno$ci HLA, szczegdlnie w przypadku
biorcéw zimmunizowanych. Dla wykorzystania programu HLAMatchmaker w
praktyce klinicznej potrzebna jest znajomos$¢ petnego genotypu biorcy (w
programie AMP FEurotransplantu biorcy sa dodatkowo dobierani w zakresie
HLA-Cw, DQ, wzglednie DP). W przypadku znajomos$ci pelnego genotypu
uzyskuje si¢ proporcjonalnie wigcej antygendw, ktére sa dla biorcy
nieimmunogenne. W razie pojawienia si¢ takiej niezgodno$ci u potencjalnego
dawcy, antygen taki nie jest traktowany jako niezgodno$¢. Zastosowanie
programu HLAMatchmaker rzuca tez nowe S$wiatlo na produkowane po
przeszczepieniu de novo przeciwciata anty-HLA. Biorac pod uwage, ze DSA
moga adsorbowac si¢ na przeszczepie, potwierdzenie ich obecno$ci w surowicy
moze by¢ utrudnione. Wtedy na swoistag odpowiedZ humoralng moga posrednio
wskazywac przeciwciata anty-HLA, nie DSA produkowane de novo. Pod katem
specyficzno$ci tych przeciwcial, sg one skierowane przeciw podobnym
strukturalnie antygenom HLA o zblizonym tadunku immunogennosci
wyrazanym iloScig takich samych epletéw. Zaprezentowany opis przypadku
odrzucania zaleznego od przeciwcial jest przyktadem takiej zalezno$ci [6].
Wyniki oceny immunogennosci przedstawionej pary dawca — biorca wskazuja,
ze niezgodne antygeny, szczegélnie HLA-A3 1 HLA-B44 sg silnie
immunogenne dla biorcy (tab. 6A). Ponadto, wytwarzane przez biorc¢ de novo
przeciwciata rozpoznawaly wiele epitopéw wspdlnych miedzy niezgodnymi
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antygenami (tab. 6B). Specyfika odpowiedzi humoralnej biorcy, powoduje, ze
wlasciwe monitorowanie po przeszczepie nie powinno ograniczac si¢ do badania
obecnosci DSA tylko w razie podejrzenia odrzucania humoralnego. Zasadnym
jest cykliczne monitorowanie tej odpowiedzi z informacja o zmianach w
poziomie i specyficzno$ci obecnych przeciwciat anty-HLA.
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Tabela 6. Analiza przeciwcial produkowanych de novo przez biorce ze

stwierdzonym

odrzucaniem humoralnym po

HLAMatchmaker® w zakresie:
A. Immunogennos$ci HLA niezgodnych dla biorcy antygenow.

przeszczepie.

Wyniki  analizy

B. Wytwarzanych przez biorce przeciwcial. Zaznaczono wspélne epitopy dla
niezgodnych antygenéw HLA z dawcg oraz epitopy antygenéw HLA, przeciwko ktérym
biorca wytworzyl przeciwciala.

A. Analiza immunogenno$ci HLA badanej pary dawca-biorca przy uzyciu oprogramowania
HLAMatchmaker. Czerwonym kolorem zaznaczono niezgodne dla biorcy epitopy HLA
dawcy oraz niezgodno$ci HLA.

,,L.adunek”
. immunogennosci: Immunogenne dla  biorcy
HLA Biorcy HLA Dawcy Liczba  niezgodnych | epitopy dawcy (Ep: eplet)
epeletow [mmEp]
9F,161D, 62QE ,70AQS, 73TD,
A*2402 A*0301 8 76VGT ,113YR, 275EL
A*2601 A%2902 4 9T, 62L.Q ,70AQS,113YR
11AMR, 199V, 41T, 44RKE, 62RE,
B*3801 B*4402 10 76ERT, 941 ,113YD, 163L,166ES,
B*1801 X - )
DRB1*0701 DRB1*0701 - )
DRB1*0101 X - )

* analiza HLAMatchmaker opiera si¢ o wysoka rozdzielczo$¢ typowania HLA,

ktéra uwzglednia 3-rzedowa strukture biatka. Do celéw oceny postuzono

si¢

czgsto$ciami alleli najczgséciej wystepujacymi w populacji europejskie;.

B. Najsilniej reagujace przeciwciata anty-HLA u biorcy w 130 dobie po przeszczepie
(wedlug wynikéw testu Luminex Single Antigen)

Swoistosé Nasilenie Liczba Immunogenne epitopy (eplet)
Anty-HLA przeciwcial niezgodnych (czerwono zaznaczone epitopy
(MFI) epitopéw (mmEp) | obecne u dawcy)

B62 (B*1501) 16055 5 11AMR,44RMA,62RE,151RE,163L

A1l (A*1101) 16012 7 62QE,70AQS,73TD,76VGT,113YR,
151HA,275EL

B13 (B*1302) 15945 8 11AMR 41T,44RMA,62RE,76ERT,
116L,144TQL,163L

A36 (A*3601) 15218 8 9F,44KME,62QE,113YR,149AVH, 1
51HA,158V,275EL

Al (A*0101) 14387 8 9F,44KME,62QE,90D,113YR,149A
VH,151HA,158V

B49 (B*4901) 13668 8 11AMR 41T ,44RKE,62RE,113YN,1
16L,151RE, 163L




Najwazniejsze spostrzezenia z prezentowanych doniesien 25

34. Zmodyfikowana wersja cytometrycznej proby krzyzowej z oceng
litycznosci przeciwcial wigzanych przez komorki dawcy

Podstawowe problemy w interpretacji FCXM wynikaja z braku informacji o
lityczno$ci (i klinicznej istotno$ci) wykrytych IgG oraz wysokiego tla
charakterystycznego dla préby krzyzowej z limfocytami B. Brak informacji o
litycznosci wigzanych przeciwcial przektada si¢ na zwigkszong ilos¢ fatszywie
dodatnich, nieistotnych klinicznie, wynikéw. Wysokie tto w zakresie oceny B-
FCXM zwiazane jest z ekspresja powierzchniowych immunoglobulin (FcR) na
limfocytach B. Szacuje si¢, ze nawet potowa dodatnich B-FCXM przy ujemnym
wyniku T-FCXM moze by¢ powodowana wigzaniem FcR. Lityczno$¢
przeciwcial anty-HLA moze by¢ obecnie réznicowana w zmodyfikowanych
testach LSA wykrywajacych tylko przeciwciata aktywujace dopetniacz (LSA-
Clq /LSA-C3b). Rozwigzanie takie réwniez ma wady - bazuje na
rekombinowanych czasteczkach HLA sprzezonych z no$nikiem, co moze by¢
zwigzane z marginesem wynikéw falszywie dodatnich. Rozwigzaniem
najblizszym reakcji in vivo w przedprzeszczepowej ocenie ryzyka
immunologicznego byltby test bazujacy na komdrkach dawcy o czutosci
posredniej pomiedzy FCXM a CDC-XM, dobrze korelujacy z litycznymi anty-
HLA. W zalozeniu kryteria takie powinna spetnia¢ FCXM zmodyfikowany
poprzez zastosowanie barwnika zywotnos$ci komoérek, po uprzedniej inkubacji
surowicy biorcy i komoérek dawcy z dopetniaczem.

W opisanej przez nas metodzie (cFCXM - cytolytic Flow Cytometry Cross
Match) [10] zastosowaliSmy barwnik 7AAD (7 aminoaktynomycyna D),
wnikajacy do wnetrze martwych komérek odpowiednio CD3+ (cFCXM-T) oraz
CD19+ (cFCXM-B). Dodatkowa modyfikacja bylo zastosowanie kréliczej
frakcji immunoglobulin do eliminacji wptywu tla FcR — pochodnego w
zastepstwie do trawienia pronazg. Obecnie istnieje tylko kilka prac z tego
zakresu, nasze opracowanie jako pierwsze szeroko pordéwnuje nowo opisang
metode cFCXM z pozostalymi stuzacymi ocenie DSA.

Opisany przez nas protokét cFCXM przeprowadzono w grupie 32
pacjentéw, dla ktérych zastosowano dwa kryteria wyboru: byli to biorcy
zimmunizowani, zgtoszeni do retransplantacji. DwadzieScia dziewie¢ (29) oséb
oczekiwato na druga, trzech pacjentdw na trzecig transplantacje. Obecnos¢
przeciwciat anty-HLA u biorcéw potwierdzono w te$cie przesiewowym
Luminex (GenProbe). Poziom immunizacji byt réwniez okre$lony metoda PRA-
CDC, dla ktérego warto§¢ mediany wynosita 34%. Dodatkowo, potowa
badanych biorcéw miata niezgodno$¢ HLA wobec dawcy. Stopien niezgodnos$ci
HLA przedstawial si¢ nastepujaco: w klasie I HLA: 3,29+/-1,5 HLA-MM, w
klasie II warto$¢ $rednia wraz z odchyleniem standardowym wyniosta 0,9+/- 0,7
niezgodnosci HLA. Limfocyty izolowane ze $ledziony pozyskano od trzech
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56,25%
28,12%
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zmartych dawcéw, wobec ktérych wykonano prébe krzyzowa opisanym 32
potencjalnym biorcom. Limfocyty ze §ledziony uzyskano metoda homogenizacji
i izolacji w gradiencie gesto$ci (Gradisol L, AquaMed, Polska). Surowice
negatywng stanowit materiat pozyskany od 15 zdrowych mezczyzn z grupg krwi
AB, w ktérym uzyskano ujemny wynik testu przesiewowego (LIFECODES
LifeScreen Deluxe Kit (Gen-Probe, USA). Przeprowadzono préobe krzyzowa w
czterech wariantach: klasycznym (CDC-CM), cytometrycznym (FCXM),
metodg fluorymetrii przeptywowej (DSA-XM; Luminex, GenProbe) oraz
badanym cFCXM. Dodatkowo wykonano oceng lityczno$ci przeciwcial anty-

HLA wykrytych w tescie przesiewowym (LS-C3b, GenProbe).

Rycina 1. Odsetek dodatnich wynikéw CM w grupie 32 zimmunizowanych biorcéw.

Zaznaczono wyniki cFCXM.

-

68,75% 68,75%

m

wwwww
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CDC-XM T CDC-XM B DSAI DSAN FCXMT FCXM B C3b1 c3bn

cFCXM T

cFCXM B

W grupie 32 badanych biorcéw, 6 o0séb (18,75%) mialo przeciwciata
wykrywane w CDC—XM z limfocytami T, a 9 0s6b (28,12%) z limfocytami B.
Wynik FCXM z limfocytami T byt dodatni u 18 (56,25%), a z limfocytami B u
22 0s6b (68,75%). Identyczne wyniki uzyskano w przypadku DSA-XM. Ocena
wigzania dopelniacza wykonana metoda Luminex screen C3b data dodatni
wynik dla klasy I u 13 oséb (40,62%), a klasy Il u 11 oséb (34,37%). Wynik
zmodyfikowanej metody cFCXM z limfocytami T byt dodatni u 8 oséb (25%), a
z limfocytami B u 14 o0s6b (43,75%) . Pozytywny wynik cFCXM byl we




Najwazniejsze spostrzezenia z prezentowanych doniesien 27

wszystkich  przypadkach potwierdzony dodatnim wynikiem DSA-XM.
Podobnie, wszystkie dodatnie wyniki cFCXM korespondowaly z potwierdzona
obecnoscig przeciwciat litycznych ocenionych metodg Luminex - C3b screening
(Ryc. 1).

Wyniki naszych badan potwierdzily wieksza wykrywalno$¢ przeciwciat
DSA w FCXM, wséréd ktérych mozna zatozy¢ cze$¢ wynikéw falszywie
dodatnich (przeciwciata nielityczne). Dodatnich wynikéw FCXM jest
trzykrotnie wigcej z limfocytami T i 2,4 krotnie wigcej dla limfocytow B anizeli
w tescie CDC-XM. Modyfikacja cFCXM zmniejsza liczbe dodatnich wynikéw
w poréwnaniu z klasycznym FCXM. W przypadku limfocytéw T ponad
dwukrotnie (z 18 do 8 pozytywnych wynikéw) dla limfocytéw B, 1,5 krotnie (z
22 do 14 pozytywnych wynikéw). Otrzymane wyniki pozwalaja postawié
hipotez¢ o przydatno$ci zmodyfikowanej préby krzyzowej metoda cytometrii
przepltywowej (cFCXM) jako potencjalnej metody identyfikujacej wazne
klinicznie, lityczne przeciwciata anty—-HLA. Poréwnujac wyniki otrzymane
metodg klasycznej préby krzyzowej (CDC—-XM), metodami fluorymetrii
przeptywowej (DSA-XM, C3b Screening HLA) oraz metoda zmodyfikowana
(cFCXM) wydaje sie, ze w przypadku cFCXM poziom wykrywanych
przeciwcial jest najlepszy, bo adekwatny do zamierzonego zastosowania.
Czuto$¢ metody cFCXM mozna przedstawi¢ w formie: FCXM, DSA-XM <
cFCXM < CDC-XM. Jak wcze$niej podano, wszystkie dodatnie wyniki cFCXM
zostaty potwierdzone wynikiem DSA-XM (Genprobe). Jednak nie wszystkie
pozytywne wyniki DSA-XM zostaty potwierdzone w cFCXM, co jest zwigzane
z faktem wykrywania jedynie litycznych przeciwcial wobec komérek dawcy.
Ciekawie wypada poréwnanie metody C3b z cFCXM. Zwigkszony odsetek
dodatnich wynikéw C3b wzgledem cFCXM ma swoja przyczyn¢ w technice
wykonania oznaczenia C3b, polegajacej na potgczeniu metody przesiewowej
(Luminex screen, GenProbe) z przeciwcialem anty-C3b. Test przesiewowy
wykrywa przeciwciala anty-HLA DSA i nie-DSA. Stad réznice w
otrzymywanych wynikach oznaczen. Rzeczywiste poréwnanie mogloby
dostarczy¢ zestawienie LSA-C3b z cFCXM. Niestety w czasie przeprowadzania
naszych badan ocena litycznosci w testach LSA nie byta jeszcze dostepna.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze dalsze badania nad uzytecznoscia
metody cFCXM wydaja si¢ by¢ zasadne. Szczegdlnie wazne byloby poréwnanie
wszystkich r6znic metodycznych pojawiajacych sie¢ pomiedzy pracami
poszczegblnych autoréw oraz korelacja wynikéw cFCXM z czestoscia
incydentéw ostrego AMR.
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3.5. Propozycja algorytmu oceny immunologicznej biorcéw oczekujacych
na przeszczepienie nerki

Dzigki zmianie systemu alokacji przeprowadzonej w Polsce pod koniec
2009 roku, istotnie zwigkszyl si¢ dostgp do transplantacji dla potencjalnych
biorcéw zimmunizowanych powyzej 50% PRA-CDC (z 15 w 2009r do ponad 40
przeszczepionych w kolejnych latach). Jednak brak standardéw diagnostycznych
umozliwiajacych identyfikacje¢ i monitorowanie produkcji przeciwciat de novo
uniemozliwia oceng skali ryzyka takiej transplantacji dla
wysokozimmunizowanego biorcy. Pomiar poziomu immunizacji serologiczng
metodg cytotoksyczno$ci zaleznej od dopetniacza (PRA-CDC) istotnie zaniza
liczbe zimmunizowanych. W naszych pierwszych badaniach z tego zakresu,
wyniki oceny 55 biorcéw z PRA-CDC>50% pokazaty, ze wedtug standardéw
swiatowych (VPRA) s3 to biorcy wysokozimmunizowani, VPRA > 95% [8].
Kolejne badania przeprowadzone na catej populacji chorych z listy KLO
potwierdzily nasze wstepne zalozenia [5]. Kolejnym problemem jest dostep do
transplantacji rosngcej grupy biorcéw zgtoszonych do retransplantacji. Wedlug
obecnych zasad nie moga oni by¢ przeszczepieni z powtérzong niezgodno$cia
HLA. Jednak, zgodnie z naszymi wynikami, 5% z nich w ogdlne nie posiada
przeciwciat anty-HLA (przyczyna utraty przeszczepu moze by¢ nawrdt choroby
lub powiktanie chirurgiczne). Znacznie czgsciej, wsréd swoistosci anty-HLA
brak jest przeciwcial przeciw wybranym niezgodno$ciom, co szczegdétowo
przedstawiono w czgsci poswieconej retransplantowanym biorcom. Istotnym w
doborze do przeszczepu biorcéw retransplantowanych jest tez informacja, czy
pacjent mial wykonang graftektomi¢, co wptywa na wykrywalno$¢ DSA po
przeszczepie.

W naszym opracowaniu z 2011r zaproponowano algorytm oceny
immunizacji (ryc. 2) uwzgledniajacy identyfikacje rodzaju przeciwcial u
wszystkich biorcow [8]. W pierwszym etapie wysokoczule testy fazy stalej
(Luminex) pozwolityby podzieli¢ oczekujacych na przeszczepienie na dwie
grupy: niezimmunizowanych (standardowe ryzyko immunologiczne) oraz
zimmunizowanych (podwyzszone ryzyko immunologiczne). Grupa druga w
nastgpnym etapie wymaga identyfikacji swoisto$ci przeciwciat anty-HLA.
Oznaczone swoistosci anty-HLA w zakresie HLA-A, B, DR wprowadzane
bylyby nast¢gpnie do programu virtual PRA, umozliwiajacego okreslenie
poziomu immunizacji VPRA. Postepowanie takie zapewnitoby odpowiednia
czulo$¢ badan ze znajomos$cig realnego poziomu immunizacji, umozliwiatoby
standaryzacj¢ badan i zapobiegatoby wahaniom PRA-CDC uzaleznionym od
panelu limfocytéw. Wérdd pozostatych korzysci nalezy wymienic:

- Ocena vPRA zwicksza dostep do bezpiecznego przeszczepu (dodatkowe

punkty za PRA dla biorcow obecnie kwalifikowanych jako

niskozimmunizowanych)



Najwazniejsze spostrzezenia z prezentowanych doniesien 29

- Ustalenie akceptowalnych niezgodnosci HLA dla kazdego biorcy,
niezaleznie od poziomu immunizacji

- Zwigkszenie szansy na przeszczep dla biorcow zgloszonych do
retransplantacji: mozliwo$¢ bezpiecznego przeszczepienia z powtdrzona
niezgodno$cia w razie braku przeciwcial DSA przeciwko poprzedniej
niezgodno$ci HLA. Zatozenie mozna przyja¢ na podstawie wynikoéw
przeszczepiania biorcéw PRA(+)DSA(-) nie r6znigcych si¢ od wynikéw
W grupie niezimmunizowanych.

Rycina 2 Proponowany algorytm oceny immunizacji biorcéw zgloszonych
do przeszczepu nerkowego.
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Wymierne korzys$ci z aplikacji algorytmu to mozliwo$¢ podejmowania
decyzji o przeszczepie w oparciu o badania - realna znajomo$¢ czynnikow
ryzyka i adekwatne do jego poziomu leczenie ograniczajace odrzucanie ostre i
wydluzajace przezycie przeszczepu. Algorytm pozwala na identyfikacje grupy
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wysoko zimmunizowanych klasyfikowanych w rutynowym teScie PRA-CDC
jako stabo/ nie zimmunizowani. Dla tej grupy mozliwy jest pozbawiony ryzyka
odrzucania doboér oparty o akceptowalne niezgodnos$ci ze standardowym
protokotem  immunosupresji, tym samym = ograniczona zmniejszong
toksycznoscia lekow. Dla wysokozimmunizowanych, (VPRA>85%) algorytm
daje szanse na znajomo$¢ skali ryzyka przeszczepu, mozliwo$¢ dostosowania do
niego protokotu leczenia w oparciu o monitorowanie odpowiedzi po
przeszczepie.

Rozwdj diagnostyki transplantacyjnej nasuwa juz teraz pewne modyfikacje
wobec zaproponowanego w 2011 roku algorytmu. Istota przeciwciat anty-HLA
wplywajacych na powodzenie przeszczepu jest ich zdolno$¢ do aktywacji
dopetniacza. Obecnie jest juz mozliwos¢ polaczenia testéw typu ,.single
antygen” (LSA) z ocena ich litycznosci poprzez drugorzgdowe przeciwciato
anty-C3b lub anty-C4d [1]. Ocen¢ nalezy przeprowadzi¢ w drugiej kolejnosci,
po identyfikacji swoistosci przeciwcial. Aspekt kosztowy sprawia, ze
postepowanie byloby zarezerwowane dla biorcéw wysokiego ryzyka
(VPRA>80%), z najmniejsza szansa na znalezienie wlasciwego dawcy. Kolejna
kwestig jest zakres typowania HLA do przeszczepu. W krajach Eurotransplantu
[13], UNOS [14] i w Wielkiej Brytanii [15] dobdér obejmuje w wiekszosci
rowniez HLA-Cw oraz HLA-DQ. Oprécz korzysci z lepszej alokacji, dla
biorcéw VPRA >85% oznacza to takze wigcej akceptowalnych, bezpiecznych
niezgodnosci HLA wustalonych przy pomocy programu HLAMatchmaker®.
Umozliwi to aplikacje wirtualnej préby krzyzowej, ktéra potwierdza swoja
uzyteczno$¢ w przypadku duzych populacji (ET, UNOS, WB)

Ostatni etap doboru — préba krzyzowa jest badaniem kluczowym z uwagi na
dwa aspekty. Zapewnia 100% swoistos¢ bazujac na komoérkach rzeczywistego
dawcy oraz stanowi realny punkt odniesienia dla ustalenia skali ryzyka
transplantacji. Opisana przez nas préba krzyzowa z oceng litycznosci
zwigzanych przeciwciat (cCFCXM) wydaje si¢ obiecujacym rozwigzaniem w tym
zakresie. Posrednia miedzy CDC-XM a klasyczng FCXM czuto$¢ metody jest
najwicksza jej zaleta.

Odrebnym problemem jest diagnostyka potranspalantacyjna, okreslajaca
swoista odpowiedz biorcy na antygeny konkretnego przeszczepu. Silna
zalezno$¢ pomiedzy obecnoscia DSA a gorszym rokowaniem dla przezycia
przeszczepu potwierdzaja liczne doniesienia, co przeklada si¢ na wytyczne z
tego zakresu w najnowszych, wieloosrodkowych wytycznych [4]. Coraz wigcej
doniesien sugeruje, ze to wilasnie AMR jest gléwna przyczyng przewleklej
niewydolno$ci aloprzeszczepu, a nie uszkodzenie toksyczne, jak sadzono
wczesniej [2]. Pomimo postgpu w leczeniu immunosupresyjnym, przezycie
przeszczepu w dluzszym okresie utrzymuje si¢ wciaz na wzglednie statym,
niezadowalajacym poziomie: 10-letnie GS w USA dla przeszczepéw od zywych
i zmartych dawcé6w wynosi odpowiednio 40,8% 1 57,9% [3].
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Monitorowanie DSA po przeszczepie moze pomdc wczesniej wykryc
zmiany zwigzane z AMR umozliwiajac odpowiednio szybsza interwencje.
Punktem wyj$cia dla monitorowania DSA jest szczegétowa znajomo$¢
swoistosci przeciwciat przed przeszczepem, co umozliwia okreslenie ryzyka
takiej transplantacji i wdrozenie odpowiednich $rodkéw zapobiegawczych.
Podstawowa korzy$cig z rutynowego monitorowania DSA po przeszczepie
bytaby odpowiednio wczesna wykrywalno$¢ procesu odrzucania zar6wno we
wczesnym etapie (subkliniczne, tlace si¢ AMR) jak i péznym (IF/TA -
widknienie §rédmigzszowe z zanikiem cewek, wczesniej CAN). Précz tego, w
przypadkach dobrze odpowiadajacych na leczenie, brak przeciwciat DSA
moéglby by¢ podstawg dla zmniejszenia dawki lekéw immunosupresyjnych
ograniczajac efekty toksyczne. Tym samym, zastosowanie monitorowania DSA
dobrze wpisuje si¢ w ide¢ ,terapii szytej na miar¢”. W Polsce badania DSA
wykonywane sg w nielicznych o$rodkach i tylko w wyjatkowych przypadkach.
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S. STRESZCZENIA PRAC /ABSTRACTS

1. Hanna Zielinska, Maciej Zielinski, Grazyna Moszkowska, Alicja
Debska-Slizien, Magdalena Jankowska, Bolestaw Rutkowski, Piotr
Trzonkowski.: Znaczenie diagnostyczne swoistych aloprzeciwciat
anty-HLA u chorych przed i po transplantacji nerek. Programy dla
wysokozimmunizowanych. Postepy Hig. Med. Dosw. 2009, 63, 435-448

Obecnos¢ swoistych aloprzeciwcial anty-HLA u chorego oczekujacego na
przeszczep nerki jest gtléwna barierg zabiegu transplantacji. Brak odpowiednich
dawcow dla wysoko zimmunizowanych pacjentéw powoduje, ze okres
oczekiwania na przeszczep jest znacznie dluzszy, co przeklada si¢ na niski
odsetek przeszczepdéw w tej grupie. Przeszczep dla pacjenta zimmunizowanego
jest tez obarczony wiekszym ryzykiem powiklan. Aby zwigkszy¢ dostep tym
pacjentom do transplantacji powstalo wiele programéw. Postep w zakresie
mozliwosci okre$lania HLLA-akceptowalnych niezgodnos$ci umozliwil znaczny
rozw0j programéw dla nich, z ktérych juz wdrozone (ET-AMP, UNOS,
algorytm Emory) przynosza bardzo dobre rezultaty zaréwno w aspekcie
zwigkszenia dostgpu do przeszczepu jak i jego przezycia. Odrgbny problem
stanowi humoralny aspekt procesu odrzucania. Wykazano silny zwigzek
pomigdzy odrzucaniem a obecnoscig aloprzeciwcial — zaréwno w okresie
okotoprzeszczepowym, jak i dlugo po przeszczepie (CAN, chronic allograft
nephropathy). Stad wydaje si¢, Ze niewystarczajace jest ograniczenie badan
diagnostycznych z zakresu wykrywania aloprzeciwcial anty-HLA jedynie do
okresu przedtransplantacyjnego, jak to si¢ dzieje obecnie. Monitorowanie
aloprzeciwciat moze stanowi¢ doskonaly wskaznik prognostyczny dla
funkcjonowania przeszczepu, a narastanie miana moze wyprzedza¢ inne objawy
umozliwiajac szybka interwencje.

Diagnostic value of specific anty-HLA alloantibodies before and after
renal transplantation. Programs for highly sensitized.

Anti-HLA alloantibodies are the main barrier in kidney transplantation.
Lack of appropriate donors for highly sensitized (HS) recipients makes the
access to transplantation highly difficult and results in a significant increase in
both the time on waiting list and the number of post-transplant complications in
these patients. The transplantation itself is also associated with higher risk in HS.
There are many programs aimed to increase the access to renal transplantation
for this group of recipients. It has to be highlighted that new acceptable HLA-
mismatches made significant progress in programs for HS. Currently
implemented programs (ET-AMP, UNOS, Emory algorithm) proved to be useful
as they increased the access to transplantation and graft survival in HS.
Nevertheless, even with these programs, there is still the problem of humoral
rejection in these patients. A strong correlation between donor specific
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antibodies (DSA) and graft rejection shown both immediately after
transplantation and in long-term complications, like CAN (chronic allograft
nephropathy), may be the simplest explanation of this effect. Hence, the
assessment of alloantibodies limited to pre-transplant period, which is nowadays
routine, seems to be insufficient. Current evidence suggests that early detection
of posttransplant DSA may be an excellent prognostic marker of graft function
and may allow to implement necessary treatment prior to rejection.

2. Hanna Zielinska, Grazyna Moszkowska, Alicja Debska-Slizien, Maciej
Zielinski, Magdalena Jankowska, Bolestaw Rutkowski, Piotr
Trzonkowski. Mozliwosci diagnostyczne oceny ryzyka
immunologicznego biorcy nerki przed przeszczepieniem i po jego
wykonaniu. Forum Nefrologiczne 2011, 4, 4, 320-330

Pomimo ogromnego postepu jaki dokonat si¢ w zakresie stosowanych lekéw
immunosupresyjnych, wcigz jedna z przyczyn utraty nerki jest odrzucanie.
Szczeg6lnie zagrozeni tym powiklaniem sg biorcy zimmunizowani, ktérzy w
wiekszym stopniu narazeni sa na ryzyko odrzucania humoralnego. Ten typ
odrzucania moze wystgpi¢ zarowno we wczesnym okresie po transplantacji jak i
by¢ przyczyna utraty nerki z przyczyn immunologicznych w pdézniejszym
okresie. Przektada si¢ to na znacznie gorsze wyniki transplantacji w tej grupie
chorych. Rozwigzania nowoczesnej diagnostyki immunologicznej moga
przynie$¢ istotne korzys$ci zaréwno na etapie doboru do przeszczepu jak i
monitorowania odpowiedzi po transplantacji. W pracy przedstawiono metody
pomiaru 1 oceny immunizacji w oparciu o identyfikacje swoistosci
aloprzeciwcial anty-HLA i ich wykorzystanie na etapie:

- Poprawy doboru do przeszczepu: przy pomocy obecnych metod mozliwe
jest okreslenie u zimmunizowanego biorcy kompletnej grupy ,.bezpiecznych”
antygenéw HLA, wobec ktérych nie wykrywa si¢ u niego przeciwcial.
Oznaczenie swoisto$ci przeciwciat anty-HLA jest tez podstawg dla nowej,
czulszej i doktadniejszej metody oceny immunizacji tzw. virtual PRA, czyli
okre$leniu czesto$ci prawdopodobienstwa dodatniej proby krzyzowej wobec
reprezentatywnej populacji potencjalnych dawcéw. Precyzyjna identyfikacja
swoistosci przeciwcial anty-HLA w potaczeniu z rozszerzeniem zakresu
typowania antygenow HLA u dawcéw i biorcéw umozliwia wprowadzenie tzw.
virtual Cross-Match, ktéry jest oparty na najlepszym doborze HLA przy
jednoczesnym bezwzglednym unikaniu antygenéw HLA dawcy, wobec ktérego
biorca posiada przeciwciata.

- Monitorowania odpowiedzi humoralnej po przeszczepie jako identyfikacja
przeciwcial specyficznych dla HLA dawcy, tzw. (DSA - donor specific
antibody).
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Ocena immunologiczna przed i monitorowanie po przeszczepieniu w
oparciu o nowoczesng diagnostyke immunologiczng pozwala na uzyskanie
wynikéw poréwnywalnych z grupg biorcéw niezimmunizowanych.

Diagnostic possibilities in the immunological risk assessment among kidney
recipients before and after transplantation.

Although enormous progress made in the use immunosuppressive drugs,
still rejection is one of the reasons of kidney loss. Especially at risk are highly
sensitized recipients, who are greater exposed to the risk of humoral rejection
than non-sensitized recipient. This type of rejection can occur in the early as
well as in the late period after transplantation and may cause loss of the kidney.
This results in significantly worse graft survival in these patients. Modern
immunological diagnostic solutions can bring significant benefits both at the
stage of selection for transplantation as well as monitoring the immunological
response after transplantation. The study presents methods of measurement and
evaluation of immunization based on the identification of the specificity of anti-
HLA alloantibodies and their use on the stage:

- Improvement in immunological matching for transplantation: using current
methods it is possible to determine complete panel of "safe" HLA antigens for
each highly sensitized recipient. Against this HLA antigens recipient should not
possess any detectable antibodies. Determination of specificity of anti-HLA
antibodies is also the basis for a new, more sensitive and accurate method of
assessing immunization in so-called virtual PRA, which determines the
frequency of probability a positive cross match against representative population
of potential donors. Precise identification of the specificity of anti-HLA
antibodies in association with extending the range of HLA typing of donors and
recipients allows us to enter so-called virtual Cross-Match, which is based on the
best HLA-typing selection and absolute avoiding of donor's HLA antigens
against the recipient has antibodies.

- Monitoring humoral immune response after transplantation as the
identification of antibodies specific for donor HLA, so called DSA — donor
specific antibody.

Immunological evaluation before and monitoring after transplantation on the
basis of modern immunological diagnostics allows to obtain results comparable
with a group of non-sensitized recipients
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3. Hanna Zielinska, Grazyna Moszkowska, Maciej Zielinski, Alicja
Debska—Slizieﬁ, Bolestaw Rutkowski, Piotr Trzonkowski. Program
przeszczepiania dla wysokozimmunizowanych biorcéw w Polsce.
Transplant. Proc. 2011, 43,8, 2903-2907.

Cel pracy: Programy transplantacyjne dla zimmunizowanych biorcéw sg
kluczowe dla zwigkszenia szansy na dobér dawcéw dla tej grupy chorych i
uzyskanie pozytywnych poprzeszczepowych wynikéw klinicznych. W Polsce do
oceny immunizacji stosowana jest metoda cytotoksycznosci zaleznej od
dopetniacza PRA-CDC, wedlug ktérej biorcow PRA-CDC > 50% jest okoto
3,8%. W Stanach Zjednoczonych (lista oczekujacych UNOS; United Network
for Organ Sharing), biorcéw takich jest ok. 16%. Niedoszacowanie liczebnos$ci
zimmunizowanych biorcow w Polsce powodowane jest rdznicami
metodycznymi w ocenie aloprzeciwcial.

Material, metody: W pracy zbadano 55 biorcéw zgtoszonych do przeszczepu z
wynikiem PRA-CDC > 50%. Przeprowadzono nastepujacy algorytm oceny
immunizacji: test przesiewowy Luminex HLA- screen, oznaczenie swoistosci -
Luminex Single Antigen, virtual PRA - ocena immunizacji pacjenta oraz analiza
akceptowalnych niezgodnosci HLA (HLAMatchmaker®).

Wyniki: Wszyscy biorcy posiadali przeciwciata HLA klasy I, a 94,5% klasy II.
W grupie PRA-CDC 50-79% oraz >80% $rednia warto$¢ wynosila 62,2% i
89,5%. U tych samych biorcéw otrzymano wyniki virtual PRA odpowiednio
95,7% oraz 97,2%. Ponadto, 77% biorcéw posiadata przeciwciata antyHLA-Cw,
84% anty-DQ oraz 51% anty-DP. Ws$réd badanych zimmunizowanych
zgloszonych do retransplantacji, tylko wobec 68% wszystkich MM stwierdzono
przeciwciala w badanej grupie. Dla wszystkich badanych biorcéw oznaczono
dodatkowe, akceptowalne niezgodnosci za pomoca HLAMatchmaker®: 152
swoistosci dla locus A i 252 dla locus B.

Whioski: Ocena immunizacji chorych zakwalifikowanych do transplantacji
powinna by¢ standardowo wykonana przy uzyciu wysokoczulych testow
oceniajacych klase, swoisto$¢ i poziom aloprzeciwcial, co umozliwi ustalenie
bezpiecznych niezgodno$ci z potencjalnym dawca. Rutynowo stosowany test
PRA-CDC istotnie =zaniza liczb¢ chorych wysoko zimmunizowanych.
Wykluczenie z listy chorych z powtdérzong niezgodnoscia jest uproszczeniem,
zabierajacym wielu biorcom szansg¢ na przeszczep.

Algorithm to Manage Highly Sensitized Kidney Transplant Recipients in
Poland.

Objective: Programs for immunized transplant recipients are essential to
achieve graft survivals comparable to those of non-immunized recipients. The
threshold in Poland is a PRA by the complement-dependent cytotoxicity (CDC)
method greater than 50%, which includes approximately 3.8% of the patients. At
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the same time the United Network for Organ Sharing there recipients represent
approximately 16% of the waiting list in the United Network for Organ Sharing
(UNOS). The underestimation of the immunized group in Poland may be due to
differences in laboratory techniques to assess alloantibodies.

Materials and methods: This study investigated 55 potential recipients with a
PRA by CDC 50%. We used the following algorithm to assess their
immunization: Luminex screening test for an HLA antibody; specificity assessed
with Luminex Single Antigen, VPRA (evaluation of immunization of the
patient); and analysis of acceptable HLA incompatibilities (HLAMatchmaker).
Results: All recipients were positive class I anti-HLA antibodies and 94.5%
were positive for class II. For the groups of subjects with PRA-CDC from 50%
to 79% versus those greater than 80%, the average values of PRA-CDC were
62.2% and 89.5%, respectively. The virtual PRA results for these groups were
95.7% and 97.2%, respectively. In addition, anti-HLA-Cw, anti-DQ and anti-DP
antibodies were detected in 77%, 84%, and 51% of recipients, respectively.
Immunized recipients reported to the next transplant were characterized by the
antibodies against mismatch only in 68%. For all potential recipients, additional
acceptable non-compliance was determined with HLAMatchmaker: 152
specificity for locus A and 252 for locus B.

Conclusions: Evaluation of immunization status of recipient candidates should
be routinely performed using tests to assess class and specificity as well as level
of alloantibodies to enable determination of a safe potential donor. As a routine
test, PRA-CDC underestimates the number of highly immunized patients.
Exclusion from the list of patients with repeated non-compliance is a
simplification, which reduces their chance for transplantation.

4. Hanna Zielinska, Magdalena Jankowska, Maciej Zielinski, Grazyna
Moszkowska, Alicja quska—élizieﬁ, , Bolestaw Rutkowski, Piotr
Trzonkowski. Zalezne od przeciwcial odrzucanie aloprzeszczepu
nerkowego — opis przypadku. Forum Nefrologiczne 2011, 4, 4, 347-
355.

Ostre odrzucanie zalezne od przeciwcial stanowi jedna z czg¢stszych przyczyn
niewydolnos$ci badz skrdcenia przezycia przeszczepu. Problem dotyczy nie tylko
pacjentow wysoko zimmunizowanych z wysokim odsetkiem PRA-CDC, ale i
szerokiej grupy biorcow =z niskim stezeniem przeciwciat anty-HLA,
niewykrywalnych w rutynowych testach serologicznych. Przeciwciala te, nawet
w niskich mianach sg pochodng obecnosci komérek pamigci, ktére w szybkim
czasie poprzez klonalng proliferacjc moga doprowadzi¢ do uszkodzenia
przeszczepu. Zaprezentowany opis przypadku dotyczy pacjentki S$rednio
zimmunizowanej (PRA=16%), ktéra w ciagu 6 miesiecy od przeszczepu utracita
nerke w wyniku odrzucania zaleznego od przeciwcial, potwierdzonego nowo
dostgpnymi testami diagnostycznymi typu LSA (Luminex Single Antigen) oraz
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DSA-XM (Donor Specific Antibodies Cross-Match) i oceng immunogenno$ci
pary dawca-biorca w programie HLAMatchmaker. Mozliwo$¢ wczesnej
diagnostyki z uzyciem tych testéw moze usprawni¢ postepowanie terapeutyczne
i zwigkszy¢ jego skuteczno$¢.

Case report: antibody-dependent rejection in kidney allotransplantation.

Acute humoral rejection is one of the most common causes of failure or
shorten the survival of the graft survival. The problem affects not only highly
sensitized patients with a high percentage of PRA-CDC, but a wide group of
recipients with low levels of anti-HLA antibodies, undetectable by routine
serological tests. These antibodies, even at low titers indicate the presence of
memory cells, which through clonal proliferation can quickly damage the graft.
Presented case report concerns on sensitized patient (PRA = 16%), who within 6
months of transplantation lost a kidney as a result of rejection-dependent
antibodies. Type of rejection was confirmed by the newly available diagnostic
tests: LSA (Luminex Single Antigen) and DSA-XM (Donor Specific Antibodies
Cross-Match). Additionally immunogenicity of donor-recipient pairs was
evaluated by the HLAMatchmaker software. Utilization of modern diagnostics
with the use of these tests may improve the therapeutic management and
increase its effectiveness.

5. Maciej Zielinski, Hanna Zielinska, Grazyna Moszkowska, Alicja
Debska-Slizien,  Bolestaw  Rutkowski, Piotr  Trzonkowski.
Zmodyfikowana metoda FCXM wykrywajaca limfocytotoksycznos¢
zwiazanych aloprzeciwcial sposobem na rozréznienie przeciwcial
istotnych klinicznie od nieszkodliwych. Transplant Proc. 2013 Jan-
Feb;45(1):88-94.

Obecno$¢ aloprzeciwciat anty-dawca weryfikowane jest rutynowo w
serologicznej prébie krzyzowej (CDC-CM). Wsrdd przeszczepionych jest
jednak niewielka grupa chorych rozwijajacych nadostre odrzucanie zalezne od
przeciwciatl, z powodu niedostatecznej czutosci serologicznej proby krzyzowej.
Z tych samych powodéw, nawet u 20% biorcéw przeszczepu dochodzi do
ostrego odrzucania, gdzie zaangazowana jest odpowiedz humoralna lub
humoralno-komérkowa. Byt to bodziec do rozwoju czulszych technik préby
krzyzowej (FCXM), ktéry nie znalazl rutynowego zastosowania z uwagi na
odsetek wynikéw falszywie dodatnich bedacych pochodna przeciwciat
nieistotnych klinicznie (wigzace, nielityczne). W pracy pordwnano wyniki oceny
aloprzeciwcial metodami klasycznymi (CDC-XM i FCXM) ze zmodyfikowana
wersja cFCXM, pozwalajacg okresli¢ lityczno$¢ wykrytych przeciwciat
(cFCXM; cytolytic flow cytometry crossmatch). Obecno$¢ przeciwciat anty-
HLA potwierdzono metoda fluorymetrii przeptywowej (Luminex). Odnoszac
wyniki préb krzyzowych do obecnosci przeciwcial DSA (Luminex), cFCXM
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charakteryzuje wyzsza czuto$§¢ od CDC-XM, a jednocze$nie cFCXM umozliwia
klasyfikacje zwiazanych przeciwcial anty-dawca wedlug ich litycznosci, co
niweluje wplyw dodatnich, nieistotnych klinicznie wynikéw FCXM.

Modified flow cytometry crossmatch detecting alloantibody-related
cytotoxicity as a way to distinguish lytic antibodies from harmless in
allosensitised kidney recipients.

The serological complement-dependent cytotoxicity crossmatch (CDC-XM)
permits routine identification of anti-donor alloantibodies in the sera of
allotransplant recipients. However, in a small group of recipients, antibodies
below the threshold of detection may still be responsible for hyperacute
rejection. For the same reason, approximately 20% of recipients develop acute
rejection episodes. The flow cytometry crossmatch (FCXM) was designed to
address these problems, but because of the presence of clinically insignificant
antibodies (linked, non-lytic), the FCXM appears to be too sensitive yielding
false-positive results. We compared FCXM with its modified version assessing
cell viability (cytolytic flow cytometry crossmatch; cFCXM) using sera from
previously sensitised kidney recipients. The presence of alloantibodies was
detected using the Luminex platform.

The cFCXM proved to be of greater sensitivity than CDC-XM, which was
additionally confirmed with bead-based Luminex techniques. The cFCXM was
also superior to FCXM because it distinguished lytic from non-lytic antibodies.
The cFCXM was superior to assess donor specificity, sensitivity, and detection
of clinically relevant lytic antibodies.

6. Grazyna Moszkowska, Hanna Zielinska, Maciej Zielinski, Anna
Dukat-Mazurek, Alicja quska—Slizieﬁ, Bolestaw Rutkowski, Dorota
Lewandowska. Roman Danielewicz, Piotr Trzonkowski: Identyfikacja
pacjentow podwyzszonego ryzyka immunologicznego wsrod
potencjalnych biorcéw nerek w polskiej populacji. Human
Immunology 75 (2014) 650-655

Realizacja programu przedprzeszczepowej identyfikacji pacjentéw
podwyzszonego ryzyka immunologicznego mozliwa jest dzieki nowym
technologiom pozwalajacym na wysokoczule wykrywanie i charakterystyke
klinicznie waznych aloprzeciwcial obecnych u potencjalnych biorcéw nerek.
Testami fazy statej Luminex Screen przebadano 1460 chorych zgtoszonych na
Krajowg Liste Oczekujacych Poltransplant. Ustalono liczbe pacjentéw z
przeciwciatami anty HLA, a nastgpnie w grupie 235 immunizowanych,
zgloszonych do re transplantacji testami Luminex Single Antigen okreslono
swoistosci antygenowe aloprzeciwcial. Wyniki poréwnano z danymi
dotyczacymi stopnia immunizowania tych chorych ocenianych rutynowym
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testem PRA CDC. Badania wykazaty znacznie wyzsza czuto$¢ metody LS,
umozliwiajaca juz przy jednokrotnym badaniu oceng pacjenta w zakresie jego
immunizacji. Wykazano, ze okreslenie w testach LSA swoistosci antygenowych
przeciwcial anty HLA, pozwala zidentyfikowa¢ obecno$¢ przeciwcial wobec
poprzednich niezgodnosci (MM) oraz ustali¢ akceptowalne niezgodnosci.
Wprowadzenie tych badan do rutynowej diagnostyki przedtransplantacyjnej
pozwolitoby na szybszg i doktadniejsza ocen¢ ryzyka immunologicznego biorcy,
dobdér wiasciwego dawcy, ustalenie odpowiedniego schematu leczenia
immunosupresyjnego, a wyniki stanowilyby punkt odniesienia dla
poprzeszczepowego monitorowania wytwarzania aloprzeciwcial swoistych dla
dawcy.

Identification of patients with increased immunological risk among
potential kidney recipients in the Polish population.

Pretransplant identification of allosensitized patients is possible thanks to
new technologies, which allow for accurate detection of clinically relevant
alloantibodies. Implementation of these methods in the screening of patients
awaiting transplantation increased their chance for successful donor-recipient
matching.

Here, 1460 patients reported to the Polish National Waiting List were
screened with the Luminex Screen (LS) solid phase test for anti-HL A antibodies.
The patients with detected anti-HLA antibodies were assayed with the Luminex
Single Antigen (LSA) tests in order to establish defined antigen specificity of the
alloantibodies. The results were compared with data on the immunization
assessed with the routine complement-dependent-cytotoxicity panel-reactive-
antibody assay (PRA CDC).

The study showed significantly higher sensitivity of the LS method when
compared with PRA CDC. It has been shown that LSA test is a useful technique
identifying the specificities of alloantibodies. In particular, LSA allowed to
assess donor specific antibodies (DSA) to previous mismatches (MM) and to
determine acceptable HLA mismatches of the potential donors.

The introduction of solid phase tests in routine pretransplant diagnostics
allowed for faster and more accurate assessment of the immunological risk of
the recipients and optimal donor-recipient matching. Hence, presented algorithm
of solid phase assays has become a new standard for the identification of
allosensitized patients awaiting kidney transplantation in Poland.
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PODZIEKOWANIA
Pragne¢ podzigkowac

Pracownikom Katedry i Kliniki Nefrologii, Transplantologii i Chor6b
Wewnetrznych, GUMed.

e Ordynatorowi Kliniki: Pani Profesor Alicji Debskiej-Slizien - za
ogromng cheé wspdlpracy, poswiecony czas, zyczliwos¢. Szczegdlnie
za$ za cenne uwagi 1 dyskusje przy kazdej z prezentowanych w
niniejszej rozprawie publikacji.

e Kierownikowi Katedry: Panu Profesorowi Bolestawowi Rutkowskiemu
za umozliwienie wspélpracy i okazang zyczliwo$é

e Dr Magdalenie Jankowskiej za pomoc w ocenie klinicznej pacjentéw,
wspélprace zapewniajaca ciagtos¢ wykonywanych badan oraz dyskusje
podczas przygotowywania publikacji powstajacych na podstawie
prezentowanych wynikéw.

e Dr Agnieszce Tarasewicz za pomoc w ocenie klinicznej pacjentéw.

e Mgr Beacie Biatobrzeskiej za ogromna cierpliwos$¢ i poSwigcenie przy
pobieraniu materialu od pacjentéw oraz okazang zyczliwo$¢ i pomoc
przy pojawiajacych sie problemach.

Panu Profesorowi Zbigniewowi Sledzinskiemu oraz Chirurgom z Kliniki
Chirurgii Og6lnej, Endokrynologicznej i Transplantacyjnej za umozliwienie
pobierania materiatu do badan.

Kolezankom i Kolegom =z Zaktadu Immunologii Klinicznej i
Transplantologii  oraz  z  Laboratorium  Immunologii ~ Kliniczne;j,
Transplantacyjnej i Hematologii za stworzenie przyjaznej atmosfery oraz
wszechstronng pomoc w trakcie wykonywania projektu.

Ani Dukat-Mazurek za wielokrotne przejmowanie ci¢zaru opieki nad
Pracownig HLA umozliwiajagc mi dokonczenie niniejszej pracy.



