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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

aGVHD - ostra choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. acute graft versus host

disease)

ABMR - odrzucanie przeszczepu zalezne od przeciwcial (ang. antibody mediated rejection)

BSI — bakteryjne zakazenia krwi (ang. blood stream infection)

c¢GVHD - przewlekta choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. chronic graft ver-

sus host disease)

CDC-XM —proba krzyzowa metoda cytotoksycznosci zaleznej od dopelniacza (ang. com-

plement dependent cytotoxicity cross match)

DSA — przeciwciata specyficzne wobec dawcy (ang. donor specific antibody)

ELISA — test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)

FCXM - proba krzyzowa metoda cytometrii przepltywowej (ang. flow cytometry cross ma-

tch)

GVHD - choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. graft versus host disease)

GVL — efekt przeszczep przeciwko bialaczce (ang. graft versus leukemia)

HLA - antygeny zgodnosci tkankowej (ang. human leukocyte antigen)

HSCT - przeszczep macierzystych komorek hematopoetycznych (ang, hematopoietic stem
cell transplantation)

LS — test przesiewowy z uzyciem fluorymetru przeptywowego Luminex (ang. Luminex

screen)

L-SAB - oznaczanie swoisto$ci przeciwciat anty-HLA z uzyciem fluorymetru przeptywo-

wego Luminex (ang. Luminex single antigen beads)

MFI — $rednia warto$¢ fluorescencji (ang. mean fluorescent intensity)

MM — niezgodno$¢ (ang. mismatch)

PBSCT - przeszczep krwiotworczych komorek macierzystych z krwi obwodowej (ang. pe-

ripheral blood stem cell transplantation)

PCR RFLP - fancuchowa reakcja polimerazy z uzyciem enzymow restrykcyjnych (ang.

polymerase chain reaction restriction fragments length polymorphism)

PCR SSP - tancuchowa reakcja polimerazy z uzyciem pojedynczych starteréw specyficz-

nych dla sekwencji (ang. polymerase chain reaction sequence specific primer)

PRA-CDC - stopien uczulenia biorcy z panelem limfocytéw potencjalnych dawcoéw meto-

da cytotoksycznosci zaleznej od dopelniacza (ang. panel reactive antibody - complement

dependent cytotoxicity)

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotyde polymorphism)

SPI — metody fazy statej (ang. solid-phase immunoassays)

UAMs — nieakceptowalne niezgodnoSci (ang. unacceptable HLA antigen mismatches)

v-XM — wirtualna préoba krzyzowa (ang. virtual cross match)
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STRESZCZENIE

Wprowadzenie

Przeszczepienie hematopoetycznych komorek macierzystych (HSCT — haematopoietic stem
cell transplantation) jest w przypadku wiekszo$ci nowotworéw hematologicznych jedyna sku-
teczng metoda oferujaca wyleczenie. Niemniej, od ponad dwoch dekad, 5-letnie przezycie bez
nawrotu choroby podstawowej utrzymuje si¢ na poziomie 40-60%.

Jest to spowodowane wystepowaniem powiktan zaleznych od procedury przeszczepienia.
Kluczowymi czynnikami pogarszajacymi ostateczny wynik transplantacji sa choroba przeszczep
przeciwko gospodarzowi (GVHD — graft versus host disease) wystgpujaca w postaci ostrej i
przewlektej oraz powazne, czgsto zagrazajace zyciu infekcje, gtownie zakazenia krwiopochodne
(BSI - blood stream infection).

Posta¢ ostra GVHD (aGVHD — acute graft versus host disease) jest gtbwnym powodem
$miertelnosci wezesnej zaleznej od transplantacji. Zarowno aGVHD jak i komplikacje zwigzane
z jej leczeniem sa odpowiedzialne za niedobory immunologiczne bedace czgstym powodem
infekcji [1]. Przewlekta posta¢ GVHD (cGVHD — chronic graft versus host disease) to zespot
zroznicowanych objawdw wystepujacych w okresie pdzniejszym po przeszczepie. cGVHD jest
tez w tym okresie gldwnym powodem $miertelnosci biorcy nie zwigzanym z nawrotem choroby
podstawowej [2].

Wiele czynnikéw jest uznawanych za istotnie wplywajace na rozwoj choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi. Wigksza czesto$C wystgpowania tego powiklania jest zwigzana z
niezgodno$ciami w uktadzie HLA (ang. human leukocyte antigen) miedzy dawca a biorcg. Jed-
nak zespot ten wystepuje rowniez u biorcéOw identycznych w zakresie HLA z dawca, co wska-
zuje na role innych czynnikow nie uwzglednionych w rutynowym doborze immunologicznym.
Wymienia si¢ tu wiek biorcy (im biorca starszy tym wyzsze ryzyko rozwinigcia GVHD), prze-
szczep pochodzacy od dawcy niespokrewnionego, roznica pici (kobieta dawca dla mezezyzny),
stan immunizacji dawcy (wielorodki, osoby poddawane przetoczeniom krwi) [3]. Istnieje row-
niez gradacja zwigzana z rodzajem przeszczepu — uzycie krwi pgpowinowej niesie ze sobg niz-
sze ryzyko wystapienia GVHD, a komoérek macierzystych krwi obwodowej wyzsze niz szpik
kostny. Niektore schematy kondycjonowania moga roéwniez mie¢ wptyw na zwigkszenie ryzyka
rozwinigcia tego powiktania.

Jak wiadomo najwazniejszg role w zakresie doboru dawcy dla biorcy ma uktad zgodno$ci
tkankowej, jednak coraz cze$ciej méwi si¢ o innych, mniejszych uktadach genetycznych i ich
roli w promowaniu GVHD. Sg to mi¢dzy innymi polimorfizmy genéw kodujacych cytokiny,
ktére wydaja sie by¢ dobrym kandydatem na wskaznik ryzyka wystapienia tego powiktania
[1,4-7]. Stad jednym z elementow pracy doktorskiej byto okreslenie wsréd wybranych polimor-
fizmoéw tych, ktore pozwalajg oszacowac ryzyko rozwoju GVHD [8].

Bardzo istotne i zwigkszajace wskazniki §miertelnosci po HSCT sa bakteryjne zakazenia
krwiopochodne (BSI — blood stream infection), ktdre wystepuja w tej grupie pacjentow w okoto
13 — 60% przypadkow. Wymienia si¢ kilka czynnikow ryzyka wystapienia BSI. Jest to wiek
biorcy > 18 roku zycia, pézna faza choroby podstawowej, obecnos¢ centralnego katetera naczy-
niowego, ciezka choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi, stosowanie wysokich dawek
lekéw steroidowych czy zapalenie blony §luzowej (mucositis). Jako czynniki ryzyka wymienia
si¢ rowniez aloHSCT z obecnoscia niezgodnosci w ukladzie zgodnosci tkankowej pomigdzy
dawca a biorcg [9-12]. Nalezy jednak podkresli¢, ze w grupach pacjentéw prezentujacych iden-
tyczny poziom ryzyka, czestos¢ wystepowania BSI moze si¢ r6znié. Postuluje si¢ istnienie in-
nych czynnikéw predysponujgcych do rozwoju infekcji, w tym BSI. Na podstawie doniesien
sugerujacych, ze polimorfizmy wystepujace w genach kodujacych cytokiny sa powigzane z
wieloma chorobami zaleznymi od procesu zapalnego, mozna podejrzewac, ze moga mie¢ takze
wplyw na ryzyko wystapienia infekcji po HSCT. W zwigzku z powyzszym w badaniu zalezno-
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$ci pomigdzy SNP (SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu; ang. single nucleotyde poly-
morphism) wystepujacymi w genach kodujacych cytokiny a komplikacjami po HSCT, wiaczono
rowniez obserwacje dotyczace infekcji krwiopochodnych.

Osobny problem w HSCT stanowi leczenie choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi.
W przypadku postaci ostrej udato si¢ wypracowaé¢ schematy, ktore daja wymierne efekty lecz-
nicze. W zakresie leczenia pacjentow z cGVHD testowano wiele lekow (talidomid, alemtuzu-
mab, mykofenolan mofetylu, sirolimus, imatynib) jednak efekty ich dziatania nie przyniosty
istotnej poprawy odleglych wynikow HSCT. Pewne nadzieje niesie ze sobg fotofereza poza-
ustrojowa, skojarzenie rituximabu z cyklosporyng i lekami steroidowymi oraz zastosowanie
inhibitorow kinazy JAK2, jednak w dalszym ciggu cGVHD stanowi powazny problem klinicy-
stow [13,14]. W $wietle tego istotne wydaja si¢ by¢ obiecujace wyniki leczenia tej postaci cho-
roby z zastosowaniem komorek T regulatorowych, ktore zaprezentowane zostalty w publikacji
[15] wchodzacej w sktad niniejszej rozprawy.

Rozwoj transplantologii w ciggu ostatnich lat pozwolil rowniez na skuteczne leczenie pa-
cjentow ze schylkowa niewydolno$cig narzadow unaczynionych. W przypadku organdéw takich
jak serce, watroba czy ptuca przeszczep jest jedyna metoda terapii ratujacej Zycie, natomiast
transplantacja nerki pozwala na poprawe jakosci zycia i daje szanse na dtugoletnie przezycie.

Wisréd przyczyn wplywajacych na dtugo$¢ przezycia przeszczepu poza czynnikami nieim-
munologicznymi takimi jak zaawansowany wiek dawcy i/lub biorcy, schorzenia dawcy, pocho-
dzenie narzadu (dawca zywy badz zmarly), toksyczne uszkodzenie przeszczepu zalezne od le-
czenia immunosupresyjnego, infekcja CMV, czy dlugo$¢ czasu zimnego niedokrwienia, istotng
role petig czynniki immunologiczne. Te ostatnie obejmuja dobér immunologiczny w zakresie
antygenow zgodnos$ci tkankowej oraz przeciwciat anty-HLA swoistych dla dawcy. Czynniki
immunologiczne sg odpowiedzialne za procesy odrzucania przeszczepionego narzadu prowa-
dzace do jego niewydolnosci.

Odrzucanie przeszczepionego narzadu jest wynikiem rozpoznawania przez uktad odporno-
$ciowy biorcy antygendw przeszczepu i uruchomienie procesOw immunologicznych majacych
na celu jego zniszczenie. Jest to sytuacja fizjologiczna i uwarunkowana réznicami genetyczny-
mi pomiedzy dawcg, a biorcg gtownie w zakresie antygenow zgodnosci tkankowe;.

Kluczowa w doborze immunologicznym par dawca biorca przed przeszczepieniem narzadu
unaczynionego jest ocena stopnia immunizacji potencjalnych biorcéw na obce antygeny zgod-
nosci tkankowej. Rutynowo stosowanym testem wykrywajacym przeciwciata anty-HLA jest
PRA-CDC (ang. panel reactive antibody - complement dependent cytotoxicity). Jest on jednak
niewystarczajaco czuly i zaleca si¢ dodatkowo badania metodami fazy statej (SPI — solid-phase
immunoassays) — ELISA lub fluorymetrem przeptywowym Luminex. Dajg one mozliwo$¢ nie
tylko wykrycia mniejszych st¢zen aloprzeciwcial, ale umozliwiaja identyfikacj¢ swoistosci
przeciwcial anty-HLA, a w konsekwencji ustalenia u potencjalnego biorcy nieakceptowalnych
niezgodno$ci HLA (UAMs — unacceptable HLA antigen mismatches) [16]. W pracy [17] pre-
zentowanej w niniejszej rozprawie przedstawiono wyniki badan, ktore obrazujg stopien niedo-
szacowania pacjentow zimmunizowanych w zaleznosci od zastosowanej metody.

Aktualnie stosuje si¢ szereg zabiegdw majacych na celu ograniczenie czestosci wystepowa-
nia poszczegdlnych typdéw odrzucania przeszczepionego narzadu. Prawidlowe wykonanie bio-
logicznej, przedprzeszczepowej proby krzyzowej eliminuje niebezpieczenstwo wystapienia
odrzucania typu nadostrego. Ostre odrzucanie narzadu przeszczepionego jest skutecznie hamo-
wane przy uzyciu farmakologicznej immunosupresji. Obecnie najwickszym wyzwaniem dla
klinicystow jest poznanie mechanizmow i opanowanie odrzucania przewleklego, prowadzacego
nieuchronnie do przedwczesnej utraty przeszczepu. W zwigzku z nieskutecznoscig lekow far-
makologicznych w zakresie tego typu odrzucania sugeruje si¢ zapobieganie jego wystapienia
poprzez odpowiedni dobor immunologiczny przed transplantacja. Poprawe odleglych wynikow
przeszczepiania moze przynie$¢ zastosowanie w algorytmie doboru immunologicznego wirtu-
alnej proby krzyzowej, ktorej zalety opisano w publikacji [18] wchodzacej w sktad niniejszej
rozprawy doktorskiej.
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Cele pracy

Celem pracy byto badanie nowych mozliwosci poprawy wynikow transplantacji komorek
krwiotworczych oraz narzagdéw unaczynionych.

Zadanie zrealizowano poprzez:

e Ocene ryzyka wystgpienia powiklan po transplantacji hematopoetycznych komorek ma-
cierzystych z uwzglednieniem oceny genetycznej jako parametru umozliwiajacego
spersonalizowanie leczenia immunosupresyjnego.

e Propozycje leczenia ostrej i przewleklej choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi
przy uzyciu preparatu zawierajacego namnozone komorki T regulatorowe pacjenta lub
dawcy.

e Okreslenie stopnia immunizacji pacjentdéw oczekujacych na przeszczepienie nerki w
Polsce oraz oznaczenie u biorcow oczekujgcych na retransplantacje swoistosci anty-
HLA z uzyciem wysokoczutych metod fazy stalej przy zastosowaniu fluorymetru prze-
pltywowego.

e Propozycje zastosowania wirtualnej proby krzyzowej w algorytmie doboru immunolo-
gicznego przed przeszczepieniem narzadu unaczynionego, jako badania pozwalajacego
na zmniejszenie ryzyka wystapienia incydentow odrzucania oraz zwigkszajgcej szanse
na dhuzsze przezycie przeszczepu.

Omowienie publikacji wchodzacych w sklad rozprawy

Anna Dukat-Mazurek, Maria Bieniaszewska, Andrzej Hellmann, Grazyna Moszkowska,
Piotr Trzonkowski: Association of cytokine gene polymorphisms with the complications of
allogeneic haematopoietic stem cell transplantation. Hum. Immunol. 2017; 78: 672-683

Poza niezgodnosciami w gtownym uktadzie zgodno$ci tkankowej istniejg inne immunolo-
giczne i1 genetyczne czynniki zwickszajace ryzyko wystapienia choroby przeszczep przeciwko
gospodarzowi. Naleza do nich aktywne procesy zapalne i uczestniczace w nich cytokiny, ktore
odgrywaja wazna rol¢ w promowaniu zmian skutkujacych rozwojem GVHD. Rola wielu cyto-
kin pro- i przeciwzapalnych zostata opisana w patogenezie ostrej i przewlektej postaci GVHD.
Wyniki niektorych badan wykazaly takze, ze rézne polimorficzne formy gendéw kodujacych
cytokiny wptywaja na odmienng ich ekspresje, zarowno na poziomie transkryptu, jak i biatka.
Oznacza to, ze polimorfizmy te moga wplywaé na praktycznie wszystkie procesy immunolo-
giczne zachodzace w organizmie, nie wytaczajagc GVHD oraz podatnosci na zakazenia. Czgs¢
badaczy przedstawito wyniki dokumentujace istotne zwigzki pomiedzy niektérymi polimorfi-
zmami wystepujacymi w genach kodujacych cytokiny a czgstoscig nie tylko GVHD, ale row-
niez wielu innych schorzen o podlozu zapalnym (np. chorob z autoagresji). Przeanalizowanie
zwiazku migdzy czesto$cia wystepowania powiktan zwigzanych z procedura HSCT i ich stop-
niem cie¢zkos$ci a SNP wystepujacymi w genach kodujacych pro i przeciwzapalne cytokiny byto
wigc wysoce uzasadnione.

W naszej pracy przedstawiliSmy wyniki analizy ryzyka wystapienia komplikacji typowych
dla aloHSCT na podstawie genotypow biorcow i dawcow z uwzglednieniem polimorfizméow
genow kodujacych cytokiny.

Grupe badang stanowito 108 biorcow komoérek hematopoetycznych oraz ich 81 dawcow.
Zaréwno u dawcow jak i u biorcoéw okre§lono wystepowanie nastepujacych polimorfizmow w
genach kodujacych cytokiny: TNF-a region promotorowy, pozycja -308 A/G; TGF-f1 codon 10
T/C, 25 C/G; IL-10 region promotorowy, pozycja -1082 A/G, -819 C/T, -592 A/C; IL-6 region
promotorowy, pozycja -174 G/C; IFN-y intron 1, pozycja +874 T/A. Metody, ktore wykorzy-
stano do okre$lenia polimorfizméw poszczegdlnych cytokin to: PCR RFLP (ang. polymerase
chain reaction restriction fragments length polymorphism) z uzyciem enzymoéw restrykcyjnych,
metoda PCR SSP (ang. polymerase chain reaction single specific primer) oraz sekwencjonowa-
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nie. W celu ustalenia wptywu konkretnych genotypow na aktywno$¢ wydzielnicza, wykonano
réwniez oznaczenie st¢zenia cytokin w surowicy (TNFa, TGF-B1, IL-10, IL-6, IFN-y). Ozna-
czenia surowiczych pozioméw cytokin zostaly wykonane metoda ELISA (ang. enzyme-linked
immunosorbent assay).

Wyniki oznaczen odniesiono do danych klinicznych uwzgledniajacych powiktania infekcyj-
ne oraz postac ostrg i przewlekta choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi. Dane dotyczace
biorcy analizowano w kontekscie polimorfizméw wtasnych jak i dawcy. Pozwolito to na okre-
$lenie zwigzkow pomigdzy wystepowaniem poszczegdlnych polimorfizméw w genach koduja-
cych cytokiny, a wystapieniem i przebiegiem GVHD oraz konkretnych zakazen.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze w zakresie badanych polimorfizmoéw, gtéwne znaczenie kli-
niczne ma genotyp biorcy, natomiast genotyp dawcy jest mniej istotny w odniesieniu do wyste-
powania powiklan po HSCT. Polimorfizmy genowe zanotowane dla trzech z przebadanych
przez nas cytokin: IL-6, IL-10 i TGF-P s3 powiagzane z wystegpowaniem GVHD oraz posoczni-
cy. Badania wykazaty, Zze polimorfizm w miejscu -174 genu kodujacego IL-6 jest powigzany ze
stezeniem tej cytokiny w surowicy. Genotyp CC jest odpowiedzialny za niskie stezenia IL-6,
natomiast pacjenci charakteryzujacy si¢ genotypami zawierajagcymi guaning (GG i GC) s3 jej
silnymi wydzielaczami. Ta zalezno$¢ przektada si¢ na zwiazek IL-6 z powiktaniami po HSCT.
W zwiazku z tym, ze IL-6 jest cytoking prozapalna, pacjenci o genotypie CC zwigzanym z ni-
skimi stgzeniami tej cytokiny w surowicy, rzadziej rozwijali ostrg posta¢ GVHD, podczas gdy
genotypy zawierajace G predysponowaly do aGVHD.

Réwniez dla IL-10 wykazano zwiazek okreslonych polimorfizméw genowych ze stgzeniem
tej cytokiny w surowicy. Analiza statystyczna wykazata, ze genotyp GCC/ATA jest zwigzany z
wysokim stezeniem IL-10, podczas gdy GCC/GCC z niskimi poziomami IL-10. Podobnie jak
dla IL-6 wykazano zalezno$¢ miedzy genotypem biorcy a wystgpowaniem komplikacji po
HSCT. Biorcy z genotypem GCC/ATA rzadziej cierpieli z powodu GVHD, bez wzgledu na typ
choroby. Siedemdziesiat pi¢¢ procent pacjentdw o tym genotypie nie rozwingto ani cGVHD, ani
aGVHD. Potencjat ochronny tego genotypu wiazal si¢ szczegdlnie z wystgpieniem postaci
ostrej choroby. W nielicznych przypadkach, gdy u pacjentow o genotypie GCC/ATA zanoto-
wano objawy aGVHD ich nasilenie nie przekraczato stopnia I w ogélnej klasyfikacji choroby.
Zaden z biorcow ze wspomnianym genotypem nie rozwingt aGVHD w stopniach II - IV. Prze-
ciwny efekt wykazano w przypadkach z genotypem GCC/GCC biorcy. Ponadto zaobserwowa-
no, ze badane miegjsca polimorficzne genu kodujacego 1L-10, wykazywaty zalezno$¢ z wysta-
pieniem przewleklej formy GVHD. Wszyscy biorcy posiadajacy genotyp ATA/ATA rozwingli
przewlekla posta¢ choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi.

Badane polimorfizmy wystepujace w genie kodujacym TGF- rdwniez miaty wptyw na ste-
zenia tej cytokiny w surowicy. Wykazano, ze genotypy T/T G/G i T/C G/G wigzaly si¢ z wyso-
ka synteza tej cytokiny, podczas gdy genotypy T/C G/C i C/C G/G byly odpowiedzialne za
$rednie jej poziomy. Zalezno$ci te ponownie wykazaly zwigzek z wystepowaniem GVHD. Ge-
notyp T/T G/G wiazat si¢ z intensywna produkcja tej cytokiny i predysponowat biorcg do roz-
winigcia zarowno formy ostrej, jak i przewleklej GVHD. Ponadto w przypadku wystapienia
postaci ostrej choroby predysponowat do jej manifestacji w klinicznie istotnych stopniach: II-
Iv.

W wyniku dalszych analiz wykazano, ze GVHD nie jest jedynym powiktaniem obserwowa-
nym po HSCT, ktorego czesto$¢ wystepowania wykazata zwigzek z badanymi SNP. Réwniez
czestos¢ 1 ciezkos¢ zakazen krwi wykazywata statystycznie istotng zalezno$¢ z konkretnymi
genotypami. Istotne znaczenie mialy polimorfizmy wystepujace w genach kodujacych trzy cy-
tokiny: IL-10, IL-6 i TNF-B. Genotypy GG oraz CC interleukiny szdstej predysponowaty do
wystepowania zakazen krwi, podczas gdy genotyp GC w tym zakresie wykazywat role ochron-
ng. W analizie wieloczynnikowej wykazano wspoétzaleznos¢ genotypow IL-10 i IL6. Wspotwy-
stepowanie genotypu IL-10 GCC/GCC zwigzanego z niska produkcja tej cytokiny z genotypem
GC IL-6 byto zwigzane z niska czegstoscig wystepowania BSI. Analiza wieloczynnikowa wyka-
zata réwniez, ze zakazenia wirusowe (CMV, EBV, BKV) wystepowaly rzadziej u biorcow, u
ktorych stwierdzono jednoczesne wystgpowanie genotypu GC w IL-6 i ACC/ACC w IL-10.
Odwrotny efekt, czyli zwigkszenie ryzyka zakazen wirusowych wywierato natomiast jednocze-



Streszczenie 11

sne wystapienie u biorcy genotypu CC IL-6 i ACC/ACC IL-10. Moze to sugerowac, ze rola IL-
6 jest kluczowa w kontrolowaniu infekcji. Zalezno$ci statystyczne okreslajace wptyw polimor-
fizmoéw prezentowanych w genotypach biorcy na ryzyko wystapienia komplikacji po HSCT
przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Wptyw genotypu biorcy na ryzyko wystapienia komplikacji po HSCT

Powiklanie po Genotypy zwie¢kszajace ryzy- Genotypy zmniejszajace ry-
HSCT ko powiklan zyko powiklan
IL-6: G/C1G/G IL-6: C/C
aGVHD TGF-B: T/T G/G IL-10: GCC/ATA
aGVHD IL-10: GCC/GCC )
stopnie: II-IV TGF-B: T/T G/G IL-10: GCC/ATA
IL-10: ATA/ATA
¢GVHD TGF-B: T/T G/G ;
GVHD bez IL-6: G/C1G/G IL-6: C/C
wzgledu na postaé TGF-B: T/T G/G IL-10: GCC/ATA
Zakazenia IL-6: C/CiG/G IL-6: G/C
krwi IL-10: ACC/ATA TGF-B: T/CG/C
Infekcje Jednoczesne wystapienie Jednoczesne wystgpienie
wirusowe IL-6: CC z IL-10:ACC/ACC IL-6: GC z IL-10:ACC/ACC

Wyniki badan potwierdzity, ze polimorfizmy wystepujace w genach kodujacych cytokiny
maja wpltyw na ich stezenie w surowicy. Wykazaly rowniez szereg zwigzkéw badanych SNP z
czestoscia 1 ciezkoscia wystepujacych po HSCT powiktan. Wéréd badanych SNP, miejsce po-
limorficzne IL-6 -174 G/C biorcy wydaje si¢ by¢ dobrym kandydatem na czynnik ryzyka powi-
ktan po HSCT. Podobne wnioski wyciagneli takze inni badacze. Polimorfizmy w genie koduja-
cym IL-10 (-1082 A/G, -819 C/T, -592 A/C) oraz TGF-B (kodon 10 T/C, 25 C/G) sa takze
zwigzane z wynikami klinicznymi po HSCT. Wydaje si¢ roéwniez ze polimorfizmy genu IL-10
powinny by¢ analizowane jednocze$nie z polimorfizmem genu IL-6.

Oszacowanie ryzyka wystapienia GVHD daloby mozliwo$¢ spersonalizowania profilaktyki
immunosupresyjnej po przeszczepieniu. Co wigcej niektore z polimorfizméw koreluja z wyste-
powaniem konkretnych antygendéw zgodnos$ci tkankowej (dane nieopublikowane). W wybra-
nych przypadkach samo oznaczenie HLA mogloby wskazywaé na ryzyko wystgpienia powi-
ktan.

Piotr Trzonkowski, Anna Dukat-Mazurek, Maria Bieniaszewska, Natalia Marek-
Trzonkowska, Anita Dobyszuk, Jolanta JusScinska, Magdalena Dutka, Jolanta Mysliwska,
Andrzej Hellmann: Treatment of graft-versus-host disease with naturally occurring T
regulatory cells. BioDrugs 2013; 27:605-614

Obecnie wszyscy pacjenci poddani HSCT od dawcow w petni zgodnych w zakresie HLA
otrzymuja w ramach profilaktyki, a takze leczenia GVHD standardowa, farmakologiczng im-
munosupresje. W przypadkach wystgpienia agresywnej formy choroby stosowane sg dodatkowe
protokoty lecznicze, na przyklad fotofereza pozaustrojowa.

W naszej pracy proponujemy zastosowanie komodrek T regulatorowych jako terapii komor-
kowej w walce z chorobg przeszczep przeciwko gospodarzowi. W publikacji opisano sposéb
dzialania komoérek T regulatorowych, wskazano na te aspekty ich dziatania ktére przemawiaja
za skuteczno$cig w leczeniu i profilaktyce GVHD. Dokonano przegladu opublikowanych da-
nych potwierdzajacych skutecznos¢ tych komorek w leczeniu GVHD w modelach zwierzgcych
oraz badaniach klinicznych. Omowiono réwniez trudno$ci, z ktérymi nalezy si¢ zmierzy¢ pla-
nujac wlaczenie tego typu leczenia do protokotdéw rutynowych.
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Komorki T regulatorowe (Treg) sa limfocytami T CD4+ pochodzacymi z grasicy, ktore
uniknety negatywnej selekcji. We krwi obwodowej stanowig okoto 1% wszystkich leukocytow i
petnig funkcje ochronng przed autoagresywnym dzialaniem komorek efektorowych w momen-
cie rozpoznania wlasnych antygendéw. Sa odpowiedzialne za tolerancje na wtasne tkanki organi-
zmu, dzigki czemu zapobiegaja reakcjom autoimmunologicznym, alergicznym oraz zmniejszaja
ryzyko odrzucania wszystkich przeszczepow. Treg wykazuja aktywnos$¢ hamujaca po kontakcie
ich receptorow TCR z antygenami prezentowanymi przez komorki prezentujace antygen (4APC
— antigen presenting cell). Treg rywalizuja o autoantygeny na APC i w przeciwiefnstwie do ko-
morek efektorowych narzucajg anergie. Mechanizm ten jest rowniez wazny w profilaktyce
GVHD poniewaz pary dawca-biorca sg najczesciej dobrane z pelng zgodnos$cia w zakresie anty-
geno6w HLA, co powoduje, ze antygeny dawcy powinny by¢ rozpoznawane przez przeszczepio-
ne Treg jako wiasne. Z uwagi na wysoka ekspresje czasteczek adhezyjnych i integryn na po-
wierzchni Treg, komorki te przemieszczajg si¢ do tkanek zapalnych szybciej niz limfocyty T
efektorowe. Kiedy rozpoznawane sg autoantygeny uwolnione z uszkodzonych komorek, Treg
inicjuja stan anergiczny, jeszcze zanim pojawig si¢ jakiekolwiek komorki efektorowe.

Komorki te wydaja sie rowniez by¢ skuteczne w przeszczepieniach nie w petni zgodnych w
zakresie antygenow zgodno$ci tkankowej (HLA) z powodu niskiej awidnosci ich receptorow
TCR. Ich skuteczno$¢ moze rowniez w przyszioSci zosta¢ wzmocniona poprzez leczenie farma-
kologiczne uwzgledniajace substancje znane jako aktywujgce komorki T regulatorowe takie jak:
rapamycyna, witamina D, kwas retinowy, glikokortykosteroidy, czy tymoglobulina.

Na skuteczne dzialanie Treg w profilaktyce GVHD wskazuja wyniki badan potwierdzajace,
ze biorcy, ktorzy otrzymali przeszczep PBSC (ang. peripheral blood stem cell transplantation)
wzbogacony komorkami CD4+, CD25+ mieli mniejsze prawdopodobienstwo wystapienia ostrej
postaci GVHD. Ponadto mniejsze ryzyko wystagpienia aGVHD prezentowali rowniez ci biorcy,
ktérzy otrzymali przeszczep od dawcow charakteryzujacych sie duza liczbg komorek T regula-
torowych we krwi obwodowej.

Badania kliniczne przeprowadzone z uzyciem komorek Treg w leczeniu choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi wykazaty skuteczno$¢ takiej terapii w przypadku formy przewleklej
oraz brak skuteczno$ci w zakresie ostrej postaci GVHD w stopniu IV. U pacjentoéw z cGVHD
obserwowano mozliwo$¢ odstawienia lekow farmakologicznych oraz ulgg w objawach choroby.
Wiyniki te daja nadzieje na mozliwos$¢ skutecznego leczenia przewleklej formy choroby, szcze-
golnie wobec braku zadowalajacych efektéw immunosupresji farmakologicznej w cigzkiej
cGVHD. W przypadku aGVHD decyzja o wdrozeniu leczenia komérkowego byta podejmowa-
na w momencie gdy $rodki farmakologiczne okazywaly si¢ by¢ nieskuteczne i mozliwe, ze dwa
tygodnie, ktore sg niezbedne dla hodowli komoérek, w przypadku szybko postepujacego i agre-
sywnego aGVHD w stopniu IV, spowodowaty nieskutecznos¢ terapii. Pozwala to réwniez na
wysnucie wniosku, ze terapia Treg moze by¢ bardziej efektywna w profilaktyce. Teze ta po-
twierdzaja rowniez badania kliniczne innego zespotu, ktory stosowal infuzje komérek T regula-
torowych wyizolowanych od dawcy w przeszczepieniach haploidentycznych. Infuzje miaty
miejsce w dniu -4. W tym przypadku biorcom podawano $wiezo wyizolowane komorki bez
wczeéniejszej hodowli. Zaden z trzynastu biorcow, ktorzy przezyli okres 12-tu miesiecy po
HSCT nie rozwingl GVHD. Wyniki tych badan sa bardzo obiecujace gtdéwnie z powodu braku
koniecznosci podawania w p6zniejszym okresie farmakologicznej immunosupresji. Dodatkowo
badacze zaobserwowali, ze komorki nie mialy wptywu na efekt GVL (ang. graft versus leuke-
mia) gdyz odnotowano tylko jeden nawr6t mimo choroby z obecnos$cia czynnikéw wysokiego
ryzyka wznowy.

Jednym z problemow zastosowania tej terapii w praktyce klinicznej jest dostgpnos¢ komo-
rek. Stan biorcy po przeszczepieniu najcze$ciej uniemozliwia pobranie odpowiedniej jako$ci
krwi obwodowej w celu hodowli Treg. Najkorzystniejsza jest sytuacja, w ktorej dawca jest
cztonek rodziny chorego, co niweluje problemy logistyczne z dostgpnoscia krwi dawcy do ho-
dowli komoérek T regulatorowych. Sytuacja taka dotyczy jednak niewielkiej populacji biorcow.
Alternatywnym zrédtem Treg moga by¢ jednostki krwi pepowinowej. Mozliwe, ze w przyszto-
$ci stosowane beda skuteczne techniki krioprezerwacji tych komorek, ktore pozwolg na szerokie
ich stosowanie.
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Terapia komorkami T regulatorowymi przewyzsza terapie farmakologiczne brakiem dziata-
nia ogolnoustrojowego, a co za tym idzie ograniczeniem potencjalnych dziatan niepozadanych.
Jest to Scisle zwigzane z naturg tych komorek, ktére charakteryzujg si¢ lokalnym sposobem
dzialania i aktywno$cia ograniczong jedynie do miejsca stanu zapalnego. Ponadto taki rodzaj
terapii mogtby stanowi¢ dobrg alternatywe dla pacjentow cierpiacych na GVHD oporne na
konwencjonalne farmakologiczne leczenie immunosupresyjne.

Przedstawione w publikacji dowody skutecznos$ci stosowania komoérek T regulatorowych sa
obiecujace, jednak przed wprowadzeniem tej terapii do rutynowej praktyki konieczne jest prze-
prowadzenie dodatkowych badan klinicznych i ustalenie najskuteczniejszego protokotu. Wydaje
si¢, ze terapia z zastosowaniem tych komorek moze by¢ najlepszym rozwigzaniem w profilak-
tyce i leczeniu choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi a zwlaszcza jej przewleklej formy.

Grazyna Moszkowska, Hanna Zielinska, Maciej Zielinski, Anna Dukat-Mazurek, Alicja
ngska-Slizieﬁ, Boleslaw Rutkowski, Dorota Lewandowska, Roman Danielewicz, Piotr
Trzonkowski: Identification of patients with increased immunological risk among poten-
tial kidney recipients in the Polish population. Hum. Immunol. 2014; 75: 650-655

Najbardziej dostgpng i najczgsciej stosowang metoda okreslania stopnia immunizacji biorcy
przeszczepu narzadowego jest opracowana w latach szesc¢dziesigtych metoda cytotoksyczno$ci
zaleznej od dopetniacza w te$cie PRA-CDC. Z uptywem czasu wykazano jednak, ze test PRA-
CDC oprocz zalet ma liczne wady. Glowna zaletg jest wykrywanie przeciwcial istotnych kli-
nicznie czyli aktywujacych dopetniacz oraz niskie koszty wykonania badania. Niestety test ten
nie jest dostatecznie czuly co skutkuje uzyskiwaniem wynikow falszywie ujemnych. Dotyczy to
gléwnie wykrywania aloprzeciwcial skierowanych przeciwko antygenom HLA klasy II, ponie-
waz limfocyty B prezentujace antygeny HLA klasy II stanowig tylko 13% populacji izolowa-
nych z krwi obwodowej, uzywanych do testu limfocytoéw. Ponadto przy uzyciu tej metody uzy-
skujemy jedynie informacje czy pacjent jest uczulony i w jakim stopniu (odsetek reakcji dodat-
nich), bez mozliwosci okreslenia klasy oraz swoistosci przeciwciat anty-HLA. Dodatkowa wada
jest losowos¢ panelu limfocytow uzytych do testu, co znaczaco wpltywa na roéznice wynikow
oznaczen w poréwnaniach miedzylaboratoryjnych. Nowe technologie, z zastosowaniem testow
fazy stalej, umozliwily znaczng poprawe czulosci i jakosci wykrywania aloprzeciwcial u cho-
rych oczekujacych na przeszczepienie narzadu unaczynionego pozwalajac na wskazanie grupy
biorcow podwyzszonego ryzyka immunologicznego.

W zwigzku z obserwowang w stosunku do innych populacji niskg liczba biorcéw immuni-
zowanych w naszym kraju (ocenianych rutynowo testem PRA-CDC), Ministerstwo Zdrowia
sfinansowalo w ramach ,,Narodowego programu rozwoju medycyny transplantacyjnej” analize
stopnia immunizacji biorcéw czulszymi metodami fazy statej. Badania objely pacjentow ocze-
kujacych na przeszczepienie nerki wpisanych na Krajowg Liste Oczekujagcych w Ustawowych
Rejestrach Transplantacyjnych. W naszej pracy prezentujemy wyniki tych analiz.

Badania przeprowadzono z uzyciem fluorymetru przeptywowego Luminex w zakresie testu
przesiewowego (LS, Luminex Screen, One Lambda, USA) dla catej grupy biorcow oczekuja-
cych w 2012 roku na transplantacje¢ nerki (1460 pacjentow). Dodatkowo w grupie pacjentow,
ktérzy byli najbardziej narazeni na immunizacje (235 biorcéw zgloszonych do retransplantacji),
wykonano testy identyfikacji swoisto$ci przeciwciat (L-SAB, Luminex Single Antigen Beads,
One Lambda, USA).

Uzyskane wyniki poréwnane zostaty z danymi PRA-CDC oznaczonymi w surowicach pa-
cjentdow w tym samym czasie oraz z maksymalnymi historycznymi wynikami PRA-CDC. Do-
datkowo w grupie biorcéw zgloszonych do retransplantacji okreslono stopien zimmunizowania
pacjentow na niezgodne antygeny HLA z poprzednich przeszczepow (MM - mismatch). Badania
potwierdzily podejrzenia, co do niedoszacowania liczby pacjentéw zimmunizowanych w Pol-
sce. Metoda fluorymetrii przeplywowej w calej 1460 osobowej grupie badanej uzyskano wynik
na poziomie 50% pacjentdw zimmunizowanych versus 17% oznaczonych metoda PRACDC.
Nieco mniejsza roznice obserwowano poréwnujac wyniki LS z maksymalna, historyczng warto-



Anna Dukat-Mazurek 14

scig PRA-CDC (35% biorcoOw zimmunizowanych). Poréwnanie to zostato jednoczasowo prze-
prowadzone oddzielnie dla pacjentow skierowanych do pierwszego przeszczepu oraz do re-
transplantacji. W grupie biorcow oczekujacych na pierwszy przeszczep uzyskano wynik 41%
metodg LS versus 10% PRA-CDC (lub 28% w odniesieniu do maksymalnego PRA-CDC). Pa-
cjenci skierowani do retransplantacji byli zimmunizowani w 52%, 72% lub 96% , odpowiednio
w metodzie PRA-CDC, maksymalnego PRA-CDC i przy uzyciu LS. Uzyskane réznice byty
istotne statystycznie.

Test przesiewowy LS umozliwia nie tylko okreslenie przeciwko ktorej klasie antygenow
HLA biorca posiada przeciwciata, ale dodatkowo wykrycie przeciwcial anty-MICA (MHC class
I-related chain -A), ktére nie sg identyfikowalne przy uzyciu testu PRA-CDC. W badanej grupie
biorcdw, przeciwciala te wykryto u 195 pacjentéw (13%). Dodatni wynik pozwala wyjasnic,
przyczyny odrzucania zaleznego od przeciwcial, z obecnoscig ztogow C4d w przeszczepionej
nerce, u pacjentow nie zimmunizowanych w zakresie HLA.

U 235 pacjentow oczekujacych na kolejng transplantacje, u ktorych uzyskano dodatni wynik
w tescie przesiewowym LS, wykonano identyfikacje swoistosci przeciwciat anty-HLA klasy I
i/lub I w zaleznos$ci od uzyskanego wyniku LS. Przeciwciala przeciwko swoistosciom HLA-A i
HLA-B wystgpowaty najcze$ciej 1 byly obecne odpowiednio u 80% 1 82% badanych. Aloprze-
ciwciala anty-HLA-DR obserwowano u 64% biorcow, natomiast anty-HLA-DQ i HLA-DP
odpowiednio w 65% 1 39% przypadkow. Potowa badanych wykazywata obecno$¢ anty-HLA-C.
W zwigzku z obserwowanymi utratami przeszczepu w transplantacjach w petni zgodnych w
zakresie HLA-A, B, DR wydaje sie, ze aloprzeciwciala anty-HLA-C sa réwniez klinicznie
istotne 1 mogg by¢ odpowiedzialne za proces odrzucania.

Wykonanie oznaczen L-SAB pozwolito na okreslenie stopnia immunizacji pacjentow na
niezgodno$ci wniesione przez dawcdéw w poprzednich przeszczepach. U 191 (81%) biorcow
obserwowano mismatch w Jocus A, 210 (89%) prezentowato MM w locus B a 174 (74%) w
locus DR. W pierwszej omawianej grupie u 69 pacjentdéw nie wykryto przeciwciat DSA (ang.
donor specific antibody) skierowanych przeciwko antygenom niezgodnym, w grupie drugiej u
96 biorcow badanie nie wykazalo obecno$ci DSA a w grupie trzeciej az 99-ciu badanych bylo
negatywnych wzgledem MM w locus DR.

Uzyskane wyniki poddaja w watpliwo$¢ czy zasadne jest unikanie przy kolejnej transplan-
tacji dawcy, ktory posiada ten sam MM co dawca poprzedni. Jest to szczegdlnie istotne w przy-
padku pacjentow, ktorzy otrzymali narzad od dawcy z niezgodnoscia, ktora czgsto wystepuje w
populacji. Wykluczenie takiego biorcy tylko na podstawie powtdrzonego MM moze oznaczaé
zminimalizowanie, a nawet utrat¢ szansy na powtdrne przeszczepienie [19].

Przedstawione w pracy wyniki sugeruja, ze zastosowane metody okres$lania immunizacji
powinny stanowi¢ integralng cze$¢ rutynowej strategii klinicznej w celu poprawy wynikow
przeszczepu nerki. Techniki te sg szczegolnie przydatne w ocenie pacjentow z grupy podwyz-
szonego ryzyka immunologicznego i umozliwiajg skuteczne przeszczepianie i dtuzsze przezycie
przeszczepu. Identyfikacja swoistosci przeciwcial anty-HLA umozliwia rowniez zastosowanie
wirtualnej proby krzyzowej przed przeszczepem.

Anna Dukat-Mazurek, Hanna Zielinska, Grazyna Moszkowska, Maria Bieniaszewska,
Piotr Trzonkowski: Rola wirtualnej préby krzyZzowej w przeszczepianiu narzadow litych.
Forum Transplantol. 2016; 1: 5-10

Dobor immunologiczny przed przeszczepieniem narzadu unaczynionego opiera si¢ na wy-
borze biorcow, ktorzy prezentuja najmniejsza liczbe niezgodnych antygenow w zakresie HLA
wobec zgloszonego dawcy oraz na przeprowadzeniu biologicznej proby krzyzowej. W Polsce
nadal standardem jest typowanie dawcy i biorcy w zakresie HLA-A, B, DRB1 na poziomie
niskiej rozdzielczo$ci. Przedprzeszczepowa proba krzyzowa w przypadku dawcy zmartego
prowadzona jest metodg cytotoksycznos$ci zaleznej od dopetlniacza (CDC-XM - complement
dependent cytotoxicity cross match). Bardziej czula metoda cytometryczna stosowana jest w
doborze immunologicznym dla dawcy zywego. Taki podziat podyktowany jest mozliwosciami
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organizacyjnymi. W przypadku dawcéw zmartych jednoczasowo wykonywane sg proby krzy-
zowe dla 30 - 40 biorcéw. Z uwagi na czasochlonno$¢ procedury wykonanie takiej liczby badan
przy uzyciu cytometru przeplywowego nie bytoby mozliwe bez istotnego wydluzenia czasu
zimnego niedokrwienia. FCXM (ang. flow cytometry cross match) przy doborze od dawcy
zmartego moze by¢ wykonany jedynie retrospektywnie dla zatwierdzonej przez klinicyste wy-
branej pary dawca - biorca.

Duzym usprawnieniem jest mozliwo$¢ wlaczenia do protokotu doboru immunologicznego
przed przeszczepieniem tak zwanej wirtualnej proby krzyzowej v-XM (virtual crossmatch).
Umozliwia ona szybka weryfikacje listy potencjalnych biorcow narzadu unaczynionego i wy-
kluczenie biorcow potencjalnie pozytywnych (u ktoérych obecne sg DSA wczedniej wykryte
testami LSA), jeszcze przed wykonaniem biologicznej proby krzyzowej. Takie postgpowanie
moze przyczynic si¢ do szybszego wyboru wiasciwego dawcy i skrocenia czasu zimnego niedo-
krwienia. W naszej pracy omowilismy zasady stosowania wirtualnej proby krzyzowej oraz wa-
lory i niedoskonalosci wynikajace ze stosowania tej metody w rutynowej praktyce.

Virtual crossmatch wydaje si¢ by¢ dobrym narzedziem minimalizujagcym ryzyko wystapie-
nia zaleznego od przeciwcial odrzucania ostrego i przewlektego. Odrzucanie typu nadostrego
zostato praktycznie catkowicie wyeliminowane poprzez wykonywanie przedprzeszczepowej
biologicznej proby krzyzowej (CDC - XM). Odrzucanie typu ostrego moze by¢ efektywnie
hamowane poprzez zastosowanie immunosupresji farmakologicznej. Pozwolita ona na zredu-
kowanie czgstosci tego typu odrzucania z okoto 50% w latach 90-tych do okoto 10 % w 2009
roku i1 znacznie poprawila roczne przezycie przeszczepu. Obecnie jednym z najwiekszych wy-
zwan klinicystéw jest odrzucanie zalezne od przeciwcial (ABMR — antibody mediated rejec-
tion), ktore w wielu przypadkach jest niemozliwe do opanowania mimo prob stosowania pla-
zmaferezy, immunoadsorpcji, dozylnych wlewdéw immunoglobulin, czy stosowania lekéw im-
munosupresyjnych o réznym sposobie dziatania. Dotyczy to zwtaszcza przewlektej formy od-
rzucania zaleznego od przeciwciat i przektada si¢ na gorsze wyniki przezycia przeszczepionej
nerki w obserwacji dlugoterminowej. Najskuteczniejsza wydaje si¢ by¢ strategia zapobiegania
ABMR poprzez adekwatny dobor immunologiczny przed przeszczepieniem, potaczony z odpo-
wiednig immunosupresjg uwzgledniajacg ryzyko wystgpienia przeciwciat anty-HLA de novo
oraz monitorowanie biorcy po przeszczepie w zakresie DSA.

Uzycie v-XM wymaga przedtransplantacyjnego okreslenia swoistosci HLA przeciwko kto-
rym biorca wytworzyt aloprzeciwciata. Do tego celu wykorzystywane sa metody fazy stalej
(SPI — solid phase immunoassay), z ktorych najczgséciej stosowang i zalecang jest wysokoczuta
metoda z uzyciem fluorymetru przeptywowego Luminex bazujaca na technologii X-Map. Me-
tode ta zastosowano w badaniach wlasnych w celu identyfikacji pacjentow zimmunizowanych i
okreslania swoistosci przeciwciat anty-HLA. Wirtualna proba krzyzowa umozliwia wskazanie i
usuniecie z listy tych potencjalnych biorcow, ktorzy posiadaja przeciwciata przeciwko antyge-
nom HLA dawcy (DSA) i wykonanie biologicznego XM tylko z surowicg tych pacjentow, kto-
rzy sg wolni od DSA.

Wilaczenie v-XM do protokotu doboru immunologicznego par dawca-biorca przed prze-
szczepem nie jest jednak pozbawione pewnych obcigzen. Przede wszystkim nalezy rozwazy¢
czy wszystkie przeciwciata wykrywane w testach L-SAB sa istotne klinicznie i czy powinny
by¢ uwzgledniane w wirtualnej probie krzyzowej. Nie wszystkie z nich wigza dopetniacz i po-
wstaje watpliwo$¢, czy sposob ten nie odbiera biorcom szansy na skuteczne przeszczepienie. W
celu eliminacji tego obcigzenia sugeruje si¢ aby stosowac testy Luminex-C1q lub Luminex C3d,
wykrywajace aloprzeciwciata wiagzace i aktywujace uktad dopetiacza. Takie rozroznienie kli-
nicznie waznych, litycznych przeciwcial, zwigkszatoby szanse na przeszczepienie, zwlaszcza w
grupie pacjentéw wysoko zimmunizowanych. Badania oceniajace wplyw zastosowania testow
fazy statej i v-XM w doborze immunologicznym wykazuja poprawe S-letniego przezycia o oko-
1o 10%, a przy detekcji aloprzeciwciat aktywujacych komplement nawet 40%.

Kolejnym istotnym aspektem jest ustalenie poziomu odcigcia (cut off) wyktadnika stezenia
przeciwcial, czyli MFI (ang. mean fluorescence intensity). Zbyt niska wartos¢ cut-off MFI moze
niestusznie zabra¢ szans¢ choremu na przeszczepienie, poniewaz bedzie zdyskwalifikowany do
biologicznej préby krzyzowej, a zbyt wysoka moze narazi¢ chorego na odrzucanie ostre lub
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przewlekte z powodu obecnosci niskich stezen DSA, niewykrywalnych w ostatecznym tescie
CDC-XM. Osrodki rutynowo stosujagce v-XM wyznaczaja rozne poziomy odciecia wahajace si¢
od 500-1500 MFI. Niektorzy badacze wskazujg, ze poziomy te powinny by¢ jeszcze wyzsze ze
wzgledu na dobra korelacje z biologicznymi probami krzyzowymi (CDC-XM, FCXM), i wyno-
si¢ co najmniej 5000 MFI.

Stosujac wirtualng probe krzyzowa nalezy uwzgledni¢ ryzyko uzyskania zardwno fatszywie
pozytywnych, jak i falszywie negatywnych wynikow. Te pierwsze wigze si¢ przede wszystkim
z wigksza gestosciag antygenow HLA na mikrokulkach wykorzystywanych w testach L-SAB niz
fizjologicznie na komorkach. Dotyczy to glownie locus C w klasie I oraz DP, DQ w klasie II. Z
tego powodu stosuje si¢ dla tych swoisto$ci wyzsze poziomy odciecia. Wyniki fatszywie ujem-
ne mogg wystepowaé w przypadku obecnosci przeciwciat nie-HLA (np. autoprzeciwcial) wia-
zacych dopetniacz i prowadzacych do lizy limfocytow w probie biologicznej, ale niewykrywa-
nych testami L-SAB.

W niektorych przypadkach, v-XM modglby catkowicie zastapi¢ prospektywna biologiczna
probe krzyzowa znacznie skracajac czas zimnego niedokrwienia. Taki wybdr postepowania
bytby mozliwy w grupie pacjentdow niezimmunizowanych, bez aloprzeciwcial w przesztosci i
wolnych od zdarzen uczulajacych oraz w grupie biorcow z dobrze zdefiniowanymi przeciwcia-
fami, ale nie DSA, réwniez wolnych w migdzyczasie od zdarzen uczulajacych. Ten rodzaj pro-
tokotu bytby szczegélnie przydatny w przypadku przeszczepiania narzadow, w ktorych kry-
tycznym parametrem jest krotki czas zimnego niedokrwienia.

Za wlaczeniem wirtualnej proby krzyzowej do rutynowego protokotu doboru immunolo-
gicznego par dawca-biorca przemawiajg argumenty takie jak usprawnienie doboru, skrocenie
czasu zimnego niedokrwienia, a przede wszystkim zmniejszenie ryzyka odrzucania zaleznego
od przeciwcial i perspektywicznie redukcje powiktan oraz wydluzenie czasu przezycia prze-
szczepu.

Podsumowanie

e Oznaczanie polimorfizméw w genach kodujacych cytokiny pro i przeciwzapalne moze
pozwoli¢ na oszacowanie ryzyka wystgpienia powiktan typowych dla przeszczepu he-
matopoetycznych komdrek macierzystych takich, jak choroba przeszczep przeciwko
gospodarzowi i infekcje.

e Oszacowanie ryzyka wystagpienia GVHD moze sta¢ si¢ wyznacznikiem indywidualiza-
cji farmakologicznej immunosupresji a tym samym pozwoli¢ na zastosowanie mniej-
szych dawek immunosupresji i zmniejszenie niepozadanych skutkéw tego leczenia u
pacjentow z niskim ryzykiem wystapienia choroby, a u biorcéw z wysokim ryzykiem
zintensyfikowac leczenie w celu uniknigcia rozwoju GVHD.

e Zastosowanie komorek T regulatorowych w leczeniu przewleklej choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi wydaje si¢ dawa¢ wymierne skutki w postaci mozliwosci czg-
$ciowej rezygnacji z leczenia farmakologicznego oraz ulgi w objawach choroby. Okre-
$lenie skutecznosci komorek T regulatorowych w profilaktyce i leczeniu ostrej GVHD
oraz ustalenie standardowego protokotu wymaga dalszych badan.

e Zastosowanie testow fazy statej z wykorzystaniem fluorymetru przeptywowego umoz-
liwia precyzyjne oszacowanie stopnia zimmunizowania pacjentdw oczekujacych na
przeszczepienie narzadu unaczynionego, zakwalifikowanie ich do poszczegdlnych grup
ryzyka immunologicznego oraz okreslenie akceptowalnych niezgodnosci.

e Wiaczenie wirtualnej proby krzyzowej do algorytmu doboru immunologicznego par
dawca-biorca przed przeszczepem narzadu unaczynionego moze da¢ wymierne skutki
w postaci zmniejszonej liczby przypadkéw odrzucania zaleznego od przeciwcial, a co
za tym idzie poprawy wynikow dlugoterminowego przezycia przeszczepu.
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SUMMARY

Introduction

Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is the only effective cure for hematological
malignances. However, for more than two decades, 5-year overall survival is maintained at 40-
60%. This is due to the complications associated with the transplant procedure and early and
late relapse of primary disease. Key factors affecting the final outcome of transplantation are
acute and chronic graft versus host disease, and serious, often life-threatening infections, mainly
blood stream infections (BSI).

Acute graft versus host disease (aGVHD) is the main cause of early mortality dependent on
transplantation. Both, aGVHD and the complications associated with its treatment are responsi-
ble for immune deficiencies that are a frequent cause of infection [1]. Chronic graft versus host
disease (cGVHD) is a syndrome of differentiated symptoms occurring usually later after the
transplantation. Chronic GVHD is also the main cause of mortality in the non-relapsed recipient
[2].

Many factors are considered to significantly influence the development of graft-versus-host
disease. An increased incidence of this complication is associated with mismatches (MM) in the
HLA (human leukocyte antigen) between donor and recipient. However, this syndrome is also
present in recipients identical in HLA with donors, indicating the role of other factors not in-
cluded in routine immunological matching. Among them are listed: the age of the recipient
(older recipient is associated with a higher risk of developing GVHD), transplant from an unre-
lated donor, the gender difference (woman as a donor for men), donor immunization status
(multipara, donors after blood transfusion) [3]. There is also a gradation associated with graft
type - the use of umbilical cord blood carries a lower risk of GVHD and peripheral blood stem
cells higher than bone marrow. Some conditioning regimens may also affect the risk of develop-
ing this complication.

The most important role in donor selection for the recipient is tissue compatibility, but also
smaller genetic systems and their role in promoting GVHD is underlined. The polymorphisms
of cytokine-encoding genes appear to be a good candidate for an indicator of the risk of this
complication [1,4—7]. Hence, one of the elements of the thesis was to identify among the select-
ed polymorphisms those which allow to estimate the risk of GVHD development [8].

Very important and increasing mortality rates after HSCT are bacterial blood stream infec-
tions (BSI), which occur in this group of patients in about 13 - 60% of cases. Several risk fac-
tors for BSI are indicated: the age of the recipient > 18 years, the late phase of the primary dis-
ease, the presence of a catheter infection, severe graft versus host disease, use of high doses of
steroid drugs or mucositis. As risk factors, aloHSCT with the presence of incompatibilities in
the tissue compatibility system between the donor and the recipient is also mentioned [9-12].
However, it should be emphasized that in groups of patients presenting an identical level of risk,
the incidence of BSI may vary. It is postulated that there are other factors predisposing to the
development of infections, including BSI. Based on reports suggesting that polymorphisms in
genes encoding cytokine are associated with many inflammatory disorders, it may be suspected
that they also affect the risk of infection following HSCT. Therefore, in the study of the rela-
tionship between SNP (single nucleotide polymorphism) occurring in genes encoding cytokines
and complications after HSCT, incidence of blood infections were also included.

A separate problem in HSCT is the treatment of graft versus host disease. In the case of
acute form, regimens that provide measurable therapeutic effects have been developed. Thalid-
omide, rituximab, alemtuzumab, mycophenolate mofetil, sirolimus, imatinib were tested for the
treatment of patients with cGVHD. However, their effects did not significantly improve the
long-term outcome of HSCT. Certain hopes arouse extracorporeal photopheresis or the use of
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inhibitors of JAK2 kinase, but still cGVHD is a serious clinical problem [13,14]. Hence, prom-
ising results of cGVHD treatment with T regulatory lymphocytes, presented in the publication
[15] included in this PhD thesis, appear to be important.

The development of transplantation in recent years has also allowed for effective treatment
of patients with end-stage insufficiency of solid organs. Among causes affected on the duration
of graft survival both nonimmunological factors such as advanced age of donor and / or recipi-
ent, donor diseases, organ origin (deceased or alive donor), graft toxic damage dependent on
immunosuppressive therapy, CMV infection, or duration of cold ischemia, and immune factors
play an important role. The latter, include immunological matching of tissue compatibility and
the presence of anti-HLA antibodies. Immune factors are responsible for the processes of graft
rejection leading to organ insufficiency.

Rejection of a transplanted organ is a result of the recognizing graft antigens by recipient
immune system, which initiates immune processes finally leading to destruction of graft. This
physiological situation is due to genetic differences occurring mainly in HLA system between
the donor and the recipient.

The most important procedure in immunological matching of donor-recipient pairs before
the solid organ transplantation is to assess potential recipients’ degree of immunization on for-
eign tissue compatibility antigens. The routine anti-HLA antibody test is PRA-CDC (panel reac-
tive antibody - complement dependent cytotoxicity). However, it is insufficiently sensitive and
it is recommended to additionally use solid phase immunoassays (SPI) - ELISA or by flow
fluorometer Luminex. They provide the ability to not only detect lower concentrations of al-
loantibodies, but also to identify the specificity of anti-HLA antibodies, and consequently to
determine the recipient unacceptable HLA antigen mismatches (UAMs) [16]. In the paper [17]
presented in the thesis, we present results of studies that show the degree of underestimation of
immunized patients, depending on the applied method.

A number of procedures are currently in place to reduce the incidence of particular types of
transplant rejection. Proper pre-transplantation biological cross-match eliminates the risk of
hyperacute rejection. Acute rejection of the transplanted organ is effectively inhibited by phar-
macological immunosuppression. Nowadays, the biggest challenge for clinicians is to learn the
mechanisms and mastery of chronic rejection, leading inevitably to premature lost of transplant-
ed organ. Due to the ineffectiveness of the immunosuppressive drugs for this type of rejection, it
is suggested to prevent its occurrence by appropriate immunological matching prior to trans-
plantation. Improvement of the distant transplantation results may be possible by using a virtual
cross match in the algorithm of immunological matching of the potential recipients. The ad-
vantages and disadvantages of v-XM are described in the publication [18] of this dissertation.

The aims of the doctoral dissertation

The aim of the study was to investigate new possibilities for improving hematopoietic stem
cell and solid organs transplantation outcomes.

The task was accomplished by:

* Risk assessment of complications following transplantation of hematopoietic stem cells,
taking into account the genetic evaluation as a parameter allowing to personalize immunosup-
pressive therapy.

* A proposal for the treatment of acute and chronic graft-versus-host disease using expanded
regulatory T cells of a patient or donor.

* Determining of immunization status of patients awaiting kidney transplantation in Poland
and identification of anti-HLA specificity in recipients awaiting retransplantation using high
sensitivity solid phase methods by a flow fluorometer - Luminex.
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* A proposal of using a virtual cross-match in the immunological matching algorithm prior
to solid organ transplantation, as a test allowing reduce the risk of rejection incidents and to
increase the chances of longer transplant survival.

The overview of publications which are part of doctoral dissertation

Anna Dukat-Mazurek, Maria Bieniaszewska, Andrzej Hellmann, Grazyna Moszkowska,
Piotr Trzonkowski: Association of cytokine gene polymorphisms with the complications of
allogeneic haematopoietic stem cell transplantation. Hum. Immunol. 2017; 78: 672-683

In addition to mismatches in the main histocompatibility system, there are other genetic fac-
tors that increase the risk of graft versus host disease. These include active inflammatory pro-
cesses and cytokines involved in it, which play an important role in promoting the changes that
result in the development of GVHD. The role of many pro- and anti-inflammatory cytokines has
been described in the pathogenesis of acute and chronic GVHD. Some studies have also shown
that different polymorphic forms of genes encoding cytokine affect their expression, both at the
transcript and at the protein level. This means that these polymorphisms can affect virtually all
immune processes occurring in the body, including GVHD and susceptibility to infection. Some
researchers have documented a relationships between some of the polymorphisms found in cy-
tokines and the incidence of not only GVHD but also many other inflammatory diseases (e.g.
autoimmune diseases). The analysis of the association between the incidence of complications
associated with the HSCT procedure and their degree of severity and SNP (single nucleotide
polymorphism) occurring in the pro- and anti-inflammatory cytokine genes was therefore highly
justified.

In our paper we present the results of the analysis of complication risk typical for aloHSCT
on the basis of donor and recipient genotypes taking into account polymorphisms occurring in
genes encoding cytokine.

The study group consisted of 108 recipients of hematopoietic cells and their 81 donors. In
both donors and recipients group the following polymorphisms in the genes encoding cytokines
were identified: TNF-a promoter region, position -308 A/G; TGF-B1 codon 10 T/C, 25 C/G; IL-
10 promoter region, positions -1082 A/G, -819 C/T, -592 A/C; IL-6 promoter region, position -
174 G/C; IFN-y intron 1, position +874 T/A. The methods used to determine the polymorphisms
of individual cytokines were polymerase chain reaction restriction fragments length polymor-
phism (PCR-RFLP), polymerase chain reaction single-specific primer (PCR-SSP) and sequenc-
ing. Also, serum cytokine levels (TNFa, TGF-B1, IL-10, IL-6, IFN-y) have been determined to
define the effect of specific genotypes on secretory activity. Serum cytokine levels were deter-
mined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

The results of the assay were referred to the clinical data that included infectious complica-
tions and acute and chronic forms of graft versus host disease. Data on the recipient were ana-
lyzed in the context of both recipient and donor polymorphisms. This allowed to determine the
associations between the occurrence of particular polymorphisms in the genes encoding cyto-
kine and the occurrence and progression of GVHD and particular infections.

Results suggest that in the term of studied polymorphisms, recipient genotype has the most
clinical significance, while the donor’s genotype is less relevant in relation to the occurrence of
HSCT complications. Gene polymorphisms recorded for three of the tested cytokines: IL-6, IL-
10 and TGF-p are associated with GVHD and sepsis. Studies have shown that polymorphism at
site -174 of the gene encoding IL-6 is associated with its serum levels. CC genotype is responsi-
ble for low levels of IL-6, whereas guanine-containing genotypes (GG and GC) are connected
with high secretion of this cytokine. This translates into an IL-6 correlation with HSCT compli-
cations. Since IL-6 is a pro-inflammatory cytokine, patients with CC genotype associated with
low serum levels, rarely developed acute GVHD, whereas genotypes including G predisposed to
aGVHD.
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IL-10 also demonstrated the association of specific gene polymorphisms with serum cyto-
kine concentration. Statistical analysis has shown that the GCC/ATA genotype is associated
with high IL-10 concentrations while GCC/GCC with low levels of IL-10. Similarly to IL-6,
here also the correlation between recipient genotype and HSCT complications was demonstrat-
ed. Patients with GCC/ATA genotype rarely suffered from GVHD, regardless of the type of
disease. Seventy-five percent of patients with this genotype developed neither cGVHD nor
aGVHD. The protective potential of this genotype was particularly related to the occurrence of
acute disease. In rare cases patients with GCC/ATA genotype have been reported with symp-
toms of aGVHD, but their severity did not exceed grade I in the general classification of the
disease. None of the recipients with this genotype developed aGVHD in grades II - IV. The
opposite effect was demonstrated in cases with the GCC/GCC genotype. Furthermore, it was
observed that the polymorphic sites of the gene encoding IL-10 were linked with chronic
GVHD. All recipients of the ATA/ATA genotype have developed a chronic form of graft-
versus-host disease.

The polymorphisms studied in the gene encoding TGF-f also influenced the serum concen-
tration of this cytokine. It was shown that T/T G/G and T/C G/G genotypes were associated
with high synthesis of this cytokine, while the T/C G/C and C/C G/G genotypes were responsi-
ble for its mean levels. These dependencies again demonstrated the association with the occur-
rence of GVHD. Genotype T/T G/G was associated with intensive production of this cytokine
and predisposed the recipient to develop both acute and chronic GVHD. In the case of an acute
form of the disease, this genotype was associated with clinically relevant grades: II-IV.

As a result of further analysis, it was shown that GVHD is not the only complication ob-
served after HSCT which proved to be related to the investigated SNPs. Also the frequency and
severity of blood infections showed a statistically significant correlation with specific geno-
types. Polymorphisms in genes encoding three cytokines: IL-10, 11-6 and TNF-B turned out to
be significant. The GG and CC genotypes of IL-6 predisposed to blood infections, while the GC
genotype in this area presented a protective role. Multivariate analysis demonstrated the correla-
tion between IL-10 and IL-6 genotypes. The coexistence of IL-10 GCC/GCC genotype with IL-
6 GC genotype was associated with a low incidence of infections. Multivariate analysis also
showed that viral infections (CMV, EBV, BKV) were less frequent in recipients with concomi-
tant occurrence of GC genotype in IL-6 and ACC/ACC in IL-10. The opposite effect, which is
an increase of viral infection risk was observed in recipients with simultaneous occurrence of
the CC IL-6 and ACC/ACC IL-10 genotype. This may suggest that the role of IL-6 is crucial in
controlling infection. Statistical dependencies of polymorphisms presented in the recipient
genotypes and their influence on the risk of complications after HSCT are presented in Table 1.

Table 1. Effect of the recipient genotype on the risk of complications after HSCT

HSCT compli- Genotypes increasing the risk Genotypes decreasing the risk
cation of complications of complications
IL-6: G/C1G/G IL-6: C/C
aGVHD TGF-B: T/T G/G IL-10: GCC/ATA
aGVHD IL-10: GCC/GCC )
grades: II-1V TGF-B: T/T G/G IL-10: GCC/ATA
IL-10: ATA/ATA
¢GVHD TGF-B: T/T G/G ;
GVHD regar- IL-6: G/C1G/G IL-6: C/C
dless of type TGF-B: T/T G/G IL-10: GCC/ATA
BSI IL-6: C/CiG/G IL-6: G/C

IL-10: ACC/ATA

TGF-B: T/CG/C

Viral infec-
tions

Simultaneous occurrence
IL-6: CC z IL-10:ACC/ACC

Simultaneous occurrence
IL-6: GC z IL-10:ACC/ACC




Summary 21

The results of the study confirmed that the polymorphisms found in genes encoding cyto-
kines have an effect on their serum concentration. They also showed a number of correlations
between tested SNP and frequency and severity of complications occurring after HSCT. Among
the SNPs studied, the polymorphic site of the recipient IL-6 -174 G/C seemed to be a good can-
didate for the risk factor of complications after HSCT. Other researchers also drew similar con-
clusions. Polymorphisms in the gene encoding IL-10 (-1082 A/G, -819 C/T, -592 A/C) and
TGF-B (codon 10 T/C, 25 C/G) are also associated with clinical results after HSCT . It also
seems that polymorphisms of the IL-10 gene should be analyzed simultaneously with the IL-6
gene polymorphism.

Ability to estimate the risk of GVHD would give a possibility to personalize immunosup-
pressive prophylaxis after transplantation. Moreover, some of the polymorphisms correlate with
the occurrence of specific tissue compatibility antigens (unpublished data). In selected cases, the
HLA typing itself could indicate a risk of complications.

Piotr Trzonkowski, Anna Dukat-Mazurek, Maria Bieniaszewska, Natalia Marek-
Trzonkowska, Anita Dobyszuk, Jolanta Jus$cinska, Magdalena Dutka, Jolanta Mysliwska,
Andrzej Hellmann: Treatment of graft-versus-host disease with naturally occurring T
regulatory cells. BioDrugs 2013; 27:605-614

Currently, all patients undergoing HSCT from fully compatible HLA donors receive stand-
ard pharmacological immunosuppression as a part of prophylaxis and GVHD treatment. In cas-
es of an aggressive form of the disease, additional treatment protocols are used, for example,
extracorporeal photopheresis.

In our paper, we propose the use of regulatory T cells as a cell therapy against graft-versus-
host disease. The publication presented in the dissertation describes the mode of action of regu-
latory T cells, pointing out those aspects of their operation that support the effectiveness of ther-
apy and their use in treatment and prophylaxis of GVHD. The published data confirms the ef-
fectiveness of these cells in the treatment of GVHD in animal models and clinical trials has been
reviewed. Difficulties that must be addressed when planning to include this type of treatment in
the routine protocols are also discussed.

Regulatory T-cells (Treg) are CD4+ T-lymphocytes that have avoided negative selection. In
peripheral blood they accounts for about 1% of all leukocytes and fulfill a protective function
against autoaggressive activity of effector cells when they recognize their own antigens. They
are responsible for tolerance to the body's own tissues, thus preventing autoimmune and allergic
reactions and reducing the risk of rejection of all transplants. Treg exhibit inhibitory activity
after exposure of their TCR receptors to antigens presented by antigen presenting cells (APCs).
Treg competes for autoantigens on APC and, in contrast to effector cells, impose an anergy.
This mechanism is also important in GVHD prophylaxis because donor-recipient pairs are most
commonly matched with full compatibility of HLA antigens, which means that donor antigens
should be recognized by transplanted Treg as their own. Because of the high expression of ad-
hesion molecules and integrins on the Treg surface, these cells migrate to the inflammatory
tissues faster than the effector T cells. When autoantigens are released from damaged cells, Treg
initiates an anergy, even before any effector cells appear.

These cells also appear to be effective in transplants without full compatibility in HLA due
to the low avidity of their TRC receptors. Their efficacy may also be enhanced in the future
through pharmacological treatment including substances known to activate regulatory T cells,
such as rapamycin, vitamin D, retinoic acid, glucocorticosteroids, or thymoglobulin.

The efficacy of Treg in GVHD prophylaxis is confirmed by reported results that recipients
who have received CD4+, CD25+ enriched peripheral blood stem cell transplantation (PBSC),
are less likely to develop acute GVHD. In addition, the lower risk of aGVHD was also present-
ed by those recipients receiving transplants from donors with high numbers of Tregs in periph-
eral blood.
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Clinical studies with using Treg cells in the treatment of graft versus host disease have
demonstrated the efficacy of such therapy in chronic forms and lack of efficacy in IV grade of
acute GVHD. Patients with cGVHD were able to discontinue pharmacologic treatment and ex-
perienced relieve from the disease. These results give hope for the possibility of effective treat-
ment of chronic disease, especially in the absence of satisfactory pharmacological immunosup-
pression in severe cGVHD. In the case of aGVHD, the decision to implement cellular therapy
was made when the pharmacological agents proved to be ineffective and possibly the period of
two weeks, which is necessary for cell culture, resulted in ineffectiveness of therapy in case of
fast-progressing and aggressive aGVHD stage IV. This also allows to conclude that Treg thera-
py is more effective as a prevention. This thesis is also supported by clinical trials from another
team that used donor’s T-cell infusion in haploidentical transplantations. Infusions took place on
day -4. In this case, the recipients were given freshly isolated cells without prior culture. None
of the thirteen recipients who survived 12 months after HSCT developed GVHD. The results of
this study are very promising mainly because there was no need for subsequent pharmacological
immunosuppression. In addition, the researchers observed that those cells did not affect the GvL
effect (graft versus leukemia) because only one relapse was reported despite the presence of
high risk factors for recurrence.

The main problem when it comes to the usage of this therapy in clinical practice is the
availability of cells. The condition of the recipient after transplantation most often prevents do-
nation of the proper quality of peripheral blood for Treg culture. The most advantageous situa-
tion is that the donor is a member of the patient's family, which eliminates logistical problems
with donor’s blood availability for regulatory T cell culture. This situation, however, applies to
a small population of recipients. An alternative source of Treg may be umbilical cord blood. It
is possible that in the future there will be effective cryopreservation techniques for these cells
that will allow their extensive usage.

Therapeutic T regulatory cells outperform pharmacological therapies with no systemic ef-
fect and thus limit potential side effects. This is closely related to the nature of these cells,
which have localized mode of action, limited only to the site of inflammation. In addition, such
therapy would be a good alternative for patients suffering from GVHD resistant to conventional
pharmacological immunosuppressive therapy.

Evidence of the efficacy of regulatory T-cells are promising, but prior to introducing it to
routine therapies establishing most effective protocol and further clinical trials are needed. It
seems that this therapy may be the best option in the prevention and treatment of graft versus
host disease, especially it’s chronic form.

Grazyna Moszkowska, Hanna Zielinska, Maciej Zielinski, Anna Dukat-Mazurek, Alicja
ngska-Slizieﬁ, Boleslaw Rutkowski, Dorota Lewandowska, Roman Danielewicz, Piotr
Trzonkowski: Identification of patients with increased immunological risk among poten-
tial kidney recipients in the Polish population. Hum. Immunol. 2014; 75: 650-655

The most available and most frequently used method for determining immunization level of
the organ transplant recipients is the method of complement-dependent cytotoxicity in the PRA-
CDC test developed in the 1960s. However, with time it has been shown that the PRA-CDC test
has numerous disadvantages. The main advantage is the detection of clinically relevant antibod-
ies, which are activating the complement and low cost of the test. Unfortunately, this test is not
sensitive enough and gives false negative results. Especially in the detection of alloantibodies
directed against HLA class II antigens, because B lymphocytes presenting HLA class II anti-
gens constitute only 13% of the cell population isolated from peripheral blood and used for as-
say. Furthermore, by using this method, we only can get an information on whether the patient
is sensitized and to what extent (the percentage of positive reactions), without the ability to de-
termine the class and specificity of anti-HLA antibodies. Another disadvantage is the random-
ness of the panel of lymphocytes used for the test. This significantly affects the differences in
the results of determinations in inter-laboratory comparisons. New technologies, using solid



Summary 23

phase tests, have allowed a significant improvement in the sensitivity and quality of detection of
alloantibodies in patients awaiting solid organ transplantation and allowed to identify the group
of recipients with an increased immunological risk.

Due to the low number of recipients immunized in our country (assessed routinely with the
PRA-CDC test) in comparison to other populations, the Polish Ministry of Health financed the
analysis of the degree of immunization of recipients with more sensitive methods of the solid
phase as part of the National Program for the Development of Transplant Medicine. The studies
included patients awaiting kidney transplantation from the National Waiting List in the Trans-
plant Registries. In our work, we present the results of these analyzes.

The research was carried out using the Luminex flow fluorometer in the field of screening
test (LS, Luminex Screen, One Lambda, USA) for the whole group of recipients awaiting for
kidney transplantation in 2012 (1460 patients). In addition, in the group of patients who were
the most exposed to immunization (235 recipients reported for retransplantation), antibodies
specificity identification tests were performed (L-SAB, Luminex Single Antigen Beads, One
Lambda, USA).

The results obtained were compared with the PRA-CDC data performed in patients' sera at
the same time and with the maximum historical results of the PRA-CDC. Additionally, in the
group of recipients reported for retransplantation, the degree of patients' immunization to in-
compatible HLA antigens from previous transplants was determined (MM mismatch). The re-
search confirmed the suspicion that the number of sensitized patients in Poland is underestimat-
ed. Using the flow fluorometry method in the entire 1460 study group, a score of 50% of im-
munized patients versus 17% with PRA-CDC was obtained. A slightly smaller difference was
observed when comparing the results of LS with the maximum historical value of PRA-CDC
(35% of immunized recipients). This comparison was simultaneously carried out separately for
patients referred for the first transplant and for retransplantation. In the group of recipients
awaiting the first transplant, the result was 41% with the LS method versus 10% PRA-CDC (or
28% with respect to the maximum PRA-CDC). Patients referred for retransplantation were im-
munized at 52%, 72% or 96%, respectively in the PRA-CDC method, the maximum PRA-CDC
and using LS. The differences were statistically significant.

The LS screening test allows to determine not only against which class of HLA antigens the
recipient has antibodies, but additionally to detect anti-MICA antibodies (MHC class I-related
chain-A), which the PRA-CDC test could not identify. In the studied group of recipients, these
antibodies were detected in 195 patients (13%). A positive result makes it possible to explain
the reasons for antibody-dependent rejection with the presence of C4d deposits in the trans-
planted kidney in non-immunized patients.

In 235 patients waiting for the next transplantation, in which a positive result was obtained
in the LS screening test, the identification of specificity of anti-HLA class I and / or II antibod-
ies was performed depending on the obtained LS score. Antibodies against antigens of HLA-A
and HLA-B were most frequent and were present in 80% and 82% of subjects respectively.
Anti-HLA-DR antibodies were observed in 64% of recipients, whereas anti-HLA-DQ and
HLA-DP were 65% and 39% respectively. Half of the respondents showed the presence of anti-
HLA-C antibodies. In connection with the transplant loss observed in fully compatible graft in
the HLA-A, B, DR range, it seems that the anti-HLA-C alloantibodies are also clinically rele-
vant and may be responsible for the rejection process.

The performance of L-SAB tests allowed to determine the degree of immunization of pa-
tients for mismatches submitted by donors in previous transplants. In 191 (81%) recipients,
mismatch was observed at locus A, 210 (89%) presented MM at locus B and 174 (74%) at locus
DR. In the first discussed group, in 69 patients, no DSA (donor specific antibody) antibodies
were detected against the incompatible antigens, in the second group in 96 recipients did not
show the presence of DSA and in the third group 99 subjects were negative for MM in the DR
locus.

The obtained results question whether it is reasonable to avoid a donor, which has the same
MM as the previous one during the next transplantation. This is particularly important for pa-
tients who have received an organ from donor with mismatch, which often occurs in the popula-
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tion. Excluding such a recipient only on the basis of a repeated MM can lead to minimizing or
even losing the chance of retransplantation [19].

The results presented in the paper suggest that the methods used to determine immunization
should be an integral part of a routine clinical strategy to improve the results of a kidney trans-
plantation. These techniques are particularly useful in the assessment of patients from a high
immunological risk group and allow effective transplantation and longer graft survival. Identifi-
cation of specificity of anti-HLA antibodies also allows a virtual cross-match to be used before
transplantation.

Anna Dukat-Mazurek, Hanna Zielinska, Grazyna Moszkowska, Maria Bieniaszewska,
Piotr Trzonkowski: Rola wirtualnej proby krzyzowej w przeszczepianiu narzadow litych.
Forum Transplantol. 2016; 1: 5-10

Immunological matching before solid organ transplantation is based on the selection of re-
cipients who present the smallest number of incompatible antigens in the HLA against the re-
ported donor and on the performing of a biological cross-match. In Poland, the HLA-A, B,
DRBI typing of donor and recipient at the low resolution level is still a standard. A cross-match
before transplantation in the case of deceased donor is carried out by complement dependent
cytotoxicity method (CDC-XM). More sensitive flow cytometric method is used for a living
donor. Such a distribution is dictated by organizational possibilities. In the case of deceased
donors, cross-matches for 30-40 recipients are carried out at the same time. Due to the time-
consuming of FCXM (flow cytometry cross match) procedure, it would not be possible to per-
form the same number of tests using a flow cytometer without significantly prolonging the time
of cold ischaemia. FCXM can only be done retrospectively for the selected donor-recipient pair,
when matching from a deceased donor.

Ability to include the virtual cross-match (v-XM) in the protocol of donor-recipient match-
ing before transplantation, is a significant improvement. It enables quick verification of the list
of potential recipients of the solid organ and exclusion those of recipients who are potentially
positive prior to the biological cross-match (for which there are DSAs previously detected by
LSA tests). This can contribute to a faster selection of the right donor and to shorten the time of
cold ischaemia. In our paper we discussed the principles of using virtual cross-match and the
advantages and imperfections resulting from using this method in routine practice.

Virtual crossmatch seems to be a good tool to minimize the risk of antibody-dependent
acute and chronic rejection. Hyperacute rejection has been practically eliminated by performing
pre-transplant biological cross-match (CDC-XM). Acute rejection can be effectively inhibited
by the use of pharmacological immunosuppression. It allowed to reduce the frequency of this
type of rejection from around 50% in the 90s to around 10% in 2009 and significantly improved
the annual survival of the transplant. Currently, one of the greatest challenges for clinicians is
antibody-dependent rejection, which in many cases is impossible to master despite attempts to
use plasmapheresis, immunoadsorption, intravenous infusions of immunoglobulins, or the use
of immunosuppressive drugs with different modes of action. This applies especially to the
chronic form of antibody-dependent rejection and results in worse graft survival results in the
long-term observation. Preventing ABMR (antibody mediated rejection) through adequate im-
munological matching before transplantation, combined with appropriate immunosuppression
considering the risk of anti-HLA antibodies produced de novo and monitoring the recipient after
transplantation in the terms of DSA seems to be the most effective strategy.

The use of v-XM requires pre-transplantation determination of the HLA specificity against
which the recipient has produced alloantibodies. For this purpose, solid phase immunoassays
(SPI) are used. The most widely used and recommended is a highly sensitive method using the
Luminex based on X-Map technology. This method was used in own studies to identify sensi-
tized patients and to determine the specificity of anti-HLA antibodies. The virtual cross-match
test allows to identify and remove from the list of potential recipients those who have antibodies
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against donor HLA antigens (DSA) and to perform biological CM only with the serum of those
patients who are DSA-free.

Incorporation of v-XM in the donor-recipient matching protocol before transplantation is
not without certain drawbacks. First of all, it should be determined whether all antibodies de-
tected in L-SAB tests are clinically relevant and should they be included in the virtual cross-
match test. Not all of them bind the complement and it is discussed whether this method deprive
recipients of a chance for effective transplantation. In order to eliminate that, it is suggested to
use Luminex-Clq or Luminex C3d tests that detect alloantibodies binding and activating the
complement system. Such a distinction of clinically important, lytic antibodies would increase
the chances of transplantation, especially in the highly-sensitized group of patients. Studies as-
sessing the effect of using solid phase immunoassays and v-XM in immunological matching
show an improvement in 5-year survival by about 10%, and in the detection of alloantibodies
activating a complement of up to 40%.

Another important aspect is to determine the cut off level of the antibody concentration fac-
tor, i.e. the mean fluorescence intensity (MFI). Too low MFI cut-off value may deprive a recipi-
ent of transplantation possibility because of disqualification for a biological cross-match, and
too high may expose the patient to acute or chronic rejection due to the presence of low DSA
concentrations undetectable in the final CDC-XM test. Transplant centers that routinely use the
v-XM determine different cut-off levels between 500 and 1500 MFI. Some researchers indicate
that these levels should be higher due to good correlation with biological cross-matches (CDC-
XM, FCXM) - even above 5000 MFI.

When using the virtual cross-match test, the risk of obtaining both false positive and false
negative results due to various reasons should always be considered. False positive results are
primarily associated with a higher density of HLA antigens on microspheres used in L-SAB
tests than physiologically on cells. This applies mainly to the C locus in Class I and DP, DQ in
Class II. For this reason, higher cut-off levels are used for those specificities. False negative
results may occur in the presence of non-HLA antibodies (e.g. autoantibodies) that bind com-
plement and lead to lysis of lymphocytes in a biological assay, but not detected by L-SAB tests.

In some cases, v-XM could completely replace the prospective biological cross-match test,
significantly reducing the time of cold ischaemia. This would be possible in the group of non-
immunized patients, without alloantibodies in the past and free of sensitizing events, and in the
group of recipients with well-defined alloantibodies, but not DSA, also free from sensitizing
events in the meantime. This type of protocol would be particularly useful for organ transplanta-
tion where the critical parameter is the short time of cold ischaemia.

The inclusion of the virtual cross-match to the routine protocol of immunological matching
of donor-recipient pairs is supported by arguments such as improving of matching, shortening
the time of cold ischaemia and, above all, reducing the risk of antibody-dependent rejection
which results in reduction of complications and prolonging the survival time of the transplant.

Summary

* Determination of polymorphisms in genes encoding pro and anti-inflammatory cytokines may
allow to estimate the risk of complications typical for hematopoietic stem cell transplantation
such as graft-versus-host disease and infections.

* Estimating the risk of GVHD may become a determinant of individualization of pharmacolog-
ical immunosuppression and thus allow the use of lower doses of immunosuppression and re-
duction of adverse effects of this treatment in patients with low risk of disease, and in patients at
high risk to intensify treatment to avoid development of GVHD.

* The use of regulatory T-cells in the treatment of chronic graft-versus-host disease seems to
give measurable effects by giving the possibility of partial resignation from pharmacological
treatment and relief of symptoms. Determining the effectiveness of regulatory T cells in the
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prophylaxis and treatment of acute GVHD and the establishing a standard protocol requires
further investigation.

* The use of solid phase tests based on Luminex method enables to precisely estimate the degree
of immunization of patients awaiting solid organ transplantation, qualification for individual
immunological risk groups and determination of acceptable incompatibilities.

* Inclusion of virtual cross-match to the donor-recipient matching procedure prior to a solid
organ transplantation can give measurable results in the form decreasing antibody-dependent
rejection rate, and thus improving the long-term survival of the graft.
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