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Wykaz stosowanych skrotow

ADCC - antibody dependent cell cytotoxicity; cytotoksycznos¢ komorkowa zalezna od przeciwciat;
AHG - anti-human globulin; przeciwciala skierowane przeciwko ludzkim immunoglobulinom,;
AMR - antibody-mediated rejection; odrzucanie przeszczepu zalezne od przeciwciat;

APC - antigen presenting cells; komorki profesjonalnie prezentujace antygeny;

BMI — body mass index; wskaznik masy ciata;

C4d w PTC — C4d peritubular capillary deposition; ztogi sktadowej dopelniacza C4d w kapilarach

okolocewkowych przeszczepionej nerki;

CDC-XM - complement dependent cytotoxicity crossmatch; proba krzyzowa metoda

cytotoksycznosci zaleznej od dopetniacza;
cPRA - calculated panel reactive antibodies; wyliczony poziom przeciwcial preformowanych;
DGF - delayed graft function; op6znione podjecie funkcji przez alloprzeszczep nerki;
DSA — donor specific antibody; przeciwciata swoiste dla dawcy;
DTT - 1,4-ditiotreitol;
EDTA - cthylenediaminetetraacetic acid; kwas wersenowy;
eGFR - estimated glomelular filtration rate; szacunkowy wskaznik przesgczania klgbuszkowego;
ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay; metoda immunoenzymatyczna;
FLXM - flow cytometry crossmatch; proba krzyzowa metoda cytometrii przeptywowe;;
HLA — human leukocyte antigens; ludzkie antygeny zgodnosci tkankowej;
HR — high resolution; wysoka rozdzielczo$¢;

KPD - kidney paired donation; przeszczepienie nerek w ramach wymiany pomiedzy

niespokrewnionymi parami biorca-dawca;



MFI — mean fluorescence intensity; srednia intensywnos¢ fluorescencji;
MHC - major histocomatibility complex; gléwny uktad zgodnosci tkankowe;;

NDSA — non-donor specific antibodies; przeciwciala anty-HLA, ktore nie sg skierowane przeciwko

antygenom HLA potencjalnego dawcy;
NGS — next generation sequencing; sekwencjonowanie DNA nowej generacji;
NIH — National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA;

PCR-SSOP - polymerase chain reaction with sequence specific oligonucleotide probes; reakcja

tancuchowa polimerazy z zastosowaniem swoistych sond oligonukleotydowych;

PCR-SSP — polymerase chain reaction with sequence specific primers; reakcja tancuchowa

polimerazy z zastosowaniem sekwencji specyficznych primerow;
PRA — panel reactive antibodies; oznaczenie poziomu przeciwciat preformowanych;

PRA-CDC - panel reactive antibodies —complement dependent cytotoxicity assay; oznaczenie

poziomu przeciwciat preformowanych metodg cytotoksycznosci zaleznej od dopetniacza;
PXM - physical crossmatch; proba krzyzowa biologiczna;
ROC - receiver operating characteristic; analiza statystyczna z wykorzystaniem krzywej ROC;

RT-PCR - real time polymerase chain reaction; reakcja fancuchowa polimerazy w czasie

rzeczywistym;

SAB - single antigen bead assay; oznaczenie przeciwcial anty-HLA metoda fazy stalej z

wykorzystaniem mikrokulek optaszczonych antygenami HLA;
SBT - sequencing based typing; sekwencjonowanie produktu tancuchowe;j reakcji polimerazy;
TCMR — T cell mediated rejection; odrzucanie przeszczepu zalezne od limfocytow T;
VXM - virtual crossmatch; wirtualna proba krzyzowa;

XM - crossmatch; proba krzyzowa;



Streszczenie w jezyku polskim

Oznaczenie przeciwcial anty-HLA (human leukocyte antigens) technikg fazy stalej z
wykorzystaniem mikrokulek SAB (single antigen beads) stanowi najbardziej czula i swoista
metode oceny zimmunizowania potencjalnych biorcéw nerki. Ponadto, umozliwia wykonanie
wirtualnej proby krzyzowej (VXM — virtual crossmatch), ktora stanowi wazny element oceny
ryzyka immunologicznego przed przeszczepieniem. Z wykorzystaniem VXM zwigzanych jest
jednak kilka kontrowersyjnych kwestii. Jedng z nich jest znaczenie kliniczne przeciwcial
swoistych dla dawcy (DSA — donor-specific antibody), wykrytych wylacznie metoda SAB.
Drugim zagadnieniem spornym jest korelacja pomigdzy wynikami VXM a wynikami prob
krzyzowych biologicznych (PXM - physical crossmatch), wykonywanych rutynowo przed
transplantacjg. Ponizsza dysertacja podejmuje temat obydwu wymienionych kwestii w kontekscie
doswiadczen jednego o$rodka transplantacyjnego (Szpital Kliniczny Dziecigtka Jezus w
Warszawie) oraz biezacych zasad alokacji biorcéw nerki obowigzujacych w Polsce.

Celem pierwszej czgsci pracy bylo zbadanie zdolnos$ci pojedynczych DSA oznaczonych
metoda SAB do prognozowania wynikéw proby krzyzowej metoda cytotoksycznosci zaleznej od
dopehiacza (CDC-XM — complement-dependent cytotoxicity crossmatch) oraz proby krzyzowe;j
metoda cytometrii przeptywowej (FLXM — flow cytometry crossmatch). W ramach realizacji
projektu wykonano 261 CDC-XM oraz 180 FLXM w grupie potencjalnych biorcoOw nerki
posiadajacych pojedyncze przeciwciala anty-HLA -A, lub —B, lub —DR swoiste dla potencjalnych
dawcoéw zmartych. Zdolnos¢ prognozowania wynikow PXM oceniono na podstawie analizy ROC
(receiver operating characteristics) w oparciu o wyniki anty-HLA SAB z okresu czterech
miesiecy, ktére byly zebrane przed i1 po wykonaniu PXM. Wyznaczono optymalne punkty
odcigcia DSA MFI oraz wskazniki wiarygodnosci (LR — likelihood ratio). Wptyw dostgpnosci
wynikow anty-HLA SAB na warto$¢ prognostyczng VXM zostal oceniony poprzez poréwnanie
krzywych ROC. Ewaluacji poddano réwniez kinetyke¢ zmian poziomu DSA pomiedzy
dostepnymi oznaczeniami anty-HLA SAB.

Wykazano, ze zdolno$¢ pojedynczych DSA HLA -A, -B, -DR do prognozowania
wyniku CDC-XM byta mniejsza niz w przypadku FLXM. Przewidywanie wyniku FLXM
odbywato si¢ z dobra doktadnosciag i wymagalo niskiego punktu odcigcia MFI (mean



fluorescence intensity) DSA (okoto 6000). Natomiast prognozowanie wyniku CDC-XM
odznaczato si¢ niskg doktadnos$ciag przy wysokiej warto$ci optymalnego punktu odcigcia (okoto
10 000 MFI). Kwartalna aktualizacja wynikéw anty-HLA SAB po wykonaniu PXM nie
spowodowatla istotnej poprawy prognostyki VXM w badanej grupie biorcow.

Przyczyna zaobserwowanych rdznic w jakos$ci prognostyki FLXM 1 CDC-XM z wykorzystaniem
pojedynczych DSA moga by¢ roéznice w metodologii 1 czuto$ci analizowanych metod prob
krzyzowych. W celu poprawy zdolnosci VXM do prognozowania wynikow PXM mozna
rozwazy¢ nastgpujace rozwigzania: zwigkszenie czutosci CDC-XM, wprowadzenie
systematycznej aktualizacji wynikow anty-HLA SAB w oparciu o dane z systemu monitorowania
zdarzen immunizujacych, rozszerzenie zakresu typowania antygenow HLA u potencjalnych
dawcoéw oraz inkorporacj¢ procedur eliminujacych czynniki interferujace w oznaczenia anty-
HLA SAB.

Druga czg$¢ projektu skupiona byta wokét analizy znaczenia klinicznego niskich
poziomow DSA w kohorcie biorcow nerki od dawcy zywego. W badaniu uwzglgdniono zaréwno
pre-transplantacyjne DSA o swoisto$ci HLA —A, —B 1 —DR <5000 MFI, ktora to warto$¢ stanowi
punkt odcigcia VXM w Polsce, jak i DSA HLA -DQ, —DP, —Cw, ktoére nie byty rutynowo
typowane u dawcéw w momencie trwania badania. Ponadto, w oparciu o dostepne wyniki
oznaczenia anty-HLA SAB z okresu po transplantacji, w badanej kohorcie sprawdzono czgstos¢
wystepowania de novo DSA oraz pre-transplantacyjnych DSA wykazujacych tendencje do
utrzymywania si¢ po przeszczepieniu.

Z historycznej kohorty biorcow, ktdrzy otrzymali przeszczep nerki od dawcy zywego w
latach 2014-2018 w naszym os$rodku transplantacyjnym, wybrano grupg 55 pacjentow stosujac
nastepujace kryteria wlaczenia: wiek >18 lat, dawca niebedacy HLA-identycznym rodzenstwem,
brak terapii odczulajacej, dostepny wynik oznaczenia anty-HLA SAB z okresu przed
przeszczepieniem oraz negatywne wyniki CDC-XM i FLXM. W zaleznosci od wykrytych
reaktywnosci DSA u biorcéw, wykonano uzupehiajace typowanie HLA —DQ, —DP lub —Cw
dawcoéw. W celu oceny wynikow transplantacji pacjentdéw podzielono na trzy grupy: DSA
pozytywnych, posiadajacych przeciwciata anty-HLA niebedace DSA (NDSA — non-donor
specific antibody) oraz biorcow, u ktorych nie wykazano obecno$ci zadnych przeciwcial anty-

HLA (grupa negatywna). Okres obserwacji wynosit trzy lata.



W badanej kohorcie wykazano obecnos¢ niskich pre-transplantacyjnych DSA u 33%
pacjentow. Znakomita wigkszos¢ (78%) zaobserwowanych DSA byla o swoistosci HLA -DQ,
—DP oraz —Cw, z ktérych najwyzsze MFI wyniosto 5767 dla DSA DQ2, a najnizsze przybrato
warto$¢ 319MFI dla DSA DP4. Sposréd reaktywnosci DSA HLA —-A, —B, —DR najwyzsza
warto$§¢ MFI (2191) osiagnely DSA DR52.

Obecnos¢ niskich pre-transplantacyjnych DSA nie wplyngta na wielko$¢ przesaczania
kigbuszkowego wyrazonego wartoscia eGFR (estimated glomerular filtration rate) ani na
czgsto$¢ wystepowania proteinurii u biorcow. Przezywalno$¢ przeszczepu w grupie DSA
wyniosta 94,4% 1 byla w sposob nieistotny nizsza (p=0.7) w stosunku do grup NDSA (100%) 1
negatywnej (100%). W 3-letnim okresie obserwacji nie odnotowano w kohorcie zadnego
przypadku ostrego odrzucania zaleznego od przeciwcial potwierdzonego biopsja, co przemawia
za tym, ze pacjenci posiadajacy niskie DSA nie sg narazeni na czgstsze wystepowanie epizodow
ostrego odrzucania. W grupie DSA-pozytywnych pacjentow odnotowano jednak tendencje do
czestszego wystgpowania przeciwcial de novo DSA oraz ztogow C4d w kapilarach okoto
cewkowych (PTC — peritubular capillaries).

Wyniki uzyskane w obecnym projekcie moga w istotny sposob przyczyni¢ si¢ do
skutecznego wykorzystania informacji wynikajacych z oceny DSA w transplantologii
nefrologicznej. Ze wzgledu na ograniczenia badania, w tym niska liczebno$¢ badanej kohorty, w
celu wyjasnienia poczynionych obserwacji, niezbg¢dne sa dalsze badania z udziatem wigkszej

grupy biorcow w dtuzszym okresie obserwacji.

Streszczenie w jezyku angielskim

Virtual crossmatch (VXM) is a new powerful tool in pre-transplant risk assessment.
However, the ability of VXM to predict physical crossmatch (PXM) results remains
controversial. It is also questionable whether all donor-specific antibodies (DSA) detected by the
solid-phase single antigen bead (SAB) assay negatively affect kidney transplantation outcomes.
The following dissertation deals with both of these issues in the context of the experience of one
transplantation center (Infant Jesus Clinical Hospital in Warsaw) and the current rules for the

allocation of kidney recipients in Poland.



The aim of the first part of our study was to evaluate the predictive potential of VXM
results, measured by SAB, for prediction of CDC-XM (complement-dependent cytotoxicity
crossmatch) and FLXM (flow cytometry crossmatch) results of DSA in sensitized patients.

As part of the first objective, 261 CDC-XM and FLXM measurements were performed
for 180 potential kidney transplant candidates, each with a single HLA-A, —B, or -DR DSA
against a potential deceased donor. Analysis was conducted with two SAB datasets of four-month
distant and collected prior to and after PXM results. Optimal MFI (mean fluorescence intensity)
thresholds and likelihood ratios were assigned based on low (<2000 MFI), medium (2001-5000
MEFTI) and high risk (>5000 MFT). The impact of VXM predictability was determined by the ROC
curves comparison. In addition, inter-assay changes of MFI were evaluated.

The accuracy of VXM to predict CDC-XM was inferior to that of FLXM with the AUC
(area under ROC curve) of 0.644 vs. 0.849 values, respectively. In contrast, the initial ROC
analysis showed that the VXM prediction was good for both T-FLXM with ROC value of 0.849
and by B-FLXM with ROC value of 0.706 for a single antigen of HLA—-A, —B, or -DR DSA. In
fact, the best VXM prediction was for FLXM with good sensitivity for B-FLXM against HLA-
DR-specific DSA (0.851). Similar results of VXM predictability were observed for pre- and post-
crossmatch ROC curves.

VXM predictability is better for positive/negative FLXM than for positive/negative CDC-
XM results to evaluate a single HLA-A, —B, —DR DSA disparity. This may be related to the fact
that VXM and FLXM rely on binding of antibodies to beads or cells, respectively. In contrast,
VXM is less predictive for CDC-XM because the latter measures complement-dependent
cytotoxic function. In order to improve the VXM's ability to predict PXM results, the following
modifications may be considered: increasing the sensitivity of CDC-XM, incorporation of a
systematic update of anti-HLA SAB results based on data from the immunization event
monitoring system, extending the range of HLA antigen typing in potential donors, and
introducing procedures eliminating interferences in the anti-HLA SAB assay.

The subject of the second part of the dissertation was the evaluation of the possible
clinical significance of low pre-transplant DSA in living donor kidney recipients. We analyzed a
group of patients with HLA-A, —B, and -DR DSA reactivities below a virtual crossmatch
(VXM) value of 5000 MFI but with all VXM DSA reactivities at HLA-DQ, —DP, and —Cw,
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which were not typed routinely for donors prior to transplantation. We also investigated the
incidence of persistent and de novo DSAs in available posttransplant SAB assays.

From the historical cohort of living donor recipients transplanted between 2014 and 2018
at our center (n = 82), 55 patients met the inclusion criteria, namely: these patients were > 18
years old with non-HLA identical sibling donors, who were not desensitized, who had available
pre-transplant SAB results, and who had negative both complement-dependent cytotoxicity
crossmatch (CDC-XM) and flow cytometry crossmatch (FLXM) results. An additional donor
HLA typing, performed for all 55 recipients, identified donor additional HLA-DQ, -DP, and -Cw
DSA reactivities. These patients were then divided by SAB reactivity into three groups: 1) those
with DSA-positive reactivities; 2) those with non-donor-specific anti-HLA reactivities (NDSA);
and, 3) those who were anti-HLA-negative. All these recipients were followed for three years and
checked for their de novo or persistent DSA.

In the studied cohort, DSA-positive, NDSA reactive, and anti-HLA negative recipients
constituted 33%, 36%, and 31% of 55 patients, respectively. Non-routinely considered pre-
transplant HLA-DQ, -DP, and -Cw DSA-positive reactivities were shown in as many as 78% of
DSA-positive cases (group 1) with the lowest MFI value of 319 to DP4 and the highest MFI of
5767 to DQ2. Of the pre-transplant HLA—A, —B, and —-DR DSA reactivities, only -DR52 DSA
reactivity reached the highest MFI value of 2191. These detected DSAs did not reduce the mean
estimated glomerular filtration rate (eGFR) values and did not increase the incidence of
proteinuria in recipients. While the 3-year graft survival tended to be lower in the DSA-positive
group (94.4%) with one recipient who lost kidney transplant, the difference was not significantly
different (p = 0.7) from the NDSA (100%) and negative (100%) groups. In terms of the incidence
of de novo acute antibody-mediated rejection (AMR) at three years after transplantation, no case
has been reported in the cohort. This may suggest that low DSA-positive recipients do not
experience higher rejection rate. However, DSA-positive recipients had a tendency for a higher
frequency of C4d deposits in peritubular capillaries (PTC) and de novo DSA.

Our 3-year follow-up of patients with low pre-transplant DSA found no association with a
deterioration in graft function and worse graft survival. Furthermore, we did not observe an
increase in AMR in our patients with low DSA. A larger cohort and a longer follow-up period
may be needed to evaluate the tendency of low DSA-positive recipients towards the higher

incidence of C4d deposits in PTC and/or de novo DSA.
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1. Wstep

1.1 Wprowadzenie

Transplantacja stanowi optymalng metode leczenia schytkowej niewydolnosci nerek. W
poréwnaniu z dlugotrwalg dializoterapia przeszczepienie narzagdu w sposob istotny poprawia
jakos$¢ zycia 1 przezywalno$¢ pacjentdw, obnizajac jednoczes$nie koszty leczenia[l]. Glownym
czynnikiem ograniczajagcym czas przezycia alloprzeszczepu nerki jest proces odrzucania
spowodowany rozpoznaniem obcych antygenow zgodnosci tkankowej HLA (human leukocyte
antigens) dawcy przez uklad immunologiczny biorcy[2]. W czasie sze$ciu dekad jakie uplynely
od pierwszego udanego zabiegu transplantacji nerki w 1954 roku, wiedza na temat mechanizmow
odpowiedzi immunologicznej na alloprzeszczep uleglta znacznemu poszerzeniu. Dzigki temu
mozliwe bylo powstanie nowoczesnych lekow immunosupresyjnych, jak i zaawansowanych
metod diagnostycznych, ktére przyczynily sie¢ do znaczacego obnizenia czestosci wystgpowania
epizodoéw ostrego odrzucania u biorcow.

W przesztosci za glownag przyczyne odrzucania przeszczepu uznawano mechanizmy
zwiazane z limfocytami T[3, 4]. Obecnie wiadomo jednak, ze krytyczng role zar6wno w ostrym
jak 1 przewleklym odrzucaniu petniag réwniez mechanizmy humoralne, w ktorych uczestnicza
limfocyty B oraz przeciwciala przeciwko antygenom HLA dawcy (DSA — donor specific
antibodies)[4]. O zdolnosci przeciwciat do uszkodzenia przeszczepu s$wiadczy fakt, ze w
mechanizmie odrzucania nadostrego wysoki poziom preformowanych DSA u biorcy moze
doprowadzi¢ do niewydolnosci przeszczepionej nerki w kilka minut po transplantacji. Aktualnie
ryzyko wystgpienia tego rodzaju odrzucania u biorcow jest niewielkie. Stato si¢ tak dzigki
wprowadzeniu w latach 60’ XX wieku proby krzyzowej metoda cytotoksycznosci zaleznej od
dopeliacza (CDC-XM — complement-dependent cytotoxicity crossmatch), ktéra umozliwia
detekcje wysokich mian cytotoksycznych DSA w surowicy biorcy [5]. Metoda ta jednak
charakteryzuje si¢ niska czulo$cig i nie wykrywa niskich mian preformowanych DSA, ktore
poprzez udzial we wczesnym i pdZznym ostrym odrzucaniu zaleznym od przeciwcial (AMR-
antibody-mediated rejection) roéwniez moga wywiera¢ niekorzystny wptyw na przezywalnos¢
przeszczepu[2].

Podczas AMR przeciwciata preformowane biorcy wiazg si¢ z antygenami HLA obecnymi

na powierzchni komorek $rodblonka naczyn przeszczepu. Oddzialywania te prowadza do
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aktywacji uktadu dopetniacza zar6wno drogg klasyczng, jak 1 w mechanizmie cytotoksycznosci
komorkowej zaleznej od przeciwcial (ADCC - antibody dependent cell cytotoxicity).
Nastepstwem obydwu jest uszkodzenie 1 apoptoza komorek endotelium naczyn przeszczepionej
nerki, ktora prowadzi do produkcji czynnikdéw inicjujacych agregacje plytek oraz cytokin i
chemokin stymulujacych rekrutacj¢ leukocytow do miejsca zapalenia[6]. W wyniku ostrego
AMR obserwuje si¢ pogorszenie funkcji przeszczepu, ktorego manifestacjg jest podwyzszony
poziom kreatyniny w surowicy biorcy oraz proteinuria.

Obecnos¢ preformowanych przeciwcial anty-HLA stanowi gltowny czynnik ryzyka
wczesnego odrzucania 1 utraty przeszczepionej nerki[7]. Sposrdéd dostepnych metod
diagnostycznych, najbardziej czulg technika wykrywania i charakteryzowania przeciwcial anty-
HLA jest oznaczenie fazy stalej z wykorzystaniem mikrosfer optaszczonych antygenami HLA
(SAB - single antigen beads)[8]. Badanie to umozliwia wykonanie wirtualnej proby krzyzowe;j
(VXM — virtual crossmatch) polegajacej na sprawdzeniu obecnosci DSA u biorcy poprzez
poréwnanie wyniku oznaczenia anty-HLA SAB pacjenta z wynikiem oznaczenia antygenow
HLA potencjalnego dawcy. Inkorporacja VXM do rutynowych procedur oceny ryzyka
immunologicznego przed transplantacjg nerki stwarza mozliwo$¢ przewidywania wynikow
biologicznych prob krzyzowych (np. CDC-XM) oraz usprawnienia i skrocenia procesu alokacji
biorcow[9-13].

Pewne aspekty praktycznego zastosowania wirtualnej proby krzyzowej pozostaja jednak
nadal kontrowersyjne w $§rodowisku transplantologicznym[14]. Po pierwsze, nie ma
jednomyslnosci pomigdzy klinicystami w kwestii zdolnosci VXM do przewidywania wynikdéw
biologicznych prob krzyzowych. Ponadto niepewne pozostaje znaczenie kliniczne niskich mian
pre-transplantacyjnych DSA wykrytych metoda SAB[14, 15]. Celem ponizszej rozprawy

doktorskiej bylo zbadanie wybranych kwestii z obydwu wymienionych zagadnien.
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1.2 Ocena ryzyka immunologicznego przed transplantacja nerki

Ocena ryzyka immunologicznego u biorcow przed transplantacja nerki stanowi narzg¢dzie
umozliwiajagce optymalny dobdr leczenia immunosupresyjnego oraz zminimalizowanie czgstosci

wystepowania epizodow ostrego odrzucania przeszczepu[16].
Standardowy algorytm oceny ryzyka uwzglednia:

a) charakterystyke kliniczng biorcy 1 dawcy;

b) charakterystyke immunologiczng biorcy (historia zdarzen immunizujacych i wyniki oceny
laboratoryjnej poziomu immunizacji);

c) wyniki badan laboratoryjnych wykorzystywanych przy doborze immunologicznym pary
biorca-dawca (oznaczenie antygendw HLA, proby krzyzowe biologiczne, proba krzyzowa

wirtualna)[3].

1.2.1 Charakterystyka kliniczna biorcy i dawcy

Przed transplantacja nerki para biorca-dawca oceniana jest pod katem wystgpowania
czynnikow o udowodnionym niekorzystnym wplywie na wynik przeszczepienia. Jednym z
ocenianych kryteriow jest wiek biorcy i dawcy. Biorcy ponizej 45 roku zycia sg bardziej narazeni
na suboptymalne wyniki transplantacji ze wzgledu na wigksze ryzyko braku adherencji do
zalecen lekarzy[17]. Natomiast u biorcow pediatrycznych czynnikiem o niekorzystnym wptywie
jest zmienno$¢ farmakokinetyki lekéw immunosupresyjnych zwigzana ze zmianami
rozwojowymi w aktywnos$ci enzymow|[ 18, 19].

W przypadku dawcow, wiek >65 lat zwigzany jest z wigkszym ryzykiem wystapienia u
biorcy opoznionej funkcji przeszczepu (DGF — delayed graft function) oraz jego ostrego
odrzucania i niewydolnosci. Dlugoterminowa przezywalnos$¢ nerki od starszego dawcy jest
nizsza, co stanowi czgsto podstawe do preferencyjnego doboru biorcy w zblizonym wieku.

Wynik transplantacji zalezy rowniez od rodzaju dawcy. W poroéwnaniu z
przeszczepieniem od dawcy zmartego, transplantacja od dawcy zywego zwigzana jest z wieloma
potencjalnymi korzy$ciami dla biorcy, sposrdd ktorych mozna wymieni¢: krotszy czas zimnego

niedokrwienia, skrdcenie czasu dializoterapii, mozliwo$¢ przeszczepienia wyprzedzajacego (pre-
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emptive), poszerzenie puli dostgpnych dawcdéw oraz mniejsze obostrzenia czasowo-
organizacyjne, ktore pozytywnie wplywaja na dobor i1 oszacowanie ryzyka[20]. Pomimo
wysokiej skutecznosci nowoczesnych lekdw immunosupresyjnych wyniki przeszczepienia nerki
od dawcy zywego sg nadal lepsze w porownaniu z tymi uzyskiwanymi po transplantacji od
dawcy zmartego[3].

Czynnikiem zwigkszajagcym prawdopodobienstwo utraty przeszczepu jest transplantacja
nerki od dawcy spelniajacego graniczne kryteria w zakresie wieku, chordb towarzyszacych, czy
tez przyczyny zgonu. Jak wykazaly badania, organy od takich dawcow sa bardziej podatne na
wystepowanie procesu zapalnego spowodowanego uszkodzeniem niedokrwienno-reperfuzyjnym,
Z czym zwigzana jest czgstsza pierwotna niewydolno$¢ przeszczepionej nerki i wigksze ryzyko
DGF[21].

Pomimo iz nie ma wystarczajacych dowodow na bezposredni zwigzek pomiedzy czasem
trwania dializoterapii a czgstoscig wystepowania epizodow ostrego odrzucania przeszczepu, to ze
wzgledu na wigksze ryzyko immunizacji i wystgpienia powiklan sercowo-naczyniowych kazdy
kolejny rok terapii nerko-zastepczej traktowany jest jako czynnik ryzyka dla biorcy[16].

Sposrod innych parametrow, ktore sa czgsto brane pod uwage podczas oceny ryzyka
Zwigzanego z przeszczepieniem wymienia si¢ rowniez: pte¢ zenskg i BMI (body mass index) >35
kg/m? dawcy oraz nikotynizm i chorobe wiencowa serca biorcy[16, 17]. Ponadto na wicksze

ryzyko wystgpienia ostrego odrzucania przeszczepu narazeni sg czarnoskorzy pacjenci[16].
1.2.2 Charakterystyka immunologiczna biorcy
1.2.2.1 Historia zdarzen immunizujgacych

Alloimunizacja stanowi istotny czynnik o niekorzystnym wptywie na wynik transplantacji
nerki[22]. Przyczyna immunizacji jest w duzej mierze ekspozycja uktadu immunologicznego na
inne niz wlasne antygeny HLA[23]. Nasilenie stopnia immunizacji zalezy mi¢dzy innymi od
wieku 1 pici biorcy, przyczyny uczulenia, tadunku antygenowego zdarzenia oraz roznic
osobniczych w reaktywnosci uktadu immunologicznego[24, 25]. Do najczgstszych przyczyn
immunizacji, uszeregowanych malejaco pod wzgledem sily bodzca uczulajacego, naleza: cigza,
poprzednie transplantacje oraz przetoczenie krwi[26].

Podczas prawidtowej cigzy uktad immunologiczny matki wykazuje tolerancje w stosunku

do ptodu. U wigkszosci kobiet na etapie cigzy badz porodu dochodzi do przenikania niewielkich
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objetosci krwi dziecka do krwioobiegu matki (przeciek matczyno-ptodowy)[27]. Nastepstwem
moze by¢ immunizacja matki i powstawanie przeciwcial swoistych dla antygenow HLA ptodu
odziedziczonych od ojca. W przesztosci czgstos¢ immunizacji kobiet po pierwszej cigzy oceniano
na 1-10%][23, 26]. Aktualnie, dzigki wysokoczulym technikom oznaczenia przeciwciat anty-
HLA, odsetek ten szacuje si¢ nawet na 47,9%[28]. Kazda kolejna cigza wiaze si¢ z silniejsza
immunizacja, dlatego pacjentki po wielokrotnych cigzach sg obcigzone wysokim ryzykiem
wystgpienia epizodow ostrego odrzucania w przypadku przeszczepienia nerki od dziecka lub
partnera[23]. W wyniku re-stymulacji ukladu immunologicznego pacjentki antygenami HLA
przeszczepu, przeciwko ktérym nabyta zostala pamig¢é¢ immunologiczna podczas cigzy, ma
miejsce gwattowny wzrost DSA w stopniu wyzszym i1 w czasie krotszym niZz ma to miejsce w
przypadku immunizacji na skutek poprzedniego przeszczepienia czy przetoczenia krwi[29]. Aby
zminimalizowa¢ ryzyko odrzucania przeszczepu u pacjentek ktore byly w cigzy, zaleca si¢
wykonanie oznaczenia antygendw HLA u partnera lub dzieci. Umozliwia to identyfikacje
potencjalnie immunizujacych niezgodnosci HLA, ktérych znajomo$¢ moze istotnie wptyna¢ na
wynik wirtualnej proby krzyzowej oraz decyzje o przeszczepieniu.

Druga co do intensywnosci przyczyna immunizacji jest poprzednie przeszczepienie. W
tym przypadku powstawanie alloprzeciwcial jest nastepstwem niezgodnosci pod wzgledem
antygenow HLA w parze biorca-dawca. Ryzyko immunizacji biorcy ro$nie wraz z liczba
otrzymanych niezgodno$ci HLA. Czestos¢ wystepowania DSA u pacjentow po transplantacji
waha si¢ pomiedzy badaniami od 1,6-60% 1 zalezy miedzy innymi od metody oznaczenia
przeciwciat anty-HLA, schematu immunosupresji, badanej populacji biorcéw oraz czasu
pobrania badanych surowic[30]. Silna immunizacja w nastepstwie niskiej zgodnosci HLA w
parze biorca-dawca moze w przysztosci znaczaco ograniczy¢ szanse biorcy na kolejna
transplantacje[31]. Poziom przeciwciat anty-HLA u biorcow oczekujacych na re-transplantacje
zalezy od decyzji zwigzanych z kontynuacja badz wycofaniem immunosupresji oraz od tego, czy
niewydolny przeszczep zostal usuniety. Badania wykazaly, ze wycofanie leczenia
immunosupresyjnego wraz z graftektomia wiaze si¢ z silniejszym wzrostem immunizacji niz w
przypadku zachowania przeszczepu in situ[32]. W wyniku graftektomii $redni poziom
preformowanych przeciwciat anty-HLA (PRA — panel reactive antibodies) moze wzrosna¢ do 83-

100%, z czym wigze si¢ drastyczny spadek szans biorcy na kolejne przeszczepienie.
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Pacjenci poddawani dializoterapii sg grupa szczego6lnie narazong na wystgpienie anemii
ze wzgledu na niedobor erytropoetyny. Pomimo wprowadzenia lekow stymulujacych
erytropoezg, przetoczenie krwi nadal jest czesto stosowang metodg leczenia niedokrwistosci u
potencjalnych biorcow nerki. W celu zredukowania ryzyka immunizacji zwigzanego z transfuzja,
pacjentom przetaczane sg ubogoleukocytarne preparaty krwi. Mimo to, nawet 20% biorcow ulega
immunizacji w wyniku pojedynczego przetoczenia krwi[l, 33]. Przyczyng powstawania
przeciwcial sa glownie antygeny HLA obecne na resztkowej populacji leukocytow (15x10°) w
przetaczanym preparacie. Zrodtem immunizacji moga byé¢ rowniez czasteczki HLA obecne na
erytrocytach (90 czasteczek/erytrocyt), ptytkach krwi (50-120 000 czasteczek HLA/trombocyt)
oraz w osoczu[26]. Chociaz przetoczenie krwi nie jest silnym czynnikiem immunizujacym, to
moze znaczaco ograniczy¢ pule dostepnych dawcoéw szczegélnie u biorcow narazonych w
przesztosci na inne czynniki immunizujace[33].

Poza zdarzeniami immunizujacymi gldwna przyczyna istotnych zmian w poziomie i
repertuarze przeciwciat anty-HLA sa infekcje, na ktore potencjalni biorcy nerki sa szczegolnie
podatni. Dlatego tez ocena poziomu zimmunizowania u biorcow wymaga cigglego aktualizowana

W oparciu o systematyczne monitorowanie zdarzen o charakterze immunizujacym[34].
1.2.2.2 Ocena laboratoryjna poziomu immunizacji biorcy

Narzedziem stuzagcym do oceny i monitorowania poziomu immunizacji biorcow przed
transplantacja nerki jest oznaczenie PRA wykonywane rutynowo raz na trzy miesigce. W
najprostszej wersji badanie to przeprowadzane jest metodg cytotoksycznosci zaleznej od
dopetniacza (CDC - complement-dependent cytotoxicity). Badanie PRA-CDC oparte jest na
testowaniu surowicy biorcy na obecno$¢ przeciwcial przeciwko panelowi limfocytow
pochodzacych od 30-60 zdrowych dawcéw krwi. Do stworzenia panelu dawcy dobierani sg
najczescie] przypadkowo, a wysoka liczebnos¢ grupy ma zapewnié reprezentatywnos¢ pod
wzgledem czestosci wystepowania antygendéw HLA w danej populacji. Podczas oznaczenia
surowica biorcy jest inkubowana z panelem limfocytow, a nastepnie dodawany jest dopelniacz
egzogenny (np. kroliczy). Jesli w badanej surowicy obecne sg wysokie miana przeciwciat
cytotoksycznych wiazacych si¢ z powierzchnig limfocytéw dawcy, dochodzi do aktywacji
kaskady ukladu dopelniacza droga klasyczng. Powstaje wtedy kompleks atakujacy btone

komoérkowsa, ktory doprowadza do lizy komorek dawcow[35]. Po dodaniu barwnika
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roéznicujacego (np. eozyna), oceniany jest odsetek martwych komoérek w polu wiedzenia zgodnie
ze skalg punktowa NIH (National Institutes of Health): 1-1-10%, 2-11-20%, 4-21-50%, 6- 50-
80%, 8-81-100%[36]. Wynik dodatni z danym dawca jest formulowany najczesciej, gdy
stwierdzono wigcej niz 20% martwych komorek[35]. Ostateczny wynik oznaczenia PRA
wyrazany jest, jako % dawcow z panelu, z ktérym badany biorca uzyskat wynik dodatni. Poziom
PRA% moze by¢ interpretowany, jako odsetek potencjalnych dawcoéw nerki, z ktérym badany
biorca z duzym prawdopodobienstwem uzyska pozytywny wynik proby krzyzowej metoda
cytotoksycznosci zaleznej od dopeilniacza (CDC-XM), ktory stanowi przeciwwskazanie do
transplantacji.

Niekwestionowang zaleta oznaczenia PRA-CDC jest wykorzystanie zywych komorek,
jako zrodta antygenow HLA, co sprawia, ze badanie to odzwierciedla reakcje antygen-
przeciwciato, jakie wystepuja w warunkach in vivo. Sposrod najwazniejszych wad tej metody
nalezy wymieni¢ niskg czuto$¢. Ponadto, technika PRA-CDC obcigzona jest wysokim ryzykiem
wynikoéw falszywie pozytywnych w nastgpstwie wigzania przeciwciat swoistych dla antygenow
innych niz HLA, autoprzeciwcial oraz nieswoistych przeciwciat IgM[37]. Ograniczeniem tej
techniki jest rowniez ryzyko niedoszacowania poziomu immunizacji na skutek niepeinej
reprezentacji antygenow HLA w panelu limfocytéw uzytych do badania. Dodatkowo, bez
zastosowania panelu limfocytéw o znanych antygenach HLA, oznaczenie PRA-CDC nie pozwala
na precyzyjne okreslenie swoistosci wykrytych przeciwciat.

Metoda pozwalajacag na podwyzszenie czutosci badania PRA-CDC jest zastosowanie
globuliny antyludzkiej (AHG - anti-human globulin), ktora wiazac si¢ z kazdym DSA zwieksza
liczbe dostepnych receptorow Fc dla sktadowej dopelniacza C1[35]. W przypadku podejrzenia
obecnosci nieswoistych przeciwcial IgM u biorcy, zaleca si¢ wykonywanie PRA-CDC w wersji
rutynowej oraz ze zwigzkiem inaktywujacym przeciwciata IgM (1, 4-ditiotreitolem, DTT)[38].
Takie postepowanie zmniejsza ryzyko wystgpienia wynikow fatszywie dodatnich.

Druga metodg stosowang powszechnie w ocenie poziomu zimmunizowania potencjalnych
biorcow nerki sa techniki fazy statej. Nosnikiem antygenéw HLA w tym przypadku nie sa zywe
komorki, lecz matryca z ciala statego - ptytka (ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay)
lub plastikowe mikrokulki (beads). Te ostatnie zapewniaja najwyzsza czulo$¢ i swoistos¢ w
wykrywaniu przeciwciat anty-HLA[39]. Do oznaczenia PRA mozna wykorzysta¢ zaréwno

mikrokulki optaszczone HLA klasy I lub HLA klasy II (screening beads, FlowPRA), jak i zestaw
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kulek, z ktorych kazda posiada wylacznie jeden rodzaj antygenu HLA (single antigen beads,
SAB) (Rycina 1)[37]. Podczas wymienionych badan zakodowane fluorescencyjnie kulki
inkubowane sg z surowicg biorcy. Nastepnie dodawane jest znakowane fluorescencyjnie
przeciwciato detekcyjne (anty-ludzie IgG). Badana probka jest wprowadzana do aparatu Luminex
lub cytometru, gdzie mierzone sg dwa sygnaly fluorescencyjne. Pierwszy z nich pozwala na
identyfikacje mikrokulek (swoistosci HLA), a drugi umozliwia ocen¢ poziomu wykrytych
przeciwciat anty-HLA.

Do oznaczenia FlowPRA stosowany jest panel 60 mikrokulek, z ktorych kazda
oplaszczona jest antygenami HLA pochodzacymi z pojedynczej linii komérkowej. Panel kulek
jest tak wyselekcjonowany, aby zawierat zardwno czgste jak i rzadko wystepujace antygeny
HLA[40]. Technika FlowPRA umozliwia wykrywanie przeciwciat anty-HLA IgG wiazacych i
niewigzacych dopetniacza. Poziom PRA jest okreslany na podstawie odsetka mikrokulek, ktore
pozytywnie zareagowaty z badang surowica. W porownaniu z PRA-CDC, technika FlowPRA jest
bardziej czula i odporna na interferencj¢ ze strony autoprzeciwciat [40]. Ponadto badanie to
pozwala na okreslenie swoisto$ci wykrywanych przeciwciat w zakresie klasy HLA. Pomimo
deklarowanej przez producenta reprezentatywnosci panelu kulek wykorzystywanych we
FlowPRA, istnieje ryzyko, ze wynik uzyskany tg metodg w mniejszym stopniu odzwierciedla
rzeczywiste prawdopodobienstwo znalezienia dawcy ze wzgledu na brak odniesienia do czestosci
fenotypow HLA w konkretnej populacji[39].

W technice SAB, probka analizowana jest z uzyciem platformy Luminex, a poziom
przeciwciat swoistych dla poszczegdlnych antygenow HLA oceniany jest w sposob potilosciowy
1 wyrazany w jednostkach $redniej intensywnosci fluorescencji (MFI - mean fluorescence
intensity). Majac do dyspozycji wynik oznaczenia przeciwciat anty-HLA metoda SAB oraz
wytyczone kryteria definiowania nieakceptowalnych niezgodnosci HLA, poziom PRA mozna
wyliczy¢ (cPRA —calculated panel reactive antibodies) na podstawie czgstosci wystgpowania

poszczegdlnych antygenow HLA w danej populacji.
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Rycina 1. Schemat wykonania oznaczenia poziomu i swoistoSci przeciwcial anty-HLA metoda fazy stalej
z wykorzystaniem mikrokulek Single Antigen Beads (SAB).

Surowica biorcy inkubowana jest z kulkami SAB, z ktorych kazda posiada na swojej powierzchni jeden rodzaj
czasteczek uktadu zgodnosci tkankowej (HLA) (A). Jezeli w badanej surowicy obecne sa przeciwciata anty-HLA to
wiaza si¢ one z HLA na odpowiedniej kulce (B). Kompleks kulka-przeciwciata anty-HLA jest wykrywany poprzez
dodanie przeciwciata drugorzedowego znakowanego fikoerytryng (PE) (C). Podczas analizy w aparacie Luminex (D)
na kulki §wieca dwa lasery. Laser czerwony wzbudza fluorescencj¢ barwnika identyfikujac kulke i zwiazany z nig
antygen HLA. Laser zielony wzbudza fluorescencje znacznika (PE) przeciwciata drugorzegdowego. Na podstawie
detekcji dwoch sygnatdéw oceniana jest swoisto$¢ i poziom przeciwcial anty-HLA w surowicy biorcy. Poziom
przeciwcial anty-HLA oceniany jest w sposob potilosciowy w stosunku do kontroli negatywnej i wyrazany jest w
jednostkach $redniej intensywnosci fluorescencji (MFI).
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Metody fazy statej charakteryzuje wysoka czuto$¢, swoisto$¢, powtarzalno$¢ oraz
obiektywnos¢ w detekcji przeciwciat anty-HLA[41]. Ze wzgledu na wykorzystanie
reprezentatywnych baz zbierajacych dane na temat czestosci fenotypéw HLA w danej populacji
szansa na niedoszacowanie immunologiczne w przypadku cPRA jest istotnie mniejsza niz w
przypadku PRA-CDC. To czy poziom cPRA prawidlowo odzwierciedla szanse danego biorcy na
przeszczepienie zalezy jednak od interpretacji wyniku oznaczenia przeciwciat anty-HLA SAB,
podczas ktorej nalezy wzig¢ pod uwage ograniczenia tej metody (Tabela 1). Najwazniejszym z
nich jest brak zdolno$¢ tej techniki do réznicowania przeciwcial cytotoksycznych. Dlatego tez
znaczenie kliniczne DSA wykrytych metoda SAB, w szczegdlnosci o niskim MFI, nie jest
jednoznaczne[42]. Ponadto, oznaczenie SAB obciazone jest ryzykiem wystgpienia wynikow
falszywie negatywnych w nastgpstwie efektu prozonalnego, zjawiska wspotdzielenia epitopow
przez rozne czasteczki HLA (epitope sharing) badz interferencji ze strony przeciwciat IgM,
endogennego dopetniacza lub lekow [37].

Wysoki poziom PRA jest uwazany za wskaznik podwyzszonego ryzyka
immunologicznego 1 czgsto stanowi wykladni¢ dla decyzji zwigzanych z leczeniem
immunosupresyjnym[17]. Cykliczne monitorowanie PRA pozwala na wyodrgbnienie biorcow
wysokoimmunizowanych (PRA>80%), u ktorych prawdopodobiefistwo znalezienia dawcy jest
najnizsze. W celu zwickszenia szansy na przeszczepienie pacjenci ci moga otrzymywac
dodatkowe punkty w systemie alokacji lub by¢ wtaczani do programow przeszczepienia nerki od
dawcy niespokrewnionego (KPD — kidney paired donation). Popularne sa réwniez programy
transplantacyjne, w ramach ktoérych indywidualnie okre$lane sg tak zwane akceptowalne
niezgodnosci (acceptable missmatch programs) HLA, przeciwko ktorym pacjent nie wytworzyt
przeciwciat [43-45]. Posrod nich na szczegdlng uwage zastuguje program HLA Matchmaker, w
ktorym biorca 1 dawca dobierani s3 w zakresie epitopow HLA, czyli sekwencji
aminokwasowych, ktore sa rozpoznawane przez limfocyty B i moga stymulowaé produkcje
przeciwciat u biorcy[46].

Nieprawidlowa ocena poziomu zimmunizowania moze wpltyna¢ niekorzystnie na czas
oczekiwania biorcy na przeszczepienie. Ze wzgledu na ograniczenia powyzszych technik zaleca
si¢, aby ocena repertuaru i poziomu przeciwcial anty-HLA u potencjalnych biorcow byta
wykonywana na podstawie wynikow uzyskanych ré6znymi metodami z uwzglednieniem historii

medycznej 1 danych klinicznych pacjenta[3].
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Tabela 1. Wybrane kwestie problematyczne zwigzane z oznaczeniem przeciwcial anty-

HLA® metodg fazy stalej z wykorzystaniem mikrokulek SAB(single antigen beads).

Zagadnienie

Znaczenie diagnostyczne

potilosciowa ocena poziomu
przeciwcial

Wynik badania wyrazony w jednostkach MFI” nie odzwierciedla
rzeczywistego poziomu przeciwcial anty-HLA. Wlasciwa
interpretacja wymaga korelacji z wynikami innych badan oraz
danymi klinicznymi pacjenta.

brak dowodéw na znaczenie

kliniczne wykrytych przeciwcial

Nie ma mozliwosci jednoznacznego okreslenia zdolnos$ci
wykrytych przeciwcial anty-HLA do aktywacji dopetliacza w
warunkach in vivo, jak réwniez do wywolywania epizodow
ostrego odrzucania.

interferencja endogennego

ukladu dopelniacza biorcy oraz

przeciwcial IgM

Zaburzenie wigzania drugorzedowych przeciwcial detekcyjnych,
ktére moze prowadzi¢ do uzyskania wynikow falszywie
negatywnych.

efekt prozonalny

W przypadku testowania wytacznie nierozcienczonej surowicy
biorcy istnieje ryzyko wyniku falszywie ujemnego. U pacjentow
wysokozimmunizowanych nalezy rozwazy¢ rozcienczenie
probki.

roznice w gestosci antygenow
HLA na powierzchni kulek w
poroéwnaniu z gestoscia na
powierzchni komorek

Poziom wykrytych przeciwciat moze by¢ zanizony lub
zawyzony, co moze powodowaé niewlasciwa ocen¢ znaczenia
klinicznego przeciwciat i ryzyka z nimi zwigzanego.

zaburzenia struktury
antygenow HLA na
powierzchni kulek z powodu
denaturacji w procesie
produkcji

Epitopy HLA obecne na kulkach SAB moga by¢ inne niz te
wystepujace w warunkach in vivo na komorkach, dlatego
istotno$¢ kliniczna wykrytych przeciwcial moze by¢ watpliwa.
Stanowi potencjalne zrodto wynikow falszywie pozytywnych.

roznice w skladzie
antygenowym pomie¢dzy
poszczeg6lnymi zestawami
odczynnikow

Przy uzyciu kolejnych serii odczynnikoéw poziomy wykrywanych
przeciwciat anty-HLA mogg si¢ réznic.

zanizenie poziomu przeciwcial
na skutek dzielenia wspolnych

epitopow przez rozne czasteczki

HLA

Stanowi potencjalne zrédto wynikow fatszywie negatywnych.

“human leukocyte antigens — ludzkie antygeny zgodnosci tkankowej; °mean fluorescence
intensity — $rednia intensywnos$¢ fluorescencji; Tabelka stworzona na podstawie:[25, 35, 42, 47-

491;
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1.2.3 Typowanie antygenow zgodnosci tkankowej HLA

Odpowiedz immunologiczna na alloprzeszczep rozwija si¢ w nastepstwie roznic
pomiedzy antygenami zgodnosci tkankowej biorcy 1 dawcy. Rolg uktadu HLA jest prezentowanie
endo- i egzogennych peptydéw limfocytom T, ktory to proces warunkuje rozwdj tolerancji w
stosunku do komorek wykazujacych ekspresj¢ wlasnych antygendéw oraz eliminacje komorek na
powierzchni, ktorych prezentowane sa obce antygeny. Wysoce polimorficzne geny kodujace
czasteczki HLA zlokalizowane sg na odcinku 6p21.1-3 ramienia krotkiego chromosomu
szostego[50]. Geny ludzkiego uktadu MHC (major histocompatibility complex) dziedziczone sa
w postaci haplotypow zgodnie z prawami Mendla. Wyjatkiem od tej reguly sg sytuacje, gdy
dojdzie do wymiany fragmentow chromatyd pomig¢dzy chromosomami, tzw. zjawisko crossing-
over. Kazdy cztowiek posiada dwa haplotypy HLA, z ktorych jeden pochodzi od matki, a drugi
od ojca. Geny z obydwu haplotypow ulegaja ekspresji na powierzchni komoérek w sposob
kodominujacy.

Posrod antygenow HLA bioracych udzial w odpowiedzi immunologicznej wyrdézniamy
dwie klasy, ktore r6znig si¢ pod wzgledem budowy i funkcji. Antygeny HLA klasy I (locus —A, —
B, —Cw), sa obecne na powierzchni wigkszosci komorek organizmu, chociaz poziom ich
ekspresji moze by¢ zrdéznicowany. Natomiast antygeny HLA klasy II (locus —-DR, -DQ, —DP),
wystepuja gtownie na komorkach prezentujacych antygeny, (APC — antigen presenting cells), do
ktorych zaliczamy komorki dendrytyczne, makrofagi i limfocyty B[45]. Podczas odpowiedzi
immunologicznej prozapalnej na skutek stymulacji interferonem y czasteczki HLA klasy I moga
wystepowac konstytutywnie na powierzchni wielu typow komorek, takich jak limfocyty T,
komorki nablonkowe naczyn oraz komorki kanalikow nerkowych[51].

W odpowiedzi na alloprzeszczep nerki, ktorego komorki wykazuja ekspresj¢ innych
czasteczek HLA niz te wystepujace u biorcy, rozwija si¢ odpowiedz immunologiczna. Dlatego
tez krytycznym elementem doboru pary biorca-dawca do przeszczepienia jest oznaczenie
(typowanie) antygenéw HLA klasy I oraz klasy II. W przesztosci typowanie wykonywano
metodami serologicznymi, ktorych skuteczno$¢ byta ograniczona zywotno$cig badanych
komorek oraz dostepnoscig swoistych surowic testowych[37, 52]. Obecnie antygeny HLA
oznaczane sg na poziomie genow metodami molekularnymi i na tej podstawie budowana jest
rowniez ich nomenklatura. Tradycyjnie przed transplantacja nerki u biorcy i dawcy oznaczane sg
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antygeny HLA klasy I locus —A 1 -B oraz HLA klasy II locus —DR [53]. Jednak, w wyniku
licznych doniesien o niekorzystnym wptywie przeciwciat swoistych dla HLA —Cw (klasa I) oraz
HLA -DQ 1 —DP (klasa II) na losy przeszczepu, zarowno w Polsce jak 1 na $wiecie do procedur
alokacji wprowadzane jest stopniowo typowanie HLA w zakresie szesciu loci (HLA -A, -B, -Cw,
-DR, -DQ, -DP)[54-57]. Ze wzgledu na ograniczenia czasowe, szczegolnie przed transplantacja
od dawcy zmarlego, powszechnie stosowane jest typowanie niskiej rozdzielczosci z
wykorzystaniem tancuchowej reakcji polimerazy i swoistych sond oligonukleotydowych (PCR-
SSOP) lub swoistych primeréw (PCR-SSP)[58, 59]. W ten sposéb wynik typowania okresla
antygeny i grupy alleli dla poszczegdlnych loci HLA.
Przyktadowy wynik typowania HLA metodami genetycznymi wyglada nastgpujaco:

HLA-A*02,03;B*07,35;DR*01,15.

W zapisie tym gwiazdka (*) oznacza metod¢ molekularng oznaczenia. Dla poszczegdlnych loci
uktadu HLA (-A, -B, -DR), po gwiazdce wymieniane s3 numery antygendéw dla obydwu
haplotypow.

W konfrontacji z wysokoczulg metoda SAB, umozliwiajaca oznaczanie przeciwciat anty-
HLA swoistych dla konkretnych alleli, typowanie technikami niskiej rozdzielczo$ci moze by¢
niewystarczajace do prawidtowej oceny obecnosci DSA nawet u jednej piatej biorcow[25, 59].
Nastepstwem niewtasciwej identyfikacji DSA jest obnizenie doktadnos$ci wirtualnej proby
krzyzowej, nieprawidlowa klasyfikacja biorcy do grupy wysokiego ryzyka oraz zalecenie
bardziej agresywnej terapii immunosupresyjnej, ktorej mozna by unikng¢[60]. Dlatego tez coraz
wiece] osrodkoéw transplantacyjnych bierze pod uwage wprowadzenie do alokacji biorcow
typowania antygendw HLA na poziomie alleli. Ze wzgledu na mniejsze ograniczenia czasowe,
typowanie HLA wysokiej rozdzielczosci moze by¢ z powodzeniem stosowane przed
przeszczepieniem od dawcy zywego. Natomiast w przypadku transplantacji od dawcy zmartego
warunkiem jest dostosowanie metody typowania do obostrzen czasowych. W celu typowania
HLA na poziomie wysokiej rozdzielczosci stosowane sg metody takie jak: HR (high resolution)
PCR-SSP, HR PCR-SSOP, a takze sekwencjonowanie DNA (m.in. NGS — next generation
sequencing, SBT — sequencing based typing)[37, 58].

Wynik typowania HLA stanowi punkt wyjscia dla oszacowania ryzyka zwigzanego z

przeszczepieniem poprzez ocene¢ stopnia niezgodnosci i wykonanie wirtualnej proby krzyzowe;.
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Brak niezgodnych antygenéw HLA w parze biorca-dawca pozwala na uzyskanie lepszych
wynikow w zakresie przezywalnosci przeszczepu oraz zredukowanie stosowanego leczenia
immunosupresyjnego[61]. Rutynowo stopien zgodnosci oceniany jest pod wzgledem
strukturalnym, poprzez analiz¢ liczby antygenow HLA dawcy, ktore ro6znig si¢ od antygenow
biorcy. Jak wykazaly badania na kohorcie biorcéw przeszczepionych w USA w latach 1987-
2013, kazda niezgodnos¢ HLA w parze biorca-dawca wigze si¢ z istotnym obnizeniem
przezywalnosci przeszczepionej nerki[62, 63]. Wysoka liczba niezgodnych antygenéw HLA
moze oznacza¢ miedzy innymi podwyzszone ryzyko powstawania przeciwcial DSA de novo,
ktérych obecno$¢ zwigksza ryzyko wystapienia epizodow ostrego odrzucania i obniza
przezywalnos$¢ przeszczepu [25]. Sposrdd rutynowo typowanych antygenow HLA —A, —B, -DR
uwaza si¢, ze najwickszy wptyw na losy przeszczepu majg niezgodnosci w obrebie locus B oraz
DR[64]. Ze wzgledu na silne niezrownowazenie sprzezen (linkage disequilibrium) uktadu HLA,
niezgodno$ci pod wzgledem HLA -DR moga wigza¢ si¢ z jednoczesnym brakiem zgodno$ci w
zakresie pozostatych antygendw HLA klasy II, z ktorych antygeny HLA -DQ s3 szczeg6lnie
silnym stymulatorem produkcji swoistych dla dawcy przeciwcial de novo[57].

Aktualnie dominuje poglad, ze efekt niezgodnosci HLA nie jest zalezny od konkretnego
locus, a dobor immunologiczny powinien uwzglednia¢ raczej immunogenno$¢ konkretnych
niezgodno$ci[61]. W celu ograniczenia stymulacji ramienia humoralnego odpowiedzi
immunologiczne] korzystny wydaje si¢ dobor biorcy i dawcy pod wzgledem tripletow
aminokwasowych HLA, przeciwko ktérym wytwarzane sg przeciwciata (HLA Matchmaker).
Przy wzigciu pod uwage obiecujacych wynikoéw wstepnych badan klinicznych z wykorzystaniem
HLA Matchmaker, istnieje szansa, ze program ten zastgpi w przysztosci tradycyjny dobor pary
biorca-dawca, jednak wymagatoby to powszechnego stosowania metod typowania wysokiej

rozdzielczos$ci oraz poszerzenia obecnej wiedzy na temat epitopow HLA[46].
1.2.4 Proba krzyzowa

Rutynowo przed przeszczepieniem nerki wykonywana jest proba krzyzowa (XM -—
crossmatch), ktorej celem jest sprawdzenie, czy w surowicy biorcy obecne s3 przeciwciata

przeciwko potencjalnemu dawcy. W zaleznosci od metody badania wyrézniamy:
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a) probe krzyzowa biologiczna (PXM - physical crossmatch) — wykonywana w
warunkach in vitro z wykorzystaniem surowicy biorcy i1 limfocytéw dawcy (np. CDC-
XM, FLXM);

b) probe krzyzowa wirtualng (VXM) — przeprowadzang na zasadzie analizy danych,
polegajaca na pordéwnaniu profilu alloprzeciwciat biorcy z antygenami HLA

potencjalnego dawcy.

Ze wzgledu na dynamiczng kinetyke repertuaru oraz miana przeciwciat anty-HLA u
potencjalnych biorcow nerki, zaleca si¢ wykonywanie PXM z biezacg surowicg pacjenta, a w
przypadku VXM z aktualnym wynikiem badania anty-HLA SAB. Maly odstgp czasowy
pomiedzy data pobrania surowicy a data proby krzyzowej zwieksza szans¢ na to, ze wynik
badania bedzie stanowil odzwierciedlenie aktualnego statusu immunologicznego biorcy. W
praktyce, dopuszcza sig, aby PXM byl wykonywany z surowicg biorcy pobrang w ciggu ostatnich
2-3 miesigcy. Natomiast w przypadku VXM, w zaleznosci od zasad programu
transplantacyjnego, brane sg pod uwage wyniki anty-HLA SAB sprzed 3-6 miesigcy[65].

Poza aktualng surowicg biorcy, XM mozna rowniez wykona¢ z surowicg historyczng, na
ktorej oznaczono maksymalny poziom PRA%. Takie postgpowanie podyktowane jest wysokim
prawdopodobienstwem wznowienia syntezy historycznych DSA u pacjenta po przeszczepieniu,
w nastepstwie aktywacji pamigci immunologicznej. Z procesem tym zwigzane jest podwyzszone
ryzyko wystapienia wczesnego odrzucania u biorcy[35, 37].

Poprawna interpretacja wyniku XM u potencjalnych biorcow nerki, zalezy roéwniez od
dostgpnosci biezacej historii immunizacji 1 informacji odno$nie wystapienia zdarzen
sprzyjajacych zmianom repertuaru alloprzeciwciat (m.in. infekcja, szczepienie, leczenie z
wykorzystaniem terapeutycznych przeciwciat)[65].

Limfocyty niezbedne do wykonania PXM, moga by¢ izolowane z krwi obwodowe;j,
sledziony badz weztow chtonnych potencjalnego dawcy nerki. Dla prawidlowej interpretacji
wynikow niezbedna jest wiedza na temat charakterystyki ekspresji antygenow HLA na
komorkach. Biologiczne proby krzyzowe sg wykonywane z populacja limfocytow T i B dawcy.
Dodatni wynik badania z limfocytami T (badZ mieszaning limfocytow B i1 T, w ktorej dominuja
te ostatnie), Swiadczy najczesciej o obecnosci u biorcy DSA swoistych dla HLA klasy I dawcy.
W przeciwienstwie do limfocytow T, na powierzchni limfocytow B wystepuja czasteczki HLA

klasy II, a ekspresja HLA klasy I jest silniejsza. Dlatego tez, pozytywny wynik PXM wylacznie z
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limfocytami B zwigzany jest z obecnoscia DSA swoistych dla HLA klasy II i/lub HLA klasy 1
dawcy. Proba krzyzowa z limfocytami B jest bardziej czula, jednak jednoczes$nie jest obcigzona
wyzszym ryzykiem wystapienia wynikow falszywie pozytywnych, ktoérych gtowng przyczyna
jest zdolnos¢ limfocytow B do nieswoistego wigzania przeciwcial przez powierzchniowe
receptory Fc oraz immunoglobuliny[66].

Dla interpretacji wyniku proby krzyzowej istotne znaczenie majg réwniez rdznice w
ekspresji antygenéw w zaleznosci od locus HLA (HLA -A, -B, -DR > HLA -Cw, -DP, -DQ) oraz
od poszczegodlnych alleli[67]. Ponadto, istniejg istotne rownice w ekspresji HLA w zaleznos$ci od
materiatu, z ktorego izolowane sg komorki dawcy (Sledziona, wezet chtonny, krew obwodowa)
oraz od typu dawcy (zywy vs. zmarly). Na poziom ekspresji HLA na komorkach dawcy moze
rowniez wptywaé wiek, choroby towarzyszace oraz przyjmowane leki[68].

Pomimo znaczacego rozwoju metod jakimi wykonywane sa proby krzyzowe, nadal nie
istnieje jedno oznaczenie pozwalajace w sposob jednoznaczny potwierdzi¢ obecnos¢ wszystkich
istotnych klinicznie DSA oraz wykluczy¢ wszystkie nieistotne auto- i alloprzeciwciata[65, 69].
Dlatego tez prawidtowa ocena ryzyka u biorcéw zimmunizownych najczesciej wymaga analizy
wynikéw XM wykonanych réznymi technikami oraz interpretacji z uwzglgdnieniem ich zalet 1

ograniczen.
1.2.4.1 Proba krzyzowa biologiczna

Ztotym standardem diagnostyki immunologicznej jest proba krzyzowa z wykorzystaniem
cytotoksycznosci zaleznej od dopetniacza (CDC-XM). Procedura ta zostata opracowana w latach
60’ XX wieku 1 jest bardzo zblizona do wspominanego wczesniej oznaczenia PRA-CDC, jednak
limfocyty, z ktorymi inkubowana jest surowica biorcy pochodza od potencjalnego dawcy nerki
(Rycina 2). Badanie to umozliwia wykrywanie u biorcy wysokich mian DSA zdolnych do
aktywacji uktadu dopetiacza (IgGl, IgG3 oraz IgM), ktérych obecno$¢ stanowi
przeciwwskazanie do transplantacji ze wzgledu na wysokie ryzyko wystgpienia odrzucania
nadostrego przeszczepu[3, 5].

Glowng zaleta CDC-XM jest czynnosciowy charakter, odzwierciedlajacy w wysokim
stopniu oddzialywania przeciwciato-antygen wystgpujace w warunkach in vivo. Znaczaca wada
jest natomiast niska czulo$¢[37]. Z tego wzgledu negatywny wynik CDC-XM nie jest

réwnoznaczny z brakiem DSA u biorcy. Niskie miana DSA, ktorych metoda ta nie wykrywa
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moga rowniez wigza¢ si¢ ze zwickszonym ryzykiem wystgpienia wczesnego odrzucania
zaleznego od przeciwcial[39]. Czutos¢ CDC-XM mozna poprawi¢ migdzy innymi poprzez
wydtuzenie czaséw inkubacji, dodatkowe ptukania po inkubacji surowicy z komoérkami dawcy
(modyfikacja Amos) badz dodanie anty-ludzkiej globuliny (AHG)[70]. Wykazano, ze
zastosowanie powyzszych ulepszen sprzyja redukcji czestosci wezesnego odrzucania u biorcow
przeszczepu nerki[68].

Wynik badania CDC-XM jest zalezny od Zywotno$ci komoérek dawcey oraz od obecnosci
w surowicy biorcy czynnikow zaktocajacych dziatanie uktadu dopelniacza[68]. Ponadto, badanie
to nie pozwala na doktadne okreslenie klasy ani swoistosci wykrywanych przeciwciat anty-HLA.
Umozliwia jedynie posrednig identyfikacje swoistosci DSA w zakresie klasy HLA, jesli
oznaczenie jest wykonywane roéwnoleglte z mieszaning limfocytéw T i B oraz limfocytami B.

Dodatni wynik CDC-XM niekoniecznie zwigzany jest z obecnos$cig przeciwciat istotnych
dla wyniku transplantacji [37]. Przyktadowo, autoprzeciwciala IgM, ktoére nie sg szkodliwe dla
alloprzeszczepu sa czesto zrodtem fatszywie dodatnich wynikow CDC-XM. Sposobem na
pozytywng weryfikacje takich przypadkoéw jest wykonanie autologicznej proby krzyzowej u
biorcy i CDC-XM ze zwigzkiem eliminujacym przeciwciata IgM (DTT).

Majac na uwadze popraweg czutosci 1 swoistosci wykrywania DSA u biorcow przed
transplantacja, w 1983 roku stworzono probe krzyzowa metoda cytometrii przeptywowe;j
(FLXM)[35, 71]. W poréwnaniu z CDC-XM, oznaczenie to umozliwia czulg, obiektywng i
niezalezng od ukladu dopehiacza detekcje IgG DSA biorcy zwigzanych z limfocytami T 1 B
potencjalnego dawcy. Dzigki zastosowaniu zestawu trzech monoklonalnych przeciwciat
znakowanych fluorescencyjnie, FLXM umozliwia nie tylko wykrycie DSA, ale réwniez

okreslenie ich swoistosci limfocytarnej (limfocyty T vs. B) (Rycina 3).

Wynik FLXM formulowany jest na podstawie pordwnania intensywnosci fluorescencji
zwigzanej z DSA w probce badanej (komorki dawcy inkubowane z surowicg biorcy) do
intensywnosci fluorescencji probki kontrolnej (komoérki dawcy inkubowane z surowica
negatywng w zakresie obecnos$ci przeciwcial anty-HLA). Na podstawie wyniku FLXM poziom
DSA u biorcy mozna oceni¢ w sposob potilosciowy. Punkt odcigcia, powyzej ktorego wynik
FLXM uznawany jest za dodatni zalezy od osrodka transplantacyjnego, co podyktowane jest

réznicami pod wzgledem procedur, odczynnikdéw oraz typu cytometru przeplywowego[41].
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Rycina 2. Schemat wykonania proby krzyZowej metoda cytotoksycznoS$ci zaleznej od dopelniacza
(CDC-XM).

Surowica biorcy inkubowana jest z limfocytami potencjalnego dawcy (A). Jesli w badanej surowicy obecne sa
przeciwciata przeciwko antygenom zgodnosci tkankowej (HLA) dawcy (DSA) to wiaza si¢ one z limfocytami
dawcy (B). Jesli w badanej surowicy nie ma DSA, z antygenami HLA nie wiazg si¢ zadne przeciwciala
(Ba).Nastepnie dodawany jest dopetniacz kréliczy. W obecnosci kompleksow antygen-przeciwciato (B), uktad
dopelniacza ulega aktywacji i formowany jest kompleks atakujacy btone pod wplywem ktorego komorki
dawcy ulegajg lizie (C). W przypadku braku obecnosci DSA (Ba) uktad dopelniacza nie ulega aktywacji i
komorki dawcy pozostaja nienaruszone. Wynik proby krzyzowej formutowany jest na podstawie oceny odsetka
komorek martwych w polu widzenia mikroskopu. Komorki martwe sa roznicowane od komoérek zywych
poprzez wykonanie podwdjnego barwienia — oranzem akrydyny (AO) i bromkiem etydyny (EB). Bromek
etydyny barwi komorki martwe na czerwono (D), a oranz akrydyny barwi zywe komorki na zielono (Da). W
przypadku wystapienia lizy >10% komorek dawcy wynik CDC-XM jest uznawany za dodatni (D). Negatywny
wynik CDC-XM stwierdzany jest gdy odsetek komorek ktore ulegty lizie nie przekracza 10% (Da).
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Rycina 3. Schemat wykonania proby krzyzowej metodg cytometrii przeptywowej (FLXM).

Surowica biorcy inkubowana jest z limfocytami potencjalnego dawcy (A). Jesli w badanej surowicy obecne s3
przeciwciata przeciwko antygenom zgodnosci tkankowej HLA dawcy (DSA) to wiaza si¢ one z komoérkami
(B). W przypadku braku DSA z czasteczkami HLA na powierzchni komoérek dawcy nie wiaza sie przeciwciata
(Ba). Niezwigzane przeciwciata oraz inne sktadniki surowicy sa wyplukiwane. Nastepnie dodawane jest
drugorzedowe przeciwcialo znakowane izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC), ktore wigze DSA IgG potaczone
z komoérkami dawcy (C). Przeciwcialo drugorzgdowe nie ulega wigzaniu, je$li z komorkami dawcy nie
zwigzaly si¢ zadne DSA (Ca). Po ptukaniu odbywa si¢ dodatkowa inkubacja z przeciwciatami monoklonalnymi
anty-CD3 znakowanymi kompleksem perydynina-chlorofil-biatko PerCP oraz anty-CD19 znakowane
fikoerytryng (PE), ktére pozwalaja zidentyfikowac populacje limfocytow T 1 B dawcy (D,Da). Po ptukaniu
komorki wprowadzane sa do cytometru przeplywowego. Interpretacja badania odbywa si¢ poprzez poréwnanie
intensywnosci fluorescencji probki badanej (A) do probki kontrolnej — komorki dawcy inkubowane z surowicg
kontrolng negatywna.
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Jak wykazaly badania, dodatni wynik FLXM wigze si¢ z podwyzszonym ryzykiem
wystgpienia u biorcy odrzucania zaleznego od przeciwcial [72]. Jednak istotng wadg FLXM jest
podatnos¢ na wystepowanie wynikow falszywie dodatnich, wywotanych niespecyficznym
wigzaniem przeciwciatl przez receptory Fc, obecnoscig przeciwciatl o swoistosci innej niz HLA
oraz interferencja przeciwcial terapeutycznych (m.in. rituximab, daclizumab, alemtuzumab,
immunoglobulina przeciw ludzkim tymocytom)[68]. Dlatego tez dodatni wynik FLXM nie
stanowi podstawy do podjecia decyzji o odstapieniu od transplantacji, jesli obecnos¢ DSA nie

zostata potwierdzona metoda SAB[72].
1.2.4.2 Wirtualna proba krzyzowa

Ze wzgledu na ograniczenia metodologiczne biologicznych prob krzyzowych, zaleca sig,
aby ich wyniki byly interpretowane w odniesieniu do aktualnego wyniku wirtualnej proby
krzyzowej[35]. Oznaczenie to nie jest badaniem in vitro per se, a obecno$s¢ DSA u biorcy jest
okreslana poprzez odniesienie wyniku oznaczenia przeciwciat anty-HLA metodg SAB do wyniku
typowania antygenéw HLA potencjalnego dawcy. Wirtualna proba krzyzowa w zestawieniu z
wynikami CDC-XM oraz FLXM stanowi punkt wyjscia dla oceny ryzyka immunologicznego
przed transplantacja (Tabela 2).

Zaleta wirtualnej proby krzyzowej jest wysoka czulo$¢ 1 swoistos¢ w identyfikacji
przeciwciat DSA. Ponadto, w poréwnaniu z PXM, na wynik VXM nie ma wpltywu zywotno$¢

komorek dawcy ani wigzanie przeciwcial o innej swoisto$ci niz HLA[70].

Podobnie jak kazda metoda, rowniez VXM narazona jest na wystepowanie wynikow
falszywie dodatnich i ujemnych (Tabela 1). Przyczyng pierwszych jest denaturacja niektorych
czasteczek HLA w procesie produkcji mikrokulek SAB. Jej nastgpstwem jest ekspozycja
epitopow HLA, ktore nie wystgpuja naturalnie w warunkach in vivo. Przeciwciata wigzace
zdenaturowane antygeny, chociaz nie majg znaczenia klinicznego, moga skutecznie imitowac
obecnos¢ DSA 1 w ten sposob zafatszowywaé wynik VXM.

Przyczyna wynikéw falszywie negatywnych VXM moze by¢ natomiast zjawisko
wspoldzielenia epitopow przez antygeny HLA. W takim przypadku nastgpuje niedoszacowanie
poziomu MFI DSA, gdyz przeciwciata ulegaja wiazaniu nie z jednym, a z wieloma podobnymi

epitopami na réznych czasteczkach HLA.
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Tabela 2. Ocena ryzyka immunologicznego u biorcow przed transplantacja nerki - na podstawie
wytycznych British Society for Histocompatibility and Immunogenetics z 2016 roku[65].

Wynik préby krzyzowej Metoda préby Surowica biorcy  Wynik oznaczenia Ocena ryzyka

biologicznej krzyzowej (aktualna/ przeciwciat anty- immunologicznego
historyczna) HLA® metoda SAB'

Dodatni z limfocytami T i CDC-XM? (DTT) A IgG DSA® HLA I8
B
Dodatni z limfocytami B CDC-XM(DTT) A IgG DSA HLA "
Dodatni z limfocytami B CDC-XM(DTT) A IgG DSA HLA | o Posrednie

niskich wartosciach

MFI'

Dodatni z limfocytami T i CDC-XM (DTT) H’ IgG DSA HLA |
B
Dodatni z limfocytami B CDC-XM(DTT) H 1gG DSA HLA Il
Dodatni z limfocytami B CDC-XM(DTT) H IgG DSA HLA | o Posrednie

niskich wartosciach

MFI
Dodatni z limfocytami Ti CDC-XM(negk DTT) AlubH IgM HLA | DSA Standardowe
B
Dodatni z limfocytami B CDC-XM(neg DTT) Alub H IgM HLA 1l DSA Standardowe
Dodatni z limfocytami Ti CDC-XM(neg DTT) AlubH IgM non-HLA' Standardowe
B
Dodatni z limfocytami B CDC-XM(neg DTT) Alub H IgM non-HLA Standardowe
Dodatni z limfocytami Ti FLXM' (neg CDC-XM) A IgG DSA HLA | Posrednie
B
Dodatni z limfocytami B FLXM (neg CDC-XM) A IgG DSA HLA I Posrednie
Dodatni z limfocytami T'i FLXM (neg CDC-XM) H 1gG DSA HLA | Posrednie
B
Dodatni z limfocytami B FLXM (neg CDC-XM) H 1gG DSA HLA Il Posrednie
Negatywny z limfocytami FLXM Alub H DSA HLA | lub DSA Standardowe
TiB HLA 1l wykryte tylko
metodg SAB

Dodatni z limfocytami T CDC-XM i/lub FLXM Alub H negatywny Standardowe (IgG/1gM
i/lub z limfocytami B non-HLA)
Dodatni z limfocytami T, CDC-XM i/lub FLXM Alub H NDSA™ lub Standardowe
negatywny z limfocytami negatywny
B
Negatywny z limfocytami FLXM Alub H NDSA Standardowe
TiB
Negatywny z limfocytami CDC-XM i/lub FLXM Alub H negatywny Standardowe
TiB

@ proba krzyzowa metoda cytotoksycznosci zaleznej od dopetniacza;” 1,4 — ditiotreitol — zwigzek stosowany do
inaktywacji przeciwcial IgM obecnych w surowicy biorcy;® aktualna surowica biorcy;® przeciwciala swoiste dla
antygenéow HLA dawcy;® ludzkie antygeny zgodnosci tkankowej;” metoda fazy stalej single antygen beads;®
antygeny zgodnosci tkankowej klasy I;" antygeny zgodnosci tkankowej klasy II;' $rednia intensywno$é fluorescencii;
historyczna surowica biorcy; * negatywny;' przeciwciala o innej swoistosci niz HLA;' proba krzyzowa metoda
cytometrii przeptywowej;™ obecno$¢ u biorcy przeciwcial anty-HLA, ktore nie sg swoiste dla antygenow
potencjalnego dawcy.
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Na wynik VXM moga mie¢ rowniez wptyw czynniki interferujace takie jak: przeciwciata IgM,
sktadowe C1,C4 i C3 endogennego dopelniacza oraz leki podawane biorcy (m.in. dozylne
immunoglobuliny, globulina antytymocytarna). Ponadto, istnieje rowniez mozliwo$¢, ze metoda
SAB nie wykryje przeciwciat skierowanych przeciwko rzadko spotykanym antygenom HLA,
poniewaz na mikrokulkach testowych moga one nie wystepowaé[39, 41, 42].

Pomimo ograniczen, VXM stanowi nadrzedne w stosunku do PXM narzgdzie do oceny
ryzyka immunologicznego. Badania wykazaty, ze uzyskanie negatywnego wyniku VXM wiaze
si¢ z niskim ryzykiem wystgpienia epizodéw wczesnego odrzucania oraz dobrymi wynikami
przezywalnosci przeszczepu[70, 73]. Dlatego tez u pacjentéw DSA negatywnych o dobrze znanej
historii zdarzen immunizujacych mozliwe jest podjecie decyzji o przeszczepieniu wylacznie w
oparciu o wynik VXM z pominigciem prospektywnej biologicznej proby krzyzowej[74]. Jak
wykazaty badania, procedura ta umozliwia skrocenie czasu oczekiwania biorcy, usprawnienie
procesu alokacji, znaczng minimalizacj¢ czasu zimnego niedokrwienia oraz istotng redukcje
ryzyka wystapienia opoznionego podjecia funkcji przez przeszczepiong nerke[45, 65].
Pominiecie prospektywnego PXM nie jest jednak wskazane w przypadku pacjentéw o ztozonym
repertuarze przeciwcial anty-HLA lub gdy typowanie HLA potencjalnego dawcy nie obejmowato
wszystkich szesciu loci [75]. Glownym czynnikiem, ktéry moze ogranicza¢ praktyczne
zastosowanie VXM, jest ograniczona wiedza na temat znaczenia klinicznego przeciwciat DSA

wykrywanych metodg SAB, szczeg6lnie tych o niskich wartosciach MFI.
1.3 Ocena ryzyka immunologicznego u potencjalnych biorcow nerki w Polsce
Ryzyko immunologiczne u potencjalnych biorcow nerki w Polsce oceniane jest na podstawie:

a) poziomu zimmunizowania szacowanego metoda PRA-CDC 1 testem przesiewowym
Luminex screen;

b) wyniku oznaczenia poziomu i swoistosci przeciwciat anty-HLA metoda SAB;

c) zgodnosci w parze biorca-dawca w zakresie antygenéw HLA-A, -B, -DR;

d) wyniku wirtualnej proby krzyzowe;;

e) wyniku proby krzyzowej biologiczne;j:
- CDC-XM (przed transplantacja od dawcy zywego 1 zmartego)

- FLXM (przed transplantacja od dawcy zywego).
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Podstawowa metoda oceny poziomu przeciwcial anty-HLA u potencjalnych biorcow
nerki w Polsce jest oznaczenie PRA-CDC z panelem limfocytéw pochodzacych od minimum 30
niespokrewnionych dawcéw krwi. Badanie to jest wykonywane po zakwalifikowaniu biorcy do
transplantacji, a nast¢gpnie w celu monitorowania - raz na trzy miesigce. Biorcy, ktorzy uzyskali
wynik PRA w zakresie 50-79% otrzymuja dodatkowe punkty preferencyjne w systemie alokacji,
dzieki czemu cze¢sciej sg brani pod uwage podczas doboru nerki od dawcy zmartego. Pacjentom
wysokozimmunizowanym (PRA>80%) przypisywany jest natomiast status ‘przeszczep
obligatoryjny’ i majg oni pierwszenstwo w wyborze do przeszczepienia od dawcy zmartego. Poza
PRA-CDC, raz na trzy miesigce u potencjalnych biorcow wykonywane jest badanie przesiewowe
na obecnos¢ przeciwciat anty-HLA metodg fazy stalej (Luminex screen). Dodatni wynik stanowi
wskazanie do oznaczenia swoisto$ci i poziomu przeciwciat anty-HLA metoda SAB.

Dobor pary biorca-dawca pod wzgledem antygenow HLA w Polsce odbywa si¢ w
zakresie loci HLA -A, -B i -DR, ktére oznaczane s3 metodami genetycznymi o niskiej
rozdzielczosci (PCR-SSP, PCR-SSO). W celu zmniejszenia ryzyka powstawania de novo DSA,
alokacja biorcy uwzglednia dodatkowe punkty preferencyjne za wieksza liczbe zgodnych
antygenéw HLA z dawca. W przypadku biorcow oczekujacych na re-transplantacje, ze wzgledu
na wysokie ryzyko immunologiczne, czynnikiem dyskwalifikujagcym potencjalnego dawce jest
powtodrzenie niezgodnos$ci HLA z poprzedniego przeszczepu.

Ztotym standardem diagnostyki przed transplantacja nerki od dawcy zmartego jest
wykonanie proby krzyzowej CDC-XM z limfocytami T 1 B dawcy wyizolowanymi z weztéw
chlonnych badz fragmentu $ledziony dawcy zmarlego. Dla zwigkszenia czulo$ci badania
stosowane sg wydtuzone czasy inkubacji oraz rdwnolegte oznaczenie z populacja limfocytow B.
Dodatni wynik CDC-XM z mieszaning limfocytow T 1 B stanowi przeciwwskazanie do
transplantacji. Natomiast pozytywny wynik CDC-XM z limfocytami B dawcy, informuje jedynie
o podwyzszonym ryzyku ostrego odrzucania i nie stanowi bezwzglednej podstawy do odstapienia
od transplantacji. Ostateczng decyzj¢ o przeszczepieniu podejmuje klinicysta, w oparciu o
caloksztalt oceny ryzyka u danego biorcy z uwzglgdnieniem obecno$ci i miana DSA wykrytych

metoda SAB (Tabela 3).
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Tabela 3. Algorytm oceny ryzyka immunologicznego przed transplantacja w Polsce*.

Ocena ryzyka immunologicznego Wyniki badan
CDC-XM® T+B ujemny
standardowe CDC-XM B ujemny/dodatni

Brak DSA® lub DSA<2000 MFI¢

CDC-XM T+B ujemny
posrednie CDC-XM B ujemny
DSA 2000-5000 MFI

CDC-XM T+B ujemny
CDC-XM B dodatni
DSA HLA 11 >2000 MFI

Brak wynikow badan fazy stalej lub starsze niz

nieznane 200 dni od daty CDC-XM

® préba krzyzowa metoda cytotoksycznosci zaleznej od dopeiacza; ° przeciwciala swoiste dla
antygenéw HLA potencjalnego dawcy; © $rednia intensywno$¢ fluorescencji; *tabela zostata
zaczerpnigta z prezentacji pt. ,,Ocena stopnia immunizacji pacjentow” (autorstwa dr hab. n. med.
Grazyny Moszkowskiej 1 dr n. med. Hanny Zielinskiej) wygloszonej podczas XV Krakowskich
Dni Dializoterapii im. Profesora Olgierda Smolenskiego w dniach 8-10.09.22.

Przed przeczepieniem nerki od dawcy zywego, ze wzgledu na mniej restrykcyjne
ograniczenia czasowe, ocena ryzyka moze by¢ poszerzona o probe krzyzowa metoda cytometrii
przeptywowej. Dodatni wynik FLXM, potwierdzony obecnos$cia DSA w badaniu SAB, pozwala
na wyodrgbnienie pacjentow o podwyzszonym ryzyku odrzucania humoralnego, u ktérych
korzystniejsze moze by¢ odstgpienie od transplantacji i rozwazenie kandydatury innego
potencjalnego dawcy.

Wirtualna proba krzyzowa (VXM) przed transplantacja wykonywana jest na podstawie
wyniku oznaczenia przeciwcial anty-HLA SAB z ostatnich 6 miesigcy. Starsze wyniki maja
znaczenie historyczne i obserwacyjne. Ze wzgledu na wysokie ryzyko immunologiczne, w
przypadku obecnosci u biorcy DSA powyzej 5000 MFI biologiczny XM nie jest wykonywany 1
podjeta zostaje decyzja o odstgpieniu od transplantacji. Za dodatni wynik VXM uwazana jest
réwniez obecno$¢ u pacjenta DSA o MFI w zakresie 2000-5000. Jednak w tym przypadku biorca
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jest dopuszczony do wykonania CDC-XM 1 je$li wynik jest ujemny to klinicysta moze
zadecydowa¢ o przeszczepieniu. Negatywny wyniku VXM formutowany jest, gdy poziom
wykrytych DSA u biorcy jest nizszy niz 2000 MFI. Rowniez w tym przypadku o transplantacji
ostatecznie decyduje uzyskanie przez pacjenta negatywnego wyniku CDC-XM z dawcg[76].

System alokacji biorcow nerki w Polsce stale ewoluuje, dzigki czemu ocena ryzyka
immunologicznego u pacjentdw staje si¢ doskonalsza[77]. Od 2021 roku typowanie HLA u
potencjalnych dawcéw zostalo poszerzone o antygeny HLA -Cw, -DQA1/B1 oraz -DPA1/B1, co
stworzylo szans¢ na poprawe identyfikacji DSA oraz doktadnosci VXM. W celu eliminacji
wplywu efektu prozonalnego na wyniki oznaczenia przeciwcial anty-HLA metoda SAB
wprowadzono  procedur¢  pre-analityczng z  wykorzystaniem  zwigzku = EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid, kwas wersenowy), ktory zapobiega interferencji sktadowe;j
dopelniacza Clq w wigzanie przeciwcial drugorzedowych[78, 79]. Ponadto, w wybranych
przypadkach surowice biorcow sa badane w serii rozcienczen. Od niedawna, u biorcéw, u
ktérych wykryto przeciwciata anty-HLA metoda SAB dodatkowo, dwa razy na rok, wykonywana
jest ocena ich lityczno$ci poprzez sprawdzenie zdolnosci do wigzania sktadowej uktadu
dopehiacza C1q. Rozwazane jest rowniez przedefiniowanie zasad VXM oraz wyliczanie cPRA
w oparciu o dane z oceny litycznosci wykrytych przeciwciat anty-HLA u biorcow.

Do rutynowej diagnostyki wprowadzono roéwniez procedury majace na celu
zidentyfikowanie biorcéw posiadajacych autoprzeciwciata badz alloprzeciwciala IgM.
Przeciwciala te s3 uznawane za nieszkodliwe z punktu widzenia ryzyka odrzucania i
przezywalnosci przeszczepu, jednak ich interferencja w wyniki PRA-CDC oraz CDC-XM moze
skutkowa¢ falszywym zawyzeniem poziomu zimmunizowania i ograniczeniem dost¢gpu do
transplantacji[80, 81]. Aby wytoni¢ z populacji biorcow oczekujacych na przeszczepienie nerki,
pacjentow posiadajacych wysokie poziomy auto/alloprzeciwciat IgM, procedura PRA jest
wykonywana w dwdch wariantach: standardowym oraz ze zwiagzkiem usuwajacym przeciwciata
IgM — DTT. U pacjentow o wyniku PRA-CDC-DTT nizszym niz w wariancie standardowym,
ostateczny CDC-XM przed transplantacja réwniez wykonywany jest z DTT. Uzyskanie wyniku
ujemnego pozwala na podjecie decyzji o przeszczepieniu.

Ponadto wazng innowacja w systemie alokacji w Polsce, bedzie wprowadzenie
systematycznego monitorowania zdarzen immunizujagcych u biorcow oczekujacych na

przeszczepienie. Odnotowanie takiego zdarzenia bedzie stanowito podstawe do skierowania
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pacjenta na ponowne oznaczenie przeciwcial anty-HLA metodami fazy statej, co sprawi, ze

status immunologiczny pacjenta bedzie na biezaco aktualizowany.
1.4  Optymalizacja wirtualnej proby krzyzowej

W idealnych warunkach, wynik wirtualnej proby krzyzowej umozliwiatby réznicowanie w
sposOb jednoznaczny pacjentdéw o standardowym ryzyku, u ktérych mozna bezpiecznie podjaé
decyzje o transplantacji, od grupy biorcow wysokiego ryzyka, u ktérych przeszczepienie od
danego dawcy nie jest wskazane. W rzeczywistosci VXM podobnie jak kazda metoda stosowana
w ocenie ryzyka immunologicznego, nie charakteryzuje si¢ stu procentowa doktadnoscia.

Kluczowg kwestig dla skutecznosci VXM jest prawidlowe okreslenie akceptowalnych i
nieakceptowalnych niezgodnosci HLA poprzez zdefiniowanie punktu odcigcia MFI DSA,
powyzej ktorego wynik badania uwazany jest za dodatni. Niestety, ani pod wzgledem wartos$ci
MFI, ani w zakresie sposobu na ustalenie takiego punktu odcig¢cia nie ma jednomyslnosci
pomigdzy klinicystami. Biorgc pod uwage wysokie zrdznicowanie procedur badan
diagnostycznych oraz klinicznych schematéw decyzyjnych wskazane jest, aby optymalizacja
VXM odbywala si¢ w sposob indywidualny w ramach jednego os$rodka transplantacyjnego[47].

Wyznaczenie punktu odcigcia VXM mozna wykona¢ nast¢pujgcymi metodami:

a) statystyczna — ustalenie poziomu MFI, ktory bedzie uznawany za pozytywny na
podstawie odniesienia poziomu fluorescencji probki badanej do poziomu fluorescenc;ji tla,
kontroli negatywnej i pozytywnej;

b) praktyczna — na podstawie oceny korelacji VXM z wynikami biologicznych prob
krzyzowych;

c) kliniczna — w oparciu o zwigzek pomiedzy poziomem MFI DSA a wynikiem

transplantacji[58].

Zadna z wymienionych powyzej metod nie jest idealna, jednak analiza praktyczna oraz
kliniczna poza wyznaczeniem punktu odcig¢cia czgsto prowadza do obserwacji, ktore moga
przyczyni¢ si¢ do udoskonalenia procedur oceny ryzyka immunologicznego 1 jednoczesnej
poprawy doktadnosci wirtualnej proby krzyzowej[43].

Proces ustalania korelacji VXM z wynikami biologicznych préb krzyzowych zaczyna si¢

zwykle od analizy wynikéw PXM uzyskanych z wykorzystaniem surowic, w ktorych wykazano
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obecno$¢ przeciwciat przeciwko jednemu antygenowi HLA dawcy (single DSA)[82]. Nastgpnie
na podstawie analizy statystycznej wyznaczany jest punkt odcigcia MFI umozliwiajacy
prognozowanie wynikoéw PXM. Powinien by¢ on zoptymalizowany pod wzgledem czulosci i
swoistosci. Najczesciej jednak nadrzednym celem jest osiggnigcie wysokiej czutosci, kosztem
swoistosci, co pozwala na wysokie prawdopodobienstwo otrzymania negatywnego wyniku PXM
przy negatywnym VXM[83]. Niestety takie postepowanie jednoczesnie zwicksza ryzyko
uzyskania falszywie dodatnich wynikow VXM, ktére moga przyczynia¢ si¢ do ograniczenia
dostepu biorcéw do transplantacji.

Wyniki badan, ktorych przedmiotem bylo ustalenie korelacji pomiedzy VXM a
biologicznymi probami krzyzowymi sa bardzo zréznicowane i trudne do poréwnania ze wzgledu
na odmienno$¢ zastosowanych procedur i1 sposobow analizy statystycznej. Zagadnieniem
szczegoOlnie kontrowersyjnym jest wyznaczenie punktu odcigcia MFI DSA pozwalajacego na
rzetelne przewidywanie wyniku CDC-XM. Gtéownag przeszkode¢ stanowi niska czutos¢ tego
badania oraz wysokie prawdopodobienstwo wystgpowania wynikow falszywie dodatnich. Jak
wykazaly badania, czulo$¢ prognozowania CDC-XM przez VXM czesto osigga wartoSci nizsze
niz 60%, pomimo zastosowania punktéw odciecia MFI DSA rzedu 5000-10 000[14, 82, 83].
Wedlug Visentina i wsp. przewidywanie wyniku CDC-XM przez VXM z czultoscig 1 swoistoscia
przekraczajaca 80%, jest mozliwe dopiero, gdy punkt odcigcia MFI DSA przekroczy wartos¢
11 000[84]. W opozycji do powyzszych badan sg wyniki analizy Liu 1 wsp., ktorzy stosujac
bardzo niskie punkty odcigcia MFI, rzedu 2500-4000, uzyskali znakomitg czulo$¢ i swoisto$¢
VXM][85].

W przeciwienstwie do CDC-XM, proba krzyzowa metodg cytometrii przeptywowej
stanowi badanie o bardzo zblizonej czulo$ci do oznaczenia anty-HLA SAB[83]. Dlatego tez
szacuje si¢, ze zgodno$¢ pomigdzy wynikami FLXM a VXM osigga poziom, co najmniej
75%][39]. W poréwnaniu z CDC-XM optymalny punkt odcigcia MFI DSA dla prognozowania
FLXM jest nizszy 1 najczeSciej osigga wartosci w zakresie 4000-6000[84, 86]. Doktadnosé¢
przewidywania wynikow FLXM przez VXM na podstawie analizy statystycznej ROC (receiver
operating characteristics) oceniana jest zwykle, jako dobra lub bardzo dobra[86].

Gloéwna przeszkoda w ustalaniu korelacji VXM z biologicznymi préobami krzyzowymi
jest odmienna metodologia tych badan. Do czynnikow, ktore majg decydujacy wplyw naleza

roznice w zakresie: czulo$ci oznaczen, ekspresji antygenow HLA (komoérki dawcy vs.
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mikrokulki) oraz rodzaju wykrywanych przeciwciat (cytotoksyczne vs. zalezne i1 niezalezne od
dopetniacza) [83, 84]. Nie bez znaczenia pozostaje réwniez rozdzielczo$¢ 1 zakres typowania
antygenow HLA dawcy, ktora jest kluczowa dla prawidtowej identyfikacji DSA.

Szczegdlnie waznym czynnikiem wplywajacym na funkcjonalnos¢ VXM jest aktualnosé
wyniku anty-HLA SAB. Najkorzystniejsze dla oceny ryzyka jest wykonanie VXM oraz
biologicznej proby krzyzowej z wykorzystaniem tej samej, aktualnej surowicy biorcy. W takim,
idealnym schemacie najczesciej ustalana jest korelacja wynikow tych badan. Jednak rutynowo,
pomiedzy data badania anty-HLA SAB a datg pobrania surowicy do wykonania PXM istnieje
odstep czasu wynoszacy od kilku dni do nawet kilku miesigcy. Przyczyng sa ograniczenia
organizacyjno-czasowe oraz kwartalna czesto§¢ monitorowania poziomu i swoistosci przeciwciat
anty-HLA u potencjalnych biorcéw nerki. Wedtug najnowszych badan, wykonywanie oznaczenia
przeciwciatl anty-HLA raz na trzy miesigce moze by¢ niewystarczajace, w szczeg6lnosci u
pacjentow silnie zimmunizowanych, ktorych status immunologiczny jest podatny na znaczace
zmiany w nastepstwie infekcji lub leczenia[34, 43]. Dlatego tez istotnym elementem okreslenia
korelacji VXM-PXM jest uwzglednienie rutynowej dostgpnosci wynikow anty-HLA SAB oraz
zagadnienia kinetyki przeciwcial.

Niezbednym etapem okres$lenia indywidualnego poziomu ryzyka immunologicznego
biorcy przed transplantacja nerki jest uprzednie ustalenie znaczenia klinicznego DSA
wykrywanych metoda SAB. Istniejg liczne dowody na potwierdzenie tezy, ze DSA wykryte
przed przeszczepieniem mogg zwigkszac¢ ryzyko ostrego odrzucania oraz utraty przeszczepu[73,
87-89]. Jednak nadal nie jest jednoznaczne, czy wszystkie DSA, niezaleznie od wartosci MFI 1
swoisto$ci, mogg wywiera¢ niekorzystny wptyw na wynik transplantacji nerki. Szczegdlnie
kontrowersyjne jest znaczenie kliniczne niskich pozioméw DSA u pacjentow z negatywnym
wynikiem CDC-XM oraz FLXM. Zgodnie z raportem Amerykanskiego Towarzystwa ds.
Zgodnosci  Tkankowej 1  Immunogenetyki oraz ~ Amerykanskiego  Towarzystwa
Transplantacyjnego, obecnos¢ DSA wykrytych wylacznie metoda SAB moze oznaczaé
podwyzszone ryzyko AMR oraz TCMR (T cell-mediated rejection; odrzucanie przeszczepu
zalezne od limfocytow T) [25]. Czesto$¢ wystgpowania AMR u biorcow z DSA o niskim MFI
(466-3000) szacuje si¢ nawet na 20%[88]. Z drugiej strony, istniejg przekonujace dowody na
brak istotnego wptywu DSA wykrytych wytacznie metodg SAB na czestos$¢ epizodow ostrego

odrzucania oraz funkcj¢ i przezywalnos¢ przeszczepionej nerki[90, 91].
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Sposrod zagadnien zwigzanych z klinicznym znaczeniem DSA SAB, niejednoznaczne
pozostaje rowniez zagadnienie wplywu DSA swoistych dla HLA -DQ, -DP oraz -Cw. Ze
wzgledu na niska ekspresje tych antygendw na powierzchni komorek, potencjalnie patologiczne
dziatanie swoistych DSA przez dlugi czas nie bylo brane pod uwage przez klinicystow a
zgodno$¢ w zakresie HLA -DQ, -DP i1 -Cw byta czgsto pomijana w algorytmach alokacji par
biorca-dawca nerki[55, 92]. Wyniki ostatnich badan sugeruja jednak istnienie zwigzku pomiedzy
obecnosciag DSA HLA -DQ, -DP oraz -Cw a wzrostem ryzyka AMR oraz redukcja czasu
przezycia przeszczepu[93]. Szczegdlnie niekorzystny wptyw na wynik transplantacji przypisuje
si¢ niezgodno$ciom w zakresie antygenow HLA -DQ. Szacuje si¢, ze nawet 77% pacjentow, u
ktérych wykazano obecno$¢ de novo DSA po przeszczepieniu, posiada DSA o swoistosci HLA-
DQ, ktére moga zwigksza¢ ryzyko wystapienia AMR oraz utraty przeszczepu[94, 95]. Dzieki
licznym dowodom na niekorzystny wpltyw zaréwno pre- jak i post-transplantacyjnych DQ DSA,
typowanie antygenow HLA -DQ zostalo wlaczone do procedur wirtualnej prob krzyzowej oraz
alokacji biorcoéw na calym $wiecie.

W poréwnaniu z DSA swoistymi dla HLA -A, -B, -DR czy —DQ, cz¢sto$¢ wystepowania
DSA HLA -DP oraz —Cw u biorcoOw oczekujacych na przeszczepienie nerki jest nizsza[96].
Mimo to, podobnie jak w przypadku DSA DQ, réwniez ros$nie liczba doniesien na temat
niekorzystnego wptywu tych DSA na wyniki transplantacji[55-57, 96]. Dlatego tez zar6wno
podczas optymalizacji, jak 1 w rutynowo wykonywanym VXM konieczne wydaje si¢
uwzglednianie wszystkich loci HLA. Niezbedna jest rowniez analiza znaczenia klinicznego DSA
z uwzglednieniem niskich poziomoéw MFI[93]. Spetnienie powyzszych warunkow stwarza
mozliwo$¢ udoskonalenia indywidualnej oceny ryzyka immunologicznego.

Posrod publikacji zajmujacych si¢ tematem znaczenia klinicznego przeciwciat DSA w
kontekscie negatywnych wynikow FLXM 1 CDC-XM, niewiele jest prac, ktore badaly to
zagadnienie w grupie biorcéw po przeszczepieniu od dawcy zywego[87]. Poszerzenie puli
potencjalnych dawcéw nerki poprzez zwigkszenie czestosci transplantacji od dawcow zywych
(spokrewnionych lub niespokrewnionych) stanowi wazng alternatywe dla przeszczepienia od
dawcoéw zmartych. Jest to szczegdlnie wazne w konteks$cie rosngcego zapotrzebowania na
narzady do przeszczepienia, przy jednoczesnym poglebiajacym si¢ niedoborze organdow[20].

Dlatego tez ocena znaczenia klinicznego pre-transplantacyjnych DSA w grupie biorcéw nerki od
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dawcy zywego wymaga kontynuacji i wydaje si¢ niezbedna dla wilasciwej oceny ryzyka

immunologicznego z wykorzystaniem VXM.
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2. Zalozenia i cel pracy

Celem pracy bylo zbadanie wybranych kwestii problematycznych zwigzanych z praktycznym

zastosowaniem wirtualnej proby krzyzowej (VXM) w ocenie ryzyka immunologicznego u

biorcow przed przeszczepieniem nerki, w oparciu o doswiadczenia pojedynczego osrodka

transplantacyjnego (Szpital Kliniczny Dziecigtka Jezus w Warszawie) 1 zasady alokacji

obowigzujace w Polsce.

Realizacja celu byta dwuetapowa 1 sktadata si¢ z nastepujacych czesci:

I

II.

Ocena korelacji pomi¢dzy poziomem MFI pojedynczych DSA o swoistosci HLA-A
lub -B lub —DR a wynikiem proby krzyzowej metoda cytotoksycznos$ci zaleznej od
dopehiacza (CDC-XM) oraz proby krzyzowej metoda cytometrii przeplywowej
(FLXM).

Celem analizy bytlo wyznaczenie optymalnych punktéw odcigcia MFI DSA dla

prognozowania wynikow CDC-XM oraz FLXM. Do badania wykorzystano wyniki anty-
HLA SAB z okresu czterech miesigcy.

W celu ewaluacji wptywu dostepnosci wyniku anty-HLLA SAB na prognostyke

VXM badanie wykonano dwukrotnie. Pierwszy raz - na podstawie wynikéw anty-HLA
SAB dostgpnych przed wykonaniem CDC-XM i1 FLXM. Druga analiza zostata
przeprowadzona po wykonaniu biologicznych prob krzyzowych z wykorzystaniem
wynikow anty-HLA SAB po kwartalnej aktualizacji. Wyniki obydwu badan poréwnano.

Ponadto, na podstawie dostepnych wynikdw oznaczenia poziomu i swoistosci przeciwciat

anty-HLA metoda SAB u badanych biorcéw, zostala wykonana analiza kinetyki DSA.

Ocena znaczenia Kklinicznego niskich pozioméw DSA na podstawie wynikow
transplantacji w Kkohorcie historycznej biorcow nerki od dawcy zywego z

negatywnymi wynikami CDC-XM i FLXM.

Zalozeniem badania byla ocena znaczenia klinicznego pre-transplantacyjnych

DSA HLA-A. -B. -DR <5000MFI oraz wszystkich DSA swoistych dla HLA-DQ., -DP, —
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Cw, ktére nie byly rutynowo typowane u potencjalnych dawcow zywych w czasie trwania

badania.

W celu wylonienia, sposrdéd biorcow przeszczepionych od dawcow zywych w

latach 2014-2018 w Szpitalu Klinicznym Dziecigtka Jezus w Warszawie, badanej kohorty
historycznej zastosowano nastgpujace kryteria wlaczenia: wiek >18 lat, dawca niebegdacy
HLA-identycznym rodzenstwem, brak terapii odczulajacej, dostgpny wynik anty-HLA
SAB z okresu przed transplantacja, negatywne wyniki CDC-XM i FLXM.
Ocena wynikow przeszczepienia odbywata si¢ w trzech grupach: pacjenci DSA
pozytywni, pacjenci posiadajacy przeciwciala anty-HLA niebedace DSA (NDSA — non-
donor specific antibody) oraz biorcy, u ktorych nie wykazano obecnosci Zadnych
przeciwciat anty-HLA (grupa negatywna). Okres obserwacji wynosit trzy lata. Oceniano
nastgpujace  parametry:  przezywalnos¢  przeszczepu, wielko$¢  przesaczania
kigbuszkowego (eGFR — estimated glomerular filtration rate), czgstos¢ wystgpowania
proteinurii oraz czgstos¢ epizodéw ostrego odrzucania potwierdzonych badaniem biopsji
przeszczepionych nerek.

Ponadto na podstawie dostgpnych wynikow oznaczen anty-HLA SAB

przeanalizowano w badanej kohorcie biorcow czesto§¢ wystepowania de novo DSA oraz

pre-transplantacyjnych DSA. o tendencii do utrzymywania sie po transplantacji.
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3. Kopie opublikowanych prac
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Virtual crossmatch (VXM) is a new powerful tool in pre-transplant risk assessment. However, the
HLA antibody ability of VXM to predict physical crossmatch (PXM) results remains controversial. Our work evaluated the
Crossmatch prediction . predictive potential of VXM results, measured by SAB (single antigen bead assay), for CDCXM (complement-
Complement-dependent cytotoxicity dependent cytotoxicity crossmatch) and FLXM (flow cytometry crossmatch) results of DSA (donor specific
crossmatch pen 4 b & 24 P

Flow cytometry crossmatch antibody) in sensitized patients.

Renal transplantation Methods: In total, 261 CDCXM and FLXM measurements were performed for 180 potential kidney transplant
candidates, each with a single HLA-A, —B, or -DR DSA against a potential deceased donor. Analysis was con-
ducted with two SAB datasets of four-month distant and collected prior to and after PXM results. Optimal MFI
(mean fluorescence intensity) thresholds and likelihood ratios were assigned based on low (<2000 MFI), medium
(2001-5000 MFI) and high risk (5000 MFI). The impact of VXM predictability was determined by the ROC
curves comparison. In addition, inter-assay changes of MFI were evaluated.

Results: The accuracy of VXM to predict CDCXM was inferior to that of FLXM with the AUC (area under ROC
curve) of 0.644 vs. 0.849. In contrast, the initial ROC analysis showed that the VXM prediction was good for both
T-FLXM with ROC value of 0.849 and by B-FLXM with ROC value of 0.706 for a single antigen of HLA-A, —B, or
-DR DSA. In fact, the best VXM prediction was for FLXM with good sensitivity for B-FLXM against HLA-DR-
specific DSA (0.851). Similar results of VXM predictability were observed for pre- and post-crossmatch ROC
curves.

Conclusion: VXM predictability is better for positive/negative FLXM than for positive/negative CDCXM results to
evaluate a single HLA-A, —B, -DR DSA disparity. This may be related to the fact that VXM and FLXM rely on
binding of antibodies to beads or cells, respectively. In contrast, VXM is less predictive for CDCXM because the
latter measures complement-dependent cytotoxic function. We intend expand VXM analysis to correlate their
results with FLXM results to select low/medium risk patients for kidney transplantation in Poland.

1. Introduction that recipients with preformed anti-HLA donor-specific antibody (DSA)
detected by a solid-phase single antigen bead (SAB) assay are at greater

Anti-HLA (human leukocyte antigen) antibodies are associated with risk of antibody-mediated rejection and allograft failure [2]. In Poland,
both acute and chronic rejection of kidney allografts [1]. It was shown virtual crossmatch (VXM) was introduced into pretransplant procedures
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in 2016, Depending on the mean fluorescence intensity (MFI) of DSA,
the individual immunological risk is defined. Patients who are low risk
(with DSA <2000 MFI) and intermediate risk (with DSA 2000-5000
MFI) must have negative complement-dependent cytotoxicity cross-
match (CDCXM) to prospective donor to proceed with kidney trans-
plantation. In contrast, patients with DSA above 5000 MFI are
considered as high immunological risk: these patients are excluded from
the CDCXM testing and from tansplantation. Since patients without
preexisting DSA are at low risk of early rejection and have good long-
term allograft survival, their testing may omit prospective physical
crossmatch (PXM) assays, such as CDCXM and/or flow cytometry
crossmatch (FLXM) and rely on negative VXM [3]. This strategy was
proved to have the potential to accelerate allocation, shorten the cold
ischemia time and even increase access to transplantation for highly
sensitized patients [4-6]. The prerequisite to benefit from the advan-
tages of just VXM testing is the determination of unacceptable antigens
by SAB assay and to predict the actual PXM results [2]. It is advised that
each center should set MFI cut-off value for the best VXM predictability
for SAB procedures [7,8]. In Poland the SAB is usually performed every
3-4 months. However, literature review recommended a more individ-
ual approach [2]. Since the timing of SAB performance can have
fundamental significance for the reliability of VXM, we decided to study
PXM prediction by VXM after SAB performed twice within 3-4 months.

1.1. Objective

We evaluated the relationship between single HLA-A, —B, -DR DSA
MEFI and actual crossmatch (FLXM, CDCXM) in conditions that reflect
routine pretransplant settings in Poland regarding the time interval
between crossmatched sera and SAB results. The study also includes
analysis of antibody kinetics between available measurements.

2. Patients and methods
2.1. Selection of recipient sera

Adult recipients awaiting deceased donor kidney transplantation,
each with a single HLA-A, —B, or -DR DSA against a potential deceased
donor, were selected from the Polish National Waiting List. A broad
spectrum of DSA MFI was chosen to assign the optimal MFI cut-off for
PXM prediction. Patients with any antibodies against HLA -DQ, -DP, or
-Cw that exceeded 10,000 MFI were excluded from the study [10,11].
The serum samples for PXM originated from our HLA laboratory
nationwide sera collection of potential renal recipients. HLA-A, —B, -DR
typing of cadaver donors was conducted as a pretransplant procedure
with sequence-specific primer polymerase chain reaction (Inno-train,
Germany).

2.2, SAB daia

The recipients’ SAB data were collected before PXM and later when
quarterly updated results were available. All SAB assays were performed
as a part of a routine assessment of sensitization by Histocompatibility
Laboratories in seven transplant centers using the Luminex platform and
commercial kits (LABScreen Single Antigen, One Lambda, USA).

2.3. Physical crossmatches (PXMs)

The CDCXM and FLXM were performed using the current recipient’s
sera (<2 months) and lymphocytes isolated from lymph nodes of
cadaver donors. Tests required cell viability »80%. CDCXMs with a
mixture of T and B cells and B cells separately were carried out following
the National Institute of Health procedure, with extended incubation
times (60//70" with complement) [12]. More than 10% of dead cells
were decisive for a positive result.

For FLXM, donor lymphoeytes (3 x 10%) were incubated 30° with 10
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ul of recipient sera or control sera. For cell staining, FITC-conjugated F
(ab’), fragment of goat anti-human IgG (Bio-rad, USA), PerCp-anti-CD3,
and PE-anti-CD19 (Becton Dickinson) were used. The test was per-
formed on a FACSCanto II analyzer (Becton Dickinson), and a positive
result was formulated when the sample to control fluorescence ratio was
>1,50.

2.4, Statistics

The basic characteristics of patients were taken from the Polish
nationwide transplant database. Receiver operating characteristic
analysis (ROC) was conducted with two SAB datasets of four-month
distant collected prior to and after PXM results. The ROC curves were
compared with the Delong test. The accuracy of the prediction of PXM
was based on the area under the ROC curve (AUC) and formulated as:
0.5-0.6: fail, 0.6-0.7: poor, 0.7-0.8: fair 0.8-0.9: good, and 0.9-1:
excellent. For each PXM method, optimal MFI cut-offs, sensitivity,
specificity, positive and negative likelihood ratios (LR) were deter-
mined, including the division depending on DSA specificity (HLA class I
and II, HLA-A,-B and -DR loci). The LR values were interpreted as fol-
lows: <1- negative result argues against the diagnosis of interest; =1 -
the test does not have diagnostic value; =1 - positive result supports the
diagnosis of interest.

Inter-assay antibody changes were assessed with paired Mann-
Whitney test. All statistics were conducted with R-project 4.1.1. soft-
ware, and p < 0.05 was considered statistically significant.

The study was approved by the Bioethics Committee of the Medical
University of Warsaw (AKBE/11/2020) and the Polish Transplant
Coordinating Centre - Poltransplant.

3. Results

From 2018 to 2020, based on the criteria mentioned earlier, 180
adult potential renal recipients were chosen for the study (Table 1).
Overall, 261 crossmatches were conducted (143 CDCXMs and 118
FLXMs) with 32 cadaver donors,

3.1. The interval between PXM crossmatches and SAB assays

Among recipients chosen for the study based on MFI of DSA, the
initial pre-crossmatch time-space between tested sera and SAB result
was 43 + 32 days. In most cases (49%), SAB was conducted from 31 to
60 days before the date of crossmatched sera. In 23% of recipients,
antibody results originated from serum that was used for crossmatching.

Table 1

The basic characteristics of recipients whose sera were chosen to study physical
cross-match (PXM) prediction by a single HLA®-A, —B or -DR donor-specific
antibody (DSA) detected by a solid-phase single antigen bead (SAB) assay.

Recipient characteristics

Mean age & SD° 56 £ 17
Sex (% female) 57
Previous transplant (%) 17
Mean pre-crossmatch PRA” + SD (%) 10+21
Mean maximum PRA + SD(%) 18+ 26
Primary cause of FSRD?

n primary glomerulonephritis n(%) 58(32)

n aetiol ogy uncertain n(%) 40(22)

n congenital kidney diseases n(%) 39(22)

n hypertensive nephropathy n(%) 23(13)

n diabetic nephropathy n(%) 13(7)

n obstructive nephropathy n(%) 4(2)

n secondary gl omerul onephritis n(%) 3(2)

* Human leukocyte antigen,
® Standard deviation,

° Panel reactive antibodies
4 End-stage renal failure.
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In the rest of the patients, the interval was between 61 and 130 days (in
detail: 61-90-25%; 91-130-3%).

After PXM performance, new SAB results were entered into the
database, and DSA status had changed in 28%(50) patients. With SAB
quarterly update, the mean time interval had shortened to 29 + 28 days.
Still, 50% of patients had SAB performed 31-60 days before cross-
matched sera were collected. The proportion of recipients without any
interval increased to 40%. The number of patients with >61 days in-
terval decreased from 28% to 10%.

3.2, DSA kinetics between available SAB measurements

No statistically significant change was observed between MFI of DSA
results available before PXM, and those entered later with a quarterly
update (p = 0.954). The decrease of MFI was observed in 58%(n = 29) of
patients (1164 4+ 1308 MFI). In the rest of the recipients DSA increased
(2935 + 2597 MFI). The maximal MFIDSA change was an increase from
7055 to 15,970 (8915 difference).

In 28%(n = 14) updated SAB data show appearance of new HLA-A,
—B, and -DR DSA in addition to those established in the earlier assay.
Disappearance of initial DSA and detection of new, different HLA-A, —B,
and -DR DSA was observed in 6% (n = 3) of recipients.

3.3. VXM vs. CDCXM

The accuracy of prediction of CDCXM result by single pre-crossmatch
DSA assessed by AUC was poor (0.644) with the optimal MFI cut-off of
8915 MFI (Table 2). In the case of B-CDCXM, the accuracy of VXM was
even lower (0.569 AUG, cut-off of 8915 MFI). The relatively high values
of optimal MFI cut-offs showed the difference in sensitivity between
CDCXM and VXM by the SAB method.

The prediction of CDCXM and B-CDCXM with VXM was character-
ized by low sensitivity (46% and 38%, respectively). The high values of
LR- (0.66;0.75) confirm discordance between negative VXM and
CDCXM results, particularly in case of B cells prone to unspecific non-
HLA antibody binding.

The VXM predictability varied depending on DSA specificity. In
particular, the DSA descending accuracy was as follows: for HLA-B DSA

Table 2
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of 0.701, for HLA-DR DSA of 0.696, and for HLA-A DSA of 0.644. The
optimal threshold for CDCXM prediction with locus HLA-A DSA was
lower than cut-offs established for other specificities (3097 MFT).

Based on the positive likelihood ratio value (LR + 2.14-2.54), the
probability of positive was only two times higher in recipients with
positive VXM than in patients with negative VXIM.

Although the anti-HLA SAB quarterly update after crossmatch did
not cause significant ROC changes, the LR values improved (Supplement
Table 4). It may suggest that shortening the time-space between cross-
matched serum and SAB results could enhance the ability of VXM to
predict CDCXM.

3.4. VXM vs FLXM

The accuracy of prediction by VXM of FLXM outcome was superior to
that of CDCXM. The initial ROC analysis has shown that for a single
antigen of HLA-A, —B, or -DR DSA the prediction by T-FLXM was good
with ROC value of 0.849 and by B-FLXM with ROC value of 0.706. Due
to the higher sensitivity of the FLXM assay, the optimal MFI cut-off was
lower with 5896 MFI for T and with 6720 MFI for B FLXM in comparison
to those for CDCXM.

The prediction by VXM of T-FLXM and B-FLXM was characterized by
good sensitivity (78% and 72%, respectively) and relatively low LR-
values (0.3 and 0.43, respectively). These values indicate at consider-
able concordance between VXM and FLXM below the optimal MFI
threshold.

The prediction by VXM of positive FLXM assessed by LR+ was similar
to that of CDCXM (LR+ 2.06-2.90). Interestingly, the ROC analysis with
a single DSA specificity showed that DR DSA above 8709 MFI predicted
B-FLXM with the superior accuracy of 0.851 with excellent 100%
sensitivity and 76% specificity (LR+ was 4.22 and LR- was 0.00).

Despite the slight improvement in predictability of VXM for T/B-
FLXM accuracies the quarterly update of SAB results did not signifi-
cantly change VXM predictability for FLXM (Supplement Table 4).

4, Discussion

The setting of optimal MFI cut-off for actual crossmatch prediction is

The accuracy of physical crossmatches (PXMs) prediction by single HLA- A, -B or -DR DSA® with setting the optimal MEL cut-offs.

ROC® analysis with SAB® data collected before PXM (MIT® 43 + 32 days)

Type of cross-match n(pos) n(neg) AUC p 95% Gl AUG optimal cut-off sensitivity [%] specificity [%6] IR + ¢ LR"
CDCXM' 28 115 0,644 0,009 0.519-0.770 8915 46% 82% 2,54 0,66

B CDCXM 42 101 0,569 0,098 0.456-0.682 8915 38% 82% 2,14 0,75

T FLXIW 36 41 0,849 0 0.736-0.962 5896 78% 73% 2,9 0,3

B FLXM 18 100 0,706 0,003 0.575-0.837 6720 72% 65% 2,06 0,43

ROC analysis with quarterly updated SAB results collected after PXM (MIT 29 + 28 days) p (Ddong)*
CDCXM 23 98 0,601 0,008 0.522-0.800 9167 48% 85% 3,12 0,62 0,865

B CDCXM 34 87 0,564 0,139 0.435-0.692 9167 38% 85% 2,56 0,73 0,955

T FLXM 34 70 0,769 0 0.677-0.862 5064 79% 67% 2,42 0,31 0,882

B FLXM 16 88 0,738 0,001 0.606-0.870 6667 75% 66% 2,2 0,38 0,745

*The difference between ROC curves with two SAB datasets of four-month distant collected prior and after PXIM — determined with Delong test; For detailed ROC

analysis in respect to HLA class and loci check Supplement Table 3 and Table 4.
* Donor specific antibody.
® Mean fluorescence intensity.
" Receiver operating characteristics,
4 Single antigen bead assay.
° Mean interval time between the crossmatched serum and SAB result.
£ Area under the ROG curve,
£ Positive likelihood ratio.
" Wegative likelihood ratio.
! Gomplement-dependent cytotoxicity crossmatch.
J Flow cytometry crossmatch,
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controversial since many factors may adversely affect obtained results
[13,14]. The most crucial obstacle are methodology differences between
SAB assay and PXM crossmatches. Although the SAB technique is
characterized by high sensitivity and specificity, it lacks a biological
character and is susceptible to antibody-epitope binding, which does not
occur in vivo [3]. Unlike SAB, PXMs depend on complex interactions
between recipient serum and cells of a potential donor that may be
affected by the presence of non-HLA antibodies and variability in anti-
gen expression on the cell surface [3]. When it comes to sensitivity,
FLXM results are much better predicted by VXM results. Indeed, the
CDCXM results had lower sensitivity and ability to detect antibodies
which must bind to HLA on donor cells but the measured reactivity
dependents on the complement engagement: in comparison, VXM re-
sults rely only on binding to HLA molecules on beads [14]. We
confirmed these methodological differences by showing the discrepancy
in the prediction ability of FLXM and CDCXM by these PXM assays. The
CDCXM was predicted with poor accuracy even at a high MFI threshold
(app. 10,000 MFI), whereas FLXM required a relatively low MFI cut-off
(app. 6000 MFI) for good accuracy.

We observed that both CDCXM and FLXM with B cells were predicted
by VXM with inferior accuracy compared to T cells assays. This may be
explained by the susceptibility of B cells to non-HLA antibody binding,
which causes a high rate of false-positive reactions [15]. To improve
CDCXM prediction by VXM, we are currently implementing a procedure
using 1,4- dithiothreitol (DTT), which eliminates IgM antibodies. In
addition, the introduction of sensitivity adjustments, namely anti-
human globulin (AHG) and Amos wash techniques, should also be
considered.

For both crossmatch methods, locus-specific VXM cut-offs were
diversified, which could be associated with differences in HLA antigen
structure and density between SAB beads and donor cells [16]. It is
probable that instead of one uniform HLA-A, —B, -DR VXM cut-off, in-
dividual MFI thresholds should be applied for each HLA locus [17]. One
example of the above observation was the superior VXM accuracy with
HLA-DR DSA in predicting B-FLXM. This observation may be promising
for future use of VXM in organ transplantation at our center since HLA
class II DSA were shown to increase the risk of acute rejection to a
greater extent than HLA class I DSA [18,19]. With the established cut-
offs, the prediction of FLXM by VXM was characterized by relatively
good sensitivity, which indicates the potential for effective separation of
recipients with negative FLXM who would be at low risk of antibody-
mediated rejection. It could be a step toward PXM assay omission in
the case of negative VXM.

However, the predictive value of positive VXM assessed by LR+ was
minimal, which indicates the discordance between positive VXM and the
results of PXM. It can be explained by the time interval between cross-
matched sera and SAB results and lower sensitivity of PXM compared to
VXM, Moreover, the presence of anti-HLA antibodies against epitopes
that are not present on donor cells in vivo should also be considered [3].

In our study, 23% of recipients had anti-HLA antibodies, which could
be considered up-to-date from the immunoclogical point of view (per-
formed within 14 days before the crossmatched serum was collected).
This share increased to 40% when quarterly updated results entered the
base. The shortening of the time interval between crossmatched serum
and VXM results did not significantly improve PXM prediction. Since the
interval between VXM results and erossmatched serum remained more
than one month for 50% of patients, the changes in the repertoire of HLA
antibodies could affect the accuraey [9]. Likely, an improvement of the
PXM methodology and the usage of up-dated VXM results might increase
PXM predictability.

In a relatively small group of patients, the VXM quarterly updates
enabled insight into HLA antibodies kinetics. Observed DSA MFI fluc-
tuations confirmed that patients awaiting renal transplantation are
vulnerable to changes of immunclogical status [9,20]. Therefore,
increasing the frequency of anti-HLA antibody menitoring for selected
patients and associating it with a history of sensitizing events might be

Transplant Immumnology 72 (2022) 101583

beneficial for better pre-immunological transplant risk assessment [21].
Among factors that could influence our SAB results may be complement
component C3 interference and prozone effect [22]. However, both
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) pretreatment and sera dilutions
are not routine practices in Poland. Our study’s drawback was that SAB
results originated from different laboratories, which may be associated
with a high risk of discordant results [23]. Additionally, the low-
resolution HLA-A, —B, -DR typing of potential donors could also result
in an incorrect identification of DSA.

In conclusion, in our center, the prediction by VXM of positive
CDCXM and/or FLXM results about the presence of a single HLA-A, —B,
-DR DSA has different accuracy in routine pretransplant settings. The
predictive value of negative VXM for FLXM was relatively good or even
excellent, indicating the potential to select recipients with low/medium
immunological risk. Our analysis revealed clearly better predictability of
VXM for FLXM than for CDCXM results. This may be explained by the
distinct mechanism how VXM vs. CDCXM and VXM vs. FLXM are
generated. The former requires additional engagement of complement
for CDCXM, whereas the latter rely just on binding of antibodies. We
believe this is the simple explanation why VXM is less predictive for
CDCXM than for FLXM results. We intend to continue further studies
how to better implement VXM in the decision-making process in Poland.
Maost practical application would be to use FLXM testing for all patients
and correlate results with VXM analysis in the centralized lab to main-
tain uniform results.

Declaration of Competing Interest

None.

Acknowledgements

This research did not receive any specific grant from funding
agencies in the public, commercial, or not-for-profit sectors.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
org/10.1016/9.trim. 2022.101583,

References

[1] P.IL Terasaki, Humoral theory of transplantation, Am. J. Transplant. 3 (6) (2003)
665-673, https://doi.org,/10.1034,j.1600-6143.2003.00135.x.

[2] C. Lefaucheur, D. Viglietti, M. Mangiola, A. Loupy, A. Zeevi, From humoral theory
to performant risk stratification in kidney transplantation, J Immunol Res 2017
(2017) 5201098, https://doi.org/10.1155,/2017,5201098.

[3] P. Amico, G. Honger, J. Steiger, 8. Schaub, Utility of the virtual erossmatch in solid
organ transpl antation, Curr Opin Organ Transplant. 14 (6) (2009) 656-661,
https://doi.org/10.1097,/MOT.0b013e328331c169.

[4] S. Aslam, J. Buggs, K. Wyatt, A. Kumar, E. Rogers, R. Watson, The impact of virtual
crossmatch on cold ischemic times and outcomes following kidney transplantation,
Am. Surg. 87 (1) (2021) 109-113, https://doi.org,/10.1177,/0003134820942180.

[5]1 CM. Puttarajappa, D. Jorgensen, J.G. Yabes, K. Jeong, A. Zeevi, J. Lunz, et al.,
Trends and impact on cold ischemia time and clinical outcomes using virtual
crossmatch for deceased donor kidney transpl antation in the United States, Kidney
Int. (2021), https://doi.org/10.1016/j.kint.2031.04.020.

[6] AW. Bingaman, C.I. Murphey, J. Palma-Vargas, F. Wright, A virtual crossmatch
protocal significanty increases access of highly sensitized patients to deceased
donor kidney transpl antation, Transplantation. 86 (12) (2008) 1864-1868,
https://doi.org/10.1097/tp.0b013e318191404c.

[7] L.A. Baxter-Lowe, M. Cecka, M. Kamoun, J. Sinacore, M.L. Melcher, Center-defined
unacceptable HLA antigens facilitate transpl ants for sensitized patients in a multi-
center kidney exchange program, Am. J. Transplant. 14 (7) (2014) 1592-1598,
https://doi.org,/10.1111,/ajt.12734.

[8] WM. Alzahrani, Z. Qahtani, H. Harbi, §. Kebasi, O. Essa, Attas R. Al, Virtual

crossmatch: reality of perception, Transplant. Proc. 51 (2) (2019) 488-491,

https://doi.org,/10.1016/j.transproceed. 2019.01.005.

M. Togninalli, D. Yoneoka, A.G.A. Kolios, K. Borgwardt, J. Nil sson, Pretransplant

Kinetics of Anti-HLA Antibodies in Patients on the Waiting List for Kidney

Transplantation 30(11), 2019, pp. 2262-2274, https://doi.org/10.1681/

ASIN.2019060594 %J Journal of the American Society of Nephrol ogy.

[9

=

48



N. Olszowska-Zaremba et al

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

K. Marfo, M. Ajaimy, A Colovai, L. Kayler, 8. Greenstein, M. Lubetzky, et al.,
Pretransplant immunologic risk assessment of kidney transplant recipients with
donor-specific anti-human |eukocyte antigen antibodies, Transplantation. 98 (10)
(2014) 1082-1088, https://doi.org/10.1097,/tp.0000000000000191.

C. Liu, L. Wetter, S. Pang, D.L Phelan, T. Mohanakumar, G.P. Morris, Cutoff values
and data handling for sdid-phase testing for antibodies to HLA: effects on listing
unacceptable antigens for thoracic organ transpl antation, Hum. Immunol. 73 (6)
(2012) 597-604, https://doi.org/10.1016/j.humimm.2012.04.016.

Wational Institute of Health Lymphocyte Microcytotoxicity Technique, in: J. Ray
(Ed.), NIAID Manual of Tissue Typing Techniques, Department of Heal th,
Education, and Welfare, Public Health Service, National Institutes of Health,
National Institute of Allergy and Infectious Diseases, Bethesda, 1980, p. 39.

AA. Zachary, J.T. Sholander, J.A. Houp, M.8. Leffell, Using real data for a virtual
crossmatch, Hum. Immunol. 70 (8) (2009) 574-579, https://doi.org,/10.1016/j.
humimm.2009.06.007.

A. Konvalinka, K Tinckam, Utility of HLA antibody testing in kidney
transplantation, J. Am. Soc. Nephrol. 26 (7) (2015) 1489-1502, https://doi.org/
10.1681/asn.2014080837.

. Le Bas-Bernardet, M. Hourmant, N. Valentin, C. Paitier, M. Giral-Classe, 8. Curry,
et al., Identification of the antibodies involved in B-cell crossmatch positivity in
renal transplantation, Transplantation. 75 (4) (2003) 477-482, https://doi.org/
10.1097,/01.Tp.0000047311.77702.59.

H.M. Gebel, R.A. Bray, HLA antibody detection with solid phase assays: great
expectations or expectations too great? Am. J. Transplant. 14 (9) (2014)
1964-1975, https://doi.org,/10.1111/ajt.12807.

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

Transplant Immumology 72 (2022) 101583

J. Visentin, T. Bachelet, C. Borg, N. Franchini, T. Mong, J.H. Lee, et al.,
Reassessment of T lymphocytes crossmatches results prediction with Luminex class
1 singl e antigen flow beads assay, Transplantation. 101 (3) (2017) 624-630,
hetps://doi.org/10.1097 /tp.0000000000001239.

§.J. Fidler, A.B. Irish, W. Lim, P. Ferrari, C.S. Witt, F.T. Christiansen, Pre-transplant
donor specific anti-HLA antibody is associated with antibody-mediated rejection,
progressive graft dysfunction and patient death, Transpl. Immunol. 28 (4) (2013)
148-153, https://doi.org/10.1016/j.trim.2013.05.001.

EY. Song Y.J. Lee, J. Hyun, Y.8. Kim, C. Ahn, J. Ha, et al,, dinical relevance of
pretransplant HLA cl ass I donor-specific antibodies in renal transplantation
patients with negative T-cell cytotoxicity crossmatches, Ann Lab Med. 32 (2)
(2012) 139-144, https://doi.org/10.3343,/alm.2012.32.2.139.

J. Locke, A. Zachary, D. Warren, D. Segev, J. Houp, R. Montgomery, et al.,
Proinflammatory events are associated with significant increases in breadth and
strength of HLA-specific antibody, Am. J. Transplant. 9 (2009) 2136-2139,
https://doi.org/10.1111,j.1600-6143.2009.02764.x.

AR Tambur, P. Campbdl, A.S. Chong, S. Feng, M.L Ford, H. Gebel, et al.,
Sensitization in transplantation: assessment of risk (STAR) 2019 working group
meeting report, Am. J. Transplant. 20 (10) (2020) 2652-2668, https://doi.org/
10.1111/ajt.15937.

B.D. Tait, Detection of HLA antibodies in organ transpl ant recipients - triumphs and
challenges of the solid phase bead assay, Front. Inmund. 7 (2016) 570, https://
doi.org/10.3389/fimmu.2016.00570.

H.C. Sullivan, R.S. Liwski, R.A. Bray, H.M. Gebel, The Road to HLA Antibody
Evaluation: Do Not Rely on MFL 17(6), 2017, pp. 1455-1461, https://doi.org/
10.1111/ajt.14229.

49



Supplement

Table 3. The accuracy of physical crossmatches (PXMs) prediction by single HLA -A, -B or -DR DSA® with setting
the optimal MFI°cut-offs. ROC® analysis with SAB" data collected before PXM (MIT® 43 £ 32 days).

CDCXM
n sensitivity specificity
group n{pos) (neg) AUC? p 95% Cl AUC optimal cut-off [%] [%] LR+" LR-'
all results 28 115 0,644 0,009 0.519-0.770 8915 46% 82% 2,54 0,66
HLA class | 22 75 0,619 0,046 0.472-0.765 9167 HMN% 85% 2,79 0,69
locus A 12 41 0,644 0,068 0.474-0.815 3097 83% 49% 163 0,34
locus B 9 36 0,701 0,033 0.466-0.936 9240 67% 83% 4,00 0,40
locus DR 6 40 0,696 0,065 0.428-0.964 8709 67% 80% 3,33 0,42
B CDCXM

all results 42 101 0,569 0,008 0.456-0.682 8915 38% 82% 2,14 0,75
HLA class | 34 63 0,549 0,213 0.418-0.681 9167 35% 87% 2,78 0,74
locus A 17 36 0,562 0,239 0.396-0.728 3097 71% 47% 134 062
locus B 16 29 0,610 0,117 0.408-0.812 10696 38% 100% 2213 0,63
locus DR 8 38 0,592 0,213 0.330-0.854 4691 75% 61% 1,90 0,41

T FLXM®
HLA class | 36 41 0,848 0,000 0.735-0.962 5896 78% 73% 2,90 0,30
locus A 14 23 0,761 0,004 0.598-0.924 5896 79% 70% 2,58 0,31
locus B 22 18 0,848 0,000 0.735-0.962 5562 7% 78% 3,48 0,29

B FLXM
all results 18 100 0,708 0,003 0.575-0.837 6720 72% 65% 2,06 0,43
HLA class | 15 62 0,665 0,025 0.506-0.823 6667 67% 63% 1,80 0,53
locus A 4 33 0,644 0,190 0.426-0.862 2964 100% 36% 1,57 0,00
locus B 1M 29 0,668 0,055 0.458-0.877 9897 45% 93% 6,59 0,59
locus DR 3 38 0,851 0,024 0.715-0.986 8709 100% 76% 4,22 0,00

2 donor specific antibody; ® mean fluorescence intensity; ¢ receiver operating characteristics, @ single antigen bead assay;
®mean interval time between the crossmatched sera and SAB result; "human leukocyte antigen; %area under the ROC
curve; " positive likelihood ratio;negative likelihood ratio; complement-dependent cytotoxicity crossmatch; ¥ flow cytometry
crossmatch;” since specificity was 100% Bootstrap correction was used to determine LR+.

Supplement

Table 4. The accuracy of physical crossmatches (PXMs) prediction by single HLA -A, -B or -DR DSA?® with setting
the optimal MFI° cut-offs. ROC® analysis with quarterly updated SAB results collected after PXM (MIT® 29 + 28

days).
CDCXM*
n sensitivity specificity p
group n(pos) (neg) Auc? p 95% Cl AUC optimal cut-off [%] [%] LR+" LR-' (Delong)y
all results 23 98 0,661 0,008 0.522-0.800 9167 48% 85% 3,12 0,62 0,865

HLA class | 17 68 0,673 0,014 0.512-0.833 9167 47% 87% 3,56 0,61 0,636
locus A 8 37 0,784 0,006 0.639-0.928 3122 100% 51% 2,06 0,00 0,766
locus B 8 33 0,674 0,068 0.419-0.929 9897 63% 85% 412 0,44 0,243

locus DR 6 30 0,633 0,159 0.369-0.898 10445 50% 83% 3,00 0,60 0,889

B CDCXM

all results 34 87 0,064 0,139 0.435-0.692 9167 38% 85% 2,06 0,73 0,959

HLA class | 27 58 0,569 0,156 0.423-0.715 9167 37% 88% 3,07 0,72 0,851
locus A 12 33 0,606 0,146 0.422-0.7920 3122 75% 48% 1,46 0,52 0,793
locus B 14 27 0,606 0,141 0.386-0.825 10671 43% 96% 11,57 0,59 0,737

locus DR 7 29 0,537 0,390 0.253-0.821 10445 43% 83% 2,49 0,69 0,979
T FLXM'

HLA class | 31 38 0,795 0,000 0.692-0.899 5064 77% 68% 2,45 0,33 0,882
locus A 13 21 0,733 0,012 0.559-0.906 5024 7% 67% 2,31 0,35 0,822
locus B 18 17 0,850 0,000 0.726-0.973 7972 61% 94% 10,39 o4 0,989
B FLXM

all results 16 88 0,738 0,001 0.606-0.870 6667 75% 66% 2,20 0,38 0,745

HLA class | 14 55 0,710 0,008 0.554-0.867 6667 1% 65% 2,07 0,44 0,697
locus A 3 31 0,763 0,077 0.599-0.928 6303 100% 65% 2,82 0,00 0,828
locus B 11 24 0,689 0,039 0.483-0.896 9897 45% 96% 10,91 0,57 0,442

locus DR 2 33 0,879 0,041 0.7271 9345 100% 79% 4,71 0,00 0,890

# donor specific antibody; ® mean fluorescence intensity; ¢ receiver operating characteristics, ? single antigen bead assay;
°mean interval time between the crossmatched sera and SAB result: "human leukocyte antigen; area under the ROC
curve; h positive likelihood ratio; inegative likelihood ratio; IThe difference between ROC curves with two SAB datasets of
four-month distant collected prior and after PXM — determined with Delong test; “complement-dependent cytotoxicity
crossmatch; ' flow cytometry crossmatch.

50




Transplant Immunology 74 (2022) 101672

Contents lists available at ScienceDirect

Transplant Immunology

Gatss

ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/trim
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Background: 1t is controversial whether all donor-specific antibodies (DSA) detected by the solid-phase single
Donor specific antibody antigen bead (SAB) assay negatively affect kidney transplantation outcomes. The study aimed to evaluate the

Single antigen bead assay
Virtual crossmatch
Kidney transplantation
Living donor

possible clinical significance of low pre-transplant DSA in living donor kidney recipients. We analyzed a group of
patients with HLA-A, —B, and -DR DSA reactivities below a virtual crossmatch (VXM) value of 5000 MFI but with
all VXM DSA reactivities at HLA-DQ, -DP, and -Cw, which were not typed routinely for donors prior to trans-
plantation. We also investigated the incidence of persistent and de novo DSAs in available posttransplant SAB
assays.

Methods: From the historical cohort of living donor recipients transplanted between 2014 and 2018 at our center
(n = 82), 55 patients met the inclusion criteria, namely: these patients were > 18 years old with non-HLA
identical sibling donors, who were not desensitized, who had available pre-transplant SAB results, and who
had negative both complement-dependent cytotoxicity crossmatch (CDCXM) and flow cytometry crossmatch
(FLXM) results. An additional donor HLA typing, performed for all 55 recipients, identified donor additional
HLA-DQ, -DP, and -Cw DSA reactivities. These patients were then divided by SAB reactivity into three groups: 1)
those with DSA-positive reactivities; 2) those with non-donor-specific anti-HLA reactivities (NDSA); and, 3) those
who were anti-HLA-negative. All these recipients were followed for three years and checked for their de novo or
persistent DSA.

Results: In the studied cohort, DSA-positive, NDSA reactive, and anti-HLA negative recipients constituted 33%,
36%, and 31% of 55 patients, respectively. Non-routinely considered pre-transplant HLA-DQ, -DP, and -Cw DSA-
positive reactivities were shown in as many as 78% of DSA-positive cases (group 1) with the lowest MFI value of
319 to DP4 and the highest MFI of 5767 to DQ2. Of the pre-transplant HLA-A, —B, and -DR DSA reactivities, only
-DR52 DSA reactivity reached the highest MFI value of 2191. These detected DSAs did not reduce the mean
estimated glomerular filtration rate (eGFR) values and did not increase the incidence of proteinuria in recipients.
While the 3-year graft survival was lower in the DSA-positive group (94.4%) with one recipient who lost kidney
transplant, the difference was not significantly different (p = 0.7) from the NDSA (100%) and negative (100%)
groups. In terms of the incidence of de novo acute antibody-mediated rejection (AMR) at three years after
transplantation, no case has been reported in the cohort. This may suggest that low DSA-positive recipients do

Abbreviations: DSA, donor specific antibody; HLA, human leukocyte antigen; SAB, single antigen bead assay; VXM, virtual crossmatch; AMR, acute antibody-
mediated rejection; CDCXM, complement-dependent cytotoxicity crossmatch; FLXM, flow cytometry crossmatch; MFI, mean fluorescence intensity; PCR-SSP, sin-
gle-specific primer polymerase chain reaction; NDSA, non-donor specific antibody; eGFR, estimated glomerular filtration rate; PTC, peritubular capillaries; DGF,
delayed graft function; PRA, panel reactive antibody assay; IL2R-Ab, anti-interleukin two receptor antibody; TCMR, T-cell mediated rejection; IVIg, intravenous
immunoglobulin therapy; ATG, anti-thymocyte globulin; ANOVA, analysis of variance; ESRD, end-stage renal disease.
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not experience higher rejection rate. However, DSA-positive recipients had a tendency for a higher frequency of
C4d deposits in peritubular capillaries (PTC) and de nove DSA.

Conclusion: Qur 3-year follow-up of patients with low pre-transplant DSA found no association with a deterio-
ration in graft function and worse graft survival. Furthermore, we did not observe an increase in AMR in our
patients with low DSA. A larger cohort and a longer follow-up period may be needed to evaluate the tendency of
low DSA-paositive recipients towards the higher incidence of G4d deposits in PTG and/or de novo DSA.

1. Introduction

One of the most significant problems of organ transplantation is the
antibody-mediated rejection of the graft. It was shown that it might be
responsible for over one-half of all death-censored graft loss over time
[1]. The detrimental influence of preformed donor-specific antibodies
(DSA) against human leukocyte antigens (HLA) in renal recipients was
recognized more than five decades ago by Patel and Terasaki [2]. Since
then, antibody detection methods have been extensively developed.
Currently, the most widespread technique is a highly sensitive and
specific solid-phase single antigen bead (SAB) assay. Relating the result
of this assay to the potential donor's HLA antigens allows for a virtual
crossmatch (VXM) to be performed. In many transplant centers, VXM
has become an integral element of pre-transplant immunological risk
stratification and the planning of immunosuppression strategy [3].

Patients without preexisting SAB DSA had a low risk of acute
antibody-mediated rejection (AMR) and good kidney graft survival [4].
However, it is controversial whether all SAB DSAs, regardless of their
levels, exert a detrimental effect on transplantation outcomes [5]. The
clinical significance of low-level DSA in patients with negative
complement-dependent cytotoxicity crossmatch (CDCXM), and negative
flow cytometry crossmatch (FLXM) is particularly questionable. The
recent meta-analysis conducted by Tambur et al. showed that low DSA
detectable only by SAB might cause AMR [6]. According to Lefaucheur
et al., the risk of AMR rises with mean fluorescent intensity (MFI) of DSA
aslow as 465 [7]. However, at the same time, other studies are reporting
that pre-transplant SAB DSA alone constituted a minimal risk unless
crossing donor specific MFI cut-off [3,8,9].

Even more problematic appears the impact of DSA against HLAs
rarely included in recipient-donor matching algorithms, namely Cw,
DQ, DP, and DR51/52/53 [10]. Compared to HLA-A, —B, and -DR an-
tigens, their tissue expression is weaker and antibodies of those speci-
ficities oceur to a lesser extent in the list of waiting patients [11,12].
Despite these earlier observations, there are rapidly mounting examples
that HLA-DQ, -DP, -Cw, and -DR 51/52/53 DSAs may also exert adverse
effects on transplantation outcomes by increasing the risk of AMR and
reducing graft survival [11,13,14].

We have chosen to examine the outcomes of transplantation and the
frequency of AMR in living donor kidney recipients qualified based on
our VXM approach, and physical crossmatches (CDCXM and FLXM). Our
goal was to investigate the clinical impact of pre-transplant HLA-A, —B
and -DR DSA that were below the VXM value of 5000 MFI and DSA of
HLA-Cw, -DQ and -DF specificity not routinely typed for doners at the
time of transplantation. In addition, we also tracked the available post-
transplant anti-HLA SAB results for de nove and persistent DSAs known
to be associated with a higher risk of graft loss and AMR [15-17].

To our best knowledge, there are only a few reports on the subject of
low SAB DSA significance in living kidney recipients. Research related to
the assessment of immune risk in this group is vital to facilitate the
allocation process, which is often complicated, especially in the case of
paired donation. In the context of the increasing organ shortage, living
donor kidney wansplantation has become not only the optimal method
of treating the end-stage renal failure but also an opportunity to expand
the pool of potential donors [18].

1.1. Objective

The study evaluated the results of ransplantation and the frequency
of AMR in the group of non-desensitized adult living donor kidney
transplant recipients qualified with our VXM approach (HLA-A,-B and
-DR DSA <5000 MFI) and with negative CDCXM and FLXM results. We
aimed to investigate the clinical relevance of pre-transplant HLA-A, —B
and -DR DSA below a VXM value of 5000 MFI but with all VXM DSA
reactivities at HLA-DQ, -DP, -Cw, which were not typed routinely for
donors before transplantation. In addition, we checked the prevalence of
de novo and persistent DSA in available post-transplant SAB assays.

2. Patients and methods
2.1. Selection of patients

The historical cohort of 55 adult recipients was selected from the
group of all patients transplanted from living donors at our center from
2014 to 2018 (n = 82). The primary inclusion criterion was the avail-
ability of the pre-transplant SAB results. All pre-transplant SAB assays
were performed as part of the routine quarterly monitoring of potential
kidney recipients using the Luminex platform and commercial kits
(LABScreen Single Antigen, One Lambda, USA). The study included
negative pre-transplant SAB results not clder than six months and all
positive results regardless of the time taken before transplantation. Ac-
cording to the ransplant policy in Poland, each HLA -A, —B or DR DSA
above VXM value of 5000 MFIwas a contraindication to transplantation,
as was a repeat HLA-A, —B, and -DR mismatch from the previous
transplant. All recipient-donor pairs were negative for CDCXM and
FLXM with T and B lymphocytes.

All patients were checked for the presence of DSA in SAB assays
performed up to three years after tansplantation. Post-transplant SAB
determinations were performed as part of routine monitoring or due to
lesions of unclear significance in biopsy (e.g, C4d deposits in PTC
without graft tissue damage).

For donor-recipient pairs, the HLA-A, —B, and -DR were routinely
typed prior to transplantation using the low-resolution method by a
single specific primer polymerase chain reaction (PCR SSP). Sibling
pairs with identical HLA antigens were excluded from the study due to
belonging to a different risk group - lower than the rest of the patients
[19-21].

When HLA-DQ, -DPF, or -Cw DSA was found in the pre- or post-
transplant SAB assay, the HLA typing for donors was performed with
PCR SSP (Onel.ambda, ITnno-train, USA) on historical frozen whole blood
samples collected during the qualification for the ansplant.

The final patient cohort was divided by SAB reactivity into three
groups: 1) those with DSA-positive reactivities; 2) those with non-donor-
specific anti-HLA reactivities (NDSA); and, 3) those who were anti-HLA-
negative. The NDSA group has been isolated for comparison of the im-
mune risk between immunized recipients without DSA and antiHLA
negative recipients [22,23]. To check whether pre-transplant DSAs
tend to persist after ransplantation, post-ransplant three-year SAB re-
sults were analyzed.

The final recipient eohort (r = 55) was followed for three years. The
study's primary endpoints were estimated for the glomerular filtration
rate (eGFR; calculated using the formula of the Modification of Diet in
Renal Disease Study) and the occurrence of proteinuria (measured with
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Fig. 1. Flow diagram visualizing the exclusion criteria taken into consideration during the creation of the study cohort,
*flow cytometry crossmatch; "single antigen bead assay; Shuman leukocyte antigens;  recipients with donor-specific (DSA) anti-HLA reactivities; recipients with non-

donor-specific (NDSA) anti-HLA reactivities,'f anti-HLA negative recipients.

urine testing strips) at 1, 3, and 6 month(s) as well as annually up to
three years. Secondary endpoints include graft loss (defined as return on
dialysis), patient's death with a functioning graft, the occurrence of
biopsy-proven AMR, or C4d deposits in peritubular capillaries (PTC).
Delayed graft function (DGF) was defined as a need for dialysis within
the first week of transplantation.

2.2, Immunosuppression

All patients at low immune risk (fivst transplant, low level of panel
reactive antibodies - PRA) were subjected to intravenous induction on
days 0 and 4 with 20 mg of anti-interleukin two receptor antibody (IL-
2R-Ab, Basiliximab). In the case of elevated PRA and re-transplantation,
patients were administered anti-thymocyte globulin (Thymoglobulin)
infusion (1-1,5 mg/kg for 2-5 days) before and after revascularization.
The subsequent regimen was adjusted to the patient lymphocyte (CD3)
count.

As for maintenance, the standard wiple therapy was used: calei-
neurin inhibitor (tacrolimus: target serum levels were 12-15 ng/ml in
the first month, then 8-12 ng/ml, and after three months 5-10 ng/ml or
cyclosporine: recommended levels were 200-300 ng/ml by the first 3
months, gradually reduced to 100-150 ng/ml after 6 months, then
maintain the level of 75-125 ng/ml), mycophenclic acid (mycopheno-
late mofetil — 2 x 1000 mg/day), and glucocorticosteroid. Steroid
treatment started with methylprednisolone (Solumedrel) infusion on
day 0 (250 mg) and continued until the third day (125 mg/day). Then it
was switched to prednisone with a gradual dosage reduction (from 20
mg to 5 mg/day). In the case of mycophenolic acid intolerance, re-
cipients received azathioprine (2 mg/kg body weight).

2.3. Diagnosis and treatment of rejection

Biopsy was performed only on the cause when graft function was
considered unsatisfactory (extended DGF, elevated creatinine level, new
onset of proteinuria). All rejection episodes were biopsy-proven. Spec-
imens were examined with light microscopy and immunofluorescence
for C4d deposits. Biopsies were assessed according to the Banff ‘07
classification with current updates [24-26]. AMR was diagnosed only
when three following criteria were met: 1) presence of evidence of acute
tissue injury; 2) evidence of antibody interaction with vascular endo-
thelium; and, 3) serologic evidence of DSA to HLA antigens. The crite-
rion ‘C4d staining without evidence of rejection’ was reported when,
apart from linear C4d depaosits (grade 2 or 3) in PTC, no evidence of
acute tissue injury specific for active AMR or chronic T-cell mediated
rejection (TCMR) or borderline changes were observed. Active AMRs
were treated with plasmapheresis (daily or every other day, 4-6 treat-
ments) and intravenous immunoeglobulins (IVIg). IVIg was administered
at the dose of 100 mg/kg b.w. after each plasmapheresis or in the dose of
2.0 g/kg b.w. after plasmapheresis reatments. Rejection therapy was
not introduced when C4d deposits were detected in PTC without sign of
graft tissue injury. A separate analysis was performed based on all bi-
opsies with C4d deposits, including those with the C4d of minimal grade
(C4d1), as it may also indicate a smoldering inflammatory process [24].
Biopsy-proven TCMR episodes (Banff grade: borderline to III) were
treated with 3-5 steroid intravenous pulses of 500 mg each. In case of
steroid-resistant rejections anti-thymocyte globulin (ATG) treatment
was introduced. Rejection episodes were followed by augmentation of
maintenance immunosuppression and inclusion of glucocorticosteroids,
if not used early.
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Baseline characteristics of recipients and donors stratified by the occurrence of
pre-transplant anti-HLA antibodies detected by a single antigen bead assay
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Table 1 (continued)

(SAB).
Recipient's characteristics: DSA* (n= NDSA” (n  negative'(n  p
18) =20) =17)
Mean age + spt 3572+ 38.65 £ 3571+ 0,721
11.56 13.39 1013
18-49 n(%) 15 15(75%)  14(82.35%) 0,780
(83.33%)
50-59 n(%) 2011.11%)  3(15%) 3(17.65%) 0,858
=60 n(%) 1(5.56%) 2(10%) 0(0%) 0,410
fernale, n (%) 8(44.44%)  10(50%)  3(17.65%) 0,1044
Mean BMI® + SD 22,67 + 24.14 + 2434 + 0,324
3.06 3.77 3N
<18,5 n(%) 211.11%)  2(10%) 1(5.88%) 0,852
18,5-24,9 n(%) 11 8(40%) 9(52.94%) 0,421
(61.11%)
25-29,9 n(%) 5(27.78%)  9(45%) 7(41.18%) 0,526
=30 n(%) 0(0%) 1(5%) 0(0%) 0,410
Primary cause of ESRD' n{%):
primary gl omerulonephritis 8(44.44%)  10(50%) 7(41.18%) 0,861
secondary 1(5.56%) 1(5%) 1(5.88%) 0,993
glomerulonephritis
hypertensive nephropathy 1(5.56%) 1(5%) 0(0%) 0,351
congenital kidney diseases 3(16.67%)  6(30%) 4(23.53%) 0,627
obstructive nephropathy 2(11.11%)  1(5%) 1(5.88%) 0,743
renal cancer 1(5.56%) 0(0%) 0(0%) 0,351
diabetic nephropathy 1(5.56%) 0(0%) 0(0%) 0,351
etiology uncertain 0(0%) 1(5%) 4(23.53%) 0,039*
dialysis before 21.78 £ 16.6 £ 13.59 + 0,738
transplantation (mean 24.76 14.03 13.67
months+sd)
preemptive transplantation 5(27.78%)  3(15%) 5(29.41%) 0,519
n(%)
retranspantation n(%) 3(16.67%)  1(5%) 0(0%) 0,147
Maximum PRA'n(%):
0% 10 14(70%)  15(88.24%) 0,103
(55.56%)
1-20% 6(33.35%)  3(15%) 2(11.768%) 0,220
20-50% 1(5.56%) 2(10%) 0(0%) 0,410
50-80% 1(5.56%) 1(5%) 0(0%) 0,626
>80% 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Pre-transplant PRA n{%):
0% 13 20(100%)  16(94.12%) 0,017
(72.22%)
1-20% 4(22.22%)  0(0%) 1(5.88%) 0,051
20-50% 1(5.56%) 0(0%) 0(0%) 0,351
50-80% 0(0%) 0(0%) 0(0%)
>80% 0(0%) 0(0%) 0(0%)
HLA ABDR mismatches (mean 4+ SD)
total number 322+ 2.8+ 347 +1.74 0,640
1.77 1.44
locus A 0.89 + 1+0.56 118+ 073 0,453
0.76
locus B 1.28 + 0.95+ 1.24 + 0.66 0,224
0.67 0.60
locus DR 1.06 + 0.85+ 1.06 + 0.66 0,555
0.73 0.67
Donor's characteristics:
Mean age + SD 43.44 = 50.2+ 46.76 £ 0,145
10.83 8.99 11.39
18-490(%) 13 11(55%)  10(58.82%) 0,526
(72.22%)
50-590(%) 3(16.67%)  5(25%) 5(29.41%) 0,664
>600(%) 2(11.11%)  4(20%) 2(11.76%) 0,686
kobiety, n (%) 11 14(70%)  14(82.35%) 0,362
(61.11%)
Mean BMI + SD 0,166

Recipient's characteristics: DSA® (i=  MDSA°(n  negative(n  p

18) =20) =17

25.01 £ 2545 + 2359+

341 2.78 2.61
<18,5 n(%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
18,5-24,9 n(%) 9(50%) 9(45%) 12(70.59%) 0,369
25-29,9 (%) 8(44.44%)  B(40%) 5(29.41%) 0,580
>30 n(%) 1(5.56%)  1(5%) 000%) 0,612
Relationship with recipient n{%):
parent to child 6(33.33%)  10(50%)  8(47.06%) 0,552
siblings 2(11.11%)  2(10%) 0(0%) 0,378
chil d to mother 0(0%) 1(5%) 0(0%) 0,410
child to father 0(0%) 1(5%) 0(0%) 0,410
wife to husband 1(5.56%)  2(10%) 7(41.18%) 0,012*
husband to wife 3(16.67%)  0(0%) 0(0%) 0,038*
distant 3(16.67%)  0(0%) 0(0%) 0,038%
none 3(16.67%)  4(20%) 2(11.76%) 0,796

* Recipients with donor-specific (DSA) anti-HLA reactivities.

b Recipients with non-donor-specific (MDSA) anti-HLA reactivities.
Anti-HLA negative recipients.

standard deviation.

° Body mass index

 End-stage renal disease.

& Panel reactive antibodies.

“ Statistically significant difference between groups (p < 0.05).

[

d

2.4, Statistics

All data were collected retrospectively from patients' medical records
and Polish National Transplant Database. The square Chi, Kruskal-
Wallis, analysis of variance (ANOVA), logistic regression, Wilcoxon
rank-sum and log-rank tests were applied for comparative data as
appropriate. All statistics were conducted with R software version 4.1.1.
and p < 0.05 was considered statistically significant.

The study was approved by the Bioethics Committee of the Medical
University of Warsaw (AKBE/11/2020) and the Polish Transplant
Coordinating Centre — Poltransplant.

3. Results

From the initial cohort of 82 patients, 55 recipients fulfilled the study
inclusion criteria (Fig. 1). Mean follow-up was 1018 + 226 days with no
difference between DSA, NDSA, and anti-HLA negative groups (p =
0.292). For 27 donors, the complementary HLA-DQ, -DP, or -Cw typing
was performed retrospectively to check whether the antibodies repre-
sented DSA in the pre- or post-transplant SAB reactivities.

3.1. Basic characteristics of recipients

There were no significant differences in immunosuppression be-
tween the three analyzed groups. In 95% (n = 52) of recipients, the IL-
2R-Ab was used as the induction therapy. There were three patients who
were treated with ATG, one in the negative group and two in the DSA-
positive group. One DSA-positive recipient in addition to ATG
received also the IVIg therapy. The standard triple immunosuppression
was used in all patients, except of two patients (both in the DSA-positive
group) who received azathioprine instead of the mycophenolate mofetil
treatment. The primary causes of the end-stage renal disease (ESRD)
were equally dispersed between three groups, except for unknown eti-
ology, which occurred more frequently in the negative group (p = 0.039;
Table 1), The DGF occurred in seven patients with no statistically sig-
nificant difference between groups (p = 0.433).

The studied patients were moderately immunized, as evidenced by
the lack of recipients with PRA >50%. However, in the DSA-positive
group, the proportion of patients with PRA >0% was significanty
higher than in the other groups (p = 0.017). Moreover, the DSA group
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Characterization of the DSA"-positive group concerning the specificity and the level of donor specific antibodies detected by single-antigen-bead assay (SAB) prior-and

post-transplantation.

Patient Pre-transplant HLA"-A,-B or -DR  Pre-transplant HLA-DQ,- Timing of pre-transplant DSA Post-transplant Timing of post-transpl ant DSA
number DSA® < 50007 MFI (MFI) DP ot -Cw' DSA (MEI) (months before transplantation) DSA (MFI) (months after transplantation)
1 * DQ2(5767) 4 DQ2(1884), DOS 3
1111)
3 - DQ2(1838) =12 B13(727) 26
3 - DQ9(801) 8 A2(763), DQ4 26
(447)
4 - DOQ2(768) <1 K x
5 = DQ2(660) 3 x X
6 = DQ5(556) 1 x X
7 - DQ5(497) 5 x x
8 DR13(1960) - 12 X X
9 DR52(929) = 3 x x
10 DR52(527) - >12 - 1
11 DR7(409) 5 1 X X
12 - DP4(319) 1 X X
13 - DP4(660) 3 x x
14 - DP1(643) 3 - 37
15 DR52(2191) DO5(3358) 4 x x
16 - DOQ7(2822); Cw2(371) 1 x x
17 DR52(653) DP5(551) 3 DR52(783),DP5 39
(554)
18 DR13(595) DQ7(552) 3 DQ7(1570); 10
DR13(785)

* Donor specific antibody.
® Human leukocyte antigens.

° HLA antigens routinely typed for donors prior ro living donor kidney transplantation.
4 The virtual crossmatch cut-off, above which transplantation is contraindicated according to transplantation policy in Poland.

° Mean fluorescence intensity.

f HLA antigens typed retrospectively for donors, not routinely typed prior living donor kidney transplantation.

* single-antigen-bead assay was performed but did not show DSA presence.

** single-antigen-bead assay was not performed within three years after transplantation; De niovo DSAs were marked in bold.

was burdened with higher share of donor-recipient pairs with increased
immunological risk (husband-to-wife, child-to-mother, distant related,
or unrelated; p = 0.018).

3.2, SAP characteristics

In the studied cohort, DSA-positive, NDSA reactive, and anti-HLA
negative recipients constituted 33% (n = 18), 36% (n = 20), and 31%
(n = 17) of 55 patients, respectively. In 83% of DSA-positive patients
SAB testing was performed within eight months before transplantation.
In only three recipients, DSA could be described as historic (older than
one year).

Of the routinely typed HLA-A, —B, and -DR for donors, the DSA of
the DR specificity occurred in 39% of all DSA-positive recipients with
the lowest value of 400 MFI to DR7 and the highest MFI of 2191 to DR52
(Table 2). The DSA of DR51/52/53 specificity cumulatively comprised
of as much as 579% of all DR-directed DSAs.

The retrospective post-transplant analysis of not routinely consid-
ered HLA-DQ, -DP and -Cw DSA reactivities revealed that as many as
78% of DSA-positive patients had these DSAs with the highest MFI of
5767 to DQ2 and the lowest of 319 MFI to DP4. Out of not considered
specificities, the most common were DQ DSAs (71%), followed by DP
DSAs (29%), and Cw DSAs (7%).

The post-transplant SAB testing was performed in 35% (19) of re-
cipients (33% in DSA-positive, 40% in NDSA positive, and 29% in
negative groups; p = 0.789). The SAB assays were performed on the
average at 16 + 13 months after transplantation. Most de novo DSA cases
(17%, n = 3) were observed in the DSA-positive group (p = 0.585) and
the HLA DQ de novo DSA accounted for 50% of all specificities detected.
There were two de nove DSA cases (10%) in the NDSA group (to DR4
with 456 MFI and to DR52 with 1225 MFI) and one (6%) case in the
negative group (to B35 with 420 MFI).

In the DSA-positive group, three recipients had persistent DSA which

MFI value either increased (to DR52, DP5, DR13 and DQ7) or decreased
(to DQZ; Table 3). The disappearance of pre-transplant DSA reactivities
(to DR52, DP1, DQ2 and DQ9) was observed in four recipients.

3.3, Graft survival and function

The overall graft survival in the entire study cohort, determined after
one and three years, was excellent (both at 98.2%) with only one patient
losing graft due to the vascular thrombosis of unknown eticlogy, which
occurred in the DSA-positive group. Therefore, although the 3-year graft
survival in the DSA-positive group was lower (94.4%), it was not
significantly different (p = 0.7) from the NDSA (100%) and negative
(100%) groups.

The overall baseline mean value of eGFR in the entire cohort was
satisfactory (49.33 = 17.35 ml/min/ 1.73m?) and remained stable
throughout the 3-year observation period (54.51 + 19.32 ml/min/
1.73m?2). One month after transplantation, the negative group was
characterized by a slightly higher mean eGFR compared to the DSA-
positive and NDSA groups (51,49 vs. 49,23 and 47,57 ml /min/1.73
m? respectively; p = 0.796; Fig. 2). On one hand, from the third month
to three years, the mean eGFR in the NDSA and negative groups was very
similar. On the other hand, at the same time points, the DSA-positive
group showed a tendency to higher eGFR values in relation to the
other groups. At the end of the observation, there was a statistically
significant difference between the DSA-positive group and the anti-HLA
negative group (59.83 + 16,61 vs. 506 + 23.52 ml/min/1.73m?%
respectively; p = 0.047).

In terms of the occurrence of proteinuria, no differences between
groups were observed at any of the tested time points.

3.4. Biopsy-proven rejection episodes

Indication biopsies were performed in 53% (29) of recipients evenly
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Table 3
Biopsy results of living donor kidney transplant recipients divided by pre-
transplant single-antigen bead (SAB) reactivity.

Diagnostic category of DSA- NDSA- anti-HLA P
renal allograft biopsy n positive positive negative value
(%)* group’ (n=  group” (n=  group (n=
18) 20) 17)
antibody-mediated 0(0%) 0(0%) 0{0%) =
rejection (AMR)*
C4d staining without 1(6%) 1(5%) 2(12%) 0.691
evidence of rejectionL
minimal C4d staining 2(11%) 2(10%) 0(0%) 0.533
(Cad1; 0% but <10%
of PTC)
all cases of C4d deposits
in PIC 3(17%) 3(15%) 2(12%) 0.917
Cad df;ptmts outside A(22%) 1(5%) 212%) 0.279
PTC*
all cases of C4d deposits
in PTC and outside 6(33%) 3(15%) 3(18%) 0.347
PTC
acute T-cell mediated
tejection 1(6%) 2(10%) 2(12%) 0.803
suspicious (bordetline)
for T-cell mediated 3(17%) 2(10%) 2(12%) 0.776
rejection’
acute T-cell mediated
rejection+ suspicious a(22%) 4(20%) a24%) 965

(borderline) for T-cell
mediated rejection

* Antibody-mediated rejection according to Banff 07’ criteria with current
updates.

® Linear C4d deposits (G4d2 or G443 grade) in »10% peritubular capillaries
(PTC) without histologic evidence of acute tissue injury and acute or chronic
active T-cell mediated rejection, or borderline changes.

© Peritubular capillaries.

9 Linear G4d deposits in the glomerular capillaries or along the contour of the
basement membrane of some renal tubules.

® Acute T-cell mediated rejection including grades Al, BT, ATI, BT and TT ac-
cording to Banff 07' with current updates.

f ‘Suspicious' for acute T-cell-mediated rejection according to Banff 07°.

£ Recipients with donor-specific (DSA) anti-HLA reactivities.

B Recipients with non-donor-specific (NDSA) anti-HLA reactivities.

! Anti-HLA negative recipients.

“ All biopsies were performed on-cause when allograft function had deterio-
rated. A biopsy was performed for 8/18(44%), 11/20(55%) and 9/17(53%)
patients in the DSA-positive, NDSA-positive and anti-HLA negative groups,
respectively. The percentage of recipients with a specific diagnosis was calcu-
lated in relation to the total number of patients in the group.

distributed between groups, namely 44% in the DSA positive group,
55% in the NDSA group and 53% in the negative group (p = 0.706). Most
recipients (76%, 22/29) had a biopsy taken within the first year after
transplantation. In the 1- to 3-year postoperative period, the biopsies
were taken in 3 (15%) NDSA positive recipients, 2 (11%) DSA positive
recipients and 1 (6%) negative patient (p = 0.675).

During three years of the follow-up period, no cases of AMR occurred
in the entire study cohort. Moreover, there were only four cases of C4d
deposits in PTC(C4d2 or C4d3 grade) without evidence of rejection with
the following division into groups: 1 (6%) in the DSA-positive group, 1
(5%) in the NSDA group, and 2 (12%) in the anti-HLA negative group (p
= 0.691; Table 3). Among them, one patient from each group demon-
strated de nove DSA of low MFI value (to A2 with 763 MFT and DQ4 with
447 MFI in one DSA-positive recipient; to B35 with 420 MFI in one anti-
HLA negative recipient, and to DR4 with 456 MFI in one NDSA-positive
recipient).

Minimal C4d staining in PTC (C4d1 grade), which may also have an
adverse effect on the transplantation outcomes, was more common in
the DSA positive (11%) and NDSA (10%) groups than in the negative
group (0%), but without statistical significance (p = 0.533). De novo DSA
was not found in any of the above cases. With the inclusion of minimal
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CA4d staining, the overall incidence of C4d deposits in PTC tended to be
higher in the DSA-positive group (p = 0.917; Table 3).

In the DSA-positive group, there was a wend towards higher fre-
quency of positivelinear C4d staining in the glomerular capillaries (17%
vs. 5% of NDSA and 12% of anti-HLA negative group; p = 0.279) with
one case accompanied by borderline lesions and two cases of indepen-
dent oceurrences. In one of the DSA-positive recipients, apart from the
positive C4d staining in PTC, the presence of C4d deposits in the base-
ment membrane of some renal tubules was noted, which was probably
related to the occurrence nephropathy from the BK virus [27].

Taking into account all degrees and locations of C4d staining, a trend
was observed for the higher incidence of C4d deposits in the group of
DSA-positive recipients (33%) compared to the NDSA (15%) and nega-
tive (18%) groups (p = 0.347).

Regarding the occurrence of T-cell mediated lesions in biopsies
(active TCMR and borderline changes), 4 cases were noted in each group
(22%, 20% and 24% in DSA positive, NDSA positive and anti-HLA
negative groups, respectively) and no significant differences were
observed (p = 0.966; Table 3).

4, Discussion

Our cohort of living donor kidney recipients was characterized by
good graft survival and function within the 3-year follow-up period. Low
pre-transplant DSA levels, which were the subject of our study, have
been observed in as many as one-third of the recipient cohort. Most of
the DSAs were not historical as they were detected within the one year
prior to transplantation. The majority of the observed DSAs were of
HLA-DQ, -DP, -Cw or -DR51/52/53 specificities, not routinely taken into
account at the time of the qualification according to transplant policy in
Poland. The MFI values of detected DSA were low, as expected in the
context of negative FLXM results. The most common pre-transplant DSA
in our cohort were HLA-DQ specific, which are known to have a ten-
dency to persist after transplantation even despite immunosuppressive
weatment [10,28].

Although very few recipients had post-transplant anti-HLA SAB
performed, there was a wend towards a higher prevalence of de novo
DSA in the DSA-positive group. In these group the HLA-DQ DSA
accounted for half of de novo DSA specificities, Among pre-transplant
DSA which persisted after transplantation, HLA-DQ specificity was
also frequent. The low size of the cohort and low de novo and persistent
DSAs incidence did not allow us to evaluate its clinical significance. It is
probable, that it could be revealed only with a longer follow-up period
and a larger cohort of recipients [15]. The significance of the high
prevalence of DQ DSA as both persistent and de novo requires further
research, which seems necessary due to the reports of possible adverse
effects of these antibodies on the fate of the transplant [10].

The short (1 year) and intermediate (3 years) graft survival in our
cohort were excellent, with only one case of graft loss in the DSA positive
group. We did not observe the detected pre-transplant DSA to have a
significantly negative impact on the survival of the graft. Our results are
in line with these reported by Kwon et al. With a similar pattern of
immunosuppression and without desensitization they also ruled out
unfavorable effects of pre-transplant DSA on allograft survival ina group
of living donor kidney recipients with negative FLXM.

The transplant function assessed by the frequency of proteinuria and
eGFR was satisfactory. The incidence of proteinuria was equal in all
evaluated groups. Whereas eGFR in DSA-positive group tended to be
higher than in the anti-HLA negative group, with a significant difference
at three years. There is a possibility that the high share (72,2%) of young
donors (18-49 years old) in DSA-positive group was partly responsible
for the observed superior graft function. The treatment-related bias
should also be taken into account as the recipients undergoing ATG
treatment (two cases in the DSA group) have been reported to have
superior graft survival [29].

In our cohort, a for-cause biopsy within 3 years after transplantation
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was performed in over half of recipients. Acute TCMR was noted in 9%
of recipients, which is comparable to other studies [30]. Interestingly,
AMR was not observed in any of biopsies. In each group there was only
one recipient with a ‘C4d deposits (grade 2 or 3) in PTC without evi-
dence of rejection’ diagnosis accompanied by the persistent or de novo
DSA. The presence of both may increase the risk of developing chronic
AMR [26]. There was a wend towards more frequent occurrence of C4d
deposits in PTC, including minimal grade, in the positive DSA group.
The discovery of C4d in PTC usually indicates the occurrence of
antibody-mediated allograft injury, and even at the minimal grade it can
be associated with inferior kidney outcomes [31]. The C4d accumula-
tion is transient and its discovery may either precede or succeed the
occurrence of acute AMR [31,32], The one-year incidence of AMR in
kidney recipients varies between studies from 1.2% to 12.6% [3,8,9].
The timing of the biopsy may be crucial in detecting lesions that meet all
AMR criteria. It is possible that in our cohort atleast some of the cases of
C4d positive PTC staining could be related to AMR although it was not
diagnosed in a single biopsy. Moreover, the presence of AMR could be
underestimated due to the lack of protocol biopsy performance.

There is no consensus between studies in terms of the clinical impact
of allosensitization status per se on kidney transplantation outcomes
[22,29,33]. We observed no detrimental effect of pre-transplant non-
donor-specific anti-HLA reactivities on renal graft survival, function and
frequency of acute rejection episodes. Therefore, there seems to be no
reason to consider such patients as a higher risk group, which is
consistent with research conducted by Lefaucheur et al. and Caro-Oleas
et al. [7,34].

The study had several potential limitations. First, the patient cohort
may be too small to show statistically significant differences between the
groups. On the other hand, the immunosuppression regimen was
consistent and the risk factors were equally distributed between inves-
tigated groups. The knowledge of the pre-transplant CDCXM, and FLXM
using both T and B lymphocytes for all patients was also an advantage.
Because of the low typing resolution of HLA antigens in donors there is a
possibility that DSA may have been identified incorrectly in some cases.
Due to the retrospective character of the study, it may have been
exposed to selection and information bias.

In conclusion, we did not observe an adverse effect on
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Fig. 2. The estimated glomerular filtration rate
(eGFR) in recipients after living donor kidney trans-
plantation with division into groups depending on
anti-HLA® antibody status.

*human leukocyte antigens; ° estimated glomerular
filtration rate calculated with Modification of Diet in
Renal Disease (MDRD 2006) formula; * recipients
with donor-specific (DSA) anti-HLA reactivities; ? re
cipients with non-donor-specific (MDSA) anti-HLA
reactivities; * anti-HLA negative recipients *the dif-
ference of mean eGFR between DSA-positive and the
anti-HLA negative groups reached the level of sig-
nificance at 36 months after transplantation (p <
0.05) - p-value was generated using Wilcoxon rank-
sum fest.

=== DSA® (n=18)
=fi=NDSA? (n=20)
negative® (n=17)

transplantation outcomes of low pre-transplant DSA, including HLA-DQ,
-DP, -Cw and -DR51/52/53 specificities. We have observed that these
often-underestimated DSA are very common, especially of HLA-DQ
specificity, among living donor kidney recipients qualified in accor-
dance with the VXM applicable in Poland. We observed excellent graft
survival, a stable function of most of the ransplanted kidneys and low
incidence of biopsy-proven acute rejection episodes over a three-year
period. It may suggest that the immunosuppression regimen of IL-2R-
Ab induction followed by standard triple therapy was sufficient for pa-
tients with our qualification regimen and desensitization was not
needed. On the other hand, we showed a trend in the DSA-positive re-
cipients for a higher incidence of C4d deposits in PTC and de nove DSA.
However, given the shortcomings of our study, assessment of the clinical
significance of these observations requires further studies in a larger
cohort of living donor recipients, with longer follow-up and high-
resolution donor HLA typing.
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4. Podsumowanie i wnioski

4.1 Podsumowanie

Wprowadzenie w latach 90° XX wieku metod fazy stalej, pozwolilo na detekcje
przeciwciat anty-HLA u potencjalnych biorcoéw nerki z niespotykang dotychczas czulo$cig i
swoistoscig[97]. Rownoczesnie, pojawita si¢ mozliwos¢ wykonania wirtualnej proby krzyzowe;j
pozwalajacej na ocen¢ ryzyka immunologicznego oraz zaplanowanie schematu leczenia
immunosupresyjnego przed wykonaniem prospektywnej biologicznej proby krzyzowe;.
Procedura VXM zostala z sukcesem wecielona do programoéw transplantacyjnych w wielu
panstwach umozliwiajac usprawnienie alokacji biorcow oraz wzrost odsetka transplantacji posrod
pacjentéw silnie zimmunizowanych[44, 65, 98, 99].

Wykonanie VXM zwigzane jest z konieczno$cig okres§lenia, na podstawie wyniku anty-
HLA SAB, antygenow HLA, ktorych obecnos¢ u dawcy bedzie stanowi¢ nieakceptowalnie
wysokie ryzyko immunologiczne dla danego biorcy[100]. Sposob, w jaki antygeny te sa
definiowane nie jest ujednolicony. Jednak, kluczowa role w tym procesie stanowi znajomosci
korelacji pomigdzy poziomem MFI DSA a wynikiem biologicznych prob krzyzowych oraz ocena
znaczenia klinicznego DSA, ktére to zagadnienia byly przedmiotem ponizszej rozprawy
doktorskie;.

Wirtualna proba krzyzowa jest stosowana w Polsce od niedawna, dlatego jej
optymalizacja laboratoryjna i kliniczna jest wazna z punktu widzenia przyszlosci transplantologii
w naszym kraju. Na wynik VXM 1 jego interpretacj¢ duzy wplyw wywieraja charakterystyczne
dla danego o$rodka transplantacyjnego procedury laboratoryjne i kliniczne. Dlatego tez, nasz
projekt badawczy powstal w oparciu o badania diagnostyczne oraz schematy postgpowania
klinicznego swoiste dla jednego osrodka - Szpitala Klinicznego Dzieciatka Jezus w Warszawie,
ktory wspolpracuje z wieloma centrami transplantacyjnymi i stanowi jeden z wigkszych (pod
wzgledem liczby typowan tkankowych przed przeszczepieniem nerki od dawcoéw zmartych i
zywych) osrodkéw w Polsce. Ponadto kontekstem wszystkich analiz byty zasady alokacji
potencjalnych biorcow nerki obowigzujace w Polsce w momencie trwania badania.

Celem pierwszej czesci projektu byla analiza zalezno$ci pomigdzy wartosciami MFI

pojedynczych DSA swoistych dla HLA -A lub -B, lub -DR dawcy, a wynikami biologicznych
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préb krzyzowych CDC-XM oraz FLXM. Pierwsza z nich stanowi zloty standard przed
przeszczepieniem nerki zarowno od dawcy zywego jak i zmartego, podczas gdy druga jest
rutynowo wykonywana w Polsce przede wszystkim przed transplantacjg od dawcy zywego. W
przysztosci FLXM moze jednak stanowi¢ dodatkowy etap oceny ryzyka immunologicznego
przed i1 po przeszczepieniu od dawcy zmartego, dlatego wlaczenie tej proby krzyzowej do analizy
bylo niezbedne.

Intencja obecnego projektu bylo zachowanie podczas badania warunkéw zblizonych do
postepowania przed transplantacjg nerki od dawcy zmarlego w Polsce, szczegdlnie w aspekcie
odstepu czasowego pomigdzy wynikiem anty-HLA SAB biorcy a data pobrania surowicy do
wykonania proby krzyzowej. Zalezalo nam réwniez na uwzglednieniu czgsto pomijanego, ale
bardzo aktualnego zagadnienia, jakim jest kinetyka przeciwcial anty-HLA u pacjentdéw.

Badania wykazaty, ze przy zachowaniu czteromiesigcznego okresu waznosci wynikow
oznaczenia poziomu oraz swoistosci przeciwciat anty-HLA metoda SAB, wyznaczenie punktow
odcigcia MFI DSA umozliwiajacych prognozowanie wynikow biologicznych prob krzyzowych
jest mozliwe, chociaz nie zawsze z zadowalajaca doktadnos$cig. Wartosci optymalnych punktow
odcigcia MFI DSA oraz ich funkcjonalno$¢ wydaja si¢ zaleze¢ w glownym stopniu od czulosci
metody PXM. Przewidywanie wyniku CDC-XM, ktéry wykrywa wylacznie wysokie miana
przeciwciat zaleznych od dopetiacza, okazato si¢ mozliwe dopiero przy poziomie DSA okoto
10 000 MFI. Doktadnos$¢ prognozowania wyniku CDC-XM przez MFI DSA zostata oceniona
jako staba. Podobne obserwacje odnotowano réwniez w innych publikacjach na ten temat, a
najcze¢sciej brang pod uwagge przyczyng niskiej doktadnosci sg réznice metodologiczne pomigdzy
CDC-XM a oznaczeniem anty-HLA SAB[14, 82, 83]. Wynik préby krzyzowej metoda
cytotoksycznosci zaleznej od dopeiniacza zalezy od zlozonych interakcji pomigdzy surowica
biorcy a komoérkami potencjalnego dawcy, na ktore mogg wptyna¢ miedzy innymi przeciwciata o
innej swoistosci niz HLA oraz zmienna ekspresja antygenow HLA na komorkach. Z drugiej
strony, metoda SAB, chociaz bardzo czuta 1 swoista, pozbawiona jest biologicznego charakteru 1
wykazuje podatnos¢ na oddziatywania antygen-przeciwciato, ktore nie wystepuja w warunkach
in vivo[42].

W celu poprawy przewidywania wyniku CDC-XM, ktory pozostaje ztotym standardem
diagnostyki przed transplantacja, mozna rozwazy¢ wprowadzenie technik zwigkszajacych

czutos¢ 1 swoistos¢ metody. Jednym z potencjalnych rozwigzan jest poszerzenie podstawowe;j
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procedury o dodatkowe plukania po inkubacji surowicy biorcy z limfocytami dawcy
(modyfikacja Amos) oraz zastosowanie globuliny anty-ludzkiej (AHG). W celu eliminacji
wynikow fatszywie dodatnich, spowodowanych nieistotnymi dla wyniku transplantacji
autoprzeciwciatami klasy IgM, najcze$ciej wdrazane sg procedury badan z DTT oraz
autologicznych prob krzyzowych w momencie kwalifikacji biorcy do transplantacji.

W przeciwienstwie do CDC-XM, doktadno$¢ przewidywania wyniku FLXM przez VXM
okazata si¢ dobra, przy zastosowaniu optymalnego punktu odcigcia MFI DSA na poziomie okoto
6000. Wartosci punktow odciecia w zakresie 4410-6500 MFI wykazal rowniez Visentin 1 wsp.
oraz Moreno i wsp., przy czulo$ci oscylujacej w granicach 69-89%[84, 101]. Czutos¢
prognozowania wyniku FLXM wyniosta w naszym badaniu 72-78%, co potwierdza potencjat
wyznaczonego punktu odcigcia do réznicowania pacjentéw o niskim ryzyku immunologicznym.
Obowiazujacy aktualnie w Polsce punkt odcigcia MFI DSA wynoszacy 5000, jest zblizony do
wartosci uzyskanych w badaniu. W zwiazku z powyzszym, obecny schemat VXM stwarza
mozliwos$¢ prognozowania wyniku FLXM. Nalezy jednak podkresli¢, ze powyzej wyznaczonego
przez nas optymalnego punktu odcigcia, zgodnos¢ wynikow VXM z FLXM, byta ograniczona.
Przyczyna moga by¢ zmiany poziomu i repertuaru przeciwciat anty-HLA w odstepie czasowym
pomiedzy oznaczeniem anty-HLA SAB a FLXM, nizsza czuto§¢ FLXM w poréwnaniu z metoda
SAB oraz mozliwo$¢ wykrywania przez technik¢ SAB przeciwciatl anty-HLA, ktore nie
wystepuja w warunkach in vivo[42].

Podobnie jak inni badacze zajmujacy si¢ tematem prognozowania wynikéw FLXM i
CDC-XM przez VXM, rowniez zaobserwowaliSmy zrdznicowanie wartosci MFI punktow
odcigcia w zalezno$ci od analizowanej swoistosci HLA DSA[84, 101]. Jednym z mozliwych
wytlumaczen sg réznice w ekspresji antygenow HLA na powierzchni komorek w zaleznosci od
locus oraz antygenéw w obrebie pojedynczego locus[67]. Zrodtem uzyskanych wynikow moga
by¢ rowniez roéznice w gestosci antygenow HLA pomigdzy komoérkami dawcy badanymi w
biologicznej probie krzyzowej a mikrokulkami stosowanymi w oznaczeniu anty-HLA SAB[102].
Nalezy rowniez wzia¢ pod uwage fakt, iz pomiedzy poszczegdlnymi dawcami zmarlymi, z
ktérych wezlow chlonnych izolowane byly badane limfocyty, moze wystapi¢ nawet
szeSciokrotna roznica w ekspresji antygenéw HLA[103]. Dlatego tez wyciagnigcie
jednoznacznych wnioskow w aspekcie konieczno$ci zrdznicowania punktow odciecia MFI w

zaleznosci od swoisto$ci DSA wymaga dalszych badan.
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Zgodnie z przewidywaniami, prognozowanie wynikéw biologicznych prob krzyzowych z
limfocytami B dawcy odbywato si¢ z mniejsza doktadnoscig niz mialo to miejsce w przypadku
testow z limfocytami T lub mieszaning limfocytéw T i1 B. Szacuje si¢, ze poziom wynikoéw
fatszywie dodatnich wywotanych nieswoistym wigzaniem przeciwcial przez receptory Fc oraz
immunoglobuliny obecne na limfocytach B moze wynosi¢ nawet 50%[35, 66]. W celu poprawy
czulosci 1 swoistosci FLXM z limfocytami B mozna stosowaé procedure z pronaza, ktéra usuwa
receptory Fc. Jednak, jak wykazaly badania zwigzek ten moze powodowac¢ réwniez uszkodzenie
innych czasteczek na powierzchni limfocytéw, wilaczajac antygeny HLA, czego nastgpstwem
moze by¢ brak detekcji istotnych dla losow przeszczepu alloprzeciwcial[104]. Praktyczne
zastosowanie prob krzyzowych z limfocytami B dawcy w ocenie ryzyka immunologicznego
pozostaje kontrowersyjne i1 najczesciej zaleca si¢, aby interpretacja wynikow odbywata sie
konteks$cie oznaczenia przeciwcial anty-HLA metoda SAB oraz autologicznej proby
krzyzowej[35].

W naszej grupie badanej, VXM przed przeszczepieniem nerki od dawcy zmartego zostat
przeprowadzony na podstawie aktualnego immunologicznie wyniku anty-HLA SAB
(wykonanego na surowicy pobranej w ciggu 14 dni przed PXM) tylko u 23% biorcéw. W
pozostatych przypadkach odstep pomiedzy wynikiem anty-HLA SAB a data surowicy
wykorzystanej do PXM wynosit 1-4 miesigcy. Kwartalna aktualizacja wynikow anty-HLA SAB
zwigkszyta odsetek aktualnych immunologicznie wynikow anty-HLA SAB do 40%, jednak nie
byl to poziom wystarczajacy do osiggnigcia statystycznie istotnej poprawy doktadnosci VM.
Rutynowo w Polsce do wykonania VXM wykorzystywane sg wyniki anty-HLA SAB z ostatnich
sze$ciu miesiecy. Istnieje duze prawdopodobienstwo, ze parametry oceny prognostyki VXM przy
tak dlugim okresie waznos$ci wyniku anty-HLA SAB bylyby gorsze niz te uzyskane w badaniu.

U niewielkiej grupy pacjentow zbadaliSmy kinetyke przeciwcial anty-HLA pomigdzy
oznaczeniami SAB wykonanymi w odstepie trzech miesiecy. Chociaz porownanie zmian MFI
DSA nie wykazalo statystycznie istotnych rdznic, to patrzac z perspektywy pojedynczych
biorcow, indywidualne fluktuacje przeciwcial anty-HLA byly znaczace i moga potencjalnie
niekorzystnie wplywaé na warto$¢ prognostyczng VXM. Ponadto zaobserwowane zmiany
poziomu przeciwciat anty-HLA potwierdzaja podatno$¢ biorcéw nerki na zmiang statusu
immunologicznego[34, 105]. Ze wzgleddéw praktyczno-organizacyjnych zwigkszenie czestosci

monitorowania poziomu i swoisto$ci przeciwciat anty-HLA jest raczej malo prawdopodobne.

62



Jednak poprawe predykcyjnosci VXM mozna uzyskaé w sposéb alternatywny, poprzez
odnotowywanie u biorcéw istotnych zdarzen immunizujacych, ktéorych wystgpienie stanowi
podstawe do aktualizacji oznaczenia przeciwcial anty-HLA metoda SAB[65].

Sposrod ograniczen naszego badania nalezy wymieni¢ fakt, ze wyniki anty-HLA SAB
pochodzity z réznych laboratoriow w Polsce, co moze sprzyja¢ ich rozbiezno$ci. Doktadnos¢
identyfikacji DSA byla ograniczona ze wzgledu na niepetny zakres i1 niska rozdzielczos¢
typowania HLA dawcow. W oparciu o dostepne pismiennictwo, punkt odciecia dla DSA HLA-
DQ, -DP oraz -Cw zostat ustalony na 10 000 MFI, jednak nie mozna wykluczy¢, ze w niektorych
przypadkach przeciwciata o nizszym MFI moga powodowa¢ dodatni wynik PXM. W momencie
trwania badania rozcienczanie surowic biorcow oraz dodawanie EDTA w ramach procedury
oznaczenia przeciwcial anty-HLA SAB nie byty rutynowo stosowane w Polsce, dlatego tez nie
mozna wykluczy¢ wptywu efektu prozonalnego oraz interferencji endogennego dopetniacza na
uzyskane przez nas wyniki. Obcigzeniem badania bylo rowniez wykonywanie préb krzyzowych z
limfocytami pochodzacymi od dawcéw zmartych, na ktérych poziom ekspresji antygenéw HLA
moze by¢ nizszy 1 charakteryzowac si¢ wysoka zmiennoscig[103, 106].

Warto podkresli¢, ze ze wzgledu na rdéznice metodologiczne oraz ograniczong dostepnosé
aktualnego wyniku anty-HLA SAB, podyktowang ograniczeniami czasowo-organizacyjnymi,
zdolno$¢ VXM do przewidywania biologicznej prob krzyzowej nie jest doskonata. Wytyczenie
punktéw odciecia, ktére moglyby by¢ stosowane w praktyce wymaga dalszych badan miedzy
innymi w oparciu o wyniki anty-HLA SAB pochodzace z jednego laboratorium. Nalezy jednak
pamietac, ze w przypadku pacjentow o bogatym repertuarze przeciwciat anty-HLA pominigcie
prospektywnej biologicznej proby krzyzowej moze okazac si¢ niemozliwe.

Przedmiotem drugiej czesci projektu badawczego byla ocena znaczenia klinicznego pre-
transplantacyjnych DSA wykrytych wytacznie metodg SAB. Historyczna kohorta biorcéw nerki
od dawcy zywego, z udzialem, ktérej wykonane byto badanie, byta kwalifikowana w latach
2014-2018 w Szpitalu Klinicznym Dziecigtka Jezus w Warszawie, zgodnie z zasadami alokacji
obowigzujacymi w Polsce. Wszystkie pary biorca-dawca posiadaty negatywny wyniki CDC-XM
oraz FLXM a przeciwwskazanie do przeszczepienia stanowita obecno§¢ DSA HLA-A lub -B lub
—DR o wartosci przekraczajacej 5000 MFI. U 95% biorcow zastosowano jednolity schemat
immunosupresji sktadajacy si¢ z indukcji 1 standardowej trdj-lekowej immunosupresji

podtrzymujace;j.
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Badanie wykazato obecno$¢ niskich pozioméw DSA przed transplantacja u jednej trzeciej
biorcow. Nalezaty do nich DSA o swoistosci HLA -A, -B, -DR 1 wartosci MFI<5000 jak rowniez
DSA swoiste dla HLA -DQ, -DP, -Cw, ktére w momencie trwania badania nie byly rutynowo
typowane u potencjalnych dawcoéw nerki. Zgodnie z przewidywaniami, warto$ci MFI wykrytych
DSA byly niskie i wynosity odpowiednio 409-2191 MFI oraz 319-5767 MFI. Sposrod
zaobserwowanych swoistosci dominowaty (78%) przeciwciata skierowane przeciwko antygenom
HLA -DQ, -DP oraz —Cw. Na szczegdlng uwage zasluguje wysoka czegstos¢ wystgpowania
przeciwcial swoistych dla HLA-DQ, ktére wedlug ostatnich doniesien moga wykazywac
tendencje do utrzymywania si¢ po transplantacji i wywiera¢ niekorzystny wplyw na losy
przeszczepu [92, 107].

Znaczenie kliniczne wykrytych DSA zostalo zbadane poprzez poréwnanie wynikow
przeszczepienia w trzech grupach: DSA (biorcy posiadajacy przeciwciata anty-HLA przeciwko
dawcy), NDSA (biorcy posiadajacy przeciwciala anty-HLA niebedagce DSA) i negatywnej
(biorcy negatywni pod wzgledem przeciwcial anty-HLA).

Sposrod biorcow posiadajagcych DSA przed transplantacja, tylko jedna osoba utracita
przeszczepiong nerke. Przezywalno$¢ przeszczepu w okresie 3 lat byta w grupie DSA
pozytywnej nizsza (94, 4%) niz w grupach NDSA (100%) i1 negatywnej (100%), jednak bez
istotnej statystycznie roznicy.

Nie zaobserwowano negatywnego wpltywu wykrytych DSA na wielko$¢ przesaczania
ktebuszkowego (eGFR) oraz na czestos¢ wystepowania proteinurii u biorcéw. W celu oceny
wpltywu niskich pozioméw DSA na czestos¢ wystepowania epizodow ostrego odrzucania
poddano ewaluacji wszystkie dostepne wyniki biopsji przeszczepionych nerek. Biopsje ze
wskazan wykonano u 53% pacjentow, ktorzy byli rownomiernie roztozeni pomiedzy grupami.
Czestos¢ epizodow TCMR w kohorcie byta zblizona do wynikow uzyskanych w innych
publikacjach i nie przekroczyta 9%[108, 109]. W ciggu 3-letniego okresu obserwacji nie
odnotowano zadnego przypadku AMR. W kazdej z grup byt tylko jeden biorca, w ktorego biopsji
zdiagnozowano obecno$¢ ztogdw C4d (stopien 2 i 3) w kapilarach okotocewkowych nerek (PTC
- peritubular capillary deposition) bez dowoddéw wskazujacych na toczacy si¢ proces odrzucania.
Na podstawie dostepnych wynikow anty-HLA SAB =z okresu po transplantacji,

zaobserwowali§my, ze wszystkim tym przypadkom towarzyszyla obecno$¢ utrzymujacych sie
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pre-transplantacyjnych DSA badz de novo DSA, co moze stanowi¢ czynnik ryzyka wystgpienia
przewleklego odrzucania zaleznego od przeciwcial[ 109].

W grupie DSA-pozytywnej odnotowano trend do czgstszego wystgpowania ztogow C4d
w PTC. Obserwacja ta byla oparta na analizie wszystkich biopsji, w ktorych wykryto obecno$¢
ztogow, wlaczajac rowniez te minimalnego stopnia. Obecnos¢ C4d w PTC jest zwykle zwigzana
z uszkodzeniem alloprzeszczepu na drodze mechanizmu zaleznego od przeciwcial[110].
Wykazano, ze wystapienie nawet niewielkiej ilosci ztogow C4d w PTC moze powodowaé
pogorszenie wynikow przeszczepienia. Gromadzenie ztogdow jest zjawiskiem o charakterze
przejsciowym i moze poprzedzac lub nastepowac po epizodzie ostrego AMR[110, 111]. Dlatego
tez w diagnostyce tego rodzaju odrzucania istotng rol¢ odgrywa czas wykonania biopsji. Biorac
pod uwagg czgstos¢ AMR u biorcéw nerki szacowang przez inne publikacje (1,2-12, 6%) nalezy
bra¢ pod uwage mozliwos¢, ze w naszej kohorcie przynajmniej niektére przypadki obecnosci
C4d w PTC mogly by¢ zwiazane z AMR, chociaz nie wykazano tego w pojedynczej biopsji.
Ponadto, przyczyna zanizenia czg¢sto$ci wystgpowania AMR w badanej kohorcie mogt by¢ brak
biopsji protokolarnych.

Na podstawie wynikow oznaczenia anty-HLA SAB wykonanych po transplantacji
zaobserwowano trend do czgstszego wystepowania DSA de novo w grupie biorcow DSA
pozytywnych. Az polowg wykrytych swoistosci DSA w tej grupie stanowita HLA-DQ. Ponadto,
niektore pre-transplantacyjne DSA, wilaczajac DSA-DQ, wykazywaty tendencje do
utrzymywania si¢ po transplantacji. Niestety, grupa biorcéw, u ktorych byto wykonane badanie
anty-HLA SAB po transplantacji byta mato liczna. Dlatego tez znaczenie powyzszych obserwacji
wymaga dalszych badan. W kontekscie potencjalnie niekorzystnego efektu zaobserwowanych
przeciwcial na losy przeszczepu, wskazanym wydaje si¢ monitorowanie DSA po transplantacji w
takich przypadkach [112, 113].

Status biorcy zimmunizowanego pomimo braku obecnosci DSA czgsto jest traktowany,
jako czynnik ryzyka dla biorcy. W naszym badaniu, w grupie NDSA nie zaobserwowalismy
niekorzystnego wplywu obecnosci przeciwcial anty-HLA nieswoistych dla dawcy na
przezywalnos¢ 1 funkcje przeszczepu oraz czegsto$¢ epizodow ostrego odrzucania w okresie trzech
lat po transplantacji. Nasze obserwacje sa zbiezne z tymi dokonanymi przez Lefaucheur i wsp.
oraz Caro-Oleas 1 wsp. 1 sugeruja, ze nie wszyscy pacjenci posiadajacy przeciwciata anty-HLA

oznaczone metoda SAB naleza do grupy podwyzszonego ryzyka immunologicznego[88, 114].
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Jednak, aby wyciggna¢ jednoznaczne wnioski konieczne sg dalsze badania z uwzglednieniem
dluzszego okresu obserwacji, wigkszej grupy pacjentow NDSA o wyzszym 1 bardziej
zréznicowanym poziomie PRA.

Przeszczepienie od dawcy zywego stanowi okolo 6% wszystkich przeszczepien nerki
wykonywanych w Polsce[115]. Dlatego tez liczebno$¢ badanej kohorty byta niewielka, co
niekorzystnie wptyngto na zdolno$¢ do wykazania statystycznie istotnych réznic pomiedzy
grupami. Zaleta naszego badania byt jednak ujednolicony schemat leczenia immunosupresyjnego
oraz réwnomierne rozlozenie czynnikow ryzyka pomiedzy analizowanymi grupami. Sposrod
ograniczen badania nalezy wymieni¢ niska rozdzielczo$¢ i niepelny zakres typowania HLA
dawcow, czego konsekwencja mogta by¢ nieprawidlowa identyfikacja DSA w niektorych
przypadkach.

Podsumowujac, w badanej kohorcie biorcow nerki od dawcy zywego kwalifikowanych
zgodnie z zasadami VXM w Polsce, nie zaobserwowano niekorzystnego wplywu niskich pre-
transplantacyjnych DSA na wyniki przeszczepienia. W naszej grupie biorcoOw zaobserwowalismy
wysokg czestos¢ wystepowania DSA o swoistosci HLA -DQ, -DP, -Cw, ktére dotychczas nie
byly brane rutynowo pod uwage podczas kwalifikacji. Znakomita przezywalno$¢, dobra funkcja
przeszczepdw nerki oraz niska czesto$¢ epizodéw ostrego odrzucania w ciggu trzech lat
obserwacji wskazuje ponadto na skuteczno$¢ stosowanego schematu immunosupresji.

Interpretacja znaczenia klinicznego zaobserwowanego przez nas trendu do czgstszego
wystepowanie zlogéw C4d w PTC oraz przeciwciat de novo DSA w grupie biorcow DSA
pozytywnych wymaga dalszych badan z udziatem liczniejszej kohorty biorcow nerki od dawcy
zywego, dtuzszego okresu obserwacji oraz z zastosowaniem typowania HLA dawcow metodami

wysokiej rozdzielczos$ci.
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4.2 Whnioski

CZESC 1.

Analiza zaleznoS$ci pomi¢dzy MFI pojedynczych DSA swoistych dla HLA-A lub -B lub -DR

dawcy a wynikami CDC-XM oraz FLXM z uwzglednieniem procedur laboratoryjnych

charakterystycznych dla osrodka transplantacyjnego, jakim jest Szpital Kliniczny

Dzieciatka Jezus w Warszawie wykazala, ze:

1.

Przy zachowaniu czteromiesi¢gcznej waznosci wynikow anty-HLA SAB potencjalnych

biorcow nerki:

a) dokladno$¢ prognozowania wyniku CDC-XM przez MFI pojedynczych DSA jest
staba przy warto$ci optymalnego punktu odcigcia okoto 10 000 MFT;

b) doktadnos¢ prognozowania wyniku FLXM przez MFI pojedynczych DSA zostala
oceniona, jako dobra przy warto$ci optymalnego punktu odcigcia okoto 6000 MFI.
Zarowno w przypadku prognozowania wyniku CDC-XM jak i FLXM wartosci MFI
optymalnych punktéw odcigcia r6znig si¢ w zaleznos$ci od analizowanej swoistosci DSA.
Doktadnos¢ prognozowania wynikow CDC-XM oraz FLXM wykonanych z limfocytami
B potencjalnych dawcow zmarlych byla nizsza niz w przypadku préb krzyzowych

wykonywanych odpowiednio z mieszaning limfocytow T i B oraz limfocytami T.

Przy okresie wazno$ci wynikow anty-HLA SAB ustalonym na 4 miesiace, $redni odstep
czasowy pomiedzy data surowicy wykorzystang do PXM a data surowicy, na ktorej
wykonano badanie anty-HLA SAB wynosit 43+32 dni. Tylko u 23% biorcéw badanie
anty-HLA SAB wykonane byto w okresie 14 dni przed wykonaniem proby krzyzowej
biologicznej 1 mozna uzna¢, ze odzwierciedlalo ono aktualny status immunologiczny
pacjenta.

Kwartalna aktualizacja wynikéw oznaczen anty-HLA SAB w badanej grupie biorcéw nie
spowodowata statystycznie istotnej poprawy doktadnosci prognozowania wynikéw CDC-

XM oraz FLXM przez MFI pojedynczych DSA HLA -A lub -B lub -DR.
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6. Na podstawie poréwnania zmian poziomu MFI DSA pomiedzy oznaczeniami anty-HLA

SAB wykonanymi w odstepie trzech miesiecy, nie odnotowano statystycznie istotne]
roznicy. Jednak, w indywidualnych przypadkach zarowno repertuar jak i poziom MFI

DSA ulegl znaczacym zmianom.

CZESC II. Analiza znaczenia klinicznego niskich pozioméw DSA w kohorcie biorcow

przeszczepu nerki od dawcy zywego, z negatywnymi wynikami CDC-XM oraz FLXM

wykazala, ze:

1.

U 33% biorcow odnotowano obecnos¢ pre-transplantacyjnych DSA HLA —A, -B lub -
DR o MFI<5000 lub DSA HLA -DQ, -DP, -Cw, ktore nie byly rutynowo typowane u
dawcoéw w momencie kwalifikacji do transplantacji.

U 78% biorcow, u ktorych wykazano obecno$¢ niskich pozioméw DSA, byly one
skierowane przeciwko antygenom HLA -DQ, -DP oraz -Cw. Swoistoscia DSA o
najwyzszej czgstosci wystgpowania byto HLA —DQ.

U niewielkiej liczby biorcow pre-transplantacyjne DSA wykazywaty tendencj¢ do
utrzymywania si¢ rOwniez po przeszczepieniu. Zgodnie z istniejagcym pismiennictwem w
takich przypadkach wskazane wydaje si¢ by¢ monitorowanie DSA rowniez po
transplantacji.

Na podstawie poréwnania wynikdw przeszczepienia w grupach DSA, NDSA i
negatywnej wykazano, ze w czasie obserwacji wynoszacym trzy lata, niskie poziomy
DSA nie wplynety niekorzystnie na:

a) wielko$§¢ przesaczania kigbuszkowego wyrazonego eGFR oraz na czgstosé
wystepowania proteinurii;

b) czestos¢ wystgpowania epizodéw AMR oraz TCMR potwierdzonych biopsja;

c) przezywalno$¢ przeszczepu.

Pacjenci z przeciwciatami anty-HLA nie-swoistymi dla dawcy, w poréwnaniu do grupy
negatywnej, nie roznili si¢ w sposob istotny pod wzgledem zadnego z parametrow
ocenianych w badaniu.

W grupie DSA-pozytywnej odnotowano tendencj¢ do czestszego wystepowania
przeciwciat de novo DSA po transplantacji oraz do czgstszego wystgpowania ztogow C4d

w PTC (stopien 1-3) w biopsjach.
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7. Ze wzgledu na ograniczenia badania, w tym niska liczebno$¢ badanej kohorty, uzyskane
wyniki nie przesadzaja w sposob jednoznaczny od braku niekorzystnego wplywu niskich
poziomoéw pre-transplantacyjnych DSA na wyniki przeszczepienia nerki od dawcy
zywego. Niezbedne sg dalsze badania z udziatem wigkszej grupy biorcéw w dhuzszym

okresie obserwacji.
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Warszawa, dnia 13 stycznia 2020r.

AKBE/ 11 12020

Dr hab. n. med. Radostaw Zagozdzon
Zaktad Immunologii Klinicznej

ul. Nowogrodzka 59

02-006 Warszawa

OSWIADCZENIE

Niniejszym oswiadczam, ze Komisja Bioetyczna przy Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym w dniu 13 stycznia 2020 r. przyjeta do wiadomoécei informacje na temat

badania pt.: "Rola oceny swoistosci przeciwciat anty-HLA w analizie ryzyka
immunologicznego u potencjalnych biorcéw alloprzeszezepu nerki.” Przedstawione badanie nie
stanowi eksperymentu medycznego w rozumieniu art. 21 ust. 1 ustawy z dnia 5 grudnia 1996 1.
o zawodach lekarza i lekarza dentysty(Dz:U. z 2018 r. poz. 617) i nie wymaga uzyskania opinii

Komisji Bioetycznej przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym, o ktorej mowa w art. 29
ust. 1 ww. ustawy.

Przewodniczaca Komisji Bioetycznej

@ZM\

Prof. b n. med. Magdalena KuZzma —Kozakiewicz
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Warszawa,.27.01.23

Dr hab. n. med. Radostaw Zagozdzon
Zaktad Immunologii Klinicznej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,Accuracy of virtual crossmatch (VXM) prediction of
physical crossmatch (PXM) results of donor specific antibody (DSA) in routine
pretransplant settings-a single-center experience” o$wiadczam, iz mdj] wlasny wklad
merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie 1 opracowanie badan oraz przedstawienie
pracy w formie publikacji stanowi: nadzor merytoryczny nad koncepcja publikacji, metodyka

oraz interpretacja wynikow.

Mo¢j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 20%.
Wktad mgr Nataszy Olszowskiej-Zaremby w powstawanie publikacji okreslam jako 70%,
obejmowat on: przygotowanie koncepcji artykutu, metodyki oraz interpretacji wynikow.

Jednoczes$nie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czgs¢ rozprawy doktorskiej mgr

Nataszy Olszowskiej-Zaremby.

(podpis o$wiadczajacego)
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Warszawa, 27.01.23

Dr hab. n. med. Jolanta Gozdowska
Klinika Medycyny Transplantacyjnej, Nefrologii i Choréb Wewngtrznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

OSWIADCZENIE

Jako wspoétautor pracy pt. ,,Accuracy of virtual crossmatch (VXM) prediction of
physical crossmatch (PXM) results of donor specific antibody (DSA) in routine
pretransplant settings-a single-center experience” o$wiadczam, iz mdj] wlasny wklad
merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie

pracy w formie publikacji stanowi: nadzér merytoryczny nad catoscig artykutu.

Moj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 10%.

Wktad mgr Nataszy Olszowskiej-Zaremby w powstawanie publikacji okreslam jako 70%,
obejmowat on: przygotowanie koncepcji artykutu, metodyki oraz interpretacji wynikow.

Jednoczes$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cz¢$¢ rozprawy doktorskiej mgr

Nataszy Olszowskiej-Zaremby.

(podpis o$wiadczajacego)
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Warszawa, 27.01.23

Dr hab. n. med. Radostaw Zagozdzon
Zaktad Immunologii Klinicznej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

OSWIADCZENIE

Jako wspodlautor pracy pt. ,,Clinical significance of low pre-transplant donor specific
antibodies (DSA) in living donor kidney recipients with negative complement-dependent
cytotoxicity crossmatches (CDCXM), and flow cytometry crossmatches (FLXM) — a single-
center experience” os$wiadczam, iz moj wilasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

nadzor merytoryczny nad publikacja.

Mo¢j udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 10%.

Wktad mgr Nataszy Olszowskiej-Zaremby w powstawanie publikacji okreslam jako 70%,
obejmowat on: przygotowanie koncepcji artykutu, metodyki oraz interpretacji wynikow.

Jednoczes$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako cz¢$¢ rozprawy doktorskiej mgr

Nataszy Olszowskiej-Zaremby.

(podpis o$wiadczajacego)
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Warszawa, 27.01.23

Dr hab. n. med. Jolanta Gozdowska
Klinika Medycyny Transplantacyjnej, Nefrologii i Chorob Wewngtrznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

OSWIADCZENIE

Jako wspoétautor pracy pt. ,,Clinical significance of low pre-transplant donor specific
antibodies (DSA) in living donor kidney recipients with negative complement-dependent
cytotoxicity crossmatches (CDCXM), and flow cytometry crossmatches (FLXM) — a single-
center experience” oswiadczam, iz moj wilasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

nadzor merytoryczny nad koncepcja publikacji, metodyka oraz interpretacja wynikoéw.
Moj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 20%.

Wktad mgr Nataszy Olszowskiej-Zaremby w powstawanie publikacji okreslam jako 70%,
obejmowat on: przygotowanie koncepcji artykutu, metodyki oraz interpretacji wynikow.

Jednoczes$nie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czgs$¢ rozprawy doktorskiej mgr

Nataszy Olszowskiej-Zaremby.

(podpis o$wiadczajacego)
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