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Mozliwosci diagnostyczne oceny ryzyka
immunologicznego hiorcy nerki
nrzed przeszczepieniem i po jego wykonani

Diagnostic options in pre- and post-transplant
immune risk assessment in kidney recipients

ABSTRACT

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

— improvement in immunological matching
for transplantation: using current methods
it is possible to determine complete panel
of ,safe” HLA antigens for each highly sen-
sitized recipient. Against this HLA antigens
recipient should not posses any detect-
able antibodies. Determination of specificity
of anti-HLA antibodies is also the basis for

a new, more sensitive and accurate method
of assessing immunization in so-called vir-
tual PRA, which determines the frequency
of probability a positive cross match against
representative population of potential donors.
Precise identification of the specificity of anti-
HLA antibodies in association with extend-
ing the range of HLA typing of donors and
recipients allows us to enter so-called virtual
Cross-Match, which is based on the best
HLA-typing selection and absolute avoiding
of donor’s HLA antigens against the recipient
has antibodies;

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

Immunological evaluation before and monitoring
after transplantation on the basis of modern immu-
nological diagnostics allows to obtain results com-
parable with a group of non-sensitized recipients.
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OCENA RYZYKA IMMUNOLOGICZNEGO
POTENCJALNYCH BIORCOW NEREK

ZA POMOCA METODY CYTOTOKSYCZNOSCI
ZALEZNEJ 0D DOPELNIACZA

Wsréd przyczyn wplywajacych na dhugosé
przezycia przeszczepu podstawowe znaczenie
maja czynniki immunologiczne: dobdr w za-
kresie HLA (human leukocyte antigen) [1] oraz
wczesniejsza immunizacja biorcy antygena-
mi HLA dawcy [2]. Do aloimmunizacji HLA,
czyli uczulenia na antygeny HLA wlasnego
gatunku, dochodzi bardzo atwo, poniewaz na-
leza one do jednych z najsilniej uczulajacych
[3, 4]. Przeciwdzialanie aloimmunizacji jest
niezwykle istotne, gdyz nawet po jednokrot-
nym zetknieciu z aloantygenem HLA komoérki
pamieci moga zachowac gotowos¢ do odpowie-
dzi wtérnej wiele lat po ekspozycji na antygen,
awedlug niektérych doniesien nawet przez cale
zycie [5]. Najczesciej do aloimmunizacji HLA
dochodzi podczas transfuzji. U 10% chorych
wytwarzaja si¢ przeciwciata anty-HLA juz po
pierwszej transfuzji, u 70% po wielokrotnych
transfuzjach. Mozna jej fatwo zapobiec, stosu-
jac filtrowanie preparatu krwiopochodnego.
Wsréd pozostalych przyczyn immunizacji na-
lezy wymieni€ cigze, inne przeszczepienia oraz
niektére uogodlnione infekcje poprzedzajace
przeszczepienia odpowiadajace za zjawisko
tak zwanej odpornosci heterologicznej. Infek-
cje prowadza do uczulenia okoto 10% chorych
na zasadzie mimikry molekularnej, czyli po-
dobiefistwa antygendw patogenu i antygenéw
przeszczepionego narzadu. Ponowne zakaze-
nie wirusem lub jego reaktywacja powoduje
rownolegla odpowiedZ gospodarza zaréwno
przeciwwirusowa, jak i skierowana przeciwko
antygenom przeszczepu [6].

Przeszczepienie nerki u biorcy wysoko
zimmunizowanego jest obarczone wyzszym ry-
zykiem odrzucania zaleznego od przeciwciat
(AMR, antibody mediatel rejection), a nawet przy
braku AMR przezycie przeszczepu w tej grupie
jest znaczaco gorsze, co moze si¢ wigzac z proce-
sem przewleklego odrzucania narzadu zalezne-
go od przeciwcial. Nawet znikome iloci przeciw-
ciat specyficznych wobec dawcy s wyktadnikiem
obecnosci komérek pamigci, ktérych klonalna
proliferacja moze w krotkim czasie doprowadzié
do uszkodzenia przeszczepu. Dlatego nalezy sto-
sowac coraz czulsze metody umozliwiajace pre-
cyzyjny dobor narzadu w oparciu o identyfikacje
szkodliwych przeciwcial.

Ponizej przedstawiono metody oceny
immunologicznej biorcy obecnie stosowane

w Polsce oraz ograniczenia z nich wynikaja-
ce. Dzieki zmianie systemu alokacji w Polsce,
przeprowadzonej pod koniec 2009 roku, istot-
nie zwigkszyl si¢ dostep do transplantacji dla
zimmunizowanych powyzej 50% PRA-CDC
(Panel Reactive Antibodies-Complement De-
pendent Citotoxicity) biorcow (z 15,7% w 2009
1. do 30,5% w 2010 r.) [7]. Jednak brak iden-
tyfikacji przeciwciatl uniemozliwia oceng skali
ryzyka transplantacji dla wysoko zimmunizo-
wanego biorcy. W obecnej praktyce stopien
uczulenia wyraza wynik testu mikrolimfocy-
totoksycznego PRA-CDC przeprowadzanego
metoda serologiczng w tedcie cytotoksycznosci
zaleznej od dopetniacza (CDC). Test polega
na ocenie obecnosci alloprzeciwciat wigzacych
dopetniacz w surowicy biorcy z panelem limfo-
cytéw pochodzacych od 30 niespokrewnionych
dawcéw krwi (indeks PRA) i ustaleniu od-
setka reakcji dodatnich. Test jest powtarzany
u zakwalifikowanego do przeszczepienia bior-
cy nerki co 12 tygodni w celu obserwowania
tendencji. PRA-CDC nie réznicuje ani swo-
istoSci, ani klasy przeciwcial anty-HLA. Ma
ograniczona warto$¢, gdyz wykrywa tylko prze-
ciwciata w wysokim mianie. W klasycznej, sto-
sowanej rutynowo postaci PRA-CDC istnieje
rowniez odsetek wynikow falszywie dodatnich
spowodowanych przeciwciatami IgM. Wynik
testu PRA-CDC jest $cile uzalezniony od do-
stepnego fenotypu HLA panelu limfocytow,
dlatego pojedynczy wynik PRA = 0% nie wy-
klucza obecnosci alloprzeciwciat wiazacych do-
petniacz, nawet w wysokim mianie wzgledem
innych dawcow.

Jesli wynik ostatniego testu PRA-CDC
wynosi > 80%, przeszczepienie u pacjenta jest
traktowane jako obligatoryjne, po spelieniu
warunku ujemne;j (-) proby krzyzowe;j.

Zaréwno proba krzyzowa (CM, cross
match), jak i ocena immunizacji (wcze$niej
wspomniane PRA-CDC) sa wykonywane
technika serologiczng (CDC). Préba krzyzo-
wa (CM-CDC) jest wykonywana bezpoSred-
nio przed transplantacja z limfocytami dawcy
(pochodzacymi z weztéw chtonnych lub §le-
dziony), jest jednak znacznie czulsza od testu
PRA-CDC w detekcji przeciwciat. Stosowane
sa bowiem wydluzone czasy inkubacji oraz, jak
zaznaczono powyzej, inne zZrédito limfocytow.
Limfocyty do proby krzyzowej od zmartego
dawcy sa izolowane z jego weztéw chionnych,
gdzie znacznie wigcej (ok. 30%) jest limfocy-
téw B. We krwi obwodowej jest ich 3-krotnie
mniej. Limfocyty B zwigkszaja czulo§¢ wykry-
wania przeciwcial, poniewaz w stosunku do
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limfocytéw T maja wyzsza ekspresje antyge-
néw HLA klasy I (A, B, Cw) oraz wykazuja
ekspresje HLA klasy II (DR, DQ, DP). W nie-
ktérych o§rodkach (réwniez w Gdansku) probe
krzyzowa wykonuje si¢ z dodatkowo zaggszczo-
na pula limfocytéw B, gdzie ich odsetek siega
80-90%, nie ma jednak jednoznacznych krajo-
wych wytycznych z tego zakresu [8]. W przy-
padku przeszczepéw od zywych dawcow nie
ma mozliwoSci pobierania weztéw chtonnych
i decyzja o transplantacji nie powinna si¢ opie-
ra¢ na teScie CM-CDC. W takich przypad-
kach wykonuje si¢ probe krzyzowa metoda
cytometrii przeplywowej (FCXM, flow cyto-
metry cross-match) z limfocytami T oraz B. Za
pomoca FCXM wykrywa si¢ znacznie nizsze
miana alloprzeciwciat w poréwnaniu z klasycz-
na, serologiczng préba krzyzowa (CM-CDC).
Negatywny wynik FCXM ogranicza wystapie-
nie wezesnego odrzucania zaleznego od prze-
ciwcial, jednak kosztem zwigkszonego odsetka
wynikow falszywie pozytywnych (IgG, niewig-
zace dopehiacza). Wydaje si¢ jednak, ze ruty-
nowe wykonanie FCXM niezaleznie od sero-
logicznej proby krzyzowej przyniostoby istotne
korzysci w postaci informacji o zwigkszonym
zagrozeniu wystapieniem AMR. W osrodku
gdanskim FCXM jest wykonywana do 24 go-
dzin od zabiegu transplantacji jako wskaznik
ryzyka odrzucania. W grupie pacjentéw z do-
datnim FCXM dochodzi 2-krotnie czgéciej do
odrzucania naczyniowego (28,9% z [+] FCXM
v. 12,6% z [-] FCXM w grupie 455 biorcéw),
a roczne przezycie przeszczepu jest o 10% niz-
sze (84% v. 94%) [9].

OCENA RYZYKA IMMUNOLOGICZNEGO BIORCOW
ZGtOSZONYCH DO RETRANSPLANTACJI

Dla pacjentéw zgloszonych do retrans-
plantacji czynnikiem dyskwalifikujacym jest
powtdrzona niezgodno§¢ HLA z dawca (HLA-
-MM, mismatch), niezaleznie od przyczyny
utraty nerki, a w konsekwencji mozliwoSci
i ryzyka immunizacji. Na przyklad biorca, ktory
w przesztosci otrzymal nerke od dawcy z an-
tygenami HLA-A1,B8,DR7, a sam takich an-
tygenéw nie posiada, zgtoszony po raz kolejny
na liste¢ oczekujacych nie bedzie badany, gdy
dawca ma ktorakolwiek z tych swoistosci anty-
genowych. Sytuacja ta odnosi si¢ do wszystkich
przypadkéw, nawet jesli u biorcy nie odnoto-
wano obecnoSci przeciwcial anty-HLA, czyli
nie wytworzyt ich w czasie poprzedniej trans-
plantacji wzgledem antygenéw poprzedniego
dawcy. Zatozenie to nie jest ujete w zasadach
alokacji, ale w praktyce biorca nie pojawi si¢
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na liScie oczekujacych, jesli u dawcy wystepuje
HLA-MM. Problem widaé szczegdlnie u nie-
zimmunizowanych biorcéw zgloszonych do
retransplantacji, ktérzy maja z poprzednim
dawca niezgodno$¢ z czesto wystepujacym
w populacji antygenem. I tak na przyktad sam
antygen HLA-A2 wystepuje w 20% populacji
kaukaskiej, co oznacza dla biorcy 20-procento-
we mniejsze szanse na przeszczepienie. Zato-
zenie, ze kazda niezgodno$¢ HLA jest przyczy-
na immunizacji, nie wydaje si¢ w petni zasadna.
W badaniach o$rodka gdafiskiego nawet
w grupie zimmunizowanych biorcéw (PRA-
-CDC > 50%) oczekujacych na kolejny prze-
szczep, 8,1% (3 z 37 biorcéw) nie posiadato
przeciwcial przeciwko zadnej niezgodnoSci
HLA z poprzednim dawca. Ponadto, tylko wo-
bec 68,13% wszystkich poprzednich niezgod-
nosci wykazano obecno$¢ przeciwcial DSA-
-specyficznych (donor specific antibodies) [10].
Prawdopodobiefistwo wytworzenia przeciw-
cial przez biorce mozna okresli¢ w programie
HLAMatchmaker®, ktory okreSla stopien im-
munogennos$ci kazdego niezgodnego antygenu
HLA wobec petnego haplotypu HLA biorcy.
Stopiefi niezgodnoSci wyrazany za pomoca
liczby niezgodnych immunogennych miejsc
(tzw. mmEp, mismatch aminoacids eplets)
przektada si¢ na prawdopodobiefistwo wytwo-
rzenia przeciwcial przez biorcg [11-13]. Co
wiecej, w ten spos6b mozna tez okresli¢ catko-
wicie bezpieczne dla danego biorcy niezgod-
nosci HLA, ktére nie beda indukowaly odpo-
wiedzi humoralnej, co znajduje zastosowanie
w europejskim programie dla zimmunizowa-
nych AMP: Acceptable Mismatch Programme
prowadzonym przez Eurotransplant Reference
Laboratory (ETRL) dla Eurotransplantu.
Przyjete w Polsce postepowanie zmniej-
szajace niestety szanse biorcow zgloszonych
do retransplantacji na kolejny przeszczep uza-
sadnia fakt stosowania metody serologicznej
(CDC) do oceny immunizacji (PRA-CDC)
i do préby krzyzowej (CM-CDC). Niedosta-
teczna czuto§¢ metody serologicznej PRA-
-CDC, brak mozliwosci réznicowania ich klasy
(PRA-CDC nie wykrywa klasy II HLA) i swo-
istodci to przyczyny przyjecia zachowawczej
zasady unikania powtdrzonych niezgodnoSci
HLA przy kolejnych przeszczepieniach.
Podsumowujac, nalezy zaznaczy¢, ze pe-
fen obraz poziomu zimmunizowania pacjenta
zgloszonego do transplantacji powinien obej-
mowacé oznaczenie klasy i swoistosci przeciw-
cial anty-HLA w ich niskich mianach. Test
PRA-CDC, ktéry funkcjonuje w formie nie-



zmienionej od konca lat 60. XX wieku, nie
dostarcza takich informacji. Brak mozliwo-
Sci r6znicowania klasy przeciwcial anty HLA
i ich swoistoSci sprawia, ze diagnostyka oparta
na PRA-CDC zmniejsza szans¢ chorych zglo-
szonych do retransplantacji. Test PRA-CDC
z uwagi na ograniczong czulo§¢ oznaczenia
(nie wykrywa niskich stezefi przeciwcial) nie
nadaje si¢ rowniez do monitorowania alloprze-
ciwcial po przeszczepieniu w warunkach im-
munosupresji. W przypadku transplantacji od
dawcéw zywych proba krzyzowa CM-CDC nie
jest wystarczajacym narzedziem do oceny ryzy-
ka immunologicznego, tym samym nie pozwala
na podjecie bezpiecznej decyzji o transplantacji.
W zwiazku z ograniczeniami obecnie sto-
sowanej PRA-CDC wprowadzono do immu-
nologicznej diagnostyki inne metody, ktore
opisano ponizej. Umozliwiaja one poznanie
klasy i swoistoSci przeciwciatl, a w konsekwencji
precyzyjna oceng stopnia immunizacji i ryzyka
zwigzanego z transplantacja i retransplantacja.
Umozliwiaja réwniez monitorowanie odpo-
wiedzi immunologicznej po przeszczepieniu.

INNE METODY OCENY STOPNIA IMMUNIZACJI
POTENCJALNYCH BIORCOW

Poréwnujac liczebno$¢ zimmunizowanych
biorcow w Polsce do danych $wiatowych, za-
uwaza si¢ istotna roznicg: w Polsce zakwalifiko-
wani biorcy PRA > 80% stanowig okoto 1,7%,
w Stanach Zjednoczonych (UNOS) biorcéw ta-
kich jest 15,8% [14]. W Wielkiej Brytanii zim-
munizowani (PRA > 10%) stanowig 41% listy
oczekujacych [15], w tym spoSrdd zgloszonych
do retransplantacji az 52% jest zimmunizo-
wanych wysoko (PRA > 85%) [16]. Przyczy-
na niedoszacowania grupy zimmunizowanych
w Polsce jest inny rodzaj technik stuzacych oce-
nie immunizacji. Mimo powszechnie stosowa-
nej wspdlnej nazwy dla oceny immunizacji, za
skrotem PRA kryja sie¢ r6zne metody o zupet-
nie innej czuloSci i whasciwoSciach. W Polsce
PRA oznacza wykorzystanie wczeSniej opisa-
nej metody serologicznej (CDC). W krajach
Eurotransplantu (ET), Wielkiej Brytanii czy
w Stanach Zjednoczonych (UNOS) stosuje si¢
testy fazy statej (SPA, solid phase assay) z wy-
korzystaniem fluorymetru przeptywowego (Lu-
minex), cytometru przeptywowego czy techniki
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
z identyfikacja swoistoSci przeciwcial anty-
-HLA oraz rozréznieniem ich klasy [15, 17, 18].

Najpowszechniej do identyfikacji prze-
ciwcial jest uzywany fluorymetr przeptywowy

Luminex. W metodzie wykorzystuje si¢ poli-
styrenowe, fluorescencyjne mikrokulki pokryte
oczyszczonymi antygenami HLA klasy I lub II.
Indywidualna fluorescencja mikrokulek, ktora
wzbudza §wiatto czerwonego lasera, umozliwia
zrdéznicowanie rodzaju antygenu HLA pokry-
wajacego mikrokulke. W jednej prébce mozna
rownoczesnie bada¢ do 100 réznych swoistosci
przeciwcial. Po zwiazaniu przez mikrokulke
przeciwciata anty-HLA z badanej surowicy do-
daje si¢ antyludzkie przeciwciato IgG sprzgzo-
ne z barwnikiem fluorescencyjnym — fikoery-
tryna. W ten sposob sa znakowane mikrokulki,
ktére zwiazaly przeciwcialo z badanej surowicy
o okreslonej swoistosci i klasie.

Jesli przeciwcialo z surowicy zostanie
zwigzane, kompleks taki bedzie wzbudzony
Swiattem drugiego — zielonego lasera. Od-
powiednie oprogramowanie przetwarza dane
z detektoréw fluorescencji i przedstawia wynik
reakcji w postaci Sredniej fluorescencji MFI
(mean flurescent intensity) kazdej mikrokulki
optaszczonej danym antygenem. Warto$¢ MFI
jest proporcjonalna do zawartoSci przeciwciala
anty-HLA w badanej surowicy (ryc. 1). W za-
leznoSci od rodzaju testu mikrokulki sa pokry-
te jednym antygenem (testy typu single antigen)
lub szeScioma antygenami (testy typu screening
i PRA), co przektada si¢ na rozdzielczo$¢ te-
stu. W pierwszej kolejnosci jest wykonywany
skrining anty-HLA IgG, kt6ry daje odpowiedz,
czy sa obecne przeciwciata anty-HLA i w kt6-
rej klasie (I i /lub II) oraz czy sa obecne prze-
ciwciata endotelialne anty-MICA. Antygeny
MICA obecne sa na nabtonku kanalikéw ner-
kowych, a obecno$¢ przeciwciat anty-MICA
moze powodowac odrzucanie [19]. Testy typu
screening cechuje najnizsza rozdzielczo$¢. Ich
zaleta sa wysoka czuto$¢ i niski koszt. W razie
pozytywnego wyniku jest zalecane wykonanie
testu typu PRA w odpowiedniej klasie. Tu po-
jedyncza mikrokulka o danej fluorescenc;ji jest
oplaszczona 6 antygenami z danego locus kla-
sy I (HLA-A, B, Cw) lub klasy II (DR, DQ,
DP). Czgstos¢ populacyjna wystgpowania po-
szczegOlnego antygenu w przyblizeniu pokry-
wa si¢ z iloScig mikrokulek optaszczonych da-
nym antygenem. Na podstawie tej zaleznoSci
jest wyliczamy %PRA jako (%) mikrokulek
okreSlonych jako pozytywne. Test wykazuje
posrednia rozdzielczo$¢, nie mozna na jego
podstawie okresli¢ kompletu ,bezpiecznych”
dla biorcy antygenéw, tak zwanych akcepto-
walnych niezgodnosci, poniewaz duza cze§¢
z nich jest zamaskowana. Test stuzy do wyodreb-
nienia grupy wysoko zimmunizowanych bior-
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Rycina 1. Uproszczony schemat wykrywania swoistosci alloprzeciwciat anty-HLA metoda flu-
orymetrii przeptywowej (test typu Single Antigen, klasa l). Objasnienie w tekscie (Zrodfo: na
podstawie http://media.progen.de)
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cow (PRA > 85%), u ktérych nalezy wykonad
test typu single antigen o najwyzszej rozdziel-
czosci, gdzie dana mikrokulka jest optaszczo-
na tylko jednym antygenem, przez co mozna
opisaé wszystkie istotne swoistosci anty-HLA
z danej klasy. Metoda single antigen znajduje
gléwne zastosowanie w okreslaniu akceptowal-
nych niezgodno$ci w programach dla wysoko
zimmunizowanych oraz w monitorowaniu ste-
Zenia przeciwciat DSA-specyficznych po prze-
szczepieniu.

Oznaczenie swoistoSci anty-HLA pozwala
na dalsze dziatania polegajace na wprowadzeniu
konkretnych swoistosci anty-HLA w zakresie
HLA-A, B, (Cw), DR, (DQ), (DP)_do ogdlno-
dostgpnego programu: calculated PRA (cPRA)
w Stanach Zjednoczonych (listy UNOS) [20, 21]
lub virtual PRA (vPRA) w Eurotransplancie [22]
(opisany ponizej). Wynik PRA jest kalkulowany
w odniesieniu do czestosci populacyjnej wpro-
wadzonych swoistosci anty-HLA. Czesto$¢ an-
tygendéw HLA jest okre§lona w duzych grupach,
na przyktad vPRA opiera si¢ na 4000 dawcow
oznaczonych w krajach Eurotransplantu. Po-
znanie konkretnych swoisto$ci anty-HLA po-
zwala réwniez na precyzyjne znalezienie dawcy
dla wysoko immunizowanego biorcy. Na przy-
ktad wysoko zimmunizowany biorca z wynikiem
cPRA lub vPRA > 80%, ale bez obecnych DSA
wobec konkretnego dawcy, ma zapewnione
przeszczepienie obligatoryjne.

Mozna si¢ spodziewad, ze przy zastoso-
waniu oznaczania swoistoSci przeciwcial li-
czebno$¢ biorcow wysoko zimmunizowanych
(vVPRA > 80%) w Polsce bylaby 10-krotnie
wyzsza i przekraczataby 200, co potwierdzaja
wyniki badaf O§rodka Gdanskiego [10].

PROGRAMY DLA IMMUNIZOWANYCH BIORCOW

Od wprowadzenia techniki CDC (lata 70.
XX wieku) dokonat si¢ ogromny postep w za-
kresie oceny odpowiedzi humoralnej w ruty-
nowej praktyce, mozliwe stato si¢ precyzyjne
roéznicowanie, ktore z przeciwciat anty-HLA
moga by¢ szkodliwe dla biorcy (ryc. 2) [23].
W dobie mozliwosci okreSlania swoistoSci prze-
ciwciatl powstato wiele programéw dla wysoko
zimmunizowanych biorcéw [24], takich jak
Algorytm Uniwersytetu Emory w ramach list
United Network for Organ Sharing (UNOS),
Stany Zjednoczone [17], Program Akceptowal-
nych NiezgodnoS§ci w ramach Eurotransplantu
(ET-AMP) [25-27] z péiniejsza modyfikacja
uwzgledniajaca charakterystyke immunogen-
nych epitopéw antygenéw HLA dla biorcy
z uzyciem oprogramowania HLAMatchma-



ker® [15, 28-30], oraz wytyczne dla detekcji
i charakteryzacji klinicznie istotnych przeciwciat
w allotransplantacjach w ramach Brytyjskiego
Towarzystwa Transplantacyjnego i Immuno-
genetycznego (British Transplantation Society
i British Society for Histocompatibility and Immu-
nogenetics) [31, 32]. W przypadku wymienionych
programéw do przeszczepiania dla zimmunizo-
wanego chorego dochodzi tylko w przypadku
znalezienia dawcy, wobec ktdrego biorca nie
wytwarza przeciwcial. W przypadku chorych
wysoko zimmunizowanych jest to przeszczep
obligatoryjny. Dane dotyczace akceptowalnych
niezgodnos$ci HLA sa wprowadzane i biezaco
aktualizowane w programach komputerowych
stuzacych do alokacji narzadéw (analogicznych
z polskim programem Krajowych Rejestrow
Transplantacyjnych). Kazdy biorca posiada tez
pelna informacje dotyczaca swoistosci wykrytych
przeciwcial. Nie ma natomiast zgodnosci co do
poziomu odcigcia dla wykrywanych przeciwcial.
Rozpigtosé fluorescencji (MFI) uznawanejza po-
zytywna waha si¢ tu w granicach 500-3000 MFL.
W obliczu czgstosci wystepowania przeciwcial
anty-Cw, DQ, DP ewoluuje réwniez zakres
doboru tkankowego na podstawie tych antyge-
néw. Programy bezpiecznego przeszczepiania
zimmunizowanych sa stale doskonalone i réz-
nig si¢ w poszczeg6lnych krajach. Wplywaja na
to obszar geograficzny, ktéry obejmuje dany
program, zageszczenie ludnoSci oraz udzial
przeszczepéw od zywych dawcéw. Wspdlnym
mianownikiem tych programéw jest przezycie
przeszczepu u wysoko zimmunizowanego bior-
cy bez przeciwciat DSA poréwnywalne z prze-
Zyciem przeszczepu u niezimmunizowanych,
mozliwos$¢ stosowania odpowiedniego (nieko-
niecznie bardzo silnego) protokotu immuno-
supresji i wbrew przewidywaniom zwigkszony
dostep do przeszczepu dla biorcy zimmunizo-
wanego. Prawie 60% pacjentéw wysoko zimmu-
nizowanych otrzymato przeszczep w ciagu 2 lat
od wprowadzenia programu ET-AMP. Dla po-
réwnania, wedlug wczesniejszych zasad (KAS-
-ET: Kidney Allocation System, Eurotransplant),
biorcy ci mieliby tylko 20% szans na przeszcze-
pienie w tym samym czasie [26].

VIRTUAL CROSS-MATCH

Dzigki wysokiej przewidywalnosci wyniku
proby krzyzowej na podstawie wczeSniejszego
okreSlenia swoistoSci anty-HLA dopuszczo-
no w rutynowym stosowaniu tak zwany virtu-
al cross-match, czyli dobor nerki dla pacjenta
wysoko zimmunizowanego (cPRA > 80%) na
podstawie braku przeciwcial anty-HLA prze-

Virtual Croos-Match
Cytolitic FCXM
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na cytometrze: flexset

Réznicowanie przeciwciat

2000

Luminex:
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1980 Flow Cytometry
Wzmocnienie ll-rzgdowym Cross-Match (FCXM)
przeciwciatem (AHG-CDC)

1960 Metoda stosowana rutynowo w Polsce

Cytotoksyczno$¢ zalezna od dopetniacza (CDC)

Rycina 2. Ewolucja immunologicznej diagnostyki oceny odpowiedzi humoralnej w rutynowej
praktyce. W ramce zaznaczono metode stosowang w Polsce (zrodto: na podstawie [23])

ciwko zgloszonemu dawcy [18, 32-34]. Co
wiecej, w przypadku pacjentéw niezimmuni-
zowanych (na podstawie skriningu anty-HLA
Luminex) dopuszcza si¢ dobdr na podstawie
pozostatych, obowiazujacych w danym kra-
ju zasad alokacji z wylaczeniem koniecznoSci
przeprowadzania prospektywnej proby krzy-
zowej z dawca [32]. Oprocz dokladnej charak-
terystyki wytwarzanych przez biorcg przeciw-
cial kluczem dla powodzenia aplikacji virtual
cross-match jest rozszerzenie zakresu doboru
tkankowego o HLA-Cw, DQ oraz DP. Obec-
nie dob6r w Polsce jest prowadzony w zakresie
HLA-A, B, DR. Na przyktad aplikacja virtual
cross-match w Stanach Zjednoczonych pro-
wadzona w ramach programu przeszczepien
od zywych dawcéw poprawnie przewidywala
wynik FCXM tylko w 43% w 2009 roku. Pod
koniec 2010 roku zwiekszyta si¢ do 91% dzigki
rozszerzeniu zakresu typowania dawcy i biorcy
o locus HLA-Cw, DQ, DP oraz ujednoliceniu
zasad okreslania nieakceptowanych niezgod-
nosci w cPRA [34-36].

WPLYW NA PRZEZYCIE PRZESZCZEPU
OBECNOSCI SPECYFICZNYCH

WOBEC DAWCY PRZECIWCIAL ANTY-HLA
PRZED TRANSPLANTACJA

Mimo uplywu juz prawie 8 lat od wpro-
wadzenia wysoko czulych testow fazy stalej
do algorytméw diagnostycznych ich wplyw na
powodzenie transplantacji szczegllnie w ni-
skich mianach wciaz jest szeroko dyskutowany
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[37-39]. Przeszkod¢ stanowi brak mozliwosci
réznicowania zaleznej od dopetniacza litycz-
nosci przeciwcial. Obecnie problem wydaje
si¢ rozwiazany przez mozliwo$¢ zastosowania
przeciwciata anty-Clq [40] lub anty-C4d [41],
skierowanych przeciwko skladowym dopet-
niacza wykrywalnych tylko w razie obecnoSci
podklas IgG1 oraz IgG3 alloprzeciwcial an-
ty-HLA. Réznicowanie litycznosci alloprze-
ciwciat DSA jest mozliwe tez podczas proby
krzyzowej metoda cytometrii przeptywowej
z modyfikacja pozwalajaca na identyfikacje ko-
moérek uszkodzonych pod wplywem przeciw-
cial wiazacych dopetniacz [42, 43]. Kolejnym
problemem byt poziom odcigcia przyjmowany
dla wysoko czulych testow typu single antigen
idefinicja nieakceptowanej niezgodnosci HLA.
W ostatnim czasie ukazato si¢ wiele badan
z tego zakresu [44-46]. Na uwage zasluguja
wyniki ostatniej pracy Lefaucheur i wsp. [47].
W grupie 402 biorcéw przeszczepu w bada-
niach retrospektywnych obejmujacych 8-letni
przedzial czasowy okreslili réznice w czasie
przezycia przeszczepu, czegsto$¢ incydentow
AMR w odniesieniu do poziomu (MFT) wykry-
walnych przeciwcial o swoistosci DSA. Przed
przeszczepieniem w surowicy historycznej
o maksymalnym indeksie PRA, preformowane
DSA przeciwciata byly wykrywalne u 70,3%
(n = 83). Wsrdd biorcow DSA(+) przezycie
przeszczepu byto zasadniczo krétsze: w pierw-
szym roku o 10% (95 v. 85%), w 5. roku rézni-
ca wynosita 18% (89,2 v. 71,2%), w 8. az 22%
(83,6 v. 60,8%). Co wigcej, sama immunizacja
nie stanowita czynnika ryzyka, pod warunkiem
ze wérdd przeciwcial nie bylo DSA-specyficz-
nych. Na gorsze wyniki przezycia przeszczepu
nie miata wptywu klasa przeciwciat DSA-spe-
cyficznych; AMR w 40% poprzedzata obec-
no$¢ DSA, jednak nawet przy braku incyden-
tu AMR przezycie przeszczepu bylo krétsze
w grupie DSA(+): 69,5 v. 84,4%. Na wartos¢
prognostyczng silnie oddzialywat poziom DSA
wyrazony jako S$rednia fluorescencja MFI.
Wartosci DSA > 3000 MFI wiazaly si¢ istotnie
czesciej z incydentami AMR oraz przezyciem
przeszczepu w kazdym z badanych punktéw
czasowych. U 36,4% biorcow z potwierdzo-
nym AMR stwierdzono przeciwciala DSA
w iloSci przekraczajacej 3000 MFI. Przy po-
ziomach DSA w granicach 465-3000 MFT cze-
sto§¢ AMR wynosita 18,7%, a ponizej 465 MFI
AMR zaobserwowano tylko w 0,9%.

Na podstawie powyzszych danych oraz
doswiadczen krajow juz korzystajacych z wy-
nikéw identyfikacji alloprzeciwcial na rycinie
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3 zaprezentowano algorytm ich identyfikacji
u biorcéw zgltoszonych do przeszczepu.

PRZECIWCIALA ANTY-HLA PO PRZESZCZEPIENIU

Przed wprowadzeniem wysoko czulych
technik oceny specyficznosci przeciwcial an-
ty-HLA monitorowanie odpowiedzi humo-
ralnej nie bylo mozliwe, gdyz w warunkach
immunosupresji czuto$¢ metody serologiczne;j
(CDC) byla niewystarczajaca. W praktyce,
w razie pogorszenia funkcji nerki, czego jedna
z przyczyn moze by¢ odrzucanie wykonuje si¢
biopsj¢ nerki [48]. Tymczasem takie objawy,
jak wzrost kreatyniny, pogorszenie kontroli
ciSnienia tetniczego czy pojawienie si¢ biat-
komoczu, moga juz odpowiadaé znacznemu
uszkodzeniu tkanki nerkowej. Ponadto okoto
1/3 potwierdzonych histologicznie epizodéw
ostrego odrzucania przebiega subklinicznie, to
znaczy przy prawidlowych wartoS$ciach kreaty-
niny i braku innych objawéw klinicznych [49].
Przyjete postepowanie sprawdza si¢ w utrzy-
mania przeszczepu w krétkim okresie, gdzie
ostre odrzucanie stosunkowo tatwo odwrécic,
jednak gdy proces jest subkliniczny i przebie-
ga przewlekle, tatwo przeoczy¢ moment, gdy
jeszcze mozna zastosowaé skuteczne leczenie
lub zwigkszy¢ natezenie immunosupresji, aby
zapobiec dalszemu tworzeniu si¢ przeciwciat
przeciw antygenom nerki [50]. Monitorowa-
nie obecnosci przeciwcial po przeszczepieniu
wciaz nie jest rutynowym dziataniem, ale ob-
szarem intensywnie badanym [51, 52]. Szcze-
golnie istotna jest produkcja de novo przeciw-
cial anty-HLA, nie tylko DSA-specyficznych.
W efekcie badafi prowadzonych wspdlnie
przez ponad 20 oSrodkéw w ramach 13" Inter-
national Histocompatibility Workshop zbadano
facznie 1329 biorcéw przeszczepu nerki bez
wykrywalnych przeciwciat anty-HLA przed
przeszczepem [53]. Przeciwciala anty-HLA
de novo wystapily u 25,7% biorcoéw, przy czym
w zaleznoS$ci od metody (ELISA, cytometria,
Luminex) ich wykrywalno$¢ wahata si¢ od
15,9% (ELISA) do 25,7% (Luminex). Dodat-
kowo, u 5,3% biorcow pojawily si¢ przeciwcia-
fa endotelialne typu anty-MIC. Wigkszo$¢ an-
ty-HLA(+) biorcéw wytwarzata przeciwciata
w pierwszym roku i utrzymywata je na podob-
nym poziomie. Roczne przezycie przeszczepu
u biorcéw, ktérzy wytworzyli de novo przeciw-
ciata, byto nizsze 0 3% (96% v. 93%) (prze-
szczep od dawcy zmartego) i 6% (zywy daw-
ca). Czteroletnie przezycie przeszczepow de
novo anty-HLA(+) wyniosto 58% (n = 158),



w poréwnaniu z 81% anty-HLA(-). De novo
obecno$¢ przeciwcial anty-MIC wigzata sie¢
z gorszym przezyciem nerki (o 9%). Najwy-
datniej na przezycie przeszczepu wplywaja
przeciwciata anty-HLA o swoistosci DSA
obecne wsrdd innych swoistoSci wytworzo-
nych de novo. Juz w pierwszym roku przezycie
przeszczepu wynosito 64% v. 92%. De novo
DSA przeciwciala wykryto jednak tylko u 12
z 74 biorcéw anty-HLA(+). Na niska wykry-
walnos$é DSA-specyficznych przeciwcial moze
mieé wplyw ich adsorpcja w tkance przeszcze-
pu. W badaniach retrospektywnych u 53 pa-
cjentéw z niewydolnoScia przeszczepionej
nerki, a potem nefrektomia, w okresie po-
przeszczepowym zaledwie u 16% byly obecne
przeciwciata swoiste dla HLA dawcy (DSA),
natomiast liczba biorcow z przeciwciatami
anty-HLA nie-DSA wzrosta w tym okresie
z 38% do 87%. Liczba biorcéw DSA-pozytyw-
nych wzrosta wydatnie dopiero po nefrektomii
(z 16 do 84%) [54]. Podobne obserwacje po-
czynili takze wczesniej Adeyi i wsp. [55]. Na
pytanie o wzrost po przeszczepieniu liczby
zimmunizowanych przy braku u wiekszoSci
przeciwcial DSA-specyficznych odpowiadaja
niezaleznie Rosenberg i wsp. [56] oraz Mao
iwsp. [57]. Zaobserwowano, ze panel swoisto-
Sci aloprzeciwcial HLA nie-DSA wytwarzany
de novo po przeszczepieniu SciS§le odpowiada
immunogennym epitopom dla biorcy w rela-
cji do danego dawcy. Immunogenno$¢ graftu
dla biorcy okre§lano za pomoca programu
Duquesnoya HLAMatchmaker® [58]. Moze
to wskazywad, ze wszystkie pojawiajace sie de
novo przeciwciala anty-HLA (niekoniecznie
DSA-specyficzne) lub ich nasilenie jest wy-
kladnikiem aktywacji odpowiedzi humoral-
nej i moze byé zagrozeniem dla przeszczepu.
Dlatego tak wazne jest ustalenie algorytmu
monitorowania przeciwciat anty-HLA po
przeszczepieniu, dajace szans¢ na odniesienie
biezacego wyniku badania do poprzednich.
Jednoczesnie brak przeciwciat DSA-specyficz-
nych w panelu wykrywanych przeciwcial anty-
-HLA po przeszczepieniu nie musi oznaczaé
braku ich produkgji.

PODSUMOWANIE

Ocena ryzyka immunologicznego pro-
wadzona na podstawie metod serologicznych
(PRA-CDC) jest niewystarczajaca i odbiega
od standardéw §wiatowych. Gléwne wady tych
metod to: niska czuto$¢, brak mozliwosci roz-
nicowania klasy przeciwciat oraz ich swoistoSci

umozliwiajacych wskazanie przeciwcial DSA-
-specyficznych. Metody serologiczne stosowa-
ne w prébie krzyzowej (CM-CDC) sa czulsze,
gléwnie z uwagi na inny rodzaj matrycy HLA
(wezly chlonne dawcy). Jednak w przypadku
przeszczepow od zywych dawcow, gdzie matry-
ca pozostaja limfocyty krwi obwodowej dawcy,
metoda jest niewystarczajaca. W takich przy-
padkach decyzja o transplantacji powinna by¢
oparta na wyniku préby krzyzowej wykonanej
metoda cytometrii przeptywowe;j z limfocytami
T oraz B (FCXM); FCXM moze stanowi¢ tak-
ze cenny wskaznik ryzyka zagrozenia odrzuca-
niem u biorcéw przeszczepu od dawcy zmarte-
go. W takim przypadku moze by¢ wykonywana
w krotkim czasie po transplantacji.

Wiaczenie do standardu diagnostyczne-
go wysoko czulych metod umozliwiajacych
doktadng identyfikacje jakoSciowa i iloSciowa
alloprzeciwcial u zimmunizowanych chorych
oczekujacych na przeszczepienie narzadu una-
czynionego pozwoliloby na identyfikacje cho-
rych z podzialem na grupy niskiego, §redniego
i wysokiego ryzyka immunologicznego. W pra-
¢y przedstawiono propozycje zmodyfikowane-
go algorytmu doboru do przeszczepu (ryc. 3).
Doktadna ocena alloprzeciwcial anty-HLA
oraz rozszerzenie zakresu typowania dawcy
i biorcy o antygeny HLA-Cw, DQ, DP pozwo-
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lity takze w niektdrych krajach na wprowadze-
nie tak zwanego virtual cross-match, co oprocz
usprawnien logistycznych §wiadczy o wysokiej
wiarygodnosci testow identyfikujacych allo-
przeciwciata.

Przedtransplantacyjna identyfikacja pa-
cjentéw, zwlaszcza Sredniego i wysokiego ry-
zyka, bylaby wskazéwka dla klinicysty, decy-
dujaca o przeszczepieniu i ustaleniu protokotu
immunosupresji.

Korzysci z rutynowego stosowania przed-
stawionych badan diagnostycznych i propono-
wanego algorytmu dotyczylyby:

— wlasciwego /lepszego doboru immunolo-
gicznego (realna ocena immunizacji bior-
cow w klasie I'1 IT HLA);

STRESZCZENIE

Mimo ogromnego postepu, jaki dokonat sie w za-
kresie stosowanych lekow immunosupresyjnych,
WCcigz jedng z przyczyn utraty nerki jest odrzucanie.
Szczegodlnie zagrozeni tym powikfaniem sg biorcy
zimmunizowani, ktorzy w wiegkszym stopniu niz
biorcy niezimmunizowani s narazeni na ryzyko
odrzucania humoralnego. Ten typ odrzucania moze
wystgpi¢ zarowno we wczesnym okresie po trans-
plantacii, jak i by¢ przyczyna utraty nerki z przyczyn
immunologicznych w pozniejszym okresie. Przekfa-
da sie to na znacznie gorsze wyniki transplantacji
w tej grupie chorych.
Rozwigzania nowoczesnej diagnostyki immunolo-
gicznej moga przyniesc istotne korzySci zarowno
na etapie doboru do przeszczepu, jak i monitoro-
wania odpowiedzi po transplantaciji. W pracy przed-
stawiono metody pomiaru i oceny immunizacji na
podstawie identyfikacji swoistosci alloprzeciwciat
anty-HLA i ich wykorzystanie na etapie:
— poprawy doboru do przeszczepienia — za
pomocg obecnych metod mozliwe jest okre-
Slenie u zimmunizowanego biorcy kompletnej
grupy ,bezpiecznych” antygenow HLA, wo-
bec ktorych nie wykrywa sie u niego przeciw-
ciat. Oznaczenie swoisto$ci przeciwciat anty-
-HLA jest tez podstawg dla nowej, czulszej

— mozliwos$ci oceny immunogennoS$ci wyty-
powanej pary w programie Eurotransplan-
tu HLA-Matchmaker);

— zwigkszenia dostgpu do transplantacji (do-
datkowe punkty dla chorych z grupy okreSlo-
nej w PRA-CDC jako stabo zimmunizowani);

— zwigkszenia szansy pacjentéw zgloszonych
do retransplantacji (ustalenie braku allo-
przeciwcial, pomimo niezgodnosci (MM)
z poprzednim dawca).

Waznym aspektem jest takze potran-
splantacyjne monitorowanie pojawiania si¢ de
novo przeciwcial anty-HLA, a zwlaszcza DSA.
Badania takie pozwolilyby podejmowac szyb-
sze decyzje o modyfikacji leczenia, szczegdlnie
w przypadku proceséw subklinicznych.

i doktadniejszej metody oceny immunizacji,
tak zwanej virtual PRA, czyli okresleniu czg-
stosci prawdopodobienstwa dodatniej proby
krzyzowej wobec reprezentatywnej populacji
potencjalnych dawcow. Precyzyjna iden-
tyfikacja swoistosci przeciwciat anty-HLA
W pofgczeniu z rozszerzeniem zakresu typo-
wania antygenow HLA u dawcow i biorcow
umozliwia wprowadzenie tak zwanego virtual
cross-match, ktory jest oparty na najlepszym
doborze HLA przy jednoczesnym bezwzgled-
nym unikaniu antygenow HLA dawcy, wobec
ktdrego biorca posiada przeciwciafa;

— monitorowania odpowiedzi humoralnej po
przeszczepieniu jako identyfikacja przeciw-
ciat specyficznych dla HLA dawcy, tak zwa-
ne donor specific antibody.

Ocena immunologiczna przed przeszczepieniem
i monitorowanie po przeszczepieniu na podstawie
nowoczesnej diagnostyki immunologicznej umoz-
liwia uzyskanie wynikow porownywalnych z grupg
biorcow niezimmunizowanych.
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Stowa kluczowe: transplantacja nerki,
alloprzeciwciata anty-HLA, odrzucanie zalezne od
przeciwcial, techniki Luminex, testy LSA (luminex
single antigen), DSA (donor specific antibodies)
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