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HLA — humani levkocitni antigeni (angl. Human Leucocyte Antigens)
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Ty — CD4" celice T pomagalke

DC — dendriti¢ne celice

DTH — reakcije zapoznele preobcutljivosti

CTL — CD8" citotoksi¢ni limfociti T

IL-2 — interlevkin-2

IFN-y — interferon gama

IFN-B — interferon beta

PBMC — mononuklearne celice iz periferne krvi (angl. Peripheral Blood Mononuclear Cells)
PRA — pozitivne reakcije s celicami panela (angl. Panel Reacting Antibodies)

DTT — ditiotreitol (angl. Dithiothreitol)

PE — fikoeritrin

SA — streptavidin

LXM — navzkrizni preizkus z metodo Luminex™

LSA —test LABScreen Single Antigen

CTT — Center za tipizacijo tkiv

EFI — Evropska federacija za imunogenetiko

DSA - za darovalceve antigene HLA specifi¢na protitelesa (angl. Donor Specific Antibodies)
MFI — povprecna vrednost intenzitete fluorescence (angl. Mean Fluorescence Intensity)

OGF — ocena glomerularnega pretoka
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POVZETEK

Pri presaditvi ledvic igrajo izjemno pomembno vlogo v prejemniku predhodno prisotna
protitelesa anti-HLA, ki lahko povzrocijo zavrnitev presadka. Pri 100 bolnikih s presajenimi
ledvicami v UKC Ljubljana med leti 2000 in 2014 smo, z novo obcutljivo multipleksno
metodo Luminex®, ki temelji na pretodni citometriji, izvedli navzkrizne preskuse med
njihovimi serumskimi vzorci, odvzetimi tik pred presaditvijo ter lizati mononuklearnih krvnih
celic nesorodnih umrlih darovalcev, od katerih so prejeli organe. lzvedli smo tudi dodatno
testiranje s testom LABScreen Single Antigen (LSA) za dolocitev specifi¢nosti v serumih
bolnikov prisotnih protiteles anti-HLA. Poleg tega smo opredelili za darovaleve antigene
HLA specifi¢na protitelesa DSA za vsak par bolnik/prejemnik — darovalec. Rezultate smo
primerjali s klinicnimi podatki 0 prezivetju in zavrnitvenih epizodah presajenih ledvic.
Prisotnost protiteles, usmerjenih proti antigenom HLA 1. in Il. razreda darovalcev ledvic, ki
smo jih dologili v serumskih vzorcih bolnikov z navzkriznim preizkusom z metodo Luminex™
(test LXM), ni bila povezana s poveCanim tveganjem za pojav zavrnitvenih reakcij in
odpovedi presadkov. Primerjava obeh testov, v nasem laboratoriju predhodno validiranega
LSA in LXM, je razkrila, da z njima pridobimo razlicne informacije o prisotnosti bolnikovih
specificnih protiteles usmerjenih proti antigenom HLA darovalca. S statisticno analizo
podatkov smo dokazali vpliv prejemnikovih, za darovalca specifi¢nih, protiteles, dolo¢enih s
testom LSA, na prezivetje presadka. Statisticno znacilnost smo potrdili za protitelesa proti

antigenom HLA II. razreda, kar kaze na njihov klini¢ni pomen.

Klju¢ne besede: protitelesa, humani levkocitni antigeni (HLA), metoda Luminex®, prezivetje

presadka
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ABSTRACT

Pre-existing HLA antibodies of graft recipients recognizing HLA antigens of donors play an
important role in kidney transplantation, potentially leading to graft rejection. We performed
crossmatches of sera of 100 patients who underwent kidney transplantation between 2000
and 2006, that were drawn just prior to transplantation, with lysates of mononuclear cells
obtained from corresponding donors, using a new sensible multiplex flow citometry based
Luminex® method. Additionally we used LABScreen Single Antigen test (LSA) to detect and
specify HLA antibodies present in patients' sera and checked each patient for her/his donor
specific anti-HLA antibodies. The results were compared with clinical data of kidney graft
survival and rejection episodes. We found no correlation between the presence of antibodies
directed against donor class | and Il HLA antigens, that were detected with the Luminex®
crossmatch test (LXM), and higher risk of rejection episodes and graft failure. By comparing
results of both tests, the LSA that has been previously validated in our laboratory, and the
LMX, we showed that they provide different information about the presence of donor specific
anti-HLA antibodies in patients sera. Statistical analysis of data showed the influence of
donor specific antibodies, determined by the LSA test, on graft survival. Statistical
significance was observed in case of anti-class Il HLA antibodies, showing their clinical

relevance.

Keywords: human leukocyte antigens (HLA), antibodies, Luminex® method, graft survival



1. UvOD

Pri dokon¢ni odpovedi nekaterih organov, kot so ledvica, srce, jetra, pljuca, se je kot nacin
zdravljenja uveljavilo presajanje organov in sicer predvsem od mrtvih darovalcev, pri ledvici
pa lahko tudi od zivih, vecinoma sorodnih oseb. Pri teh posegih pa naletimo na imunske
obrambne mehanizme, ki lahko povzrocijo resne zaplete in odpoved presajenih organov

zaradi zavrnitve.

1.1. ZGODOVINA

Prve poskuse presajanja tkiv in organov so izvedli na zivalih v zacetku prejSnjega stoletja.
Carrel je presajal ledvice z enega psa na drugega, vendar so presadki Ze po nekaj dneh
prenehali delovati. Sredi 40-tih je Gorer s presajanjem tumorjev na miSih ugotovil, da je
imunski odziv na presajeno rakavo tkivo odvisen od antigenov, ki jih ima darovalec,
prejemnik pa ne, in da je z njegovo zavrnitvijo obic¢ajno povezan tudi pojav izoaglutininov. Te
so dokazali z aglutinacijo in drugimi metodami. Snell je skupino genov, ki dolo¢ajo uspesnost
presajanja tumorjev, poimenoval histokompatibilnostni geni. Gorer in Snell sta v nadaljnih
poskusih z disociiranimi tumorji dokazala ne le obstoj aglutinirajo¢ih temve¢ tudi
citotoksi¢nih in za$¢itnih protiteles in opisala humoralni mehanizem unicenja alogenskega
presadka. V istem obdobju je Medawar, ki je preuceval histologijo alogenskih presadkov
koze, opisal tudi potek celiénega imunskega odziva na presajeno tkivo. Nadaljni poskusi,
veCinoma s koznimi presadki, SO bili namenjeni preucevanju celi¢nega imunskega odziva,
protitelesa pa so bila nekaj ¢asa sekundarnega pomena. Gorer in Boyse sta nato dokazala, da
so tako kot tumorske, na delovanje citotoksi¢nih protiteles zelo obcutljive tudi normalne
celice, Se posebej v prisotnosti komplementa (1).

V 50-ih letih prejSnjega stoletja so trije znanstveniki skoraj isto¢asno in neodvisno drug od
drugega odkrili protitelesa, ki so aglutinirala levkocite drugih oseb. Histokompatibilnostne
antigene pri ¢loveku so zato poimenovali Human Leucocyte Antigens (HLA). Jean Dausset,
ki je za to odkritje prejel Nobelovo nagrado, je v krvi bolnikov, ki so prejeli veliko stevilo
transfuzij, dokazal aloprotitelesa, ki so zlepljala levkocite ve¢ine drugih oseb. Jon van Rood
in Rose Payne pa sta s testiranjem serumov Zensk, ki so veCkrat rodile, na levkocitih
prostovoljcev dokazala prisotnost protiteles z razli¢nimi vzorci reakcij, za katera se je kasneje

izkazalo, da so protitelesa anti-HLA-Bw4 in anti-HLA-Bw6 (2). V raziskovanje



histokompatibilnostnega kompleksa se je vkljucilo Se ve¢ raziskovalcev, ki so se vsakih nekaj
let sestali na mednarodnih delavnicah, kjer so si izmenjevali izku$nje, vzorce reakcij in
primerjali  rezultate testov. Standardizacijo testiranja je omogocila vpeljava
mikrolimfocitotoksi¢nega testa, Ki je od komplementa odvisna citotoksi¢na reakcija 0z. angl.
Complement Dependent Cytotoxicity (CDC), pri kateri uporabimo za test samo 1 mikroliter
seruma. Ta test je v uporabi Se danes (3).

V 60-tih letih prej$njega stoletja so ugotovili, da hiperakutno zavrnitev ledvice povzrocijo
protitelesa prisotna pred presaditvijo in da tovrstna zavrnitev ni posledica infiltracije
limfocitov v tkivo presadka. Ta uni¢ujoca oblika takoj$nje zavrnitve ledvice je nastopila v
roku nekaj minut po spojitvi zil presadka s prejemnikovimi in je bila vedno povezana s
predhodno alosenzibilizacijo ali z neskladnostjo krvne skupine (prisotnost naravnih
protiteles). Dane Kismeyer-Nielson in sodelavci so nazorno prikazali ta fenomen pri dveh
bolnicah, ki sta pred presaditvijo ledvice imeli veliko protiteles anti-HLA zaradi ve¢kratnih
porodov in prejetih transfuzij polne krvi. Williams in sodelavci pa so nato predvidevali, da bi
hiperakutna zavrnitev presadka lahko bila povezana s protitelesi proti antigenom HLA in da bi
se temu lahko izognili z izvedbo navzkriznega preizkusa med darovalcem in prejemnikom

pred presaditvijo (1).

1.2. ANTIGENI HLA

Glavno vlogo pri prepoznavanju lastnega in tujega imajo v ¢loveskem imunskem sistemu
tkivni antigeni HLA. To so transmembranski glikoproteini. Kodirajo jih geni poglavitnega
histokompatibilnostnega kompleksa, ki leZijo na krajSem kraku 6. kromosoma in so izrazeni
kodominantno. Njihova naloga je predstavljanje antigenskih peptidov celi¢nim receptorjem,
izrazenim na limfocitih T, kar v kon¢ni fazi privede do unicenja tujkov.

Loc¢imo dva razreda molekul HLA, ki se razlikujeta tako v zgradbi kot funkciji.

1.2.1. ZGRADBA ANTIGENOV HLA
Molekulo HLA |. razreda sestavljata tezka transmembranska polipeptidna veriga a in z njo
nekovalentno povezani 32 —mikroglobulin, ki vpliva na izrazanje molekule na povrsini celice.

Predstavljanje peptidov omogocata domeni al in a2, ki tvorita niSo za vezavo peptida (Slika

1) (4).



Molekula HLA II. razreda je zgrajena iz dveh nekovalentno povezanih transmembranskih
polipeptidnih verig a in B, niSo za vezavo peptida pa sestavljata domeni oy in B3 (Slika 1) (5).

Sistem antigenov HLA je izredno polimorfen, kar pomeni, da obstajajo Stevilne razlicice teh
molekul znotraj populacije. Ve€ina polimorfizma je ravno v podrocju niSe, kar vpliva na
vezavo peptida. Posamezniki smo tako bolj ali manj uspesno sposobni predstaviti dolo¢en
peptid v imunskem sistemu, zaradi ¢esar smo se tudi bolj ali manj sposobni braniti pred
posameznimi nalezljivimi boleznimi. Ravno te inter-individualne razlike pa so tudi vzrok, da

so antigeni HLA pomembno vpleteni v zavrnitev presadka (4, 5).

vezavno mesto

1 v
za peptid o ezavno mesto

za peptid

vezavao mesto

vezavno mesto
za peptid i

za peptid

oy

oy . f,- mikroglobulin

Slika 1: Zgradba molekul HLA razredov | (levo) in Il (desno); prirejeno po (4).

oy

Legenda:

a. racunalniSki grafi¢ni prikaz molekule

b. shematski prikaz 3D strukture

c. shematski prikaz strukture vezavnega mesta za peptid (vezavna nisa)
d. shematski prikaz molekule

1.2.2. FUNKCIJA
e molekule I. razreda (lokusi A, B in C) veZejo in predstavljajo antigenske peptide
nastale v celici (virusne ali lastne) celicam T, ki na svoji povrSini izrazajo molekule

CD8 (citotoksi¢ni limfociti T),



e molekule Il. razreda (lokusi DR, DQ, DP) pa vezejo in predstavljajo peptide, ki so
nastali z razgradnjo bakterij, celicam T, ki na svoji povrsini izrazajo molekule CD4

(celice T pomagalke)
Medtem ko so molekule HLA I. razreda normalno izrazene na povrsini vseh celic z jedrom in
trombocitih, pa so molekule HLA Il. razreda prisotne le na specializiranih antigene
predstavljajo¢ih celicah (APC), med katere sodijo mieloidne dendriti¢ne celice, aktivirani

makrofagi in limfociti B (6).

1.3. IMUNSKI MEHANIZMI VPLETENI V  ZAVRNITEV
ALOGENSKEGA PRESADKA

1.3.1. PREPOZNAVANJE ALOGENSKIH TKIVNIH ANTIGENOV

Prepoznavanje aloantigenov HLA poteka posredno in neposredno (Slika 2) (7).

a Neposredno prepoznavanje b Posredno prepoznavanje
Peptidni Peptidni
antigen antigen
darT’alca I darT’alca

"HLA TCR

HLA TCR
darovalea Limfocit T prejemnika Limfocit T
APC iz presadka prejemnika APC prejemnika prejemnika

Slika 2: Nacini prepoznavanja aloantigenov pri zavrnitvi presadka. Legenda: a. neposredno
prepoznavanje, b. posredno prepoznavanje. Okrajsave: APC — antigene predstavljajoce celice, TCR —

T-celi¢ni receptor; prirejeno po (7).

Pri posrednem prepoznavanju tkivni antigeni, ki jih vnesemo v prejemnika s presadkom,
vstopijo v antigene predstavljajoce celice (APC), v njih se razgradijo v peptidne fragmente, ki
jih prejemnikovi antigeni HLA I1I. razreda predstavijo CD4" limfocitom T (tako kot tiste
bakterijskega izvora). Nekateri proteini ledvicnega presadka pa se razgradijo v peptide v
citosolu in ti lahko vstopijo v endoplazmatski retikulum, kjer se vezejo na molekule HLA 1.
razreda (tako kot tisti virusnega izvora) (4, 5, 8).

Prejemnikovi limfociti T lahko prepoznajo alogenske molekule HLA darovalca tudi

neposredno, skupaj z vezanim peptidom, in sicer na v presadku zaostalih APC darovalca,



potem ko po presaditvi prispejo v lokalne bezgavke. Temu sledi neposreden imunski napad na
presadek oz. akutna zavrnitev.
Zavrnitev presadka je torej posledica celiéno posredovanega imunskega odziva na
aloantigene, ki so prisotni na presadku. Osrednjo vlogo v tem procesu imajo limfociti T.
Zavracanje presadka lahko razdelimo v dve fazi:
e fazo senzibilizacije — klonska namnozitev specificnih limfocitov v odzivu na
aloantigene presadka;

o efektorsko fazo — uniéenje presadka.

1.3.2. FAZA SENZIBILIZACIJE

Limfociti T (CD4" in CD8") prepoznajo aloantigene presadka s pomo¢jo APC in se odzovejo
s klonsko namnozitvijo. Imunski odziv na §ibko imune tkivne antigene je obicajno blag, kadar
jih je vec, pa lahko v kombinaciji izzovejo tudi mocnejSo zavrnitveno reakcijo.

Za aktivacijo CD4" celic pomagalk (T) mora priti do povezave z APC, ki poleg predstavitve
aloantigenov zagotavlja tudi potrebne kostimulacijske signale. Kot APC lahko sluzijo razli¢ne
celice v presadku (glede na tip tkiva). Najpogosteje so to dendriti¢ne celice (DC), ker se
nahajajo v vecini tkiv in na svoji povrsini konstitutivno izrazajo molekule HLA II. razreda.
Lahko pa tudi prejemnikove APC migrirajo v presadek in tam endocitirajo tuje aloantigene,

jih predelajo in predstavijo z lastnimi molekulami HLA.

1.3.3. EFEKTORSKA FAZA

V fazi aktivne zavrnitve sodelujejo razliéni imunski mehanizmi. Obicajno gre za celi¢no
posredovane mehanizme, ki vkljucujejo reakcije zapoznele preobcutljivosti (DTH), katerih
glavni efektorji so makrofagi, ter s citotoksi¢nimi limfociti (CTL) povzro¢eno citotoksi¢nost.
Redkeje pride do lize celic zaradi aktivacije komplementa, ki jo sprozijo protitelesa vezana
nanje (od protiteles odvisna citotoksi¢nost - ADCC). V kon¢ni fazi limfociti T in makrofagi
masovno preplavijo presadek in ga uniéijo. Vnetni citokini, kot so interlevkin-2 (IL-2),
interferon gama (IFN-y) in interferon beta (IFN-B), ki jih izlo¢ajo celice Ty, igrajo osrednjo
vlogo v reakcijah zavrnitve. Tako IL-2 stimulira klonsko namnozitev limfocitov in je
kljuénega pomena za nastanek efektorskih CTL. IFN-y ima pomembno vlogo pri DTH, saj
pospesi vdor makrofagov v presadek in njihovo aktivacijo, IFN-p pa deluje neposredno
citotoksi¢no na presajeno tkivo oz. organ. Stevilni citokini pospesijo zavrnitev tudi tako, da

izzovejo povecano izrazanje molekul HLA 1. ali 11. razreda na celicah presadka.



1.4. OBLIKE ZAVRACANJA PRESADKA

Glede na vpletenost mehanizma zavrnitvene reakcije lo¢imo humoralno in celi¢no zavrnitev,
glede na cas, v katerem pride do aloimunske reakcije, pa hiperakutno, akutno in kroni¢no

zavrnitev (8, 9).

1.4.1. HIPERAKUTNA ZAVRNITEV

Nastopi v prvih 24 urah po presaditvi, lahko Ze v nekaj minutah. Povzro¢i jo prisotnost
specifi¢nih protiteles prejemnika proti darovaléevim antigenom HLA ali krvnoskupinskim
antigenom. Protitelesa se vezejo na zilni endotelij presajenega organa, aktivirajo komplement,
temu pa sledi vdor nevtrofilcev v presajeni organ, hitra konstrikcija zil, zilni edem, nalaganje
trombocitov, nastanek krvnih strdkov, vaskulitis in nekroza. Tovrstni zavrnitvi se lahko
izognemo z upoStevanjem rezultata navzkriznega preizkusa pred presaditvijo organa, ko
soo¢imo celice darovalca s serumom bolnika. Kadar je reakcija pozitivna, presaditve ne
izvedemo (4, 8-13).

1.4.2. AKUTNA ZAVRNITEV

Pojavi se v prvih nekaj tednih po presaditvi. Zaostale daroval¢eve APC, predvsem DC,
neposredno aktivirajo prejemnikove limfocite T, ki nato napadejo zilni endotelij presadka.
Temu lahko sledi njihova migracija skozi zilno steno in napad na parenhimske celice ledvice
ter sprozitev mehanizmov reakcije zapoznele preobcutljivosti. Kot smo Zze omenili, S0 v potek
DTH vpleteni predvsem makrofagi, poleg teh pa tudi nevtrofilci, eozinofilci, limfociti B in
naravne celice ubijalke. Pri tem je pomembno spro$c¢anje dolocenih citokinov in pa morebitne

virusne okuzbe, ki lahko poskodujejo tkivo (8-13).

1.4.3. KRONICNA ZAVRNITEV

Lahko nastopi mesece ali celo leta po presaditvi. Mehanizma tovrstne zavrnitve sta pocasna
celi¢na in protitelesna aloreaktivnost, z najverjetneje perzistentnim potekom DTH, pri cemer
aktivirani prejemnikovi makrofagi proizvajajo mezenhimske rastne dejavnike. K zavracanju
pripomorejo tudi ishemijske/reperfuzijske poskodbe tkiva, virusne okuzbe in nefrotoksi¢no
delovanje zdravil, ki zavirajo imunski odziv (npr. ciklosporin). Pojavijo se vaskulopatije,

glomerularna fibroza in atrofija, lahko pride tudi do zamaSitve doloCenih zil zaradi



.....

funkcije (8-13).

Kroni¢no zavrnitev pripisujemo posrednemu prepoznavanju aloantigenov, ki je povezano tudi
z nastankom protiteles proti molekulam HLA, izrazenim na presadku.

V kolikor imata darovalec in prejemnik enake antigene HLA, sta tkivno skladna. To pa Se ne
pomeni, da ne bo prislo do zavrnitvene reakcije. Poleg antigenov HLA namreC obstajajo Se
drugi, sibkejsi ali minor tkivni antigeni, ki jih imunski sistem prejemnika lahko prepozna, ko
jih v obliki peptidov vezanih na molekule HLA predstavijo prejemnikove APC. So pa te

zavrnitvene reakcije blazje kot tiste vzpodbujene z aloantigeni HLA (4, 8).

1.5. PROTITELESA PROTI MOLEKULAM HLA

Do tvorbe protiteles proti molekulam HLA pride po stiku imunskega sistema s tujimi antigeni
HLA, npr. po transfuziji polne krvi, po alogenski presaditvi tkiv in organov ali v nose¢nosti.
Protitelesa proti molekulam HLA niso $kodljiva za plod, tezave pa lahko povzrocijo ob
transfuzijah ali presaditvah (14-18). Pri bolnikih, ki ¢akajo na presaditev ledvice zato obvezno
4-krat letno dolocamo morebitno prisotnost in specifi¢nost protiteles proti antigenom HLA, na
podlagi izsledkov tovrstnih testov pa tudi dolo¢imo tiste antigene HLA, ki jih presadek ne

sme imeti. To so t.i. nesprejemljivi oz. prepovedani antigeni HLA (25-27).

1.5.1. DOLOCANJE PROTITELES PROTI MOLEKULAM HLA Z
MIKROLIMFOCITOTOKSICNIM TESTOM

1.5.1.1. Mikrolimfocitotoksi¢ni test (CDC)

Mikrolimfocitotoksi¢ni test temelji na od komplementa odvisni citotoksi¢ni reakciji (angl.
Complement Dependent Cytotoxicity — CDC) (Slika 3). lzvajamo jo v mikrotitrski
Terasakijevi plos¢ici. V testu pomesamo 1 plL seruma bolnika z 1 plL meSanice
mononuklearnih celic iz periferne krvi (PBMC) izbrane osebe oz. darovalca organa. PBMC
pridobimo iz polne krvi s centrifugiranjem na gostotnem gradientu (1.077 g/mL). Po
inkubaciji dodamo kuncji serum kot vir komplementa, ponovno inkubiramo in dodamo
barvilo eozin-Y (3). V serumu prisotna protitelesa anti-HLA, specifi¢na za antigene izrazene
na celicah, se vezejo nanje, z nastalim imunskim kompleksom pa se aktivira komplement in

tvori liticne komplekse, ki poskodujejo celicne membrane.
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Slika 3: Princip limfocititoksi¢nega testa (CDC). V serumu prisotna protitelesa anti-HLA, specifi¢na
za antigene izrazene na celicah, se vezejo nanje, z nastalimi imunskimi kompleksi pa se aktivira
komplement in tvori liticne komplekse, ki poskodujejo celiéne membrane. Ce v serumu prisotna

protitelesa niso specifi¢na za antigene HLA, izraZzene na celicah, se ne vezejo nanje in do lize ne pride.

a. Negativna reakcija b. Pozitivna reakcija

Slika 4: Limfociti v limfocitotoksiénem testu (CDC) pod invertnim svetlobnim mikroskopom po
barvanju z barvilom eozin-Y (100-kratna povecava). a. negativna reakcija - barvilo ne vdre v celice,
ker celicna membrana ni poskodovana. b. pozitivna reakcija - barvilo prodre skozi luknjice v

membranah celic, ki se zato povec¢ajo in obarvajo.



Dodano barvilo nato prodre skozi poskodovane membrane v celice, kar opazujemo pod
invertnim svetlobnim mikroskopom (Slika 4). Celice, na katere se protitelesa ne vezejo,
ostanejo po dodatku barvila neobarvane. Rezultat reakcije je dolocCitev deleza obarvanih celic,

kar podamo z ocenami od 1 do 8, pri Cemer ocena 1 predstavlja negativno reakcijo.

1.5.1.2. Presejalni test CDC

V presejalnem testu izvedemo teste CDC med serumi bolnikov in svezimi ali odmrznjenimi
PBMC 45-55 oseb (celi¢ni panel), katerih tip HLA dolo¢imo predhodno. Rezultate podamo
kot odstotke pozitivnih reakcij s celicami panela (% PRA). Specificnost protiteles v
posameznem serumu dolo¢imo s primerjavo tipov HLA celic s pozitivno reakcijo, pri cemer
is¢emo ponavljajo¢e se skupne antigene. Ker v testu uporabljamo PBMC pridobljene iz
periferne krvi, med katerimi je delez limfocitov B, ki imajo poleg antigenov HLA I. razreda
izrazene tudi antigene HLA II. razreda, majhen (10-15 %), lahko na ta nacin dolo¢imo samo
protitelesa proti molekulam HLA I. razreda.

Vzporedno izvedemo tudi enake teste z dodatkom ditiotreitola (DTT), s katerim reduciramo in
tako pretrgamo disulfidne vezi med podenotami pentamernih protiteles IgM (Slika 5), s ¢imer
jim onemogo¢imo vezavo in citotoksi¢no delovanje. Na ta nacin, v primeru pozitivnega

rezultata, lo¢imo, ali gre za protitelesa razredov 1gG ali IgM.

HO OH

DTT
IgM

Slika 5: Delovanje ditiotreitola (DTT). DTT reducira in tako pretrga disulfidne vezi med podenotami

pentamernih protiteles IgM, ki s tem izgubijo zmoznost vezave in citotoksi¢nega delovanja.

1.5.1.3.  NavzkriZni preizkus pred presaditvijo ledvice

V ta namen uporabimo mikrolimfocitotoksicni test (CDC). V testu pomesamo po 1 uL seruma
bolnika z 1 uL suspenzije iz bezgavke ali vranice s centrifugiranjem na gostotnem gradientu
pridobljenih mononuklearnih celic izbranega darovalca organa. Pri senzibiliziranih bolnikih

uporabimo tudi serume iz prej$njih obdobij, v katerih smo s presejalnimi testi dolo¢ili najvisje



vrednosti PRA. Vzporedno izvedemo tudi navzkrizni preizkus z dodatkom ditiotreitola
(DTT), da v primeru pozitivnega rezultata lo¢imo, ali gre za protitelesa razreda IgG ali IgM.
Pozitiven rezultat navzkriznega preizkusa s katerimkoli od bolnikovih serumov v testu
predstavlja zadrzek za presaditev.

V kolikor dokazemo prisotnost protiteles razreda IgM, izvedemo tudi avtologni navzkrizni
preizkus, s katerim preverimo reaktivnost protiteles v bolnikovem serumu z njegovimi
lastnimi celicami. V primeru dokaza prisotnosti avtolognih protiteles, pozitiven navzkrizni

preizkus ne predstavlja zadrzka za presaditev ledvice.

1.5.2. DOLOCANJE PROTITELES PROTI MOLEKULAM HLA S TESTI NA
TRDNIH NOSILCIH

Z razvojem razliénih tehnologij se na trziSCu pojavljajo novi testi, za katere proizvajalci

obljubljajo veliko ob&utljivost in uporabnost. Ena od novejsih je tehnologija Luminex®

XMAP.

1.5.2.1.  Tehnologija xXMAP Luminex®

Tehnologija xXMAP temelji na uporabi polistirenskih kroglic velikosti 5,6 pm, ki jih napolnijo
z rde¢imi in infrarde¢imi fluorescencnimi barvili. Pri tem razli¢ne skupine kroglic obarvajo z
razlicnimi razmerji obeh vrst barvil, s ¢imer lahko pripravijo do 100 razlicnih setov
mikrokroglic z edinstvenimi barvnimi spektri (Slika 5), ki jih prepoznamo in razlikujemo s
pomocjo posebnega pretocnega citometra. Z vezavo razlicnih monoklonskih protiteles na

razli¢ne mikrokroglice lahko izvedemo do 100 testov v enem reakcijskem volumnu (19).

Set mikrokroglic §t. 26

Set mikrokroglic 5t 21 ‘

z mefanico harvil

Slika 6: Mikrokroglice, ki jih uporablja tehnologija XMAP; prirejeno po (19).
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Kroglice se s pomocjo toka nosilne teko¢ine (angl. sheath fluid) v kapilari razporedijo ena za
drugo in vstopijo v pretocno celico, kjer jih laserska svetloba ekscitira, ¢italec pa zazna vrsto
in jakost emitirane svetlobe in s tem jakost testnega signala vsake posamezne kroglice. Stirje
detektorji poskrbijo za zaznavo jakosti fluorescence testiranega analita, identifikacijo kroglic
(1-100), pa tudi za razlikovanje med enojnimi kroglicami in takimi, ki se drzijo skupaj (Slika
7).

Slika 7: Shematski prikaz ¢italca signalov v prirejenem preto¢nem citometru; prirejeno po (19).

V testih za doloGanje protiteles z metodo Luminex® imamo na fluorescenéno oznadene
polistirenske kroglice vezane antigene HLA. Razred vezanih protiteles lahko dolo¢imo glede
na uporabljena sekundarna protitelesa. Obi¢ajno dolo¢amo samo protitelesa anti-HLA razreda
IgG. Nekaj teh testov ze uporabljamo za dolocanje protiteles anti-HLA pri bolnikih, ki se

vkljucujejo oz. so ze vkljuceni v ¢akalno listo Evrotransplanta (20-25).

1.5.2.2.  Navzkrizni preizkus s testom Donor Specific Antibody — metoda Luminex®
(test LXM)

Limfocite darovalca, ki jih hranimo v teko¢em dusiku, odtajamo in liziramo. Lizat dodamo

mesanici dveh skupin razli¢no fluorescirajocih polistirenskih kroglic, na katere se ulovijo s

celic sprosceni antigeni HLA 1. in 1l razreda. Kroglicam s pritrjenimi antigeni HLA dodamo

serum bolnika oz. prejemnika, dodamo raztopino sekundarnih protiteles anti-humani-IgG,

oznacenih z imunofluorescenénim barvilom. Slednja se vezejo na protitelesa bolnika, pritrjena
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na antigene HLA na kroglicah, tako da lahko izmerimo fluorescenco s prirejenim preto¢nim

citometrom (26).

1.5.2.3.  Dolocitev specifi¢nosti protiteles anti-HLA s testom LabScreen Single Antigen
— metoda Luminex® (test LSA)

Skupine kroglic s to¢no dolo¢enimi pritrjenimi antigeni HLA inkubiramo s serumom bolnika.

Nato dodamo sekundarno protitelo anti-humani-IgG, oznaceno z imunofluorescenénim

barvilom za detekcijo protiteles bolnika, vezanih na antigene na kroglicah, ter izmerimo

fluorescenco s prirejenim preto¢nim citometrom (27).

1.6. CENTER ZA TIPIZACIJO TKIV

Center za tipizacijo tkiv (CTT) je del Zavoda Republike Slovenije za transfuzijsko medicino.
V laboratorijih CTT opravljamo teste tkivne skladnosti za potrebe nacionalnih programov
presajanja organov in tkiv. V primeru umrlih moznih darovalcev organov je ¢as zelo
dragocen, zato zagotavljamo celoletno 24-urno dosegljivost laboratorijskih delavcev, ki po
obvestilu koordinatorja pridejo na delo, da opravijo tipizacijo HLA potencialnega umrlega
darovalca in/ali navzkrizne preizkuse — v ta namen imamo organizirano sluzbo 24-urne stalne
pripravljenosti vse dni v letu. CTT je akreditiran pri Evropski federaciji za imunogenetiko

(EF1), kar je pogoj za sodelovanje nase drzave v Evrotransplantu.

1.7. EVROTRANSPLANT

Od leta 2000 je Slovenija vklju¢ena v mednarodno neprofitno organizacijo za dodeljevanje
organov Evrotransplant, ki ima svoj sedeZ v Leidnu na Nizozemskem. Od tam koordinirajo
dodeljevanje organov umrlih darovalcev bolnikom iz Avstrije, Belgije, Nemcije, Nizozemske,
Luksemburga, Slovenije, Hrvaske in Madzarske. Za vkljucitev v Evrotransplant je bila
potrebna meddrzavna pogodba, ki zagotavlja nadzorovano in transparentno dodeljevanje
organov po vnaprej doloCenih kriterijih. V primeru presaditve ledvice je eden
najpomembne;jsih tkivna skladnost v antigenih HLA-A, HLA-B in HLA-DR (25, 28, 29).
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1.8. OCENJEVANJE FUNKCIJE PREZIVETJA PRESADKA

Kadar je izid, ki nas zanima, doba prezivetja ali pa ¢as do kak$nega drugega pomembnega
dogodka, uporabimo oceno funkcije prezivetja.
Cilji analize prezivetja So:

e Ocena porazdelitvene funkcije oz. funkcije prezivetja.

e Primerjava porazdelitev 0z. funkcij prezivetja.

e Iskanje povezave med izidom in ¢asom prezivetja ter napovednimi dejavniki.
Vrednost funkcije prezivetja v danem casu je delez oseb, ki so Se Zive v tem ¢asu. V ve€ini
Studij se dogaja, da nekaterih ¢asov ne poznamo, vemo le, da so bolniki preziveli neko
obdobje, kon¢nega dogodka pa $e ni bilo. Temu pojavu reCemo krnjenje ali cenzoriranje
(angl. censoring) (30).

Za krnjenje obstajajo razli¢ni razlogi, npr.:

e oseb ne moremo ve¢ spremljati (angl. lost to follow up)

e smrt zaradi drugih razlogov

e konec Studije (najbolj pogosto).

Zaradi krnjenja potrebujemo posebne statisticne metode, saj z okrnjenimi podatki ne moremo

izraCunati aritmeti¢ne sredine ali narisati ustreznega histograma.

1.8.1. KAPLAN - MEIERJEVA METODA

Casovno lestvico najprej razdelimo na intervale tako, da so &asi dogodkov ali krnitev na
mejah intervalov. Potem izraCunamo pogojne verjetnosti prezivetja v vsakem casovnem
intervalu in iz njih izraCunamo verjetnost prezivetja za poljubno obdobje in sicer z

mnozenjem pogojnih verjetnosti do danega trenutka.

1.8.2. COXOV REGRESIJSKI MODEL
To je model sorazmernega tveganja, s katerim testiramo vplive razli¢nih dejavnikov na

prezivetje.

1.8.3. PRIMERJAVA KRIVULJ PREZIVETJA S TESTOM LOG RANK
Statisti¢ni test za preskuSanje nicelne hipoteze, da vzorca prihajata iz iste populacije, temelji
na obiCajni predpostavki, in sicer: ¢e velja ni¢elna hipoteza, pri¢akujemo, da bo Stevilo

dogodkov v posamezni skupini sorazmerno Stevilu enot v skupini. Na tej osnovi izraCunamo
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pricakovano Stevilo dogodkov v vsaki skupini in ga primerjamo z ugotovljenim Stevilom

dogodkov.

1.8.4. FISHERJEV NATANCNI TEST VERJETNOSTI
Statisti¢cna metoda za primerjanje dveh neodvisnih spremenljivk, ki temelji na kontingen¢nih
tabelah 2x2, je uporabna za manjse skupine vzorcev (do 100). Test je veljaven tudi v primeru,

da so pricakovane frekvence v posameznih poljih manjse od 5.
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2. NAMEN DELA

Z uporabo tehnologije Luminex®, ki je bolj ob&utljiva za dologanje prisotnosti in specifi¢nosti
protiteles anti-HLA kot standardni limfocitotoksi¢ni test (CDC), bomo dolo¢ili uporabno in
napovedno vrednost tovrstnih testov, in sicer v povezavi s kliniénimi podatki in podatki o
zavrnitvenih reakcijah po presaditvah ledvic. S testom Luminex SA (LSA) bomo dolo¢ili tudi
specifi¢nosti protiteles anti-HLA, prisotnih v serumih bolnikov, in preverili, ¢e so protitelesa
v serumih s pozitivnim rezultatom v navzkriznih preizkusih Luminex® (LXM) specifi¢na za
antigene HLA darovalca. Predvsem nas bodo zanimala protitelesa usmerjena proti antigenom

HLA 11. razreda, Ki jih v klasi¢nem testu CDC ne moremo zaznati.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. SERUMSKI VZORCI:

Uporabili smo serume bolnikov, ki so jim presadili ledvice slovenskih ali tujih darovalcev
(dodelitev v okviru Evrotransplanta) v obdobju od leta 2000 do 2006. Odvzeti so bili tik pred
presaditvijo in nato Se 3-6 tednov po presaditvi. Ob presaditvi so bili bolniki stari od 18 do 66
let (povprecna starost 45 + 11 let). 1z podatkov o tipu HLA darovalcev in bolnikov smo lahko
ugotovili stopnje skladnosti oz. dolocili s prejemniki neskladne antigene HLA prisotne na
presajenih ledvicah. Serumski vzorci bolnikov, odvzeti v ¢asu njihovega vodenja na ¢akalni
listi, so bili v ¢asu pred presaditvijo vkljuceni v redne presejalne teste za dolocitev prisotnosti
in specifi¢nosti protiteles anti-HLA s testom CDC. Bolnikom smo dolo¢ili tudi morebitne
nesprejemljive neskladnosti v antigenih HLA. Za vse bolnike smo pred presaditvijo opravili
navzkrizni preizkus CDC z darovalcem ledvice, Ki je bil v vseh primerih negativen.

Povprecni Cas spremljanja bolnikov je bil 11 let in pol. Klinicne podatke o delovanju
presajenih ledvic in morebitnih zavrnitvenih reakcijah so nam posredovali nefrologi iz Centra
za transplantacijo ledvic UKC Ljubljana. Za oceno delovanja ledvic smo uporabili vrednosti
kreatinina izmerjene 1 in 5 let po presaditvi ter oceno glomerularnega pretoka (OGF). Slednjo
smo izraCunali S pomocjo aplikacije na internetni strani

http://www.ditera.eu/povezave/medicinski_izracuni/2010110823194727/ (31).

3.1.1. NAVZKRIZNI PREIZKUS S TESTOM DONOR SPECIFIC ANTIBODY -
METODA LUMINEX® (TEST LXM)

Testirali smo serume 106 bolnikov. V kolikor so nekateri med njimi imeli kak$no zavrnitveno

epizodo in smo zato dobili se dodatne serumske vzorce, smo testirali tudi te. V kolikor je

prislo do odpovedi presadka, smo v test vkljucili tudi tisti serum bolnika, ki so ga odvzeli za

testiranje pri ponovni vkljucitvi na ¢akalni spisek. Bolnike, za katere nismo imeli imeli na

razpolago zamrznjenih limfocitov darovalcev njihovih ledvic, pa smo izlo¢ili.

3.1.2. DOLOCITEV SPECIFICNOSTI PROTITELES ANTI-HLA S TESTOM
LABSCREEN SINGLE ANTIGEN — METODA LUMINEX® (TEST LSA)
Serumi 103 bolnikov, ki so jim transplantirali ledvico v obdobju od leta 2000 do 2006,
odvzeti tik pred presaditvijo ledvice, in serum enega, odvzet po presaditvi (seruma odvzetega

pred presaditvijo nismo imeli).
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3.2. MATERIAL.:
e aparat LABSCAN ™ 100

e polavtomatske pipete s pripadajo¢imi nastavki za enkratno uporabo: 10-100 uL, 0,5-
10 pL, 100-1000 uL (Biohit, Sartorius, Nemcija)

e plasti¢ne banjice 50 ml (Costar, Corning Incorporated, ZDA)

e Sestkanalna polavtomatska pipeta 100-1000 pL (Biohit, Sartorius, Nemcija)

e stresalnik (Ika, Nemcija)

e mikroplosée s 96 vdolbinami a 0,3 mL za izvedbo testa (Whatman, GE Healthcare
Life Science, ZDA)

e pokrivna aluminijasta folija (Thermo Scientific, ZDA)

3.3. NAVZKRIZNI PREIZKUS LUMINEX® (LXM):

3.3.1. PRINCIP NAVZKRIZNEGA PREIZKUSA S TESTOM DONOR SPECIFIC
ANTIBODY - METODA LUMINEX® (LXM)
Limfocite darovalca, ki smo jih hranili v teko¢em dusiku, smo odtajali in lizirali. Lizat smo
dodali mesanici dveh skupin razlicno fluorescirajo¢ih polistirenskih kroglic, na katere se
ulovijo antigeni HLA 1. (skupina 1) in Il. razreda (skupina 2) iz lizata. Kroglicam s pritrjenimi
antigeni HLA smo nato dodali serum bolnika, nato pa Se raztopino sekundarnih protiteles
anti-humani-1gG, oznacenih z imunofluorescen¢nim barvilom za detekcijo protiteles bolnika,
ki so se vezala na antigene HLA na kroglicah. Temu sledijo meritve intenzitete fluorescence s

prirejenim preto¢nim citometrom.

3.3.2. REAGENTI:
e Testni kit Lifecodes Donor Specific Antibody (Immucor, prej Gen-probe, ZDA), v
katerem so:
o pufer za spiranje
o kroglice, na katere se pripnejo antigeni HLA
o koncentrirani konjugat (LMCJS)
o koncentriran konjugat streptavidina s fikoeritrinom (SA-PE) (LMSA)
o medij za razred¢enje vzorca (LMSD)
o reagent za kontrolo lizata (LMLCR)
o pufer za lizo limfocitov (LMLLB)
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o pozitivna kontrola (LMPC)
o negativna kontrola (LMLLB)
o izsu$eni kontrolni limfociti (LMDLC)

e medij za celice McCoy's (Sigma, Nem¢ija)

3.3.3. RACUNALNISKI PROGRAM ZA OBDELAVO PODATKOV
e Matchlt (Immucor, prej Gen-probe, ZDA)

3.3.4. POSTOPEK

3.3.4.1. Priprava lizata:

Suspenzijo odmrznjenih limfocitov smo vrteli 10 minut pri 1.500 obratih/ minuto (380 g),
odstranili supernatant in dodali z vodo 10-krat razredé¢en koncentrat lizirajocega medija (100
uL razredenega medija za 30x10° limfocitov). Suspenzijo smo mesali in ob&asno stresali na
stresalniku, vse dokler celice niso popolnoma razpadle. Lizat smo centrifugirali 5 minut na
1.500q, da so se ostanki celic posedli na dno epruvete. Tekoc¢ino nad usedlino sSmo s pipeto
previdno prenesli v ¢isto epruvetko. V kolikor lizata nismo nameravali uporabiti v 4 urah,

smo ga zamrznili na -70°C in ga nato tik pred uporabo odmrznili.

3.3.4.2.  lzvedba testa:

Medij za spiranje in red¢enje celi¢nih vzorcev smo ogreli na sobno temperaturo. Dolocili in v
planu plosée na papirju smo oznacili razpored vzorcev in kontrol, s katerimi smo preverili
uspesnost celi¢ne lize in pritrditve antigenov HLA na kroglice.

Nato smo lizate tako kot serumske vzorce centrifugirali 5 minut na 8.000-12.000 obratov/
minuto (12.000-14.000 g). Epruveto z mikrokroglicami smo najprej centrifugirali, da so se
posedle tudi tiste, ki bi bile morda pritrjene na pokrov, in jo nato previdno stresali na
stresalniku tako, da smo kroglice enakomerno suspendirali. VV posebej oznacenih epruvetah
smo pomesali potrebni koli¢ini celi¢nih lizatov in suspenzije kroglic, ki smo jih izracunali
glede na Stevilo predvidenih testov (za vsak posamezen test po 8 uL lizata in 5 uL suspenzije
kroglic). Mesanice smo nato 20-30 sekund previdno stresali na stresalniku, da smo jih dobro
premesali in inkubirali 30 minut v temi na sobni temperaturi. Vsakih 10 minut smo vsebino
pretresli na stresalniku. Med inkubacijo smo pripravili reagent za kontrolo lizata (LCR), in
sicer tako, da smo za en test zmesali 5 uL LCR s 45 pL medija za redc¢enje vzorcev, ter ga do

uporabe shranili v temi.
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Po koncani inkubaciji Smo v meSanice dodali po 42 uLL medija za spiranje za vsak posamezen
test in jih 30 sekund stresali na stresalniku. Po 55 pL razred¢ene mesanice kroglic in lizatov
smo nato prenesli v vdolbinice mikrotitrske plosc¢e, ki smo jih predhodno dolocili za
posamezne teste in to vpisali v nacrte plos¢. V vdolbinice smo dodali po 100 uL medija za
spiranje, plosce pokrili s samolepilno pokrivno aluminijasto folijo, jih pretresli na stresalniku
in centrifugirali 5 minut pri 2.800 obratih/minuto (1288 g), nato pa previdno odstranili
pokrivno folijo. Supernatante smo iz vdolbinic odstranili z enim samim sunkovitim obratom
plos¢ice (flick off), nato pa jo z vdolbinicami obrnjenimi navzdol popivnali s papirnato
brisaco. V vdolbinice smo dodali po 250 puL medija za spiranje, plos¢ico pokrili s samolepilno
pokrivno aluminijasto folijo, jo pretresli na stresalniku (do 1.000 tresljajev/minuto),
centrifugirali 5 minut pri 2.800 obratih/minuto (1288 g) in previdno odstranili pokrivno folijo
in na enak nacin kot prej odstranili supernatant (flick off). Postopek spiranja s po 250 pL
medija za spiranje na vdolbinico smo ponovili $e dvakrat.

Po zadnjem spiranju smo v vdolbinice, ki smo jih dolocili za teste kontrole lizata, dodali
razredCen reagent LCR. V tiste, namenjene testiranju vzorcev, pa smo dodali po 38 uL medija
za redCenje vzorcev in po 12 pL serumov bolnikov. Mikrotitrske plos¢e smo nato pokrili s
samolepilno aluminijasto folijo in jih 30 minut stresali na stresalniku (600 tresljajev/minuto)
pri sobni temperaturi. Po konc¢anem stresanju smo v vdolbinice dodali po 100 pL medija za
spiranje, mikrotitrske plosce pokrili s samolepilno pokrivno aluminijasto folijo, jih pretresli na
stresalniku (do 1.000 tresljajev/minuto) in nato centrifugirali 5 minut pri 2.800 obratih/
minuto (1288 g). Previdno smo odstranili pokrivno folijo in supernatant odstranili tako, kot
smo opisali v prejSnjem odstavku. V vdolbinice smo dodali po 250 uL medija za spiranje,
mikrotitrske plosce pokrili s samolepilno pokrivno aluminijasto folijo, jih pretresli na
stresalniku (ne premoc¢no) in centrifugirali 5 minut pri 2.800 obratih/minuto (1288 g). Nato
smo previdno odstranili pokrivno folijo in na enak nacin kot prej odstranili supernatant.
Postopek spiranja s po 250 uL medija za spiranje na vdolbinico smo ponovili Se dvakrat.

Med inkubacijo oz. med centrifugiranji smo pripravili razredéeno raztopino konjugata
streptavidin-fikoeritrin (SA-PE) in sicer po 5 uL LMSA in 45 pL medija za spiranje, za vsak
test kontrole lizata. Za vse ostale teste smo razred¢eni konjugat pripravili tako, da smo za vsak
posamezen test zmesSali po 5 uL LMCIJS s 45 uL pufra za spiranje. Oba razredCena reagenta
smo do uporabe hranili zas¢itena pred svetlobo.

Po zadnjem spiranju smo v vdolbinice, ki so bile dolo¢ene za teste kontrole lizata, dodali po
50 pL razredCenega reagenta SA-PE, v tiste, namenjene testom pa po 50 plL razred¢enega
konjugata. Mikrotitrske plos¢e smo pokrili s samolepilno pokrivno aluminijasto folijo in jih
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inkubirali 30 minut na stresalniku (600 tresljajev/minuto). Nato smo odstranili pokrivno folijo
in v vse vdolbinice s testi dodali po 150 pL medija za spiranje ter plosce na kratko pretresli na
stresalniku (do 1.000 tresljajev/minuto). Po tem so bile plosée pripravljene za merjenje v
aparatu Labscan TM, pri ¢emer pa smo morali meritve opraviti najkasneje v 4 urah.

Neporabljene reagente smo do naslednje uporabe shranili v hladilnik.

3.3.4.3. Meritve:

Meritve smo izvedli v aparatu Labscan TM 100. Aparat smo vklopili in izvedli predpisani
postopek dnevnega spiranja (predpriprava), enkrat na dva tedna pa Se kalibracijo aparata.
Ogrevanje laserja je trajalo priblizno 20 minut.

Pripravili smo naért vzorcev na vsaki mikrotitrski ploséi (plan) in izbrali ustrezne teste
(LXM): »new batch« (1 test) ali »new multibatch« (ve¢ razli¢nih testov). Vpisali smo ime
testa (leto, mesec, dan in ime serije brez pik), potrdili izbiro »new batch« in med ponujenimi
izbrali Zeljen test.

Vpisali smo razpored vzorcev in preverili ujemanje mest posameznih vzorcev na testni plosci
ter potrdili vnos (»finish«).

Kadar smo izvedli ve¢ razli¢nih testov, smo ponovno kliknili na »new batch, izbrali nov test,
vpisali vzorce ter preverili ujemanje mest vzorcev na testni plosci. V primeru neskladja smo
uskladili ra¢unalnisko shemo z na¢rtom testne plosce. Nato smo zakljucili vnos.

Testno plos¢o smo vstavili v aparat in zagnali merjenje (»run batch«, »start plate«), potek
meritev pa smo lahko spremljali na ekranu (»data aquisition).

Po kon¢anem merjenju smo testno plosco odstranili iz aparata, podatke pa izvozili v
racunalnisko mapo Luminex/output, kjer so bili dostopni za nadaljno obdelavo, ki smo jo
izvedli s programom MatchlT.

Nato smo izvedli postopek za dnevni izklop aparata .
3.3.5. OBDELAVA REZULTATOV

Rezultate smo obdelali s programom MatchlT. Za pozitivhe smo steli poprec¢ne vrednosti

izmerjene intenzitete fluorescence (MFI), ki so bile visje od 1.000.
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34. DOLOCANJE  SPECIFICNOSTI  PROTITELES  PROTI
MOLEKULAM HLA S TESTOM  LABSCREEN SINGLE
ANTIGEN (LSA):

3.4.1. PRINCIP TESTA LABSCREEN SINGLE ANTIGEN ZA DOLOCITEV
SPECIFICNOSTI PROTITELES ANTI-HLA — METODA LUMINEX® (TEST
LSA)

Mikrokroglicam s pritrjenimi antigeni HLA najprej dodamo serumski vzorec bolnika, nato pa

Se sekundarna protitelesa anti-humani-1gG, oznacena z imunofluorescenénim barvilom.

Slednja prepoznavajo protitelesa bolnika, ki so se vezala na antigene HLA na kroglicah, nato

pa izmerimo intenziteto fluorescence s prirejenim preto¢nim citometrom.

3.4.2. REAGENTI:
e testni kompleti One Lambda LabScreen SA
o pufer za spiranje
o mikrokroglice, na katere so pritrjeni posamezni antigeni HLA
e kozji anti-humani 1gG (LS-AB2) konjugiran s fikoeritrinom
e negativna kontrola (¢loveski serum brez protiteles HLA)
e Fosfatna fizioloska raztopina PBS (Dulbecco's PBS) brez kalcija in magnezija (Lonza,
Belgija)

e deionizirana voda

3.4.3. RACUNALNISKI PROGRAM ZA OBDELAVO PODATKOV
e Fusion 3.3 (One Lambda, ZDA)

3.4.4. POSTOPEK:

3.44.1. lzvedba testa:

Vsebino epruvet z mikrokroglicami LabScreen smo pretresli na stresalniku ali premesali z
veckratnim pipetiranjem gor-dol. Glede na Stevilo preiskovanih serumskih vzorcev bolnikov
smo v vdolbinice prazne testne plos¢e nakapljali po 3 pL suspenzije kroglic in po 20 pL
negativne kontrole in serumov, skladno z vnaprej pripravljenim razporedom.

Plosco smo inkubirali 30 minut v temi na sobni temperaturi.
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Vmes smo pripravili razredeno raztopino za spiranje (wash buffer) iz 10-kratnega
koncentrata, in sicer tako, da smo 1 delu koncentrata dodali 9 delov deionizirane vode. Po
koncani inkubaciji Smo v vdolbinice mikrotitrske plos¢e dodali po 150 pL raztopine za
spiranje, jo pokrili s folijo in pretresli na stresalniku. Nato smo plosco centrifugirali 5 minut
pri 2.800 obratih/minuto (1288 g).

Raztopino za spiranje smo odstranili z enim samim sunkovitim gibom in obratom ploscice
(flick off), potem pa dodali po 200 pL raztopine za spiranje, plosc¢o pokrili s folijo, jo pretresli
na stresalniku in centrifugirali 5 minut pri 2.800 obratih/minuto (1288 g).

Raztopino za spiranje smo odstranili na enak nacin kot prvi¢. Celoten postopek spiranja z 200
uL raztopine za spiranje smo ponovili $e enkrat.

Potem, ko smo s pufrom za spiranje razredc¢ili 100-kratni koncentrat anti-humanih protiteles
IgG konjugiranih s fikoeritrinom (99 puL pufra + 1 pL protiteles), smo v vsako vdolbinico
dodali po 100 pL tega reagenta, plos¢o pokrili s folijo in jo pretresli na stresalniku.

Sledila je 30 — minutna inkubacija na sobni temperaturi, nato pa centrifugiranje 5 minut pri
2.800 obratih/minuto (1288 g).

Supernatante z nevezanimi protitelesi smo odstranili z enim samim sunkovitim obratom
ploscice (flick off) in spiranje s po 200 uL raztopine za spiranje, centrifugiranje in odstranitev
supernatanta ponovili Se dvakrat.

Nato smo v vsako vdolbinico dodali po 80 uL. DPBS, plosco pokrili s folijo in jo pretresli na
stresalniku. S tem so bili vzorci pripravljeni za merjenje v aparatu Labscan TM, meritve pa
smo morali opraviti v 24 urah, pri ¢emer smo plos$co do analize hranili v hladilniku. Pred

meritvijo smo plosco Se enkrat pretresli na stresalniku.

3.4.4.2. Meritve:

Meritve smo izvedli v aparatu Labscan TM 100. Aparat smo vklopili, izvedli dnevno spiranje
ter enkrat na dva tedna se kalibracijo. Ogrevanje laserja je trajalo priblizno 20 minut.

V racunalniskem programu »Notepad« smo pripravili seznam vzorcev, pri ¢emer je bila na
prvem mestu vedno negativna kontrola.

Izbrali smo teste (LS1A04, LS2A01) in sicer »new batch« (1 test) ali »new multibatch« (veé
razli¢nih testov), v aparat vpisali ime testa (leto, mesec, dan in ime serije brez pik) potrdili
izbiro »new batch« in med ponujenimi izbrali Zeljeni test. Vpisali smo seznam vzorcev, ga
potrdili z izbiro »upload patient list«, preverili ujemanje mest posameznih vzorcev na testni
plos¢ci in nato zakljucili vnos »finish«. V kolikor smo imeli ve¢ razli¢nih testov, Smo ponovno

potrdili izbiro »new batch, izbrali nov test in vstavili seznam vzorcev. Nato smo preverili
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ujemanje pozicij vzorcev in v primeru neskladij ro¢no uskladili ra¢unalni§ko shemo z na¢rtom
testne plosce ter zakljucili vnos.

Testno plosco smo vstavili v aparat in pognali merjenje (»run batch«, »start plate«), potek
analize pa smo lahko spremljali na ekranu (»data aquisition).

Po kon¢anem merjenju smo testno plos¢o odstranili iz aparata, podatke pa izvozili v
racunalnisko mapo Luminex/output, kjer so bili dostopni za nadaljno obdelavo s programom

HLA fusion. Nato smo izvedli postopek za dnevni izklop aparata.

3.45. OBDELAVA REZULTATOV
Rezultate smo obdelali s programom HLA fusion. Za pozitivne smo steli vrednosti MFI, ki so
bile visje od 2000.

3.5. DOLOCITEV TKIVNE (NE)SKLADNOSTI MED PREJEMNIKI IN
DAROVALCI LEDVIC

Za vse pare darovalec — bolnik smo pregledali in primerjali podatke o rezultatih tipizacije
antigenov HLA, stopnjo tkivne skladnosti med njimi ter dolo¢ili medsebojno neskladne
antigene HLA. Pri bolnikih smo pred njihovo vkljucitvijo v ¢akalni spisek opravili tipizacije
lokusov HLA-A, -B in -DR, enako pa tudi pri darovalcih organov. To je zados¢alo za potrebe
ugotavljanja oz. usklajevanja tkivne skladnosti v okviru programa Evrotransplant. V vecini
primerov zato (ne)skladnosti v antigenih HLA-C in HLA-DQ nismo mogli opredeliti. Le pri
tistih transplantiranih bolnikih, pri katerih smo testirali serumske vzorce, ki smo jih odvzeli po
presaditvi ledvice zaradi suma na humoralno zavrnitev presadka, smo za namen dokazovanja
prisotnosti protiteles proti daroval¢evim neskladnim molekulam HLA izvedli tudi tipizacije

antigenov HLA lokusov C in/ali DQ (tudi pri darovalcu).

3.6. OCENA DELOVANJA PRESAJENIH LEDVIC

Za oceno delovanja presajenih ledvic smo uporabili vrednosti kreatinina, izmerjene med
rednimi pregledi bolnikov pri nefrologu, in sicer 1 in 5 let po presaditvi ter oceno
glomerularnega pretoka (OGF), ki smo ga izracunali po enacbi MDRD, ki poleg vrednosti

serumskega kreatinina uposteva tudi starost, spol in raso:
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mL
L) S -1.154
OGF <%m2) = 175 X <@) x (starost) 79293 x (0.742 za Zenske) x (1.212 za temnopolte)

e Scr: serumski kreatinin v umol/L

o starost: leta

Podatek o glomerulni filtraciji podajamo glede na standardizirano telesno povrsino, to je
1,73 m2.

Vrednosti OGF smo izracunali po navodilu nefrologa, in sicer s pomocjo aplikacije, Ki je na
voljo na internetni strani

http://www.ditera.eu/povezave/medicinski_izracuni/2010110823194727/. Nefrolog je nato iz

teh podatkov ocenil delovanje ledvice za vsakega posameznega bolnika.

3.7. STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Korelacijo smo izracunali s statisticnim paketom SPSS (opisna statistika, t-test, hi-kvadrat
test, Coxova regresijska analiza, analiza prezivetja po metodi Kaplan-Meier), ki je primeren
za uporabo na osebnih racunalnikih. Statisticno obdelavo s programom SPSS (IBM, ZDA) je
izvedel prof. dr. Miha Arnol, dr. med. na Centru za transplantacijo ledvic, kjer program
uporabljajo tudi za statisti¢cno obdelavo njihovih raziskav.

Rezultate obeh testov smo primerjalno ovrednotili s Fisherjevim natan¢nim testom. To je
metoda za primerjavo 2 neodvisnih spremenljivk, ki temelji na kontingenénih tabelah 2x2, in
je uporabna predvsem za manjSe skupine vzorcev do 100. Za izraCun smo uporabili
interaktivno tabelo, dostopno na internetni strani Vassar College, ki je del ucbenika

»Concepts and Applications of Inferential Statistics« (32).

Formula za izracun verjetnosti (p) po Fisherjevi natan¢ni metodi:
PIQI'RI'S! 1

P N! al'blcld!
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http://www.ditera.eu/povezave/medicinski_izracuni/2010110823194727/

4. REZULTATI IN RAZPRAVA

Izbrali smo 106 bolnikov, ki so bili ob presaditvi stari od 18 do 66 let (povpre¢na starost 45 +
11 let). Pri 22 od njih je v obdobju spremljanja (povpre¢no 11,6 let) prislo vsaj do ene bodisi
humoralne (9 primerov) ali celi¢ne (13 primerov) zavrnitvene reakcije. Zaradi premajhnega
Stevila jih nismo mogli razdeliti glede na vrsto zavrnitvene reakcije. Pri 14 bolnikih je prislo
do odpovedi presadka, in sicer v 9 primerih zaradi zavrnitev, v 1 zaradi povrnitve osnovne
bolezni, v 4 pa zaradi drugih razlogov. Dvanajst bolnikov je umrlo z delujo¢im presadkom. Za
nekatere bolnike nismo imeli na razpolago obeh serumskih vzorcev, bodisi tistega odvzetega
tik pred (3 bolniki) ali pa tistega odvzetega 3-6 tednov po presaditvi ledvice (11 bolnikov). Pri
primerjavi rezultatov testiranja serumskih vzorcev pred in po presaditvi nismo ugotovili
bistvenih razlik, zato smo se pri nadaljnji analizi osredotocili izklju¢no na vzorce odvzete v
zadnjih 24-ih urah pred presaditvijo. l1zjema je bila le ena bolnica z zavrnitveno reakcijo, pri
kateri smo testirali serum odvzet po presaditvi, saj vzorca odvzetega pred presaditvijo nismo

imeli. Tako smo skupaj testirali serumske vzorce 104 bolnikov.

Rezultate testa LXM smo primerjali s klini¢nimi podatki o zavrnitvenih reakcijah in
delovanju presajenih ledvic (vrednosti kreatinina in ocena glomerulne filtracije — OGF, in
sicer po 1 in 5 letih po presaditvi ledvice, odpoved presadka). Dva bolnika sta imela odpoved
presadka v prvem letu, in sicer oba zaradi ne-imunoloskih vzrokov (tromboza, intersticijska
fibroza), 5 pa v ¢asu med prvim in petim letom po presaditvi. Po 5 letih je tako delovalo Se
93% presajenih ledvic, po 10 pa 92%, seveda ob upostevanju prezivetja bolnikov. Povprec¢ni
¢as od presaditve do zavrnitve je bil 67 mesecev, mediana 61 mesecev (2 do 160 mesecev),

interkvartilni razpon (25% — 75%) pa 6 do 120 mesecev.

4.1. REZULTATI NAVZKRIZNEGA PREIZKUSA LUMINEX® (LXM)

Preglednica I: Rezultati navzkriznih preizkusov izvedenih z metodo Luminex® (LXM); pozitivni
rezultati so oznaGeni z 1, negativni pa z 0. Legenda: LXM — navzkrizni preizkus z metodo Luminex®,

MFI — povpre¢na vrednost intenzitete fluorescence, tx — presaditev.
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LXM (MFI) LXM (MFI)
Datum Datum
Bolnik odvzema| HLA I | poz/| HLA Il | poz/} odvzema| HLA || poz/|HLA 11| poz/
seruma| (MFI)| neg| (MFI)| neg seruma| (MFI)| neg| (MFI)| neg
pred tx po tx
Bl 8.1.2000 630 0| 1018 1] 7.2.2000 195 0 170 0
B2 9.2.2000 211 0 220 0
B3 7.4.2000| 1073 1 1148 1] 11.5.2000 210 0 203 0
B4 8.4.2000| 2594 1| 4172 1
B5 12.4.2000| 585| O 606 0] 16.5.2000 142 0 172 0
B6 13.4.2000| 1547 0| 1267 0] 245.2001| 1128 0 700 0
B7 14.4.2000 372 0 333 0] 26.5.2000 191 0 198 0
B8 20.4.2000 432 0| 1062 1] 15.5.2000 297 0/ 1101 1
B9 23.4.2000 221 0 173 0] 15.5.2001 120 0 132 0
B10 24.4.2000 223 0 120 0] 17.5.2000 166 0 155 0
Bl1l 24.4.2000 170 0 134 0] 15.5.2000 201 0 129 0
B12 28.4.2000| 1031 0 794 0] 31.5.2000 89 0 108 0
B13 4.5.2000 225 0 185 0] 29.5.2000 307 0 193 0
B14 18.5.2000 133 0 794 0] 8.6.2000 111 0 477 0
B15 21.6.2000| 774 O 802 0] 12.7.2000 189 0 203 0
B16 24.6.2000 655 0 548 0] 19.7.2000 407 0 278 0
B17 8.7.2000 511 0 849 0] 2.8.2000 227 0 220 0
B18 9.7.2000| 595/ O 459 O] 9.8.2000| 242 0 161 0
B19 16.8.2000 738 0 515 0] 19.9.2000 111 0 144 0
B20 23.8.2000 390 0 338 0] 13.9.2000 144 0 138 0
B21 19.9.2000| 1361 1 711 0] 10.10.2000 500 0 467 0
B22 16.11.2000 420 0 432 0] 18.12.2000 331 0 308 0
B23 20.11.2000| 1119 0 530 0] 16.1.2000 344 0 288 0
B24 7.12.2000| 5776 1| 1087 0] 16.1.2001| 1312 1 504 0
B25 10.1.2001| 4658 1| 1841 1] 6.2.2001 337 0 322 0
B26 10.2.2001| 2257 1| 1918 1] 11.4.2001 482 0 414 0
B27 27.3.2001| 1453 1| 1100 1] 23.4.2001 579 0 459 0
B28 27.3.2001| 1699 1 395 0] 24.4.2001 335 0 369 0
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B29 27.3.2001| 1308 0| 1585 0] 23.4.2001 521 0| 5059 1
B30 18.6.2001| 1270 1 667 0] 10.7.2001 526 0 214 0
B31 23.6.2001 823 0 637 0| 7.8.2001 267 0 257 0
B32 23.6.2001 602 0 482 0] 1.8.2001 160 0 167 0
B33 21.7.2001| 1418 0 767 0] 20.8.2001| 1082 0 785 0
B34 7.8.2001| 2376 1| 3581 1] 18.10.2001 616 0 453 0
B35 8.8.2001 344 0 317 0

B36 8.8.2001| 2891 0| 2809 0] 23.10.2001 628 0 652 0
B37 15.8.2001| 1352 0| 1145 0] 28.9.2001 436 0 370 0
B38 18.8.2001 894 0| 1318 1| 25.9.2001 211 0 237 0
B39 18.8.2001 589 0 444 0] 4.10.2001 227 0 578 0
B40 22.8.2001| 1450 1| 1671 1| 6.10.2001 87 0 85 0
B41 22.8.2001 209 0 302 0] 26.9.2001 370 0 483 0
B42 30.8.2001| 1559 0| 1233 0] 23.10.2001 387 0 365 0
B43 15.10.2001| 1462 1 529 0] 6.11.2001 432 0| 2406 1
B44 15.10.2001 276 0 291 0] 13.11.2001 680 0 285 0
B45 19.10.2001| 2457 1| 1465 0] 12.11.2001 703 0 502 0
B46 30.10.2001| 1470 0| 1200 0] 3.12.2001 802 0 705 0
B47 31.10.2001 551 0 476 0

B48 16.11.2001| 3331 1 740 0

B49 16.11.2001 618 0 425 0| 7.2.2001 191 0 185 0
B50 17.11.2001| 3612 1| 2239 0

B51 17.11.2001| 1731 1] 1270 1]117.12.2001 321 0 295 0
B52 13.12.2001| 1620 0| 1329 0] 3.1.2002| 1148 0 917 0
B53 18.1.2002 131 0 130 0] 26.2.2002 83 0 93 0
B54 19.1.2002 322 0| 3758 1] 12.2.2002 181 0| 2526 1
B55 19.1.2002 320 0 261 0] 11.2.2001 322 0 239 0
B56 4.2.2002 632 0 567 0] 6.3.2002 280 0 269 0
B57 10.2.2002 966 0 741 0] 5.3.2002 596 0| 3850 1
B58 10.2.2002| 2279 1] 2300 1] 28.3.2002 227 0 209 0
B59 14.2.2002 893 0 512 0] 28.3.2002 225 0 248 0
B60 10.3.2002 319 0 270 0] 2.4.2002 262 0 182 0
B61 10.3.2002| 1105 0 996 0] 6.5.2002 287 0 311 0
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B62 4.6.2002 493 0 349 0
B63 12.3.2002| 1957 1] 2510 1] 16.4.2002 205 0 349 0
B64 16.4.2002 886 0 473 0] 3.6.2002 464 0 420 0
B65 16.5.2002 | 2337 1 803 0] 21.6.2002 607 0 314 0
B66 13.7.2002 | 1534 1] 2605 1] 10.9.2002| 1046 1] 1195 1
B67 16.11.2002| 1104 1 965 0] 16.12.2002 513 0 476 0
B68 19.12.2002 519 0 496 0

B69 19.12.2002| 1662 1] 1625 1] 10.1.2003 259 0 195 0
B70 21.12.2002 392 0 408 0] 17.1.2003 266 0 227 0
B71 13.1.2003 961 0 726 0] 10.2.2003 225 0 249 0
B72 13.1.2003 746 0 721 0] 4.2.2003 435 0 376 0
B73 28.2.2003 | 1484 0| 1030 0| 2.6.2003| 1060 0 860 0
B74 26.6.2003 538 0 365 0
B75 28.5.2003 261 0 251 0] 19.6.2003 225 0 323 0
B76 26.6.2003 810 0| 1169 1| 18.7.2003 337 0 534 0
B77 29.7.2003| 1060 0 928 0] 2.11.2003| 2158 1| 7548 1
B78 30.7.2003| 1168 1] 1191 1] 20.8.2003 288 0 312 0
B79 29.8.2003 603 0| 16591 1| 26.9.2003 113 0 332 0
B80 29.8.2003 325 0 503 0] 16.10.2003 100 0| 1994 1
B81 3.10.2003 574 0 850 0] 3.11.2003 195 0 578 0
B82 4.11.2003| 1062 1 415 0] 25.11.2003 396 0 314 0
B83 4.11.2003 806 0| 1006 1

B84 8.11.2003| 1171 1] 1158 1] 1.12.2003 417 0 291 0
B85 6.4.2004 283 0 460 0| 18.5.2004 190 0 198 0
B86 8.5.2004 821 0 982 0| 18.6.2004| 1177 1| 14568 1
B87 28.5.2004 778 0 511 0] 24.6.2004 166 0 168 0
B88 30.5.2004 231 0 185 0| 23.6.2004 199 0 196 0
B89 1.6.2004 623 0 501 0] 29.6.2004 567 0 497 0
B90 9.6.2004 681 0 459 0] 21.7.2004 715 0 500 0
BI1 9.6.2004 246 0 178 0] 11.8.2004 433 0 398 0
B92 25.6.2004 224 0 390 0| 13.8.2004 128 0 313 0
B93 15.7.2004 531 0| 1310 1| 19.8.2004 264 0 723 0
B94 16.7.2004 457 0 404 0| 6.8.2004 333 0 351 0
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B95 16.7.2004 456 0 464 O] 11.8.2004| 1092 0| 1589 1
B96 12.8.2004 429 0 471 0] 6.9.2004 249 0 403 0
B97 16.10.2004 | 1372 1| 3104 1| 8.11.2004 311 0 468 0
B98 27.12.2004 781 0 591 0
B99 3.3.2005 596 0 471 0
B100 4.1.2006| 1222 1 661 0] 1.2.2006 142 0 157 0
B101 8.3.2006 931 0 2129 1| 5.4.2006 510 0] 2132 1
B102 12.4.2006 | 1744 1 667 0
B103 12.4.2006 819 0 576 0] 12.5.2006 539 0 348 0
B104 22.42006| 1421 1| 2220 1
B105 7.12.2006 445 0 327 0] 29.10.2006 146 0 160 0
B106 7.12.2006 320 0 276 0] 29.12.2006 110 0 120 0

Kot pozitivne smo obravnavali vrednosti MFI, ki so bile ve¢ kot 1000. Pri visokih vrednostih
MFI, izmerjenih na kroglicah negativne kontrole, pa smo kot pozitivne upostevali vse tiste
rezultate, kjer so bile vrednosti MFI za 1000 enot ve¢je od njih. S serumskimi vzorci,
odvzetimi pred presaditvijo, smo pri 29 bolnikih dobili pozitiven navzkrizni preizkus (XM) z
antigeni HLA 1. razreda, pri 25 pa z antigeni HLA 1. razreda, med vsemi pa je bilo 16 takih s
pozitivnim rezultatom z antigeni obeh razredov. S serumskimi vzorci, odvzetimi po
presaditvi, pa smo dobili pozitiven rezultat XM z antigeni HLA I. razreda pri 4 bolnikih, z
antigeni HLA 1I. razreda pa pri 11, med njimi pa so bili tudi 3 s pozitivnim rezultatom z

antigeni HLA obeh razredov.

Iz izsledkov testa LXM nismo mogli razbrati, ali gre pri pozitivnih rezultatih dejansko za
protitelesa, ki so specifi¢na za darovalCeve antigene HLA, zato smo se odlocili, da serumske
vzorce, odvzete pred presaditvijo, Se dodatno testiramo s testom LSA za doloditev
specifi¢nosti protiteles, obenem pa izra¢unamo Se korelacijo dobljenih rezultatov z napovedjo
zavrnitvenih reakcij. Test smo ze predhodno validirali in ga v Centru za tipizacijo tkiv
uporabljamo ze vrsto let. Tudi rezultate testa LSA smo primerjali s kliniénimi podatki o
zavrnitvenih reakcijah in delovanju presajenih ledvic (vrednosti kreatinina in ocena
glomerulne filtracije — OGF; in sicer 1 in 5 let po presaditvi ledvice; odpoved presadka) ter

izraCunali medsebojno korelacijo omenjenih parametrov s statisticnim paketom SPSS (opisna
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statistika, t-test, hi-kvadrat test, Coxova regresijska analiza in analiza prezivetja po metodi

Kaplan-Meier).

4.2,

REZULTATI TESTIRANJA SPECIFICNOSTI PROTITELES HLA
(TEST LSA)

Preglednica Il: Rezultati testiranja specifi¢nosti prisotnih protiteles s testom LSA. Navedena so

neskladja v antigenih HLA med darovalcem in bolnikom; z rde¢o barvo so oznaceni tisti antigeni

HLA, zoper katere smo dokazali prisotna specificna protitelesa, navedene pa so tudi MFI le-teh.

Antigeni HLA-C in HLA-DQ v oklepajih so bili dolo¢eni samo z metodo CDC, ne pa tudi na nivoju

DNK (histori¢ne tipizacije, tipizacije opravljene v tujih centrih). Antigeni HLA-A in HLA-B,

prikazani v oklepajih pa pomenijo, da ima darovalec razliéno podskupino istega antigena HLA

(usklajevanje v za lokuse HLA-A in HLA-B okviru Evrotransplanta poteka na nivoju nadskupin).

Legenda: LSA — LabScreen Single Antigen
MFI — povpre¢na vrednost intenzitete fluorescence
Bolnik Datum ] ] LSA | |[LSAI
oresaditve Neskladjav HLA | Neskladja v HLA 11 MED | (MED
Bl 8.1.2000 A31,B7 DR9
B3 7.4.2000 A2,A68,B8 DR11| 3.340
B4 8.4.2000 A28,B38 DR8| 5.400| 9.750
B5 12.4.2000 A31,B60 DR4,DR13| 7.330
B6 13.4.2000 A30,A68,B7,B56 DR15
B7 14.4.2000 A25,B14 DR3| 2.710
B8 20.4.2000 A33,B62 | DR4,DR12, DQA1*03:01| 7.200| 3.780
B9 23.4.2000 A3,A32,B18
B10 24.4.2000 A2,A33,B14 DR5| 3.700
B11 24.4.2000 B52
B12 28.4.2000
B13 4.5.2000 A31,B8 DR4
B14 18.5.2000 A3,B44,B38,(Cwb) DR4 10.280
B15 21.6.2000 A3,A26,B44
B16 24.6.2000 B7,B35,Cw4 DQ5| 3.750
B17 8.7.2000 A23,B7,(Cw4,Cw7) DR7| 7.440
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B18 9.7.2000 A3,A23,B7,Cw7 DR15

B19 | 16.8.2000 A33,B44 DR1,DR13

B20 | 23.8.2000 A1,A32,(Cw2) DR16

B21 | 19.9.2000 A3,B7 DR15

B22 |16.11.2000 A2,A23,B44,B21,Cw5

B23 |20.11.2000 A24,A32,B15 9.180
B24 | 7.12.2000 A26,B44 DR11]13.010
B25 | 10.1.2001 A2,B27 DR1,DQ5 10.560
B26 | 10.2.2001 A2,A26,B38 DR13]11.980
B27 | 27.3.2001 A24,B44 DR11| 1.690
B28 | 27.3.2001 A24,A68,B44 DR11| 6.810
B29 | 27.3.2001 A30

B30 | 18.6.2001 A32,A68,B27 DR3

B31 | 23.6.2001 Al1,B8,B44 7.640
B32 | 23.6.2001 A2,B44

B33 | 21.7.2001 B7 DR9,(DQ5,9)

B34 7.8.2001 A24 DR1

B35 8.8.2001 A24,B44 DR11,DQ3 1.000
B36 8.8.2001 A24 DR11

B37 | 15.8.2001 A2,A24,B44

B38 | 18.8.2001 A33 DR8

B39 | 18.8.2001 A2,A33,B38 DR8

B40 | 22.8.2001 Al1,A2,B35,(B57),Cw4

B4l | 22.8.2001 A2,B18 DR14

B42 | 30.8.2001 B60,Cw3 DR9

B43 |15.10.2001

B44 |15.10.2001

B45 |19.10.2001 | A2,A23,B44,B60,Cw3, Cw4

B46 |30.10.2001 (A30),B53,Cw4 DR13

B47 |31.10.2001 A30,B53,Cw2,Cw4 DR13| 1.200
B48 |16.11.2001 B27,B50,Cw5

B49 [16.11.2001| A1,B27,(B50),Cw5,Cw6 DR7

B50 |17.11.2001 B18,B35,Cw4
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B51 |17.11.2001 A24,B35,Cw4,Cw7

B52 |13.12.2001 B41

B53 | 18.1.2002 A2,B62 DR13

B54 | 19.1.2002 Al DR13

B55 | 19.1.2002 A3

B56 4.2.2002

B57 | 10.2.2002 DR4, DQA1*03:01, DQ8 1.670
B58 | 10.2.2002 A2,B38,B51,Cw2,Cw7

B59 | 14.2.2002 DR14

B60 | 10.3.2002 A2,A11,B7,B60

B61 | 10.3.2002 A25,B18 DR1| 3.340
B63 | 12.3.2002 A24,B44,Cw2 DR14

B64 | 16.4.2002 (B57) DQ7 3.550
B65 | 16.5.2002 ALA3,B7 DR15 | 15.800
B66 | 13.7.2002 A1,A11,B18 DR11

B67 |16.11.2002 A68,B27,Cw1 DR4

B68 |19.12.2002 A24,B44,Cw15 DR15

B69 |19.12.2002 A24,B44,(Cwb) DR15

B70 |21.12.2002 B51 DR13

B71 | 13.1.2003 A3,B7,B18 DR7| 1.500
B72 | 13.1.2003 A3,B7,(Cw5,7) DR7

B73 | 28.2.2003 A30,B18,Cw5 (DQ2,8)

B74 | 28.5.2003 A26,A33,B38 DR4

B75 | 26.6.2003 A33,B8 (DQ1,2)

B76 | 26.6.2003 A26,A33,B8 DR3,DQ2,DQ3

B77 | 29.7.2003 A2,B39,B47,(Cw6) DR7| 3.350
B78 | 30.7.2003 A2,A3,B39,B47,Cw6 DR7

B79 | 29.8.2003 A3,B60,Cw3 DR1321.780 | 22.800
B8O | 29.8.2003 A2,B60,Cw3 DR13| 1.610
B81 | 3.10.2003 B8,Cw6 DR1

B82 | 4.11.2003 B44,B49 19.930
B83 | 4.11.2003 B49,Cw7 DR3

B84 | 8.11.2003 A2,B51 DR12
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B85 6.4.2004 Al1,B60,Cw3 DR8 9.900
B86 8.5.2004 Al1,A3,B27,Cw5 DR15

B87 28.5.2004 A3,B35

B88 30.5.2004 A24

B89 1.6.2004 A3,B57 DR1

B90 9.6.2004 A2,B35,Cw4 DR12| 1.260
B91 9.6.2004 A3,B35 DR12

B92 25.6.2004 Al1,B35 DR15

B93 15.7.2004 A26,A33,B41

B94 16.7.2004 Al1,A26,B7,B38,Cw7 8.240
B95 16.7.2004 Al,A26,B38 DR13

B96 12.8.2004 A2,A29,B8

B97 |16.10.2004 A2,B57,Cw5 DR11, (DQ3)

B98 [27.12.2004 A30,B13 DR9

B99 3.3.2005 A24,B60 DR15

B100 4.1.2006 A33,B39 DR1

B101 8.3.2006 A24,Cw12

B102 | 12.4.2006 Al,A2,B56 DR1| 3.850
B103 | 12.4.2006 Al,B56 DR1

B104 | 22.4.2006 A25,B60 DR8| 1.340
B105 | 7.12.2006 All

B106 | 7.12.2006 B7,B35,Cw4,Cw7

Pri 20 bolnikih smo dokazali prisotnost protiteles specifi¢nih za daroval¢eve antigene HLA 1.

razreda, pri 9 pa za HLA Il. razreda, med vsemi temi pa so imeli 4 bolniki protitelesa

specifi¢na za antigene obeh razredov.

4.3.

STATISTICNA OBDELAVA

Kot smo Ze omenili, smo korelacijo primerjanih parametrov izracunali s statistiénim paketom

SPSS. Statisticno obdelavo z SPSS so izvedli v Centru za transplantacijo ledvic.

Primerjavo rezultatov obeh testov smo statisticno ovrednotili s Fisherjevim natan¢nim testom

v Centru za tipizacijo tkiv.
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Preglednica Ill: Primerjava rezultatov testov LXM in LSA ter izracun verjetnosti Fisherjevega

natan¢nega testa .

Legenda:

LSA — LabScreen Single Antigen

MFI — povpre¢na vrednost intenzitete fluorescence

LXM — navzkrizni preizkus z metodo Luminex®

DSA — za darovaléeve antigene HLA specifi¢na protitelesa

NS — ni statisti¢no znacilno (p>0,005)

S — je statisti¢no znacilno (p<0,005)

Zavrnitev Brez Zavrnitev vs Brez | Statisti¢na
N zavrnitve zavrnitve | znadilnost
N Vrednost p,
Fisherjev natancni
test
Poz. LXM l.razred 7 22 0.414 NS
Poz. LXM Il.razred 8 17 0.109 NS
Poz. LXM I+I1 5 11 0.191 NS
Poz. LSAHLA | (DSA) 9 17 0.052 NS
Poz. LSA HLA 1l (DSA) 8 1 0.00001 S
Poz. LSA HLA I+11 (DSA) 3 0 0.008 S

Preglednica IV: Znacilnost statisticne povezava med pozitivnimi rezultati

klini¢énimi podatki o zavrnitvah presadka.

Legenda: LXM — navzkrizni preizkus z metodo Luminex®

LSA — LabScreen Single Antigen

MFI — povpre¢na vrednost intenzitete fluorescence

DSA — za darovaléeve antigene HLA specifi¢na protitelesa

NS — ni statisti¢no znacilno (p>0,005)

S — je statisti¢no znacilno (p<0,005)

testov LXM in LSA s

Zavrnitev Brez Zavrnitev vs Brez | Statisti¢na
N | zavrnitve zavrnitve | znadilnost
N Vrednost p,
Fisherjev natan¢ni
test
Poz. LXM+LSA (DSA) HLA | 5 5 0.01 S
Poz. LXM+LSA (DSA) HLA 11 3 1 0.01
Poz. LXM+LSA (DSA) HLA | + 11 1 0 0.17 N
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43.1. PRIMERJAVA REZULTATOV TESTOV LXM IN LSA S KLINICNIMI
PODATKI

Stevilo preiskovanih bolnikov: 104

Stevilo zavrnitev presadkov: 22

Parameter: zavrnitev presadka*  Pozitivni testi LXM z antigeni HLA I. razreda — serumski

vzorci odvzeti pred presaditvami ledvic

Preglednica V: Prisotnost za darovalca specifi¢cnih protiteles proti antigenom HLA 1. razreda,

dolocenih s testom LXM v povezavi z zavrnitvami presadkov.

Pozitivni testi LXM z antigeni HLA
I. razreda, pred presaditvijo Skupaj
Ne Da
Zavrnitev presadka Ne  Stevilo bolnikov 60 22 82
Delez 73,2% 26,8% 100%
Da  Stevilo bolnikov 15 7 22
Delez 68,2% 26,8% 100%
Skupaj Stevilo bolnikov 75 29 104
Delez 72,1% 27,9% 100%
Parameter: tip zavrnitve* Pozitivni testi LXM z antigeni HLA 1. razreda — serumski

vzorci odvzeti pred presaditvami ledvic

Preglednica VI: Prisotnost za darovalca specifi¢nih protiteles proti antigenom HLA 1. razreda,

doloc¢enih s testom LXM, v povezavi z zavrnitvami presadkov.

Pozitivni testi LXM z antigeni HLA
I. razreda, pred presaditvijo Skupaj
Ne Da

Tip Celic¢no Stevilo bolnikov 9 4 13
zavrnitve posredovana Delez 69,2% 30,8% 100%
Posredovana Stevilo bolnikov 6 3 9
s protitelesi Delez 66,7% 33,3% 100%
Skupaj Stevilo bolnikov 15 7 22
Delez 68,2% 31,8% 100%
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Parameter: zavrnitev presadka*

Preglednica VII: Prisotnost za darovalca specifi¢nih protiteles proti antigenom HLA 1. razreda,

dolocenih s testom LSA, v povezavi z zavrnitvami presadkov.

Za darovalca specifiéna protitelesa

proti antigenom HLA 1. razreda Skupaj
Ne Da

Zavrnitev presadka Ne  Stevilo bolnikov 65 17 82
Delez 79,3% 20,7% 100%

Da  Stevilo bolnikov 13 9 22

Delez 59,1% 40,9% 100%

Skupaj Stevilo bolnikov 78 26 104
Delez 75,0% 25,0% 100%

Parameter: tip zavrnitve*

Preglednica VIII: Prisotnost za darovalca specifi¢nih protiteles proti antigenom HLA 1. razreda,

dolocenih s testom LSA, v povezavi z zavrnitvami presadkov.

Za darovalca specifiéna protitelesa

proti antigenom HLA 1. razreda Skupaj
Ne Da

Tip Celi¢no Stevilo bolnikov 6 7 13
zavrnitve posredovana Delez 46,2% 53,8% 100%
Posredovana  Stevilo bolnikov 7 2 9

s protitelesi Delez 77,8% 22,2% 100%

Skupaj Stevilo bolnikov 13 9 22
Delez 59,1% 40,9% 100%

Parameter: zavrnitev presadka*

Preglednica 1X: Prisotnost za darovalca specifi¢nih protiteles proti antigenom HLA II. razreda,

vzorci odvzeti pred presaditvami ledvic

dolocenih s testom LXM, v povezavi z zavrnitvami presadkov.

Pozitivni testi LXM z antigeni HLA II. razreda — serumski

Pozitivni testi LXM z antigeni HLA

I1. razreda, pred presaditvijo Skupaj
Ne Da

Zavrnitev presadka Ne  Stevilo bolnikov 65 17 82
Delez 79,3% 20,7% 100%

Da Stevilo bolnikov 14 8 22

Delez 63,6% 36,4% 100%

Skupaj Stevilo bolnikov 79 25 104
DeleZ 76,0% 24,0% 100%
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Parameter: tip zavrnitve*

Pozitivni testi LXM z antigeni HLA II. razreda — serumski

vzorci odvzeti pred presaditvami ledvic

Preglednica X: Prisotnost za darovalca specificnih protiteles proti antigenom HLA II. razreda,

dolocenih s testom LXM, v povezavi z zavrnitvami presadkov.

Pozitivni testi LXM z antigeni HLA

Il. razreda, pred presaditvijo Skupaj
Ne Da

Tip Celi¢no Stevilo bolnikov 6 7 13
zavrnitve posredovana Delez 46,2% 53,8% 100%
Posredovana  Stevilo bolnikov 8 1 9

s protitelesi Delez 88,9% 11,1% 100%

Skupaj Stevilo bolnikov 15 7 22
Delez 63,6% 36,4% 100%

Parameter: zavrnitev presadka*

Preglednica XI: Prisotnost za darovalca specifi¢nih protiteles proti antigenom HLA II. razreda,
dolocenih s testom LSA, v povezavi z zavrnitvami presadkov.
Za darovalca specificna protitelesa
proti antigenom HLA 1l. razreda Skupaj
Ne Da
Zavrnitev presadka ~ Ne  Stevilo bolnikov 81 1 82
Delez 98,8% 1,2% 100%
Da Stevilo bolnikov 14 8 22
Delez 63,6% 36,4% 100%
Skupaj Stevilo bolnikov 95 9 104
Delez 91,3% 8,7% 100%
Parameter: tip zavrnitve*
Preglednica XII: Prisotnost za darovalca specifi¢nih protiteles proti antigenom HLA II. razreda,
dolocenih s testom LSA, v povezavi z zavrnitvami presadkov.
Za darovalca specificna protitelesa
proti antigenom HLA 1. razreda Skupaj
Ne Da
Tip Celi¢no Stevilo bolnikov 10 3 13
zavrnitve posredovana Delez 76,9% 23,1% 100%
Posredovana Stevilo bolnikov 4 5 9
s protitelesi Delez 44.4% 55,6% 100%
Skupaj Stevilo bolnikov 14 9 22
Delez 63,6% 36,4% 100%
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Pricakovali smo boljSo korelacijo med rezultati testa LXM in zavrnitvenimi reakcijami, saj
smo imeli na mikrokroglicah vezane dejanske antigene HLA darovalca, v testu LSA pa
rekombinantne antigene HLA.

Rezultati testov LXM in LSA niso bili primerljivi, saj niso bili statisticno znacilno
enakovredni (Preglednica XIII). Presenetljivo je, da smo pri samo 13% bolnikov z obema
testoma dobili pozitiven rezultat, medtem ko je bilo ujemanje negativnih rezultatov nekoliko
boljse (52%).

Preglednica XI11: Korelacija med rezultati testov LXM in LSA

Legenda: LXM — navzkriZni preizkus z metodo Luminex®
LSA — LabScreen Single Antigen
NS — ni statisti¢no znacilno (p>0,005)
S — je statisticno znacilno (p<0,005)
Test LXM | Test LXM vs LSA | Statisticna | LXM+LSA
N=103 LSA p znacilnost | N=103
f (%) N=103 f (%)
f (%)
Poz HLA 1+11 | 34 28 0.182 NS 13
Poz HLA | 29 23 0.019 S 11
Poz HLA1I 22 7 0.036 S 4
Neg HLA 1+1l | 66 72 52

Pri 50% bolnikov s pozitivnim testom LSA za specificna protitelesa proti darovaléevim
antigenom HLA II. razreda dobimo tudi pozitivne vrednosti testa LXM z antigeni HLA II.
razreda. Le pri 16% bolnikov s pozitivnim testom LXM z antigeni HLA II. razreda pa smo s
testom LSA dokazali prisotnost specifi¢nih protiteles proti darovaléevim antigenom HLA 1.
razreda. Vprasamo se lahko, ali smo s testom LXM z antigeni HLA 1. razreda zaznali lazno
pozitivne reakcije ali pa je morda test LSA za antigene HLA 1l. razreda premalo obcutljiv

(lazno negativni rezultati).
Tezave po presaditvi je imelo 37% bolnikov s pozitivnimi testi LXM z antigeni Il. razreda in

33 % tistih, ki smo jim dokazali prisotnost specifi¢nih protiteles zoper dolo¢ene darovalCeve

antigene omenjenega razreda s testom LSA.
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432. KAPLAN MEIERJEVE KRIVULJE PREZIVETJA PRESADKA BREZ
ZAVRNITVENIH REAKCIJ

Pri bolnikih z negativnim in pozitivnim testom LXM z antigeni HLA 1. razreda nismo

ugotovili razlik v dolgoro¢nem prezivetju presadkov (graf 1).
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Graf 1: Prezivetje brez zavrnitve v odvisnosti od izida testa LXM HLA 1. razreda s serumi odvzetimi

pred presaditvijo.

Pri bolnikih s pozitivnim testom LXM z antigeni HLA Il. razreda smo opazili slabSe
preZivetje, kot pri bolnikih z negativnim testom, vendar statisticno neznacilno, verjetno zaradi

premajhnega vzorca (graf 2).

Pri bolnikih, pri katerih smo s testom LSA dokazali prisotnost za darovalce specifi¢nih
protiteles proti antigenom HLA 1. razreda, v prvih 4 letih po presaditvi nismo zaznali razlik, v
primerjavi s tistimi brez tovrstnih protiteles, kasneje pa smo pri njih opazili zmanjSano

prezivetje presadkov (graf 3).
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Graf 2: Prezivetje brez zavrnitve v odvisnosti od izida testa LXM HLA 1I. razreda s serumi odvzetimi

pred presaditvijo.
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Graf 3: PrezZivetje brez zavrnitve v odvisnosti 0d prisotnosti za darovalca specifi¢nih protiteles proti

antigenom HLA |. razreda dokazanih s testom LSA.
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Graf 4: Prezivetje brez zavrnitve v odvisnosti 0od prisotnosti za darovalca specifi¢nih protiteles proti

antigenom HLA 1l. razreda dokazanih s testom LSA.

Pri bolnikih, ki smo jim s testom LSA dokazali prisotnost za darovalca specifi¢nih protiteles
proti dolo¢enim antigenom HLA Il.razreda, v prvih 8 letih po presaditvi nismo zaznali razlik
v primerjavi z bolniki brez tovrstnih protiteles, nato pa je zacela krivulja prezivetja presadkov

pri bolnikih s protitelesi strmo padati (graf 4).

Zaradi obseznosti statistine analize vseh rezultatov in grafov ne moremo predstaviti, so pa na

vpogled v CTT. Za predstavitev smo izbrali najbolj ilustrativne primere.

Kljub temu, da s testom CDC tako v presejalnih testih kot v navzkriznih preizkusih, izvedenih
pred presaditvijo ledvic, nismo dolocali specifi¢nih protiteles proti antigenom HLA II.
razreda, ni v nobenem primeru prislo do hiperakutne zavrnitve. Test CDC je torej dovolj
obcutljiv in zanesljiv za preprecitev hiperakutne zavrnitve ledvic. S pomoc¢jo kombinacije
testov CDC, LSA in bolnikove imunoloske zgodovine se poskuSamo izogniti temu, da bi
bolnik dobil organ z antigeni HLA, proti katerim je kadarkoli tvoril protitelesa, saj
specificnosti HLA, dolo¢ene na ta nacin, uvrs¢amo med t.i. nesprejemljiva ali prepovedana
neskladja v primeru presaditve. Po do sedaj dostopni literaturi pa protitelesa, ki jih dolo¢imo

zgolj s testom LSA, obravnavamo kot dejavnik tveganja za zavrnitvene epizode.. Nasi
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rezultati kazejo, da z njim lahko ugotavljamo klini¢no relevantna DSA, zato menimo, da s tem
testom lahko zadovoljivo dolo¢imo neskladnosti HLA, ki predstavljajo bodisi tveganje za
zavrnitev presadka ali z upostevanjem dogodkov, ki lahko povzrocijo imunizacijo bolnika,
prepovedane neskladnosti. Posledi¢no test LXM za bolnike, za katere so bili prepovedani
antigeni HLA na podlagi LSA Ze upoStevani pri izbiri ponujene ledvice umrlega darovalca, ni
potreben. Prednost testa LSA je tudi, da ga lahko izvedemo znotraj daljSega Casovnega
obdobja, ko je bolnik Se na ¢akalni listi. Slabi strani testa LXM sta tudi tehni¢na zahtevnost
ter dolgotrajnost izvedbe v primerjavi s klasiénim limfocitotoksi¢nim navzkriznim
preizkusom. Zato je LXM manj primeren za izvedbo tik pred presaditvijo ledvice, ko je ¢im

kraj$i ¢as hladne ishemije organa klju¢nega pomena za uspeh presaditve.
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SKLEP

Prisotnost protiteles, usmerjenih proti antigenom HLA 1. in Il. razreda darovalcev ledvic, ki
smo jih dolocili v serumskih vzorcih bolnikov s testom LXM, ni bila statisticno znacilno

povezana s povecanim tveganjem za pojav zavrnitvenih reakcij in odpovedi presadkov.

Primerjava obeh testov, in sicer v nasem laboratoriju predhodno validiranega testa LSA s
testom LXM, je razkrila, da z njima pridobimo razli¢ne informacije o prisotnosti bolnikovih
specifi¢nih protiteles proti antigenom HLA darovalca. Ugotovili smo, da je test LXM preve¢
zamuden, da bi ga izvajali tik pred presaditvijo ledvice. Za na$ laboratorij je tako test LSA
primernejsi, saj je izvedljiv v daljSem ¢asovnem obdobju in z njim lahko dolo¢imo za

posameznega bolnika nesprejemljive antigene HLA v obdobju, ko je ta $e na ¢akalni listi.

S statisti¢éno analizo podatkov smo dokazali vpliv za darovalce specifi¢nih protiteles anti-
HLA, doloc¢enih s testom LSA v serumih bolnikov, na prezivetje presadka brez zavrnitvenih
reakcij. Statisti¢no znacilnost smo dolocili v primeru protiteles, ki prepoznavajo antigene

HLA 1l. razreda, s ¢imer smo dokazali njihov klini¢ni pomen v primeru presaditve ledvic.
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