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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Obecnos¢ swoistych aloprzeciwciat anty-HLA u chorego oczekujacego na przeszczep nerki jest
gtéwna barierg zabiegu transplantacji. Brak odpowiednich dawcéw dla wysoko zimmunizowanych
pacjentéw powoduje, ze okres oczekiwania na przeszczep jest znacznie dtuzszy, co przektada sie
na niski odsetek przeszczepéw w tej grupie. Przeszczep dla pacjenta zimmunizowanego jest tez
obarczony wigkszym ryzykiem powiktan. Aby zwigkszy¢ dostep tym pacjentom do transplanta-
cji powstato wiele programéw. Postgp w zakresie mozliwosci okreslania HLA-akceptowalnych
niezgodnosci umozliwit znaczny rozwdj programéw dla nich, z ktérych juz wdrozone (ET-AMP,
UNOS, algorytm Emory) przynosza bardzo dobre rezultaty zwigkszajac zaréwno dostgp do prze-
szczepu jak i jego przezycie. Odrebny problem stanowi humoralny aspekt procesu odrzucania.
Wykazano silny zwiazek migdzy odrzucaniem a obecnoscia aloprzeciwcial — zaréwno w okresie
okotoprzeszczepowym, jak i dtugo po przeszczepie (chronic allograft nephropathy — CAN). Stad
wydaje sig, ze niewystarczajace jest ograniczenie badarn diagnostycznych z zakresu wykrywania
aloprzeciwcial anty-HLA jedynie do okresu przedtransplantacyjnego, jak to si¢ dzieje obecnie.
Monitorowanie aloprzeciwcial moze stanowi¢ doskonaty wskaznik prognostyczny dla funkcjo-
nowania przeszczepu, a narastanie miana moze wyprzedzac¢ inne objawy umozliwiajac szybka
interwencje.

transplantacja nerki * swoiste aloprzeciwciata anty-HLA ¢ programy dla wysoko
zimmunizowanych ¢ oznaczanie aloprzeciwciat * odrzucanie zalezne od przeciwciat °
odrzucanie humoralne

Summary

Anti-HLA alloantibodies are the main barrier in kidney transplantation. Lack of appropriate do-
nors for highly sensitized (HS) recipients makes access to transplantation very difficult and re-
sults in a significant increase in both the time on the waiting list and the number of post-tran-
splant complications in these patients. The transplantation itself is also associated with higher
risk in the HS. There are many programs aimed at increasing access to renal transplantation for
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this group of recipients. It is noteworthy that new acceptable HLA-mismatches allowed signifi-
cant progress in programs for HS recipients. Currently implemented programs (ET-AMP, UNOS,
Emory algorithm) proved useful as they increased access to transplantation and graft survival in
HS patients. Nevertheless, even with these programs there is still the problem of humoral rejec-
tion in these patients. The strong correlation between donor-specific antibodies (DSA) and graft
rejection seen both immediately after transplantation and in long-term complications such as
CAN (chronic allograft nephropathy) may be the simplest explanation for this effect. Hence the
assessment of alloantibodies limited to the pre-transplant period, which is nowadays routine, se-
ems insufficient. Current evidence suggests that early detection of post-transplant DSA may be
an excellent prognostic marker of graft function and may allow implementing the necessary tre-

atment prior to rejection.
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1. WprowADZENIE

Wsréd przyczyn odrzucania aloprzeszczepu jako podsta-
wowe okresla si¢ czynniki immunologiczne, tj. niezgod-
nos$¢ antygenéw transplantacyjnych HLA i wczesniejsze
uczulenie biorcéw. Obecnos$¢ swoistych aloprzeciwcial
anty-HLA to zasadniczy wyktadnik tego uczulenia, ktéry
u chorych oczekujacych na przeszczep jest gtéwna przy-
czyna niepowodzenia zabiegu przeszczepienia. Problem
dotyczy zaréwno pacjentéw, ktérzy oczekuja na pierwszy
przeszczep, jak i na kolejne. Szanse na przeszczep dla wy-
soko zimmunizowanego chorego sa drastycznie mniejsze
w poréwnaniu do biorcy, u ktérego nie obserwuje si¢ alo-
przeciwcial. Efektem jest czgsto wieloletni okres oczeki-
wania na przeszczep i znaczaco wyzsze koszty leczenia
(wydtuzony czas dializ, leczenie powiktan) [10,11]. Stabo
rozwinigta diagnostyka immunizowanych chorych pote-
guje niepewnos¢ rezultatu zabiegu transplantacji. Wsréd
uczulonych chorych przeszczepianych w gtéwnej mierze
na podstawie ujemnej proby krzyzowej obserwuje si¢ pra-
wie dwukrotnie krétsze przezycie przeszczepu w porow-
naniu do biorcéw niezimmunizowanych [73]. Wynik ten
mozna znaczaco poprawic stosujac nowoczesne techni-
ki badawcze i specjalne programy. Badania ostatnich lat
wykazuja skutecznos¢ juz wdrozonych programoéw prze-
szczepiania uczulonych biorcéw na $wiecie. W oparciu
o diagnostyke wykorzystujaca analize swoistosci aloprze-
ciwcial u biorcy i dobdr na tej podstawie dawcy mozna
wydtuzy¢ czas przezycia przeszczepu tak, iz jest on zbli-
zony do czasu przezycia po transplantacji nieobarczonej
ryzykiem. Skuteczne postgpowanie z uczulonymi biorca-
mi pozwala obnizy¢ ich liczbg na liScie oczekujacych jak
i poprawic¢ dostep do przeszczepu.

Odrebnym problemem jest diagnostyka posttransplanta-
cyjna, okreslajaca swoista odpowiedZ biorcy na antygeny

konkretnego przeszczepu. Liczne badania wykazuja, ze
monitorowanie swoistych aloprzeciwcial przeciw antyge-
nom dawcy moze by¢ wysoce uzytecznym wskaZnikiem
prognostycznym funkcjonowania przeszczepu.

2. PROBLEM ALOIMMUNIZAC)I

Antygeny uktadu HLA naleza do jednych z najsilniej uczu-
lajacych. W przyblizeniu, pojedyncza komédrka APC prezen-
tujaca obcy antygen HLA aktywuje 1/100 do 1000 (1-10%)
naiwnych limfocytéw T. Dla poréwnania, na ekspozycje
czastek wirusa lub innych uczulajacych peptydéw odpo-
wiada tylko 1/200 000 nieimmunizowanych limfocytéow
[8,70]. Pojecie immunizacji zgtoszonego do przeszczepu
oznacza najczgsciej obecnos¢ preformowanych przeciwciat
przeciwko antygenom HLA klasy I (najczgsciej HLA-A,
-B i/lub II (HLA-DR) [10]. Rzadziej, odrzucanie zalezne
od przeciwcial moze by¢ powodowane aloprzeciwciatami
anty-MICA, anty-MICB, anty-endotelium [19]. Do alo-
immunizacji, tj uczulenia na antygeny wtasnego gatunku,
najczesciej dochodzi podczas transfuzji. U 10% chorych
wytwarzaja si¢ przeciwciala anty-HLA juz po pierwszej
transfuzji, po wielokrotnych odsetek sigga 70%. Warto tu
podkresli¢, ze tylko filtrowanie preparatu krwiopochodne-
go zabezpiecza przez aloimmunizacja. Naswietlanie zapo-
biega jedynie proliferacji limfocytéw pasazerskich, a tym
samym uzasadnione jest jedynie w przypadkach zagroze-
nia wystapieniem reakcji TA-GVHD (poprzetoczeniowa
reakcja przeszczep przeciwko gospodarzowi). Wsréd in-
nych aloimmunizacji nalezy wymieni¢ przebyte poronie-
nia i ciaze. Uwaza sig, ze okoto 5% kobiet zostaje zimmu-
nizowanych antygenami HLA ojca dziecka. Pozostale to
uog6lnione infekcje poprzedzajace przeszczep. Prowadza
one do uczulenia okoto 10% chorych na zasadzie mimi-
kry molekularnej czyli podobieiistwa antygenéw patogenu
i antygenéw przeszczepionego narzadu [10]. Na podobne;j
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zasadzie moze dojs¢ do spontanicznego odrzucenia prze-
szczepionego narzadu w reakcji komoérkowej. Mechanizm
opiera si¢ na indukowanej przebytymi zakazeniami wiru-
sowymi aloreaktywnej odpowiedzi cytotoksycznych lim-
focytéow T. W tym wypadku, ponowne zakazenie danym
wirusem biorcy alogenicznego przeszczepu moze Spowo-
dowac zniszczenie przeszczepu przez jego wlasne limfo-
cyty. Ponowne zakazenie wirusem, ktérego struktury an-
tygenowe zblizone sa do antygenéw przeszczepu powoduje
réwnolegla odpowiedZ gospodarza, zarowno przeciwwiru-
sowa, jak i skierowang przeciwko antygenom przeszcze-
pu. Mechanizm odpornosci heterologicznej (heterologous
immunity) uwazany jest za jedna z barier w indukcji swo-
istej tolerancji przeszczepu [1].

Przeciwdziatanie aloimmunizacji jest niezwykle istotne,
gdyz nawet po jednokrotnym zetknigciu z aloantygenem
HLA komérki pamigei moga zachowaé gotowos¢ do od-
powiedzi wtérnej wiele lat po ekspozycji na antygen, we-
dle niektorych doniesient nawet przez caty okres zycia or-
ganizmu [14]. Tym samym ujemny wynik proby krzyzowe;j
zimmunizowanego wczesniej biorcy z potencjalnym dawca
nie wyklucza zwigkszonego ryzyka takiej transplantacji,
zwlaszcza jesli proba krzyzowa przeprowadzana jest me-
toda serologiczng w cytotoksycznosci zaleznej od dopet-
niacza (complement dependent cytotoxicity cross-match
- CDC CM).

Stopient zimmunizowania, tj. obecnos¢ aloprzeciwcial w su-
rowicy ocenia si¢ za pomoca parametru PRA (panel reac-
tive antibodies). Szczegdly tego testu zostang oméwione
w dalszej czesci pracy. W zaleznosci od poziomu PRA,
pacjentéw mozna podzieli¢ na nisko zimmunizowanych
(PRA<10%), srednio (PRA10-80%) i wysoko zimmuni-
zowanych (PRA>80%).

Problem zimmunizowanych dotyczy znacznej liczby bior-
cow nerek, szacuje sig, ze jest to Srednio 20-30% pacjen-
téw. W USA na przeszczep oczekuje prawie 78 000 pacjen-
tow ze schytkowa niewydolnoscia nerek, z czego w 2008 r.
przeprowadzono 18 000 transplantacji. Dostep do prze-
szczepu dla 0os6b immunizowanych jest znacznie mniej-
szy, mimo ze stanowig okoto 1/3 listy oczekujacych, co-
rocznie otrzymuja tylko 15% przeszczepionych nerek od
zmartych dawcéw. Zimmunizowani wysoko (PRA>80%)
otrzymuja mniej niz 5% przeszczepéw [3,77]. Czas ocze-
kiwania na przeszczep wysoko zimmunizowanego biorcy
(PRA >80%) jest srednio o 1563 dni (4,3 roku) dtuzszy od
sredniego [58]. W Wielkiej Brytanii zimmunizowani sta-
nowia 23% listy oczekujacych, a wigkszos¢ (52%) stano-
wig zgloszeni do kolejnej transplantacji [76]. Sredni czas
oczekiwania na przeszczep w grupie wysoko zimmunizo-
wanych pacjentéw z PRA >84% wynosi 6,2 roku w porow-
naniu do 2,16 lat w grupie nieuczulonych [24].

W Polsce instytucja nadzorujaca dziatalnos¢ transplan-
tacyjna jest Centrum Organizacyjno-Koordynacyjne ds.
Transplantacji ,,Poltransplant”, ktére na mocy ustawy pro-
wadzi krajowa liste oczekujacych na przeszczepienie [79].
W 2008 roku na krajowej liScie oczekujacych na prze-
szczepienie nerki lub nerki i trzustki zarejestrowanych
bylo 2651 oséb. Problem aloimmunizacji, podobnie do
statystyk §wiatowych dotyczy znaczacej liczby biorcéw —
to okoto 30% zgtoszonych do transplantacji nerki, z tego

5-10% jest uczulonych (PRA>50%). Sredni czas oczeki-
wania zgloszonych do pierwszej transplantacji wynosit 2
lata 10 miesigcy, natomiast wysoko zimmunizowanych (37
biorcéw z PRA>80%) 4 lata 6 miesigcy.

Czas oczekiwania na przeszczep w tej grupie jest Scisle uza-
lezniony od typu odpowiedzi humoralne;j: jesli odpowiedZ
biorcy na aloantygeny ma charakter poliklonalny, jego czas
oczekiwania bgdzie znacznie dluzszy i moze wynosi¢ na-
wet kilkanascie lat (najdtuzszy odnotowany czas oczeki-
wania wynosit 18 lat i 5 miesigcy). W 2008 r. sposréd 111
zimmunizowanych (PRA>50%) oczekujacych przeszcze-
piono tylko 11 nerek [69].

Szacuje sig, ze czas przezycia przeszczepu wsréd immu-
nizowanych biorcéw jest prawie dwa razy krotszy w po-
rownaniu do biorcéw nieuczulonych [73]. Wedlug danych
UNOS (United Sharing of Organ Transplantation) z lat
2002-2005, po 5 latach od przeszczepu funkcjonuje po-
nad 10% mniej przeszczepéw u wysoko zimmunizowanych
w poréwnaniu do pozostatych biorcéw. Roczne przezycie
przeszczepu u wysoko zimmunizowanych rézni si¢ wzgle-
dem grupy nieobarczonej ryzykiem o 3,3%. Czas przezycia
przeszczepu (graft survival — GS) wsréd biorcéw zimmu-
nizowanych jest tez znacznie uzalezniony od pozostatych
czynnikéw ryzyka, takich jak wiek dawcy, czas zimnego
niedokrwienia czy niezgodno$¢ w zakresie HLA-DR [6].

3. HUMORALNA TEORIA TRANSPLANTACJI

Od blisko p6t wieku przyjmuje sig tzw. komoérkowa teo-
ri¢ odrzucania, w mysl ktérej jedynie usunigcie limfocy-
téw T hamuje odpowiedzZ biorcy na aloprzeszczep [37].

Wedlug humoralnej teorii odrzucania, kazdy jego rodzaj
jest powigzany z niszczacym wptywem aloprzeciwciat.
Wykrywanie i monitorowanie swoistych aloprzeciwciat an-
ty-HLA moze takze stanowi¢ miarodajny wskaznik zagro-
zenia wystapieniem odrzucania (zaréwno postaci ostrej jak
i przewleklej), ktory wyprzedza pojawienie si¢ objawdéw
klinicznych i innych markeréw laboratoryjnych. Etapy pa-
togenezy przedstawiono na ryc.l.

Wedle uaktualnionej nomenklatury kryteriéw Banft 07, za-

miast odrzucania nadostrego (hyperacute rejection) i wyste-

pujacego po 24 godzinach przyspieszonego ostrego (acce-

lerated acute rejection), odrzucanie zalezne od przeciwciat

dzieli si¢ na trzy podtypy:

e ostre odrzucanie zalezne od przeciwciat (acute antibo-
dy mediated rejection — ostre AMR),

e przewlekly aktywny AMR (chronic active AMR) oraz

 zlogi fragmentu dopetniacza C4d bez morfologicznych
znamion aktywnego odrzucania [68].

W ostrym i przewleklym aktywnym AMR zasadnicza
role odgrywa aktywacja dopelniacza przez aloprzeciwciata.
Powoduje to martwice komérek srédbtonka i koagulopatig
prowadzace do objawéw odrzucania. W péZniejszych fa-
zach wytwarzanie aloprzeciwciat de novo przyspiesza roz-
woj arteriosklerozy naczyn przeszczepu skracajac czas jego
funkcji. W péZnym okresie po transplantacji, przeciwciata
wiazac si¢ ze Srédbtonkiem naczyii i komdérkami mig$ni
gtadkich aktywuja je, stymulujac do proliferacji. Indukuja
tez zwigkszong ekspresj¢ czynnikéw wzrostu (czynnik
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Ryc. 1. Kolejne etapy odrzucania indukowanego przeciwciatami.
Pominieto odrzucanie nadostre u preimmunizowanych (wg [18]
zmodyfikowano)

wzrostu fibroblastéw — FGF, FGF-f, ptytkowy czynnik
wzrostu — PDGF), co takze nasila proliferacje komoérek
Sciany naczyn. Sg one takze odpowiedzialne za wtéknienie
podscieliska w przeszczepionym narzadzie. Z obecnoscia
aloprzeciwciat jest tez zwigzana aktywacja czynnika trans-
krypcyjnego NF-kB, ktéry z kolei zwigksza transkrypcje
gendw cytokin prozapalnych i czynnikéw antyapoptotycz-
nych [10,45]. Paradoksalnie, pewne elementy tego proce-
su moga si¢ przyczynia¢ do tolerancji przeszczepu: jesli
Srédbtonek naczyn pokryty zostanie proliferujaca warstwa
komérek gospodarza, proces odrzucania zostanie zahamo-
wany. Wariant taki nazywany jest akomodacja [54]. Jesli
jednak dojdzie do reekspresji antygenéw dawcy na komor-
kach srédbtonka, proces odrzutu rozpoczyna si¢ na nowo.

Niszczacy wpltyw aloprzeciwciat kojarzony jest przede
wszystkim z ostrym AMR, ktérego skutki moga by¢ wi-
doczne juz po kilku minutach od reperfuzji. Wsrdéd narza-
dow ,,wrazliwych” na ostry AMR znajduja si¢ nerka, serce
pltuca, incydentalnie watroba [72]. Preformowane aloprze-
ciwciala biorcy wiazac si¢ z antygenami HLA komoérek
przeszczepu i aktywujac dopetniacz doprowadzaja do lizy
komorek, gtéwnie Srodbtonka i w efekcie martwicy Scian
naczyn, zakrzepicy i krwawieri do tkanki Srodmiazszowej
[37,43]. Nadostre odrzucanie moze by¢ powodowane tak-
ze obecnoscia przeciwcial wobec antygenéw grup krwi.
Jednak w praktyce, wobec zasady przeszczepiania nerek
dawca/biorca identyczny (wzglednie, dopuszczalnie nie-
zgodny) w zakresie antygenéw grup krwi ABO, odrzuca-
nia nadostrego powodowanego obecnoscia tych naturalnych
aloprzeciwciat udaje si¢ uniknaé. Wydawato sig, ze pro-
blem odrzucania wystgpujacego w pierwszej dobie zostat
juz dawno rozwiazany dzigki probie krzyzowej limfocy-
téw dawcy i surowicy biorcy (metoda serologiczna, CDC
CM) oraz doborze w zakresie uktadu ABO. Ciagle jednak
obserwuje si¢ incydenty ostrego odrzucania zaleznego od
przeciwcial, zwlaszcza wsréd wysoko zimmunizowanych:
8% z 7788 przeszczepionych po raz pierwszy, 14% z 1471
przy drugim przeszczepie, 20% z 224 przy trzecim prze-
szczepie [62,71,73]. Wykazano, ze ostre odrzucanie wia-
ze si¢ z obecnoscia aloprzeciwcial anty-HLA, niezaleznie
czy odrzucanie na podstawie biopsji klasyfikowano jako
mediowane reakcja komorkowa (acute cellular rejection —
ACR) czy humoralna (acute humoral rejection — AHR).

Pozostaje pytanie, czy to naciekajace limfocyty lokalnie
wytwarzaja swoiste aloprzeciwciata czy tez obecne ztogi,
powoduja naciek komérkowy [85].

Duze oczekiwania wigzano z zastosowaniem cytometru
przepltywowego do wykonywania proby krzyzowej (flow
cytometry cross-match — FCXM). Jest to metoda wykrywa-
jaca znacznie nizsze miana aloprzeciwcial w poréwnaniu
do klasycznej, serologicznej préby krzyzowej. Negatywny
wynik FCXM ogranicza wystapienie wczesnego odrzuca-
nia zaleznego od przeciwcial, jednak kosztem zwigkszo-
nego odsetka wynikéw fatszywie pozytywnych (IgG, nie-
wiazace dopetniacza). Stad dodatni wynik FCXM nigdy
nie stanowil bezwzglednego przeciwwskazania do prze-
szczepu, jak w przypadku klasycznej, serologicznej pro-
by krzyzowej. Najwazniejsza przyczyna stabych efektéw
FCXM byt brak ujednoliconego systemu oceny wyniku te-
stu, ktéry ograniczatby wplyw aloprzeciwciatl nieistotnych
klinicznie. W Polsce kryteria doboru do przeszczepu obej-
muja ujemny wynik préby krzyzowej opisanej w 1964 r.
przez Patela i Terasakiego. Wydaje si¢ jednak, ze rutyno-
we wykonanie FCXM niezaleznie od serologicznej pro-
by krzyzowej przyniostoby istotne korzysci w postaci in-
formacji o zwigkszonym zagrozeniu wystapieniem AMR.
W grupie pacjentéw z (+) FCXM dochodzi dwukrotnie
czgsciej do odrzucania naczyniowego 28,9% z (+) FCXM
vs. 12,6% z (-) FCXM w grupie 455 biorcéw, a roczne
przezycie przeszczepu jest o 10% nizsze (84% vs. 94%)
[38,60]. Obiecujace wydaja si¢ ostatnie wyniki badan S.
Limaye’a i wsp. [46], w ktérych zglebiono problem wyni-
koéw fatszywie dodatnich, utrudniajacych wiasciwe wyko-
rzystanie testu. Kryteria kwalifikacji wyniku jako dodatni
(i istotny klinicznie) ustalono na podstawie retrospektyw-
nych wynikéw FCXM dla pacjentéw, u ktérych w ciagu 6
tygodni od przeszczepu doszto do odrzucania zaleznego
od przeciwciat. Takie ustalenie linii odcigcia pozwolito na
wyrazne zwigkszenie uzytecznosci diagnostycznej testow
FCXM ograniczajac wplyw aloprzeciwcial nieistotnych kli-
nicznie. Dodatnig warto$¢ predykcyjna (swoistos¢) FCXM
do wystapienia AMR okreslono na poziomie 83%, czutos¢
na poziomie 90%. Wprowadzenie do procedury diagno-
stycznej FCXM z nowo ustalonymi poziomami odcigcia
umozliwito osiggnigcie 4-letniego przezycia przeszcze-
pu na poziomie 89% wsréd wysoko zimmunizowanych.

Udziat swoistych aloprzeciwciat w AMR przewleklym
aktywnym rézni si¢ od poprzedniego mianem preformo-
wanych aloprzeciwciat u biorcy. Ich liczba jest niewystar-
czajaca do inicjacji koagulopatii o nasileniu obserwowa-
nym w ostrym AMR, jednak wystarcza, aby przeciwciata
te wiazac si¢ bezposrednio ze srédblonkiem naczyi krwio-
nosnych przeszczepu, aktywowaty dopetniacz i wywoty-
waty martwice komorek (kryteria — tab. 1) [18].

Jako ztoty standard, w rozpoznaniu AMR obecnie uznaje
si¢ immunohistochemiczne badanie bioptatu na obecnosé
fragmentu C4d dopetniacza wg Feuchta. Swoistos$¢ i czu-
tos¢ badania okreslana jest na poziomie odpowiednio 92
1 76% [28]. Wada jest inwazyjnos¢. Rola C4d nie ograni-
cza si¢ do wczesnych faz odrzutu nadostrego: 6 miesig-
cy po przeszczepie pozytywne barwienie C4d stwierdzo-
no u 45% pacjentéw z cechami odrzucania ostrego (AR).
Rok po przeszczepie 65% z tej grupy utracito nerke [61].
Unowoczesniona wersje oznaczenia moze stanowi¢ po-
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Tabela 1. Kryteria ostrego odrzucania [18]

v/ Objawy kliniczne ostrego odrzucania

v’ Potwierdzenie histologiczne cech ostrego odrzucania (nacieki komdrkowe, ztogi wtdknika w kapilarach, cechy nekrozy, martwica kanalikowa)

v Identyfikacja cech komponenty humoralnej:
— Zogi sktadowej C4d w kapilarach

— Potwierdzenie obecnosci aloprzeciwciat anty-HLA lub innych aloprzeciwciat swoistych dla antygenéw dawcy

miar sktadowej C4d w surowicy reagujacej z aloantyge-
nami HLA umieszczonymi w fazie statej (mikrosfery).
Materialem badanym jest surowica krwi, a pomiaru do-
konuje si¢ technika fluorymetrii przeptywowej (aplikacje
na cytometr przeptywowy lub fluorymetr typu Luminex®,
tzw. [C4d]FlowPRA). Czutos¢ oznaczenia okresla sie na
poziomie 94% kosztem mniejszej swoistosci (60%) w re-
lacji do barwienia bioptatu na obecnos¢ C4d [5,67]. Na
etapie przewleklego odrzucania (wg nowszej nomenklatu-
ry: przewleklej nefropatii nerki przeszczepionej. CAN
— chronic allograft nephoropathy lub IF/TA — interstitial
fibrosis/tubular atrophy), ztogi C4d pozwalaja odr6znié od-
rzucanie przewlekle o podtozu humoralnym od nieimmu-
nologicznej nefropatii, co ma istotne znaczenie ze wzgledu
na odmienny sposéb leczenia. Ponadto, wedlug kryteriéw
przyjetych w Banff [68] uznano, ze w razie selektywnej
obecnosci ztogéw C4d bez innych cech morfologicznych
odrzutu, zastosowanie terapii powstrzymujacej AMR zna-
czaco poprawia funkcjonowanie przeszczepu. Nalezy jed-
nak podkresli¢, ze w przypadku CAN, wykazanie zlogéw
C4d ma drugorzedne znaczenie, gdyz obrazuje etap nie-
odwracalnych zmian. Marker odrzucania humoralnego na
etapie inicjacji wytwarzania przeciwcial de novo wydaje
si¢ wigc w tym przypadku bardziej uzyteczny [9].

Powiktanie w postaci CAN jest istotnym problemem wsréd
przeszczepionych biorcéw. Szacuje sig, ze co roku powra-
ca na leczenie dializoterapia 3—5% chorych z przeszcze-
pem, w tym prawie potowa z powodu przewlektej nefro-
patii przeszczepionej nerki. U 20% chorych z przewlekta
dysfunkcja nerki przyczyna jest CAN [11].

Silng zaleznos$¢ migdzy obecnoscia aloprzeciwcial przeciw-
ko antygenom HLA dawcy DSA (donor specific antibodies)
a CAN dowiedziono zaréwno eksperymentalnie jak i kli-
nicznie. Jako jedni z pierwszych, Lee 1 wsp. [44] (2002 1.)
wykazali, ze DSA w grupie 14 biorcéw zawsze poprzedza-
to rozwinigcie CAN zaleznej od przeciwciat. Oprécz wpty-
wu aloprzeciwciat anty-HLA, CAN poprzedza tez w czgsci
przypadkéw wytworzenie innych aloprzeciwcial, zwlasz-
cza anty-MICA [32,52,66,82]. Rodzaj aloprzeciwcial wy-
krytych u pacjenta istotnie wiaze si¢ z rokowaniem [75].
Roczne przezycie biorcéw z wykrytymi DSA wynosito
64,3%. Obecnos¢ aloprzeciwceial anty-HLA innych niz an-
tygeny dawcy (NDSA-non DSA) wiazata si¢ z przezyciem
na poziomie 66,2% (wysokie miana), 85,8% (umiarkowa-
ne) i odpowiednio 95,2% w grupie bez aloprzeciwciat.

Mao i wsp. [49] wykazali silng zaleznos¢ miedzy obecno-
Scig DSA arozwinigciem CAN w 5-letnim okresie od prze-
szczepu. Jesli wykryto aloprzeciwciala, ich swoistos¢ oce-
niano za pomoca testow typu SA (single antigen). Zasada
tego rodzaju testow polega na inkubacji badanej surowicy

z mieszaning fluorescencyjnych mikrosfer, z ktérych kaz-
da optaszczona jest wybranym, rekombinowanym typem
aloantygenu HLA. Swoiste zwiazanie aloprzeciwciata su-
rowicy umozliwia przytaczenie koniugatu (przeciwcia-
to anty-IgG sprzezone z fikoerytryna). Pomiaru dokonuje
si¢ poprzez detekcje fluorescencji charakterystycznej dla
mikrosfery (informacja o antygenie HLA obecnym na mi-
krosferze) oraz swoistej fluorescencji emitowanej przez flu-
orochrom koniugatu, w razie gdy swoiste aloprzeciwciato
w surowicy bylo obecne. Zaleta testow SA jest mozliwos§¢
selektywnego pomiaru do 100 rodzajéow aloprzeciwcial
w pojedynczym oznaczeniu. Ten poziom rozdzielczosci
jest konieczny w relacji do heterogennosci aloprzeciwciat
anty-HLA i uniemozliwial przez lata mozliwos¢ precyzyj-
nego oznaczania ich swoistosci. W projekcie Mao zbada-
no tacznie 493 prébki pochodzace od 54 biorcéw nerki.
Wykazanie DSA u biorcy w badanym, 5-letnim okresie
wiazato si¢ z odrzucaniem nerki u 17 z 32 pacjentéw, w re-
lacji do 3 przypadkéw odrzucania sposréd 22 pacjentéw
bez DSA. Przyjmujac jako punkt odniesienia dla funkcji
przeszczepu poziom kreatyniny >4 mg/dL, u 4 z 22 pa-
cjentéw bez DSA rozwingta si¢ niewydolnos¢ w poréwna-
niu do 21 z 32 z obecnymi DSA. U pacjentéw DSA nega-
tywnych z niewydolnoscia przeszczepu nie wykazano tez
ztogéw C4d. Ponadto, DSA znaczaco wyprzedzato nara-
stanie poziomu kreatyniny w surowicy.

Wsréd pacjentéw z DSA wytworzonymi de novo, prze-
szczepiong nerke odrzucito w badanym okresie 6 z 11 pa-
cjentéw. Dla poréwnania, nerke odrzucito jedynie 4 z 22
pacjentéw bez DSA. Podobne wyniki uzyskali Mizutani
i wsp. [51]. W grupie 65 biorcéw, u ktérych aloprzeciwcia-
fa anty-HLA wytworzone zostaty de novo, 39 biorcéw od-
rzucito przeszczep, co wigzalo si¢ ze znaczaco wyzszymi
mianami aloprzeciwcial. W tym samym czasie, u 26 pozo-
statych biorcéw, u ktérych nie zanotowano cech odrzucania,
nie obserwowano znaczacej zmiany w mianie przeciwciat.
Jak widaé na tym przyktadzie nie tylko rodzaj aloprzeciw-
cial, ale i ich sita wraz ze zmiang natgzenia w czasie wyda-
je sie kompletng informacja do zastosowania klinicznego.
Zaznaczona jest tez silna wspotzaleznos¢é migdzy wzrostem
miana alloprzeciwcial DSA (testy typu SA) i nastgpujacym
dopiero potem wzrostem poziomu kreatyniny. Dla poréwna-
nia, w grupie 26 pacjentéw z dobrze funkcjonujacym prze-
szczepem, tylko u jednego wykryto DSA. Wydaje sig, ze
nawet u pacjentéw nieobarczonych ryzykiem przed trans-
plantacja, okresowy pomiar DSA moze stanowi¢ czynnik
prognostyczny monitorowania funkcji przeszczepu. W rela-
cji do obecnego ,,ztotego standardu” — wykrywania ztogéw
C4d, oznaczenie DSA przynosi istotne korzysci:
1. Ztogi fragmentéw dopetniacza C4d pojawiaja si¢ wtor-
nie do DSA, ponadto narastanie miana DSA informuje
o patologii niezaleznej od dopetniacza [13].
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Tabela 2. Zasady alokacji nerek w Polsce [40]

Parametr

Warunek

Punkty preferencyjne
(chory dializowany)

Przeszczep wyprzedzajacy
(CKr <15 ml/min/1,73 m?)

PRZESZCZEP OBLIGATORYINY

Biorca bez dostepu do dializ — tryb nagty

(-) préba krzyzowa

przeszczep obligatoryjny

6 wspdlnych antygendw dawcy i biorcy w ukfadzie HLA-A, -B, -DR

() préba krzyzowa

przeszczep obligatoryjny

Dawca przed 16 r.z. dla biorcy z listy pediatrycznej

(-) préba krzyzowa

przeszczep obligatoryjny

PRA > 80%

() préba krzyzowa

przeszczep obligatoryjny

Biorca >60 lat, jesli biorca >65 lat

() préba krzyzowa

przeszczep obligatoryjny

Biorca przeszczepu nerki i jednorazowego przeszczepi innego
narzadu (serce, watroba, trzustka)

(-) préba krzyzowa

przeszczep obligatoryjny

Punkty preferencyjne
Za kazdy wspdlny antygen HLA-A 1 1
HLA-B 4 4
HLA-DR 7 7
PRA 50-79% 7
Biorca z Regionalnego Centrum Kwalifikacyjnego zespotu 4 4

pobierajacego

(zas dializowania (dla chorych zgtoszonych do retransplantacji —
taczny czas dializ)

kazdy kolejny rok dializ: 2 punkty.
maksymalnie 15 punktow za czas dializ >10 lat

Nefropatia cukrzycowa (transplantacja nerki z trzustka) 3 ?(Kr >20 mi/min/1.73 m?)
Biorca z niewydolnoscig przeszczepu (retransplantacja) 0 1
Biorca po transplantagjiinnego narzadu i z PNN 15 15
Wiek biorcy <L 2 2

2. Obecnos¢ DSA (anty-HLA i/lub anty-MICA) poprzedza
wystapienie AMR (antibody mediated rejection) [13,75].
Czas wystapienia zmian jest zréznicowany i moze by¢
odlegty, nawet 3—4 czy 12 lat po wykryciu DSA. [49,83].
Narastanie miana DSA umozliwia odpowiednio szybka
interwencje i1 przedtuzenie funkcji przeszczepu [24].

3. Pomiar DSA jest mniej inwazyjny od biopsji protoko-
larnych. Badanym materiatem jest kilka mikrolitréw su-
rowicy [13].

4. DIAGNOSTYKA TRANSPLANTACYINA W POLSCE — STAN AKTUALNY

Diagnostyka immunologiczna chorych kwalifikowanych
do przeszczepu nerki obejmuje dobdr dawcy i biorcy na
poziomie antygenu w zakresie HLA klasy [ i II (locus A,
B, DR). Mimo skutecznych lekéw immunosupresyjnych,
liczba niezgodnosci migdzy dawca i biorca nadal jest
istotnym czynnikiem warunkujacym czas przezycia prze-
szczepu, niezaleznie od innych czynnikéw, takich jak np.
czas zimnego niedokrwienia [56,57]. Zasady alokacji ne-
rek w Polsce zostaty znaczaco zmodyfikowane w 2007 r.
[40]. Istotna zmiana wystapita w zakresie punktéw przy-
znawanych za czas dializy; obecnie sg to dwa punktu za

kazdy rok dializoterapii, wczesniejszy system przyznawat
1 punkt powyzej 4 roku dializoterapii. Punktacja za zgod-
nos¢ tkankowa pozostata bez zmian (tab. 2).

Ocena stopnia uczulenia potencjalnego biorcy rutynowo
oceniana jest metoda serologiczng w tescie mikrolimfocy-
totoksycznym (PRA CDC). Test polega na ocenie obec-
nosci aloprzeciwcial wiazacych dopetniacz w surowicy
biorcy z panelem limfocytéw pochodzacych od 30 niespo-
krewnionych dawcéw (indeks PRA — panel reactive anti-
bodies) i ustaleniu odsetka reakcji dodatnich. Test powta-
rzany jest u zakwalifikowanego do przeszczepienia biorcy
nerki co 12 tygodni w celu obserwowania tendencji. Test
mikrolimfocytotoksyczny PRA CDC ma ograniczona war-
tos¢, gdyz wykrywa tylko przeciwciata w wysokim mianie,
ktorych liczba jest wystarczajaca do wywotania u biorcy
odrzucania ostrego AMR juz w pierwszej dobie po prze-
szczepie. Peten obraz poziomu zimmunizowania powinien
takze obejmowaé wykrywanie niskich mian preformowa-
nych przeciwcial. W klasycznej postaci PRA (bez dodat-
ku ditiotreitolu — DTT) istnieje réwniez odsetek wynikéw
fatszywie dodatnich powodowanych niewiazacymi dopet-
niacza IgM. Wynik testu PRA jest Scisle uzalezniony od
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dostepnego fenotypu HLA panelu limfocytow, stad poje-
dynczy wynik PRA=0% nie wyklucza obecnosci aloprze-
ciwcial wigzacych dopetniacz, nawet w wysokim mianie.
Ze wzgledu na ograniczong czutos$¢é oznaczenia, test PRA
metoda CDC nie nadaje si¢ do monitorowania aloprze-
ciwcial po przeszczepie, w warunkach immunosupresji.

Zmienno$¢ migdzylaboratoryjng oceny preformowanych
przeciwciatl u biorcy obrazuja przeprowadzone w 2004 r.
przez ,,Poltransplant” [55] badania poréwnawcze. Badania
obejmowaly wykonanie testu PRA w czterech nadesta-
nych surowicach oraz préby krzyzowej potencjalnego daw-
cy z tymi samymi surowicami (jako potencjalnymi bior-
cami). W probie krzyzowej u srednio zimmunizowanego
biorcy (jedna z czterech nadestanych surowic) prawie po-
towa laboratoriow typujacych okreslita obecnos¢ prefor-
mowanych przeciwcial przeciwko dawcy (3 z 7 labora-
toriow). Kolejne 3 pracownie nie stwierdzity obecnosci
swoistych aloprzeciwcial. Jedna z pracowni wynik okre-
slita niejednoznacznie. Podobne rozbieznosci zaobserwo-
wano w zakresie testu PRA, standardowo przeprowadza-
nego metoda serologiczng (test mikrolimfocytotoksyczny
— CDC). Trudnosci w ocenie pacjentéw Srednio zimmuni-
zowanych sa przypisane do metody serologicznej (CDC),
stad rozbieznosci beda niezalezne od fachowosci persone-
lu. Wyniki poréwnan migdzylaboratoryjnych przeprowa-
dzonych w 2004 r. z duzym prawdopodobiefistwem mozna
uznaé za wciaz aktualne, poniewaz stosowane w laborato-
riach techniki badawcze nie ulegty zmianie.

5. FUNKCJONUJACE PROGRAMY DLA WYSOKO ZIMMUNIZOWANYCH

W odpowiedzi na problem znalezienia odpowiedniego
dawcy dla pacjenta wysoko zimmunizowanego, stosuje
si¢ dwa podejscia:

» Biologiczne oparte o zasade mozliwie najlepszego dobo-
ru immunologicznego dawcy i zimmunizowanego biorcy.
Doboru dokonuje si¢ w oparciu o analiz¢ rodzaju i swo-
istosci odpowiedzi humoralnej biorcy. Najwazniejsza za-
leta tego rodzaju programéw jest przezycie przeszcze-
pu podobne do transplantacji nieobarczonych ryzykiem
oraz mozliwo$¢ stosowania standardowej immunosupre-
sji farmakologicznej [7,12,16,36,50,84]. Mozliwe jest tez
precyzyjne okreslenie ryzyka (rokowania) transplanta-
cji. Programy tego typu maja sens, gdy realizowane sa
na mozliwie duzym obszarze geograficznym z szero-
kim dostgpem do dawcow (skala minimum krajowa).

» Farmakologiczne skupiaja si¢ na fizycznym elimino-
waniu przyczyny problemu (plazmafereza/immunoad-
sorpcja/IVIg) i odpowiednim schemacie czterolekowej
immunosupresji po przeszczepie. W niektorych przypad-
kach jest to jedyne mozliwe rozwigzanie. Programy ta-
kie poprawiaja dostep do transplantacji, jednak nie usu-
waja pierwotnej przyczyny problemu zimmunizowanych
komorek pamigci i tym samym zwigkszonego ryzyka.

Podejscie biologiczne rozwineto sie wraz z technikami
umozliwiajacymi lepsza oceng aloprzeciwciat powoduja-
cych odrzucanie przeszczepu u biorcéw. Metodami sero-
logicznymi (test CDC-PRA z panelem potencjalnych daw-
cow) taka analiza byta niemozliwa z powodu zbyt matej
czulosci i1 rozdzielczosci testow. PRA metoda CDC nie do-
starcza informacji o klasie, rodzaju i mianie aloprzeciwciat.
Stad, metody uzyte do identyfikacji aloprzeciwcial w celu

zastosowania podejscia biologicznego powinny by¢ oparte
o czulsze testy fazy statej (aplikacje na cytometr przepty-
wowy, luminex® lub ELISA) [59,78]. Rozdzielczosé tego
rodzaju testow zrewolucjonizowalo wprowadzenie tech-
nologii multipleksu (mikrosfery optaszczone antygenami
HLA). W pojedynczym oznaczeniu mozliwa jest identyfi-
kacja prawie stu rodzajow aloprzeciwciat, w tym HLA-Cw,
DR i DQ [48]. Diagnostyka tego typu pozornie jest kosz-
towna, jednak z innej perspektywy, cena jednego ozna-
czenia nie przekracza ceny pojedynczego zabiegu dializy.

Podejscie biologiczne zawiera programy takie jak amery-
kariski ,,algorytm Emory” i ,,HLA-matchmaker”, europej-
ski Acceptable-Mischmatches Programme (ET-KIDNEY
ALLOCATION SYSTEM), katalonski FAMHS (Find
Acceptable Mischmatches for Highly Sensitized Patients),
programy British Transplantation Society czy UNOS. Inne
warianty podejscia biologicznego, oparte o alokacje od zy-
jacego dawcy to ,,paired donor exchange” [65,81] lub ,,pro-
xy donation”. Ponizej przedstawiono wybrane algorytmy.

Algorytm Emory

Program pochodzi z Uniwersytetu Medycznego w Atlancie,

USA. Doswiadczenia programu opieraja si¢ o 5-letnia

praktyke i okoto 500 przeszczepdw, z czego 220 wyko-

nanych u pacjentéw zimmunizowanych (lata 1999-2003).

Na uwagg zastuguja nie tylko wyniki, ale i prostota algo-

rytmu [12]. Algorytm przedstawia si¢ nastgpujaco (ryc. 2):

1. Badanie wstepne (screening): weryfikacja obecnosci
aloprzeciwcial anty-HLLA. Oznaczenie jest powtarzane
w klasycznym cyklu (kwartalnie). Surowica pacjenta jest
inkubowana z mieszanina mikrosfer optaszczonych an-
tygenami HLA wszystkich znaczacych typéw. Dodanie
koniugatu (przeciwciato anty-ludzkie IgG sprzezone
z fluorochromem) umozliwia identyfikacje pozytyw-
nych reakcji na cytometrze przeptywowym badz lumi-
nexie. Metoda jest wysoko przepustowa (100 oznaczen
w okoto 3,5 godz) i powtarzalna. Oprécz lepszej czuto-
Sci testu w relacji do metod serologicznych, oznaczenie
umozliwia réznicowanie aloprzeciwcial w klasie (HLA
klasy I i/lub II). Wynik oznaczenia nie jest tez uzalez-
niony od panelu komérek (wyniki fatszywie ujemne).

2. Identyfikacja swoistosci aloprzeciwcial w odpowiada-
jacym rezultatowi skryningu klasie HLA. Identyfikacje
przeprowadzano na poziomie pojedynczego antygenu
(testy typu single antygen).

3. Baza danych: oznaczone swoistosci aloprzeciwcial
wprowadzane sa do bazy danych UNOS ,,UNet”, do kt6-
rej szyfrowy dostgp maja jedynie osrodki przeszczepia-
jace w ramach UNOS. Wynik oznaczer stanowi odpo-
wiednik nieakceptowanych niezgodnosci antygenowych
z potencjalnym dawca. (Od kwietnia 2008 r. w Polsce
rowniez alokacja narzadéw dokonywana jest w oparciu
o krajowa baze internetowa Poltransplantu. Dostepne
dane immunologiczne obejmuja zgodno$¢ w zakresie
HLA-A, B, DR oraz poziom PRA metoda testu mikro-
limfocytotoksycznego CDC).

4. Wirtualna proba krzyzowa: nieakceptowalne niezgod-
nosci stanowia podstawe tzw. wirtualnego cross-matchu.
Kiedy rezultat jest ujemny (brak aloswoistosci odpowia-
dajacym antygenom dawcy w zakresie locus HLA-A, B
oraz DR), biorca jest wstepnie kwalifikowany do trans-
plantacji z danym dawca.
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[ Biorca — surowica

!

WERYFIKACJA IMMUNIZACI
przeciwciata anty-HLA klasa |, Il
(screening; poziom czutosci testow fazy statej)

!

Wynik dodatni
ZIMMUNIZOWANY

|

Ocena swoistosci anty-HLA klasa |, |1
(testy typu SINGLE ANTIGEN)

|

UHA (nieakceptowane niezgodnosci)
wprowadzane do bazy UNet

|

1. (=) ,wirtualna” proba krzyzowa
2. POTWIERDZENIE: )
(—) WEASCIWA PROBA KRZYZOWA

Wynik ujemny
NIEZIMMUNIZOWANY

|

[ Weryfikacja co kwartat }

|

(=) proba krzyzowa
z aktualng surowica biorcy

|

| PRIESZCZEP |

——

Ryc. 2. Schemat algorytmu do oceny zimmunizowanych pacjentéw (wg [12] zmodyfikowano)

5. Wlasciwa proba krzyzowa w osrodku przeszczepia-
jacym. Do przeszczepu dochodzi jedynie, gdy préba
krzyzowa na cytometrze przypltywowym z limfocyta-
mi T i B jest negatywna z biezaca surowica (pobrana
w dniu transplantacji) oraz z dwiema surowicami po-
branymi w ciagu ostatniego roku. Wyniki ,,wtasciwe;j”
préby krzyzowej w wigcej niz 80% przypadkéw odpo-
wiadaly sugerowanemu przez wirtualny cross-match
rezultatowi.

Zalozenia programu zakladaty standardowy, trzylekowy
protokét immunosupresji po przeszczepie, tozsamy z le-
czeniem po przeszczepie dla nieimmunizowanych (gliko-
kortykosteroidy + inhibitor kalcyneuryny + cytostatyk).
Pigcioletnie doswiadczenia osrodka i wynik przeszcze-
pienia 220 zimmunizowanych pozwolil na dwukrotne
zwigkszenie dostgpu zimmunizowanych (z PRA>30%) do

przeszczepu: 25 vs. 12% Sredniej w UNOS w tym czasie.
Najbardziej interesujace jest to, ze wyniki GS wsréd zim-
munizowanych (PRA>80%) nie odbiegaty od grupy nie-
obarczonej ryzykiem. Pigcioletnie przezycie przeszczepu
(GS) w grupie pacjentéw z PRA powyzej 30% wyniosto
69 vs. 70% w grupie nieobarczonej ryzykiem.

UNOS, postepowanie ze zimmunizowanymi

Zasady alokacji UNOS (United Sharing of Organ
Transplantation) dostgpne sa na stronach http://optn.
transplant.hrsa.gov/policiesAndBylaws/policies.asp
Komitet zgodnosci tkankowej dzialajacy przy UNOS
(Histocompatibility Committee) takze pracuje nad pro-
gramem alokacji nerek w oparciu o wynik wirtualnej pré-
by krzyzowej [15,42]. Podejscie takie umozliwia prowa-
dzenie programu na duzym obszarze, co zwigksza szanse
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doboru okreslonego dla danego biorcy akceptowalnych
niezgodnosci w zakresie ABDR (permissible donor mis-
smatches). W programie bierze udzial 14 laboratoriéw
typujacych. Wyniki programu (6 620 FCXM dla 225
pacjentéw) wskazuja, ze dzigki identyfikacji UHA (unac-
ceptable HLA antigens), wirtualna préba krzyzowa jest
wysoce zbiezna z wlasciwa, dokonana w dniu przeszcze-
pu (FCXM). Korelacja migdzy wirtualnym XM a FCXM
jest na poziomie 85% dla komérek T i 95% dla komérek
B. Warto zaznaczy¢, ze dobierajac do przeszczepu w za-
kresie antygenéw HLA-A,-B.-DR, nigdy nie zostanie osig-
gnigta korelacja 100%. Jest to zwigzane z wptywem na wy-
nik proby krzyzowej takich czynnikéw jak aloprzeciwciata
anty-MICA, przeciwendotelialne, poliklonalna aktywacja
po masywnym zakazeniu itp. Jako pewne niezgodnosci
(UHA) traktuje si¢ te antygeny, przeciw ktérym biorca ma
aloprzeciwciata w wysokim mianie (identyfikacja swoisto-
$ci na poziomie czutosci nie nizszej niz poziom cytome-
tru przeptywowego) oraz dodatkowo retrospektywne wy-
niki préby krzyzowej (FCXM), w ktérej zaobserwowano
wynik pozytywny. Akceptowalne, prawdopodobne zgod-
nosci okresla si¢ przez dodanie antygendéw zblizonych pod
wzgledem strukturalnym do antygenéw biorcy, tj. wezsze
swoistosci (split) w obrebie grupy antygenéw oraz grupa
antygenow reagujacych krzyzowo (cross reactivity anti-
gens group — CREG). Antygeny te beda traktowane jako
mniej ryzykowne.

W tej sytuacji indeks PRA przedstawiony jako odsetek pa-
nelu, ktéry reaguje dodatnio w reakcji CDC przestaje by¢
uzyteczny. Pojawity sig¢ proby zastapienia PRA tzw. cPRA
(calculated PRA) lub inaczej — prawdopodobieristwa (+)
cross-matchu (probability of positive XM). Program cPRA
dostgpny jest na stronie internetowej http: /www.unos.org/
resources/frm_CPRA_Calculator.asp 1 polega na wpro-
wadzeniu UHA (nieakceptowanych antygenéw HLA), co
umozliwia wyliczenie% cPRA, jednak nie w oparciu o pa-
nel (30 lub 50 dawcéw), a o realne czgstosci wystgpowania
HLA w populacji dawcéw zgtaszanych w OPTN (71% sta-
nowi tam rasa kaukaska). Wynik cPRA ma charakter czy-
sto informacyjny i stuzy kwalifikacji pacjenta do wybra-
nej grupy (nisko/Srednio/wysoko zimmunizowany). Zapis
o zastapieniu konwencjonalnego PRA wynikiem cPRA,
ktérego rezultat opiera si¢ o0 wynik oznaczenia swoistosci
aloprzeciwcial, zostal wprowadzony do polityki alokacji
nerek UNOS (pkt. 3.5.11.3) w czerwcu 2008 r. Pojawita
si¢ tez adnotacja, ze przynajmniej jedna technika z opra-
cowanych do okreslania UHA powinna si¢ opieraé o test
fazy statej (mikrosfery w FC, fluorymetr typu luminex).

Program akceptowalnych niezgodnosci (Acceptable
Mismatch Program — AMP)

To program wdrozony w krajach nalezacych do
Eurotransplantu (ET). Pierwotna posta¢ AMP wdrozono
juz w 1985 r. i jest stale aktualizowana [26]. Pacjent, za-
nim zostanie wtaczony do programu musi spetniaé okre-
Slone kryteria dotyczace poziomu immunizacji. Wytyczne
do oceny stanu immunizacji w krajach ET wskazuja na ko-
niecznos$¢ okreslania obecnosci aloprzeciwcial przeciw-
ko HLA klasy I'i II. Standardowy test PRA CDC z petna
pula limfocytéw umozliwia jedynie oceng aloprzeciwciat
anty-HLA klasy I. Stad, dodatkowo do oceny uzywane sa
jakosciowo oceniajace obecnos¢ aloprzeciwcial w kla-

sie I i II testy fazy stalej. Jesli laboratorium oprécz oce-
ny jakosciowej ocenia tez swoistos$¢ aloprzeciwcial, wyni-
ki przedstawiane sa w postaci v-PRA (virtual PRA) [27].
Oprogramowanie to dziata na podobnej zasadzie jak wcze-
$niej opisane cPRA dziatajace w ramach UNOS. Oprécz
znacznie wigkszej wiarygodnosci testéw fazy statej do
okreslania obecnosci aloprzeciwcial, zaleta sa czestosci
antygenowe charakterystyczne dla populacji europejskie;j.
Ocena swoistosci aloprzeciwciat jest obecnie ograniczona
do pacjentéw wiaczonych do programu AMP.

Kryteria przyjecia pacjenta do programu AMP obejmuja:

1. Wynik testu PRA>85% stwierdzony co najmniej dwu-
krotnie.

2. Jednakowo traktowany jest wynik testu PRA aktualny
i archiwalny.

3. Wynik testu PRA okreslony na podstawie rozszerzo-
nego panelu 50 populacji limfocytéw od potencjalnych
dawcéw.

4. Wykluczenie obecnosci autoprzeciwciat anty-HLA
u biorcy (préba autologiczna) oraz przeciwciat klasy
IgM (test mikrolimfocytotoksyczny PRA z dodatkiem
ditiotreitolu-DTT).

Jesli indeks PRA jest rowny 100%, program naturalnie nie
ma zastosowania. Wtedy konieczne jest wprowadzenie al-
gorytmu z zakresu podejscia farmakologicznego.

Nastgpnym krokiem jest okreslenie u zakwalifikowane-
go akceptowalnych niezgodnosci (acceptable mismatch
— AM). Wedtug zatozent programu AMP, niemozliwe jest
okreslenie wszystkich aloswoistosci dla wysoko uczulone-
go, z réznicowaniem ich natgzenia oraz znaczenia klinicz-
nego. Stad, podstawg do okreslenia AM u biorcy stanowia
aloprzeciwciata wykryte w tescie mikrolimfocytotoksycz-
nym wedlug nastgpujacego algorytmu:

1. Surowica pacjenta testowana w PRA metoda CDC z do-
datkiem DTT z rozszerzonym panelem limfocytéw od
50 dawcéw.

2. W puli limfocytéw testowych, jesli nie odnotowano re-
akcji z surowica biorcy oznacza si¢ antygeny zgodno-
Sci tkankowej w zakresie locus HLA-A,B,DR (w prak-
tyce dawcy, ktoérych limfocyty sa wlaczane do panelu
PRA stanowia grupe, ktéra ma oznaczone antygeny HLA
w celu doboru preparatéw krwiopochodnych dla aloim-
munizowanych pacjentéw. W laboratoriach ET oznaczo-
nych w zakresie uktadu HLA honorowych dawcéw jest
ponad 20 tys).

3. Poréwnanie antygenéw HLA limfocytéw z panelu z an-
tygenami HLA biorcy.

4. Ostateczna lista akceptowalnych niezgodnosci usta-
lana jest przez ETRL (Eurotransplant Reference
Laboratory) lub laboratorium typujace majace akredy-
tacje EFI (European Federation for Immunogenetics)
lub ASHI (American Society for Histocompatibility
and Immunogenetics). Standardy EFI i/lub ASHI okre-
Slaja metody oznaczania swoistosci aloprzeciwciat, co
zapewnia powtarzalno$¢ wyniku [25]. Zgodnie z nimi,
ocena aloprzeciwciat jest przeprowadzana jednocze-
$nie dwiema metodami. Jedna z nich jest identyczna jak
w przypadku techniki stosowanej przy prébie krzyzo-
wej (tu CM-CDC), a czutos$¢ drugiej metody nie moze
by¢ mniejsza. Metoda najbardziej wiarygodna, stad sto-
sowang z wyboru jest ocena typu SA na mikrosferach,
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gdzie swoistosci oznaczane sa na cytometrze lub fluory-
metrze przeptywowym. Antygeny, przeciwko ktérym
biorca nie ma wykrywalnych aloprzeciwcial sa trakto-
wane jako akceptowalne niezgodnosci (AM).

5. Dodatkowe AM okresla si¢ w oparciu o program
HLAMatchmaker, ktérego zasadg dzialania przedsta-
wiono w dalszej czgsci opracowania.

6. Komplet AM wraz z nieakceptowanymi niezgodnosciami
(swoistosci HLA, wobec ktérych pacjent posiada prze-
ciwciata w wysokim mianie) wprowadzone sa do bazy
ENIS (Eurotransplant Information Systems). Do nieak-
ceptowanych niezgodnosci zalicza si¢ MM (mismatch)
z poprzednich transplantacji, o ile obecnosci swoistych
aloprzeciwcial nie wykluczaja wyniki przeprowadzo-
nych badan.

7. HLA kazdego zgtoszonego dawcy nerek poréwnywane
jest z baza danych. W przypadku pelnego dopasowania
dla okreslonego biorcy (pula HLA biorcy + AM), ner-
ka oraz materiat do wykonania préby krzyzowej kiero-
wany jest do osrodka, gdzie znajduje si¢ biorca. Préba
krzyzowa jest wykonywana z surowica biorcy pobrana
w tym samym dniu oraz z surowica historyczna, z naj-
wyzsza odnotowang wartoscia testu PRA. Do progra-
mu wiaczono tez minimalne kryterium zgodnosci daw-
ca-biorca: zgodnos¢ w locus HLA-DR lub po jednym
zgodnym antygenie HLA-A, B.

Pacjenci przeszczepiani wedlug zasad ET-AMP uzyskuja
znacznie wigksza szansg na transplantacje w poréwnaniu
do pacjentéw zimmunizowanych niezgtoszonych do pro-
gramu, oczekujacych wedtug klasycznych zasad ET-KAS
(Eurotransplant Kidney Allocation System). W ciagu jed-
nego roku (2002-2003) wsréd 129 wysoko zimmunizowa-
nych pacjentéw, przeszczepiono 68 nerek. 57 pacjentéw
otrzymato nerke¢ z programu ET-AMP (Srednia oczekiwa-
nia 9,7 miesigcy, w tym wigkszo$¢ znalazta odpowiednie-
go dawce w pierwszych szesciu miesigcach). W oparciu
o klasyczne zasady ET-KAS, dokonano 11 transplantacji
(Srednia oczekiwania 18,6 miesigcy). Najwigksze trudno-
Sci w znalezieniu odpowiedniego dawcy istnieja dla bior-
cow z rzadkim uktadem haplotypu uktadu HLA, naleza-
cym np. do mniejszosci etnicznych. W takich przypadkach
nalezy rozwazy¢ wariant farmakologiczny, podobnie jak
dla biorcéw z dtugo utrzymujacym si¢ indeksem PRA rzg-
du 100%. Czas przezycia przeszczepu (GS), podobnie jak
w innych programach tego typu nie rézni si¢ istotnie z gru-
pa niezimmunizowanych [17].

W ustaleniu akceptowalnych niezgodnosci (AM) istotna
rolg peini algorytm komputerowy wprowadzony w 2004
r. HLAMatchmaker. Oprogramowanie jest bezptatne, do-
stepne na stronie http://www.hlamatchmaker.net/. Program
oparty jest na analizie strukturalnego polimorfizmu HLA.
Pozwala na okreslenie stopnia zgodnosci migdzy dawca
a biorca na zasadzie identyfikacji i poréwnania zewngtrz-
nie potozonych, immunogennych dla biorcy epitopow.
Immunogenne epitopy definiuje si¢ jako poszczegdlne tréj-
ki aminokwasowe, ktére moga by¢ celem aloprzeciwciata
(triplet matching — TM) [20,53]. Poprzez analiz¢ homolo-
gii tréjek aminokwasowych biorcy i dawcy, mozna okresli¢
prawdopodobienistwo wytworzenia aloprzeciwcial w od-
powiedzi na niezgodny antygen. W wielu przypadkach,
niezgodnosci (MM) sa tylko pozorne, gdy immunogenne
epitopy obecne na niezgodnym antygenie dawcy sa obecne

w genotypie HLA biorcy. W takim przypadku wytworzone
aloprzeciwciata wigzalyby antygeny HLA biorcy [21,23].
Zasada dopasowania tréjek aminokwasowych TM wyka-
zuje czgsciowa homologie z grupami CREG okreslonymi
dla danych antygenéw. W celu empirycznego potwierdzenia
przydatnosci programu HLAMatchmaker, przeprowadzo-
no prébg krzyzowa z wyselekcjonowanymi potencjalnymi
dawcami z brakiem niezgodnosci w zakresie immunogen-
nych dla biorcy tréjek aminokwasowych (triplet mishmat-
ches — TMM) oraz z 1 TMM. W zakresie locus A, nawet
pojedyncza TMM nie data rezultatu w postaci dodatniej
proby krzyzowej. W locus B, jedna TMM data dodatni wy-
nik CM w dwdéch przypadkach na 133 badanych, stad przy-
jeto zasad¢ 0 TMM dla przeszczepu [17]. Nalezy tez zwro-
ci¢ uwage na poréwnywalny czas przezycia przeszczepu
dla biorcéw przeszczepionych z 0 TMM w zakresie locus
HLA-DR z biorcami 0 TMM dla locus HLA-A, B, DR.
Moze to stworzy¢ dodatkowa szans¢ dla wysoko zimmu-
nizowanych [22]. Aplikacja HLAMatchmaker znaczaco
zwigksza prawdopodobienstwo znalezienia dawcy (pro-
bability of finding a donor — PFD). Mozna to przedstawi¢
na podanym przykladzie: szanse pacjenta z PRA=94%
o genotypie HLA-A24; B38,35;Cw4,-. na znalezienie
HLA-identycznego dawcy wynosza PFD=0,007% (1 na
14000 dawcéw). Zastosowanie aplikacji HLAMatchmaker
w potaczeniu z danymi ptynacymi z analizy PRA-CDC (pa-
nel 50-dawcéw o znanych HLA), PFD zwigksza do 0,115%
(1/870 dawcéw). W grupie zimmunizowanych, zastosowa-
nie HLAMatchmaker umozliwito okreslenie dodatkowych
AM dla 37 sposrdéd 54 badanych, dzigki czemu zwigkszono
szansg na przeszczep 12,7-krotnie. Dodatkowe AM okre-
§la si¢ na podstawie kombinacji TAA (triplet amino acids)
ktore tworza HLA pacjenta. Antygeny HLA, ktére maja
wspdlne TAA w odniesieniu do catego genotypu HLA pa-
cjenta uznawane sa za akceptowalne [20].

Na wyniki dlugosci zycia przeszczepu u zimmunizowanych
moze mie¢ wpltyw réwniez ograniczona zapadalno$¢ na in-
fekcje (krétki okres po transplantacji) i nowotwory (diugi
okres), osiagnigta dzigki zmniejszonej dawce lekéw immu-
nosupresyjnych. Czynniki te przemawiaja na korzys¢ ,,po-
dejscia biologicznego”, w relacji do rozmiaru powiktan,
ktére towarzysza podejsciu ,,farmakologicznemu”. Droga
farmakologiczna powinna by¢ zachowana dla biorcow,
dla ktérych niemozliwe jest znalezienie dawcy, przeciwko
ktéremu biorca nie posiada aloprzeciwcial (PRA=100%).

Podejscie farmakologiczne

Podejscie farmakologiczne obejmuje wiele metod, ktérych
gtéwna rola jest usunigcie/eliminacja wptywu aloprzeciw-
ciat swoistych dla biorcy przed przeszczepem, zapobieganie
powstawania nowych przeciwciat anty-HLA oraz agresywna
immunosupresja hamujaca wytwarzanie aloprzeciwcial po
transplantacji. Obecnie, odczulanie prowadzi si¢ do chwili
uzyskania ujemnego wyniku proby krzyzowej w cytotok-
sycznosci zaleznej od dopetniacza (metoda CDC). Leczenie
jest jednak niezwykle kosztowne, a odsetek niepowodzen
zbyt znaczacy, stad préby szacowania dopuszczalnych przed
transplantacja pozioméw aloprzeciwciat u biorcy po od-
czulaniu. Wedtug Reinsmoena i wsp., bezpieczny poziom
DSA nie powinien przekraczaé 10° jednostek SFI (standard
fluorescent intensity) mierzonej na fluorymetrze typu lu-
minex w testach typu SA (single antygen) lub odpowiednio
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200 MCS (mean channel shift), gdy pomiaru dokonuje si¢
na cytometrze przeptywowym (FCXM). Powyzej tych war-
toSci obserwowano zwigkszone ryzyko AMR potwierdzo-
ne badaniem obecnosci ztogéw C4d w biopsji. Obserwacje
maja charakter pogladowy, opieraja si¢ o wyniki uzyska-
ne w 16 transplantacjach zimmunizowanych pacjentéw po
odczulaniu (IVIg z rituximabem) [63].

Wsréd metod obnizajacych miano aloprzeciwcial przed

przeszczepem wymienia sig:

1. Infuzje dozylne immunoglobulin (intravenous im-
munoglobulin: IVIg): Sposéb zastosowania preparatu
i efekty odczulania przedstawili Glotz i wsp. w 2002 r.
Mechanizm dziatania IVIg podawanych przed/po trans-
plantacji jest wielokierunkowy. Przeciwciata antyidio-
typowe zawarte w preparacie wiaza obecne w 0soczu
aloprzeciwciata hamujac jednoczesnie wytwarzanie
nowych. IVIg hamuje réwniez aktywnos¢ sktadowych
dopetniacza, wptywa na proliferacje i aktywacje limfo-
cytéw T, B zwigkszajac dodatkowo apoptoze tych ostat-
nich [34,35].

Selektywna terapia IVIg przynosi dobre rezultaty w przy-
padkach poliklonalnej odpowiedzi na antygeny HLA (wy-
soki wskaznik PRA), ale w niskich mianach aloprzeciwciat
[3,33]. Postgpowanie pozostaje nieefektywne u pacjen-
téw wysoko zimmunizowanych z ,.koktajlem swoistosci”.
Blisko 30% takich przeszczepéw koriczy sig¢ ostrym od-
rzucaniem (AMR), kolejne 20% odpowiada odrzutem za-
leznym od odpowiedzi komdérkowej [39].

2. Plazmafereze (PL): Wymiana osocza skutecznie usu-
wa przeciwciata u biorcy, nawet w wysokim mianie.
Efekt zabiegu utrzymuje si¢ jednak krétko, stad naj-
wigksze zastosowanie znajduje u wysoko uczulonych
z planowanym przeszczepem od dawcy rodzinnego.
Modyfikacja PL poprzez dodatek immunoglobuliny an-
ty-CMV dodatkowo hamuje resyntez¢ aloprzeciwciat
anty-HLA. Wedtug niektérych schematéw, PL uzupet-
nia si¢ takze o wiaczenie przeciwciat anty-CD20 (ritu-
ximab). Jako najskuteczniejsza metodg, uznaje si¢ sto-
sowanie wspdlnie plazmaferezy i IVIG. Postgpowanie
to pozwala na zmniejszenie incydentéw ostrego odrzu-
cania z 80% (grupa otrzymujaca selektywnie IVIg) do
29% [24]. Metoda nie jest u wszystkich skuteczna: nie-
ktore raporty mowia o koniecznosci nawet 20-krotne-
go powtdrzenia cyklu plazmaferez z IVIg, co nie pozo-
staje bez znaczenia dla kosztéw postgpowania [29].

Mimo pozornej prostoty zabiegu, u okoto jednej trzeciej
chorych moga wystapi¢ powiklania (m.in. reakcje uczu-
leniowe na ptyny substytucyjne, zaburzenia rytmu serca,
zaburzenia krzepliwosci).

3. Immunoadsorpcje (IA): Zabieg polega na separacji 0so-
cza za pomoca aferezy, a nastgpnie przepuszczeniu przez
kolumny zawierajace biatko gronkowca typu A. IA najcze-
Sciej wykonuje si¢ przed planowanym zabiegiem trans-
plantacji i nastgpnie co 2—3 dni po przeszczepieniu, az do
uzyskania stabilizacji narzadu. Szacuje sig, ze pojedyn-
czy zabieg IA obniza miano przeciwcial IgG o 80% [47].

Czyniono tez proby zastosowania IA z rituximabem w prze-
szczepach niezgodnych w uktadzie ABO, przy czym nie

wykazano istotnej réznicy w przeszczepach grupowo zgod-
nych w odniesieniu do przezycia przeszczepu w krétkim
okresie po transplantacji i incydentéw AMR [31].

4. Przeciwcialo anty-CD20 (rituximab): Mechanizm
dziatania leku polega na eliminacji tkankowych i kraza-
cych limfocytéw B poprzez zalezna od dopelniacza lizg.
Efekt dziatania utrzymuje si¢ dtugo, dopiero po okoto
roku od zakoniczenia leczenia nastgpuje regeneracja puli
limfocytéw B w stopniu umozliwiajacym ich wykry-
cie w krwi obwodowej [24]. Genberg i wsp [30] bada-
jac skutki jednorazowej dawki rituximabu u 49 biorcéw
nerki, u 88% z nich nie wykazali obecnosci limfocytéw
B nawet po 15 miesigcach zaréwno we krwi obwodo-
wej, jak 1 w tkance przeszczepionej nerki. Zastosowanie
leku obejmuje zaréwno leczenie odrzucania zaleznego
od przeciwciat, jak i odczulanie pacjentéw wysoko zim-
munizowanych. Ze wzgledu na odlegly czas dziatania,
rituximab daje szansg pacjentom oczekujacym na prze-
szczep od zmartego dawcy.

Dobre efekty obnizania poziomu aloprzeciwcial sa osiagane
przez skojarzenie rituximabu z IVIg — 80% pacjentéw od-
powiada w stopniu umozliwiajacym transplantacje z rocz-
nym przezyciem przeszczepu na poziomie 94% [39,80].

Powodzenie transplantacji wysoko uczulonym biorcom naj-
czegsciej opiera si¢ o0 kombinacj¢ wyzej przedstawionych me-
tod odczulania. Kim i wsp. przedstawili wyniki przeszcze-
pienia siedmiu pacjentéw ze schytkowa niewydolnoscia
nerek oczekujacych na przeszczep od zywego dawcy, prze-
ciwko ktéremu w wysokim mianie posiadali aloprzeciw-
ciata. Zastosowano plazmafereze z IVIg w wysokich daw-
kach. Przed planowanym zabiegiem PL wlaczano MMF
i Tac. Podano jednorazowa dawke rituximabu (375 mg/m?).
U wszystkich pacjentéw wyeliminowano DSA do poziomu
niewykrywalnego w prébie krzyzowej (CM CDC). Po zabie-
gu transplantacji, u dwoch pacjentéw wystapito ACR reaguja-
ce na steroidy, AMR rozpoznano u jednego pacjenta. Efekty
odrzucania humoralnego powstrzymano poprzez zabiegi pla-
zmaferezy. U wszystkich pacjentéw przeszczep funkcjonu-
je prawidlowo (dane w 24 miesiacu po transplantacji) [41].

Schemat leczenia pacjentéw wysoko zimmunizowanych
po przeszczepie, oprocz standardowego leczenia podtrzy-
mujacego, obejmuje wlaczenie Srodkéw zapobiegajacych
odrzutowi zaleznemu od przeciwcial. Zastosowanie znaj-
duje surowica antytymocytarna (antithymocyte globulin
— ATG), przeciwciata monoklonalne anty-IL2R, rituxi-
mab z/bez IVIg, przeciwciato anty-CDS52 (alemtuzumab,
CAMPATH). Obecnie, brak jest jednoznacznego schematu
postgpowania, a wiele osrodkéw wprowadza wiasne mo-
dyfikacje. Wplyw na ten stan maja r6znice w odpowiedzi
biorcéw na leczenie uzaleznione od rodzaju i stopnia ich
zimmunizowania utrudniajace ustalenie jednego ,,ztotego
standardu” dla ogétu zimmunizowanych [22,24].

Mimo dostgpnych lekéw, odrzucanie zalezne od przeciwciat
(AMR) nadal jest powiktaniem wystgpujacym u 20-30%
chorych, gdyz obnizajac poziom aloprzeciwcial nie usu-
wamy komorek pamigci. Mozliwos$¢ monitorowania DSA
stwarza w tym obszarze mozliwos¢ szybkiej interwen-
cji dajacej szans¢ na przedluzenie funkcjonowania prze-
szczepu [64].

445



Postepy Hig Med Dosw (online), 2009; tom 63: 435-448

Wsp6lnym powiktaniem po zastosowaniu schematu far-
makologicznego jest obnizenie odpornosci i podatnos§é
na zakazenia oraz zwigkszone ryzyko wystgpienia scho-

PismiennicTwo

rzen limfoproliferacyjnych w poréwnaniu do schematu le-
czenia przyjetego u pacjentéw nieobarczonych ryzykiem.
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