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1. BEVEZETES

Az 1) immunszupresszios korszakban az akut cellularis
rejekcid okozta graft kdrosodds szinte eltiint. Az emelkedd
szami.  human  leukocyta  antigén  (HLA)-mismatch
transzplantacioknak, valamint a B-sejt szintli
szenzitizalddasnak koszonhetden az antitest-medialt rejekcid
(AMR) problémdja tovabbra is fennall, igy prevencidja a
vesetranszplantacio teriiletének egyik fontos kérdésévé valt.

Az AMR patogenezisében a preformalt donor-specifikus
immunglobulin (Ig) G tipusi HLA antitestek (DSA) altal
okozott komplement aktivacio kritikus szerepet jatszik. A graft
mikodés megovasa érdekében olyan diagnosztikai eljarasok
kombinaciodja sziikséges, mint a HLA-tipizalas, a keresztproba
(XM) és az antitest sz{irés (screening).

A XM technikdk olyan vizsgalatok, melyek a
vesetranszplantacio eldtt a varolista recipienseinek szérumaban
a donor HLA 1. és II. osztalyl antigénjei ellen el6fordulo
preformalt DSA meghatarozasara szolgalnak. Elvégzéséhez a
recipiens széruma ¢és a donor lymphocytai sziikségesek.

A pozitiv XM elkertilése, tehat az AMR prevenciodja érdekében
a transzplantacidos centrumok a HLA antitestek jelenlétére a
vesetranszplantacios recipiensek periodikus szlirését végzik,

ezzel definidlva a ,,nem toleralhat6 HLA antigén mismatch-
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eket” transzplantacio eldtt. Az antitest sziiréshez a recipiens
széruma mellett a potencidlis donor lymphocytai helyett
egészséges véradok HLA tipizalt lymphocytainak egy panelja,
ezek szolubilizalt HLA antigénjei vagy mesterségesen
eldallitott rekombinans HLA molekulak egy panelja sziikséges.
A HLA antitestek meghatarozdsara szolgalé kiilonbozo
modszerek a célpont tipusaban, forméjaban, szenzitivitasukban
¢s specificitasukban térnek el egymastol. A célpont lehet sejt,
mint példaul a citotoxicitadsi vizsgalatokndl, Ugymint a
komplement-dependens citotoxicitasi teszt (CDC), vagy
szolubilis antigén a szilard-fazisi immunologiai metdédusoknal,
ugymint az enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
vagy a Luminex single antigen bead (SAB) teszt. A
diagnosztikai eljarasok szenzitivitdsanak emelkedésével az
alacsonyabb  reaktivitaisin DSA  is  detektalhatdé a
vesetranszplantaciés vardlista recipienseinek szérumaban.
Ennek megfelelden, amig a CDC technika nagyon magas ¢és
magas vagy mérsékelt reaktivitdisi DSA  detektalasara
alkalmas, addig az ELISA mddszer szenzitivebb, igy mérsékelt
vagy alacsony antitest reaktivitasokat is detektal a recipiens
szérumdban. Manapsdg a magas szenzitivitdsu Luminex SAB
az egyetlen metddus, mely alacsony titeri DSA nagy

pontossagi meghatarozasara képes.
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Jelenleg a transzplantacidos immunologia komoly kihivasa,
hogy mennyire szenzitiv tesztet hasznaljunk az alloantitestek

meghatarozasara vesetranszplantaciot megeldzden.

2. CELKITUZESEK

A vesetranszplantacios varolista recipienseinél a HLA antitest
statusz  korrekt értékelésében mind a hibdsan pozitiv
eredmények, mind az alacsony szenzitivitdas nehézségeket
okozhatnak. A tézis két nemrég bevezetett HLA antitest
detektalasi technika eldnyeit, illetve a veliik kapcsolatos
problémakat elemezi.

Az els6 tanulmany a kereskedelmileg elérheté AbCross®
ELISA XM potencialis elényeit vizsgalja a graft vesztés
elorejelzésében a B-sejt CDC XM (BXM)-val szemben. Mivel
a vesetranszplantacié teriiletén komoly vita folytk a BXM
az 1j AbCross” technika kikiiszobdlheti-e a BXM hatranyait,
ugymint a nem specifikus reakcidkat vagy autoantitesteket.

A masodik tanulmény a kitlind szenzitivitast Luminex SAB
technika hatdsat vizsgalja az immunstatusz meghatarozasara a
vesetranszplantaciés ~ varolista  recipienseinél,  kiillonds
tekintettel a technika altal potencialisan ,hibasan pozitiv”

reakciok problémajanak felbecsiilésére. Tanulmanyozza a HLA
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antitestek el6fordulasat a heidelbergi transzplantacids centrum
varolistas betegeinél harom kiilonb6z6 modszert parhuzamosan
alkalmazva, ugymint CDC T-sejt screening, AbScreen® ELISA
screening €s SAB. A HLA antitestek magas el6forduldsa nem
immunizalt betegekben SAB modszerrel, azt jelzi, hogy az
,hibdsan pozitiv”’ reakciokat okozhat. A tanulmany ezeket a
,hibdsan pozitiv”’ specifitdsokat és erdsségiiket részletesen is
elemezi. Egy ilyen informdcié a napi rutinban hasznos lehet a

betegek SAB eredményeinek individualis kiértékelésénél.

21 Az ELISA és B-sejt CDC keresztprobak Kklinikai
relevancidjanak osszehasonlitisa vesetranszplantacio

elott

A disszertacio a kovetkezo kérdésekre kereste a valaszt:

a. Mekkora a 2 éves graft vesztés ardnya vesetranszplantaciot
kévetden az AbCross® ELISA XM pozitiv és az AbCross®
ELISA XM negativ betegekben?

b. Mekkora a 2 éves graft vesztés aranya vesetranszplantaciot
kovetéen a BXM pozitiv betegekben a BXM negativ

betegekhez viszonyitva?



C.

2.2

Alatamasztjak-e  az  AbScreen® ELISA  screening
eredményei az AbCross® ELISA XM pozitivitis graft

tulélésre gyakorolt hatdsanak eredményeit?

Fenn all-e Osszefiiggés a vese graft talélése és a BXM ¢és
AbCross® ELISA XM vagy AbScreen® ELISA screening

eredményei kozott?

A nemrég bevezetett Luminex SAB szenzitizacios
statuszra  gyakorolt hatasanak vizsgalata a

vesetranszplantacios varolistan

Ezzel 0Osszefiiggésben a kovetkezd kérdésekre kereste a

disszertacio a valaszt:

a.

Mekkora a vesetranszplantaciés varolistan a pozitiv
betegek ardnya SAB technikdt hasznalva a kevésbé

szenzitiv ELISA ¢és CDC moédszerekhez képest?

Mekkora a nem immunizalt HLA antitest pozitiv betegek
aranya?
Milyenek a mean fluorescence intensity (MFI) értékei a

nem immunizalt betegeknek?

Megoldhato-e a “hibasan pozitiv”’ reakcidk problémaja a

cutoff értékének megemelésével?
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e. Mekkora az SAB-pozitiv betegek aranya a pozitivan

reagald SAB gyongyok vonatkozdsadban?

f. Mely HLA specifitasok reagalnak pozitivan SAB

modszerrel a nem immunizalt betegekben?

0. Megoldhatjak-e mas moddszerek, ugymint egy masik
forgalmaz6 vagy egy alapjaiban eltéré teszt a ,hibasan

pozitiv”’ reakciok problémajat?

3. BETEGEK ES MODSZEREK
3.1 Betegek

Az els6 tanulméany az ELISA XM potencidlis eldnyeit vizsgalta
a BXM-val szemben. 271, 1998 ¢és 2010 kozott, a heidelbergi
transzplantacids kozpontban vesetranszplantalt, ¢l6 vagy
agyhalott donoros recipiens — akiknek a fagyasztott donor
sejtjei elérhetéek voltak - pretranszplantaciés szérumanak
vizsgalata tortént, AbScreen® ELISA screening modszerrel
HLA antitestek jelenlétére, valamint BXM és AbCross” ELISA
XM modszerekkel antitest reaktivitasra donor B-sejtek illetve
donor HLA 1. és II. osztélya ellen.

A masodik tanulmany a Luminex SAB modszer hatasat
vizsgélta a vesetranszplanticios vardlistan 1évd recipiensek
immunologiai statuszara vonatkozdéan. Az ELISA és CDC
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screening metodusokkal parhuzamosan 534, a heidelbergi
vesetranszplantacios varodlistan 1évo recipiens
pretranszplantacidos szérumat SAB modszer segitségével is

analizalta.

3.2 Modszerek

3.21 Tanulmany 1: Az ELISA é B-sejt CDC
keresztprobak klinikai relevanciajanak

osszehasonlitasa vesetranszplantacio elott

Az els6 tanulmany a CDC XM-hoz a donor szeparalt B-sejtjeit
hasznalta és a citotoxikus hatast fluoreszcens mikroszkoppal
vizsgalta (Leica, Wetzlar, Germany). A tesztet sejthalal >20%
esetén pozitivnak értekelte.

A szérumok vizsgalata a nemrég bevezetett AbCross” ELISA
XM (BioRad, Munich, Germany) technikaval is megtortént,
melyben a DSA detektdldsdra szolubilizalt donor HLA
molekuldk szolgalnak. Az AbCross® ELISA XM egy
kereskedelmileg elérhetd szilard fazisi XM technika,
elényokkel a standard BXM-val szemben. A moddszert
magasabb reprodukalhatosag, objektivitds, szenzitivitds ¢&s
specificitas jellemzi a HLA antigénekre. Az AbCross” ELISA

XM monoklonalis antitestekkel fedett mikrotiter talcan



detektalja az antitesteket. Az eredmények kiértékelése
fotometrikus mérésekkel ELISA reader segitségével tortént. Az
optikai denzitas (OD) nagyobb vagy egyenld, mint a negativ
kontroll kétszerese pozitiv értéket jelentett.

Megtortént a szérumok vizsgalata IgG-anti-HLA 1. és 1L
osztalyn alloantitestek jelenlétére is, AbScreen® ELISA
(BioRad) tesztet hasznalva, mely poolozott HLA molekulakat
hasznal 96-lyukti mikrotiter tdlcdkon. A recipiens HLA
antitestjeinek meghatdrozdsa szepardlt talcdkon tortént,
poolozott 1. vagy II. osztalya HLA molekulak ellen. Az anti-
HLA pozitivitds meghatarozasara korabbi klinikai eredmények
alapjan OD >0,300 szolgalt cutoff értékként.

a 271 betegbdl 223 esetében volt lehetdség. A statisztikai

analizis chi-square teszt segitségével tortént.

3.2.2 Tanulminy 2: A nemrég bevezetett Luminex SAB
szenzitizacios  statuszra  gyakorolt hatasanak

vizsgalata a vesetranszplantacios varolistan

A maésodik tanulmany a kiilonbozd szlirési technikakat
viszgalta. A heidelbergi transzplanticiés centrumban a

varolistas betegek rutinszeri sziirése HLA antitestekre
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haromhavonta torténik ELISA ¢és CDC screening technikak
alkalmazéséaval. Kiegészitéleg 2010 harmadik negyedévébol
megtortént az 534 szérum SAB vizsgilta is.
A panel reaktiv antitestek (PRA) mértékének meghatarozasa
nem szeparalt lymphocytakkal (féleg T-sejtek) egy 56
sejtdonorbol 4ll6 panellal szemben, fagyasztott/olvasztott
sejtekbol allo talcan tortént CDC modszert alkalmazva, DTT
hozzéadasa nélkiil
(http://www.ctstransplant.org/public/reagents/serolCell.shtml).
A standard eljarast kovetve, a betegek szérumanak
lymphocytédkkal torténd inkubdldsa, valamint komplement
hozzdadasa utan, a talcdk fluoreszcens mikroszkoppal végzett
kiértékelése tortént (Leica, Wetzlar, Germany). PRA >5%
pozitiv tesztet jelentett.
Tovabba, megtortént mind az 534 szérum tesztelése HLA 1. és
I1. osztalyh antitestek jelenlétére AbScreen™ ELISA modszerrel
(BioRad, Munich, Germany), melyben a mar fent emlitettek
szerint poolozott HLA molekuldk vannak mikrotiter tdlcdhoz
kotve, lehetové téve IgG izotipusi HLA-A, -B, -C, -DR ¢és -DQ
antitestek  detektaldsat. Szintén a  kordbbi  klinikai
eredményekre alapozva OD >0,300 szolgalt cutoff-ként az anti-
HLA pozitivitds meghatarozasara. Egy SAB negativ betegben,
aki AbScreen® ELISA pozitiv volt, ELISA-PRA teszt
9



alkalmazasa tortént (Abldent®, BioRad, Munich, Germany) a
HLA antitestek hianyanak megerdsitésére, melyben poolozott
készitmény helyett egy-egy személybdl eldallitott —sejt
készitmény szolgal az antitestek detektalasara.

Ezen kivil megvaldsult minden szérum vizsgalata
LABScreen® Luminex SAB (One Lambda, Canoga Park CA,
USA, LS1A04 Lot006 and LS2A01 Lot008) teszt segitségével,
mely egy-egy HLA antigént hordozé gyongyoket hasznal,
lehetéve téve az IgG tipust antitest specifitasok identifikéalasat
HLA-A, -B, -C, -DRB1/3/4/5, -DQAL, -DQB1, -DPAI és -
DPBI1 antigének ellen. Mivel az SAB teszt esetén nincs a
forgalmaz6 4ltal meghatarozott szabvanyérték a cutoff-ra
vonatkozoan, igy a pozitivitds megallapitdsa az irodalomban is
legelterjedtebb MFI >1.000-nél tortént.

Megtortént 10 nem immunizalt varolistds beteg szérumanak,
melyek a LabScreen® SAB teszttel az atlag népességben nagy
gyakorisaggal el6fordulé HLA allélekkel szemben pozitivitast
mutattak, utdlagos tesztelése Lifecodes® SAB (Gene-Probe
Transplant Diagnostics, Lifecodes® LSA, Stamford, CT)
modszerrel is. A pozitivitast a gyartd software-je adta meg,
amennyiben hdrom alap mérési értekbdl kettd az eldre

meghatarozott cutoff értek fol¢ kertilt.
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Megvalosult a LabScreen” SAB 4ltal pozitivnak értékelt 20
nem immunizalt, varolistds, férfi recipiens ¢és 15 eldzetes
LabScreen® SAB eredménnyel nem rendelkezd, nem
immunizalt, egészséges, férfi véradd szérumanak vizsgalata
LabScreen® PRA modszerrel (One Lambda), melyben 55
gyongyot borit tisztitott HLA antigén 55 kiilonb6z6é human
sejtvonalbol (fenotipusu panel). A pozitivitas cutoff 1,000 MFI
értéket jelentett.

A Kklinikai anamnézishez, beleértve a vértranszfiziokat,
terhességeket, korabbi transzplanticiokat, a betegek korlapjai
szolgaltak. A statisztikai analizis Fisher’s exact teszt

segitségével tortént.

4, EREDMENYEK

41 Az ELISA és B-sejt CDC Kkeresztprobak Klinikai
relevancidjanak 0Osszehasonlitisa vesetranszplantacio

elott

A tézis a kérdésekre a kdvetkezd valaszokat kapta:

a. Az HLA I. vagy Il. osztalya ellen DSA pozitivitast mutatd
37 recipiens 19%-o0s 2 éves poszttranszplantacios graft

vesztése szignifikdnsan magasabb volt, mint a 186,
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mindkét HLA osztaly ellen AbCross® negativ recipiens

8%-os graft vesztése (P=0,043).

. A 2 éves graft tulélés 14 BXM pozitiv beteg esetében 7%
volt, mely nem volt magasabb, mint a 9% 206 BXM
negativ beteg esetében (P=0.79).

. Az AbCross® ELISA XM eredményeivel megegyezden 48
betegnek, akik a HLA 1. vagy II. osztalyat tekintve ELISA
screening technikaval pozitivak voltak, szignifikinsan
rosszabb volt a 2 éves graft tulélése, mint a 174
recipiensnek, akik a HLA 1. és II. osztalyat tekintve
negativak voltak (graft vesztés aranya, 21% vs. 6%;

P=0,002).

. A BXM és az AbCross” kombinalt analizisében a 2 éves
graft vesztés 34 BXM negativ, de AbCross® pozitiv beteg
esetében 21% volt. 172 BXM ¢és AbCross” negativ
beteggell Osszehasonlitva 7% volt a 2 éves graft vesztés
(P=0,012), illetve 11 BXM pozitiv, de AbCross® negativ
beteg esetében 9% (P=0,39). A BXM és AbCross® pozitiv
betegek alacsony szdma nem tette lehetévé az igényes
analizst (n=3; 2 éves graft vesztés aranya, 0%). A BXM és
az ELISA screening kombinalt analizisében, a 2 éves graft

vesztés ardnya 44 BXM negativ, de AbScreen® pozitiv
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4.2

betegben 21% volt, szignifikansan magasabb, mint a 6%
162 BXM és AbScreen® negativ betegben (P=0,002),
valamint magasabb, mint a 0% 9 BXM pozitiv, de
AbScreen®-negativ betegben (P=0,14).

A nemrég bevezetett Luminex SAB szenzitizacios
statuszra gyakorolt hatasanak vizsgalata a

vesetranszplantacios varolistan

A disszertacio a kérdésekre a kovetkezo valaszokat kapta:

a.

534 transzplantacids vardlistan 1évd beteg szenzitizacids
statuszanak analizise soran, HLA antitestek jelenlétét a
CDC technika a betegek csupan 5%-anal (n=28), az
ELISA screening a 14%-anal (n=73), az SAB technika a
81%-anal (n=435) bizonyitotta.

A betegek anamnézise alapjan 133 (32%) recipiensnél nem
szerepelt immunizacid, Ugymint korabbi transzfuzio,
terhesség vagy transzplantacio. Mig a 133 recipiensbdl
csak 1 (1%) beteg volt ELISA screening pozitiv HLA II.
osztalya ellen, és minden beteg negativ ELISA modszerrel
HLA 1. osztalya ellen, 2 recipiens (2%) CDC-vel mutatott

pozitivitast. Ezzel szemben, a nem immunizalt betegek
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7T7%-a (n=102) HLA antitestekkel rendelkezett a SAB

technikat hasznalva.

. Cutoff 2.000 MFI esetén a nem immunizalt betegek 50%-
a, 5.000 MFI esetén 25%-a HLA antitest pozitivitast
mutatott, mely arra utal, hogy az SAB altal detektalt
,hibdsan pozitiv”’ reakciok nem korlatozédnak ,,alacsony”

reakciokra.

. Nem immunizalt recipiensek esetében az SAB éltal
detektalt antitestek néha kifejezetten magas, akdr MFI
14.440 értékekkel is reagaltak, igy a cutoff emelése nem
oldja meg ezeknek a ,hibdsan pozitiv’ reakcidknak a
problémajat.

. A CDC ¢és ELISA negativ, nem immunizalt betegek
behatarolt SAB reaktivitdst mutattak. Ezeknek a
betegeknek 86%-a reagalt <5%-aval a SAB gyongyoknek.
Ezzel szemben az ELISA vagy CDC pozitiv betegek 94%-
a reagalt pozitivan az SAB gyongyoknek >5%-a ellen.

. Néhany nem immunizalt beteg olyan HLA specifitasok
ellen reagalt magas MFI ¢értékekkel, melyek nagy
gyakorisaggal fordulnak elé az atlag népesség korében,
mint példaul az A*24:02 (eléforduldsa a tanulmanyban:

8,8%, max. MFI: 12.197), B*08:01 (7,8%, MFI: 9.862),
14



B*44:02 (7,8%, MFI: 10.427) vagy C*05:01 (7,8%, MFI:
3.962) (8,7%, 12,5%, 9,0% valamint 9,1% gyakorisag az
atlag népességben). Hasonldan reagalt né¢hdny beteg a
HLA II. osztalya ellen, a népességben gyakori DQB allélt
hordoz6 SAB gyongyokkel szemben, ugymint a
DQB1*03:01 (el6fordulasa a tanulmanyban: 7,8%, MFI:
9.804), mely 18,5%-ban fordul ¢l6 az atlag népességben.

. Az atlag népesség korében nagy gyakorisaggal eléfordulod
HLA specifitasok tekintetében végzett analizis a masik
forgalmaz6 SAB tesztjével azt mutatta, hogy amig 8 a 10
nem immunizalt betegbdl nem mutatott HLA antitest
reaktivitast, 2 beteg a 10-b6l igen. Tovabba a LabScreen®
PRA modszerrel cutoff 1.000 MFI-t hasznalva 6 (30%) a
20 nem immunizalt férfi, varolistas betegbdl, akik SAB
pozitivak voltak, LabScreen® PRA-val szintén pozitivitast
mutattak. Egyetlen 15 egészséges férfi véradd sem volt
pozitiv a LabScreen® PRA technikaval, mig 9 koziiliik
LabScreen® SAB-vel pozitivitast mutatott MFI 1.011-
4424 intervallumba tartozo értékekkel, 21 kiilonb6zo
HLA allél ellen, koztiik a B¥44:02 is, mely tobb mint 7%-

ban fordul el a kaukazusi népességben.
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5. KOVETKEZTETESEK

Az eredmények azt mutatjak, hogy az AbCross® ELISA XM
haté¢konyabb a BXM-val szemben, leginkdbb, mert az
antitesteket a donor HLA antigénjei ellen magasabb

szenzitivitassal detektalja.

Donor vesék visszautasitasa olyan HLA antitest specifitasokra
alapozva, melyek kizarélag az SAB metddussal detektalhatok,
nem ajanlott. Az SAB technikéval hibasan pozitiv reakciok

felfedhetdk  egyéb  antitestet  detektaldé  tesztekkel.
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