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Santrumpos

ADCC - nuo antikny priklausomasalsteliy citotoksiSkumas.

APL — antigen pateikianti jstek.

CD (angl.cluster of differentiation) — leukocit; diferenciacijos antigenai.

CD4 — T helperiai limfocitai ().

CD8 — T citotoksiniai limfocitai (TCL).

Fab (angl.fragment antigen binding) — antigen sujungianti dalis.

Fc (angl.fragment cystallizable) — efektorirg dalis.

FcR — receptorius antiko Fc fragmentui.

FITC (angl.fluorescein isothiocyanate) — fluoresceino izotiocianatas.

IFNy — interferonasg.

Ilg — imunoglobulinas.

IL — interleukinas.

MHC (angl.major histocompatibility complex) — pagrindinis audimi dermés kompleksas.
NK — (angl.natural killer) — lastek ,natiralus kileris*.

PRA — (anglpanel reactive antibodies) - teigiamai su limfocii panele reaguoj&n;
antikiny skatius, iSreikStas procentais.

TCR — (angl.T cell receptor) — antigenui specifinis T limfoaijtreceptorius.

TNF — (angltumor necrosis factor) — naviky nekrozs faktorius.

ZLA — (angl.human leukocyte antigens - HLA) — Zmogaus leukogijtantigenai.



Ivadas

Ligoniai, kuriems konstatuojamétinio inksty funkcijos nepakankamumo galutietadija,
gydomi dialiZmis. Alternatyvus gydymo metodas yra alogeninistokpersodinimas, kuris,
jei operacija yraé&minga, pagerina gyvenimo kokylpailgina ligonio gyvenimir yra
pigesnis, nei ilgalaikis gydymas dialmis [40].

Transplantato atmetiggali silygoti lasteliniai ir humoraliniai veiksniai. Esminis Sio
imuninio atsako veiksnys - donoriniai antigenai.afjaus leukocit antigenai (ZLA) yra
lasteks pavirSiaus molekés, randamos ant wisoranduo turinéiy lasteliy. Kiekvienas
individas turi unikal tokiy antigem rinkinj, pavel@je¢s po pus is kiekvieno évo.
Svetimiems antigenams patekugcipiento organizepries juos aktyvinama Seimininko
imuniné sistema. Siekiant to iSvengti prie$ transplarnjaatiiekamas audinitipavimas, tam
kad parinkti kiekkmanoma artimesrpagal ZLA fenotip donog, o po transplantacijos
taikoma imunosupresija [18]. Daznairta ngmanoma parinkti toktransplantag, kuris

neskating antikinu gamybos (iSskyrus monozigotindvyniy atveju).

Daliai recipient, turéjusiy kraujo perpyliny, ankstesni transplantacij, o moterims ir él
ankstesnj néStumy, kraujo serume jau yra antiky, kurie gali reaguoti su transplantato
antigenais [26]. Tokie antilkai, esantys recipiento kraujo serume, labai padidaibisko,

beitmaus atmetimo rizis 0 daznai bna ir kontraindikacija transplantacijai.

Umaus atmetimo metu lemiamvaidmen vaidina IL-2 receptoriai, per kuriuos skatinama
greita T-hsteliy proliferacija. UZblokavus Siuos receptorius y@pghamas imuninis atsakas.
Kombinuojant imunosuresijsu monokloniniais antilnais pries IL-2 receptoriugmaus

atmetimo epizod per Sesis gnesius sumaiga 49 % [12].



DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI:

Darbo tikslas —jvertinti sensitizaclj Zmogaus leukoaitantigenais, inksto transplantato
recipientams, kurie greta standaginmunosupresijos vartojo monokloninius antiks pries

IL-2 receptony ir kitoje grugje, kuri ju nevartojo.

Darbo uzdaviniai:

1. Ivertinti sensitizacyj Zmogaus leukoaitantigenais pries inkstransplantacij.

2. [vertinti sensitizaclj Zmogaus leukoaitantigenais, po inkstpersodinimo, recipient
grupsje, kuri greta standarths imunosupresijos vartojo monokloninius antiks.

3. Ivertinti sensitizacy§ Zzmogaus leukoaitantigenais, po inkstpersodinimo, ligoniams
vartojusiems tikprastirg imunosupresi.

4. Palyginti sensitizacijzmogaus leukoaitantigenais, po transplantacijos, monokloninius

antikinus vartojusi recipient; grupsje su j1 nevartojusios grujs rezultatais.



1. Literatairos apzvalga

1.1 Transplantacijos istorija

Transplantacija galiiiii apibudinama kaip organaudiniy ar p&iy lasteliy perkelimas is
vieno individo (donoro) kitam (recipientui, Seinmikui). Jos iStakos siekia gilsenoy, nors
pradzia buvo daugiau eksperimeniibandym; pavidalo. Siandien, pasinaudojus dabastin
medicinos duomenimis, galimaksningai atlikti kaut; ciulpy, Sirdies, platiu, kepen, veny,

akies raineis, odos, taip pat ir inkstransplantacijas.

Pirmieji eksperimentiniai bandymai transplantacgasyje buvo atlikti su gyimais. Yra
duomen, kad pirmasisé&mingas eksperimentas inkdransplantacijoje buvo atliktas 1902
m. Austrijoje panaudojus gymus. \kliau sekk daugylé eksperimentini bandyny. Buvo
pastebta, kad autotransplantatai dazniausiaddo/o £kmingi, o Stai alotransplantatai buvo
atmetami. Pirmoji inkst transplantacija, kuomet donoro inkstas buvo pensasl kitam
Zmogui, buvo atlikta 1933 mi21]. Ji buvo ne&kminga, inkstas nefunkcionavo. Tuo metu
dar nebuvo zinoma nei kraujo grupnei kity antigeniny sisteny svarba. Bl visy Siy
neskmiy buvo pradta intensyviai ieSkoti “biologini barjery”, kurie neleidzia inkstui ilgiau
funkcionuoti. Yp& didek reikSne turéjo Peter B. Medawar 1940 m. atlikti darbai.

P.B. Medawar dirbdamas su pacientais, nulfesitaiis nuo nudegimll Pasaulinio karo
metais pasteijo, kad pacientams bandant persodinti jo patiessogrigydavo, o giminj
transplantatai daZniausiaidavo atmetami. Savo darbe P.B. Medawar pagiekad vienam
pacientui persodinus jo brolio transplaaigis buvo atmestas, o pabandZius darakart
persodinti to paties brolio transplantatmetimo reakcija vis tiekyko ir ji buvo gerokai
stiprese ir greitesg. Savo spjimus patvirtires eksperimentiniais bandymais su @yais jis
pirmasis 1945 m. paskellapie imunologin Zmorems persodintos odos atmetimo priegast
[31]. Jis nurod, kad ankstesnrecipiento sensitizacija donoémis lasteEmis silygoja
spartesptransplantato atmetignUZz savo nuopelnus P.B. Medawar 1960-aisiais métavo
apdovanotas Nobelio premija.



Pirmoji sskminga inkst; transplantacija tarp identigkdvyniy buvo atlikta Joseph Murray ir
Hartwell Harrison 1954 m. gruodzio 23 dagd4]. Po Siovykio sek daug skmingu
transplantacij tarp identiSk dvyniy, o bandymai persodinti kadaverinius inkstus p&ki
visuomet baigdavosi nésme. \&liau, buvo pradti naudoti efektyus imunosupresiniai

vaistai, kurie gerokai sumazino transplantato atmetizika [54].

1.2 Transplantaciné imunologija

1.2.1 Zmogaus leukocij antigeny svarba inksty transplantacijoje

Tiriant transplantacinmunitet, perversm padaé didziojo auding dermes komplekso
(angl. MHC,major hystocompactibility complex) ir Zmogaus leukoaitantigem (ZLA, angl.
HLA, human leukocyte antigens) atradimas. Siuo metu santrumpos MHC ir ZLA vaops
kaip sinonimai didZiajam audipidermés kompleksui Zyrti. Zmogaus leukoait antigenai
(ZLA) pirma karty buvo identifikuoti 1950 metais kraujo banko darmjip kurie pastetjo,
kad sumaiSius balfy kraujo hsteliy su serumu paciemtturéjusiy daug kraujo perpyling

ivyksta agliutinacija [9].

Astuntojo deSimtm&o pabaigoje paaisio pagrindinis MHC get vaidmuo. Tuomet buvo
nustatyta, kad antigenui specifiniai T limfocit@sugeba atpazinti laisvo ar tirpaus
baltyminio antigeno, taau atpagsta baltyming antigem dalis (peptidus), kai jie yra
nekovalentisSkai sujungti su MHC geproduktais — MHC molekainis. Paaisgo, kad
MHC gen; koduojami produktai yra atsakingi uz antigenipeptid; generacy, transpor ir
pateikimy lasteks pavirSiuje. MHC molekib rera sekretuojamos igdteks, jos yra
susijusios su membrana. Taigi, pagrirdimunologiret MHC molekuliy funkcija — ,suristi*
ir pateikti antigeninius peptidus amsteliy pavirSiaus tam, kad jieiby atpazinti ir sujungti

antigenui specifini T limfocity per j specifini TCR receptorj [1].

ZLA kompleksas randamas 6-0sios chromosomos trianpapetyje. Jis skirstomagis
pagrindines klases. Pirmos ktasantigenai — A, B ir C randami vi$randua turinciy
lasteliy pavirSiuje. Jie sudaryti iS sunkiosios grargdiftransmembraninio glikoproteino),
nekovalentine jungtimi sujungtos su leagvgrandine [§, mikroglobulinu). Sunkioji

grandire sudaryta %, o, oz, domen. Pagrindiniu aminoag&iy sekos skirtum rastao;,



o domenuose, tai ir nulemia ZLA-A, -B ir -C polimarfia. Antrosios klass genai koduoja
DR, DQ ir DP molekules. Sios kkssantigen randama B-limfocit, aktyvinty T-limfocity,
dendritiniy Iasteliy ir kai kuriy epiteliniy lasteliy pavirSiuje. Antrosios klaés moleku¢ — tai
heterodimeras, sudarytas iS sunkiosiaslengvosios} grandires. Kiekviery Siy grandiniy
sudaro du ekstramembraniniai domenai. Polimordidi@ugiausiai nulemipy domenas.
Tretios klags ZLA genai koduoja kai kuriuos komplemento kompuns, medZiagas,

dalyvaujagtias uzdegime.

ZLA sistema — viena polimorfiskiauszmogaus organizme, téichelengva rasti tinkam
donoy giminysgs rySiais nesusijusiam recipientui. Tam laboradggiptliekamas audini
tipavimas, t.y. ZLA-A, -B ir -DR tipo iStyrimas donui ir recipientui. Tipuojant ZLA |

klasss antigenus atsizvelgiama {ilZLA-A ir ZLA-B, ZLA-C aleliai netipuojami, nes
manoma, kad Sios genetmsrities koduojamos molekisl yra mazesnis taikinys
aloreaktyviems T-limfocitams. ZLA Il klgs tapatumagvertinamas pagal bendrus ZLA-DR
alelius,j ZLA-DQ neatsizvelgiama, nes ZLA-DR ir ZLA-DQ geiress sritys yra glaudziai
sukibusios ir paveldimos kartu, o ZLA-DP aleliatipaojami [1]. Toa! inksty
transplantacijoje galimas donoras parenkamas algizantj bendrus ZLA-A, -B ir -DR
antigenus. Kadangi iS abigfevy gauname po viersSiy antigem, donoras ir recipientas
derinamas pagal $esis galimus antigenus (2DR, 2B)irZLA tapatumas — svarbus
veiksnys ilgam transplantato funkcionavimui. Karikuautoriy duomenimis, pirm karta
persodinant, vienarimet; transplantato funkcionavimas, nesutampant visi@mstigenams,
yra 10% blogesnis, nei sutapus visiems antigen@meg; met; transplantato funkcionavimas
skiriasi net 19% [43; 51; 56].

Be ZLA sistemos antigenseimininko imunig sistema dar gali reaguotijimazuosius
audini suderinamumo antigenus, dar vadinamus mazaisiaistigenais [1] Siuos antigenus
transplantatai taip pat ekspresuoja. Atsakasos antigenus vyksta vangiai, transplantato
atmetimas remiantis Siais antigenaisid ktas. Kaip pavyzdmaz;ju audiniy suderinamumo

antigem galima pamiati vyry Y antigen [43].

Antigeniniai peptidai sujungti su ZLA molekuhis yra savotiski taikiniai Seimininko
imuninems hstekms, be to, tokie kompleksai turi ilggsgyvavimo pusperiod ZLA
molekuks be antigenimi peptid; turi trump gyvavimo pusperigdr greitai ,pametamos*

nuo hsteks pavirSiaus [43].



1.2.2 Imuninis atsakag aloantigenus

Pasirod, kad TCR gali atpazinti tiek p@s ZLA molekuks strukfira, tiek pat antigenir
peptich [5]. Si iSskirtire savyke rodo, kad T4steks yra labai specifis ir genetidkai
determinuotos skirtingiems individams. Yra nust@atyad apie 2% Seimininko jdteliy gal
atpaZinti svetim ZLA molekuk ir i ja sureaguoti. Toks didelis Edteliy, reaguojatiy i
alogenines ZLA molekules sKais ir lemia tai, kad alotransplantato atmetimdoga yra
stiprus imuninis atsakas [1]. AiSku, persodinamegeskai tapé&iy individy organus Sie

mechanizmai neaktyvinami,diau transplantacijoje tai gatnai retai pasitaiko.

[ transplantuoto inksto ekspresuojamas ZLA molek&sininko imunig sistema gali
reaguoti keliais tdais: tiesioginiu ir netiesioginiu [45]. Persodiose organuose visuomet
aptinkama donoro antigempateikiaiy lasteliy, kurias visiSkai paSalinti yra gémai sunku.
Sios donorias antigen pateikiarios lasteks, kaip ir kitos brandupturincios lasteks, ant
savo paviriaus ekspresuoja donoro ZLA | éasiolekules su donoro antigeniniais
peptidais. Be to, jos ekspresuoja koaktyvacijosakules, kaip kad CD40, bei B7-1/2.
Aloantigeniniai peptidai pateikiami donoro ZLA ld&s molekuliy yra pagrindiniai taikiniai,
kuriuos atpagsta ir reaguoja T-limfocitai. ZLA | klas molekués antigeninius peptidus
pateikia CD8 T-limfocitams, Sie gauna kostimuliacinsignal;, tampa aktyvinti ir dalyvauja
imunologirese reakcijose, nukreiptose pries transplant&esioginis antigeno pateikimo
kelias yra ypa svarbudimiai atmetimo reakcijai, téau maziau reikSmingastinéms

transplantato atmetimo reakcijoms [43].

Netiesioginis antigeno pateikimo kelias remiasrifapkad transplantuoti donoriniai
antigenai gali ,nusiSerti“ nuasteliy pavirSiaus, endocitéz bidu patektij Seimininko APL ,
ten kiti perdirbti, sujungti su $eimininko nuosavomis ZUAlas:s molekuémis, bei iSkelti
ant hsteks pavirSiaus 3eimininko CDA -limfocity atpaZinimui. Pagrindinis skirtumas nuo
tiesioginio antigen pateikimo do yra tas, kad Siuo atveju svetimus antigeninaigus
imuninei sistemai pateikia Seimininko antiggrateikiagios lasteks. CD4 T-limfocitai
aktyvuojasi ir gali atsakomai veikti transplaatdtietiesioginis antigeno pateikimo kelias yra
pagrindinis ¢tinése transplantato atmetimo reakcijose [43].

Antigem pateikiartios lasteks migruojaj T-lasteliy zonas antriniuose limfiniuose

organuose. Jos pateikia donoro antigenus ,naivienaininties T-4stekms. T-hsteks



aktyvuojamos, pasireiskia selektyvaus limfaditono proliferacija ir diferencijacija.
Diferencijuotos T-dsteks iSskiria citokinus, kurie yra signalas &tekms proliferuoti ir
gaminti specifinius antiknus. B-hstek negali pradti diferenciacijos efektorirg, antikinus
sintetinartia, lastek kol negauna citokipsignalo i$ aktyvint T-lasteliy. Pagrindiniai Siame
procese dalyvaujantys citokinai yra IL-2, IL-4, B.-Susintetinti antiknai gali specifiSkali
jungtis prie konkretaus antigeno ir sunaikinfpalengvindami fagocitez ar komplemento
baltymy pagalba [20].

1.2.3 Antikany struktira ir svarba transplantato atmetime

Antikanai yra pagrindia kraujo plazmog globuliny frakcijos dalis. T&au ne visiy
globulinai yra antiknai. d; frakcijoje migruojantys antiknai, norint atskirti nuo kit
baltymy, dar vadinami imunoglobulinais (Ig). Imunoglobwaliryra glikoproteinai, kuriuose
yra nuo 2 iki 14% angliavandenilmunoglobulinai sudaro apie 20 % plazmos baitylret
ju yra ir ekstravaskuliniame skystyje, gleisekretuose, kai kurilimfocity membranose.
Imunoglobulinus sintetina ir sekretuoja plazésmsteks, kurios iSsivysto iS B limfoait
Siems proliferuojant ir diferencijuojantis po stiliagijos antigenu. Imuninio atsako metu
antikinai gali uti sintetinami limfmazgiuose, bluznyje, gleivinimuniréje sistemoje, kaul
¢iulpuose [1].

Imunoglobulinp molekuks pagrindinis strukirinis vienetas yr& formos monomeras,
sudarytas iS dvigjpon identiSky polipeptidiny grandini;. Viena pora grandinituri

dvigubai daugiau amina@ig&iy, tai sunkiosios grandés —H (angl.heavy). Mazesks
molekulines mass grandigs vadinamos lengvosiomisl—(angl.light). Keturios grandiés
laikomos vienoje molekdje nekovalentiamis ir disulfidinemis (-S-S-) jungtimis. Kiekviena
L grandiré sujungta sud grandine disulfidine jungtimi, bl grandirgs Siomis jungtimis
sujungtos ir tarpusavyje [22].
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Paveikstlis 1. Imunoglobulim strukiira [19].

Lengvosios (L) grandiss, gali kiti arbax arbal. Sunkiosios grandés gali hiti p, v, a, & ar

€. Lengvoji grandif sudaryta iS dvigjdomen: VL (variabilaus) ir CL (pastovaus).

Imunoglobulinp molekukje kiekviena polipeptidié grandire turi kintamaja dali (V) ir

pastovija (C), toctl visy vienos klass imunoglobulim molekuliy C dalys bus vienodos, o

skirsis tik jp V dalys, priklausomai nuo to, koks antigenasehiljq pasigaminim.
Sunkiosios grandits kintamojoje dalyje taip pat yra vienas variabMk$ domenas, o
pastoviojoje H grandits dalyje esafiy domem skatius priklauso nuo imunoglobukin
klases, ju gali bati trys arba keturi (CH1; CH2; CH3; CH4).

Funkciniu poziriu imunoglobuling molekukje galima iSskirti dvi sritis: antigan
sujungiartia Fab (angl.fragment antigen binding) ir efektorirg Fc (angl.fragment

crystallizable). Antikiinas su antigenu reaguoja savs fragmentais.

11



Paveikstlyje 4. pavaizduoti antigan
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Paveiksklis 4. Imunoglobuliny struktara [19].

Efektorines antikiny funkcijos inicijuojamos tik imunoglobulinmolekuliy abiemsan
fragmentams sujungus antigenus, o jos realizuojgaos: fragmeng. Svarbiausios
funkcijos yra fagocitoZs pagerinimas (opsonizacija), kuonkrefragmentas jungiasi su
neutrofily ir makrofag, FcyR receptoriumi ir imuninis kompleksas fagocituojamas;
komplemento aktyvinimas (IgM klés, IgG1 ir IgG3 poklasi antikinai susijung su
antigenu aktyvina komplemext nuo antikiny priklausomas citotoksiskumas (APLC) —
antikiinais padengta$tek prijungiama prig-cyR eozinofily, makrofag, NK lasteliy,
neutrofily, o ju iSskiriamos medziagos (lizosominiai fermentai feenas, TNF) suardo
lastek-taikini, bei uzdegimo reakaijindukcija (aktyvinant komplemeqtbei per IgE
skatinant putlisias 4steles degranuliuoti ir iSskirti uzdegimo mediatsji[1].

Priklausomai nud1 grandiniy ypatumy skiriamos penkios imunoglobulirklasss:
IgG — sunkioji grandiaéy (gama);
IgM — sunkioji grandig p (mi);
IgA — sunkioji grandia o (alfa);
IgE — sunkioji grandié e (epsilon);

IgD — sunkioji grandia é (delta).

12



Imunoglobulinp molekukje tarp Gil ir C42 susidaro kampas, Si sritis vadinama Sarnyrine,
jos neturi IgE ir IgM klags molekués. [vairiy imunoglobulin klasiy ir poklasiy molekuliy
Sarnyrires sritys skiriasi aminag&iy liekany ir disulfidiniy jungsiy skatiumi. Sarnyrire

sritis jautresa nei kitos molekuds dalysjvairiy chemikal;, bei fermeni poveikiui.

Paveiksklis 5 Atskir y antikiny klasiy struktira [23].

Paveikstlyje 5. shematiSkai pavaizduota Zmogaus imunoglolouiairtingy klasiy strukiira.
Pagrindinis imunoglobuliwpmolekuks struktirinis vienetas yra monomeras, sudarytas is
dviejy pon identiSky polipeptidiny granding. Ivairiy imunoglobuling klasip monomen H
grandires skirtingos, bet kiekviena imunoglobulimolekuk turi bent viem monomeu,.

IgG, IgD ir IgE yra tik monomerai, IgA — sekreciftgma dimeras, kraujyje cirkuliuoja

monomero forma, IgM — pentametras.

Imunoglobulin klases dar skirstomogpoklasius, pavyzdziui, IgG klge yra 1gG1, 19G2,
IgG3 ir 1gG4 poklasiai. IgG poklassunkiosiose grandése aminaig&iy sekos skirtumai
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nezynus, molekués skiriasi disulfiding jungciu skatiumi ir iSsidestymu, taip pat amino

rag&iy skatiumi Sarnyrirése srityse.

lgG1 lgG2 lgG3 lgG4

Paveiksklis 6 1gG klasés antikiiny atskiry poklasiy struktara [24].

Organizmui susidgrus su tam tikru antigenu pasigamina specifinidikanai, tai vadinama
sensitizacija. DaZniausiai aniikai bina nukreipti prie$ ZLA | klas molekules, &au gali
bati ir prie$ ZLA 1l klasss molekules, arba prie$ kitas ne ZLA molekules.méiai Zmogus
antikiny priesS audini antigenus nesintetinactau po transplantacij kraujo perpylim,
moterims po #tumy, yra stebima sensitizacija ZLA antigenais [4; 83; 52]. Buvo
pastebta, kad serume pacientpas kuriuos iSsivystimi inksto transplantato atmetimo
reakcija, buvo auksti antiky prie$ ZLA antigenus titrai. Svarbu tai, kad Sidilainai gali
persistuoti metais, t@titokiy antikiiny, nukreipt, prieSivairius donorodstelinius “taikinius”
iISaiSkinimas yra svarbus uzdavinys transplantac{@f].

1.2.4 Sensitizacija ZLA antigenais
Po Sirdies, inkstir plawiy alotransplantacijos ZLA sensitizacijaairiy autoriy
duomenimis, randama nuo 28 % iki 70 % [40]. Sermiija ZLA antigenais yra didel

problema transplantacijoje. Labai sensitizuotiemsgntams yra sunkiau parinkti doagjie

ilgiau laukia transplantacijos, be to, turi didesransplantato atmetimo rizik50].
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Viena i$ sensitizacijos Zzmogaus leukao@ntigenais priezés; yra ankstesis
transplantacijos [39]. Buvo pastgl, kad po pakartotinitransplantacij transplantatai buvo
daZniau prarandamgbatmetimo, nei pirminiai inkstalotransplantatai skiriatprastirg
imunosupresy. Transfuzijos yra laikomos sensitizacijos Zmodaug&ocity antigenais
priezastimi, kuny galima iSvengti, @&@au daugelio autogiduomenimis jos iSlieka svarbia
priezastimi, lemiatia sensitizacij [48]. Dar viena sensitizacijos ZLA antigenais p&stis
moterims yra BStumai, tai susijsu tuo, kad ZLA antigenai yra paveldimi kodomiraiot
principu, ir imuninis atsakas moters organizriednukreiptas pries vaisiaus
ekspresuojamus\inius antigenus. Manoma, kad 15-30% besilaudigamoter
sensitizuojasiéviniais antigenais. Kai kurie transplantacijos canvengia persodinti

gimdziusioms moterims tokius organus, kurie tukius pat antigenus kaip ig sutuoktiniai

[8].

Sensitizacijos lygiui nustatyti yra naudojamas P@RAg|. panel reactive antibodies) t.y.
teigiamai su limfocij panele reaguoj&n; antikiny skatius, iSreikStas procentais. Yra
nustatyta tiesié priklausomylé tarp limfocitotoksini antikiny lygio ir Zaibisko, befimaus

transplantato atmetimo pasireiSkimo [42].

PriesS transplantaajj periodiSkai, ne mazesniais kaip 3masiy intervalais, bei po
transplantacijos yra tiriamas serumas PRA nustg@ii Jei pacientui nustatomas PRA yra
nuo 0 iki 10%, jis laikomas nesensitizuotu, nuo 1ikPb0% - vidutiniSkai sensitizuotu, o jei
nuo 51% iki 100% - labai sensitizuotu. Kuo aukSie$RA, tuo daugiau kraujo serume yra
antikiiny, galinciy reaguoti suvairiais antigenais. Tatldauguma populiacijos narnegali
buti donorais tam asmeniui, nes jo kraujo serumeyjawantikiny, galirtiy reaguoti suy

antigenais.

Inksty transplantat recipientai, kui PRA pikas>20%, donorinio organo laukia dukart
ilgiau, nei nesensitizuoti, o jei PRA pike&0%, laukimo laikas dar paidga. Bendrai pamus

moterys transplantacijos laukia ilgiau nei vyrai,qusig su sensitizacijad néStumy [15].

Prognozuojant transplantato iSlikirtabiau tinka didziausia PRA verfPRA pikas), nei
paskutinio tyrimo rezultatai. Taip yra tddkad po tam tikro laiko antiky kraujo serume
gali nebelikti, taiau atminties T4steks iSlieka ir antg karty susidirusios su antigenu

proliferuoja, iSskiria citokinus, kaip atsakidsuriuos B-limfocitai proliferuoja ir pasigamina
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atitinkami antikinai. ¢l to, laukiantiems inksttransplantacijos kryzminis deés meginys
su potencialiais donorais atliekamas su tais kragfamais, kuriuose buvo nustatytas
didZiausias PRA [34]. Asmenys, kufPRA pikai nuo 51% iki 100% turi panasi
transplantato iSditnepriklausomai nuoéliausiyju PRA vetiy [35]. T&iau kai kuriy autoriy
duomenimis, sensitizuoti pacientai, kURRA pikas >50%, o paskutis PRA verés
~Nukrito” iki <26%, turi mazesarizika transplantato praradimui nei asmenys, KBRA
Jlaikosi* aukstas [46]. Labai sensitizuoti pacianf@RA>50%) turi ne tik didesnimaus
transplantato atmetimo rizikjiems taip pat dazniau pasireiSkétiriés transplantato
atmetimo reakcijos [3; 14]. Asmenims, kuRRA yra auksStas ne tik pasireiSkia daugiau
atmetimo reakcij, jiems taip pat sutrunga laiko tarpas ikiy pasireiSkimo [6]. Jei prieS
transplantacyj recipientas buvo nesensitizuotas, o po jos kragjame nustatomas aukstas

antikiiny titras, tai gali ati prognostinis Zymucetiniam transplantato atmetimui [52].

Antik@nai prieS Zzmogaus leukogitintigenus svais ne tik pries transplantagiju
nustatymas po transplantacijos, pries tai neseostiems asmenims, labai svarbus
prognozuojant transplantato iSlikimJei recipientas nettjo nei kraujo perpylim, nei
neStumy, antikiny pries ZLA antigenus gamyba siejama su donorocipiento ZLA
neatitikimu. Asmenys, kurie po transplantacijogetina aukstus antiky pries ZLA
antigenus titrus turi didegnransplantato praradimo, beikikomplikaciy rizika [38; 57].

Zenkli sensitizacija ZLA antigenais blogina neitiksty transplantacijos rezultatus, yra
duomen, kad uzfiksuotas auksStas PRA rezultatas prieXpldtansplantacy lemia

blogesi iSgyvenamuny, ypa& ankstyvame potransplantaciniame periode [16].

1.3 Transplantato atmetimas

1.3.1 Alotransplantato atmetimo mechanizmai

Labai tiikstant donorini organ; ne visuomet pavyksta parinkti idealagal ZLA fenotig
transplantat Tokiu atveju recipiento imunénsistema susiduria su svetimais ZLA
antigenais. Be to, peptidai sujungti alogemiALA molekuliy taip pat svetimi. Tokie
alogeniniai ZLA-peptid kompleksai natraliai stimuliuoja T-hsteliy atsaly, kas glygoja
lastelini organo atmetim Imuniniy lasteliy ,taikiniai“ alotransplantate yra jo kraujagysli
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endotelio ir parenchimogdteks. Transplantato atmetinskirtingais mechanizmais sukelia
aloreaktyvis CD4 T-efektoriai, CD8 T-efektoriai, bei aloaniilai (paveiksilis 7.).
Aloreaktyviis CD4 susitelkia transplantate ir aktyvina makrofagugeldami transplantato
pazeidim, pagal éta padictjusio jautrumo reakcij CD8 T-efektoriai tiesiogiai lizuoja
transplantato endotelio ir parenchimastéles, o tuo tarpu aloaniikai jungiasi prie
endotelio 4steliy, aktyvina komplementir sukelia transplantato kraujagyspazeidimus

[1].

Aktyvintas

makrofagas

Citotoksiskumas

Didéja MHC
ekspresija

NK lastele ar
makrofagas

Membranos
pazeidimas

Lizuojantys
fermentai

IMHC klasés II MHC klasés
aloantigenas aloantigenas

Transplantatas

Paveiksklis 7. Alotransplantato atmetimo mechanizmai[31].
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1.3.2 Alotransplantato atmetimo tipai

1.3.2.1 Zaibikas transplantato atmetimas

Transplantato atmetimas gafitbZaibiSkasjiminis ir létinis. Zaibiskas, arba hip@nus,
atmetimas gali prasiti jau valand, begyje po transplantacijos. Sios reakcijos pagrind
sudaro recipiento kraujo serume esantys angiknukreipti prieS donoro pavirsinius
antigenus. 13 tokj antigem galima pamigti antikinus pries svetimas ZLA molekules, tokiu
atveju susidarys IgG klas antikinai. Sensitizacija tokiais antikais stebima po
transplantacij, kraujo transfuzij, 0 moterims ir po pakartotiméstumy, Siuo atveju
imuninis atsakas bus nukreiptas pries vaisiausrekapjamusévinius antigenus, nes ZLA
genai paveldimi kodominantiniu principu. Labai sémsotiems pacientams sunku parinkti
donou, jie ilgiau laukia transplantacijos ir turi didestnansplantato atmetimo rizi§2; 29;
37].

Antiktnai taip pat gali @ti nukreipti ir prie$ eritrocif ABO antigenus. Tokiu atveju
susidarys IgM klass, vadinami “natralieji” antikiinai. J; galima iSvengti donarir

recipient parenkant tos [@es kraujo grups. Abiem atvejais, organizme esantys amte
su krauju patekspersoding inksta, jungsis prie atitinkamantigen;, esadiy ant
transplantato kraujagysliendotelio ir aktyvins komplementDél Siy priezagiu endotelis
pradeda sekretuoti didasl molekulires mags von Wilebrand faktou, kuris sukelia
trombocit; adheziy ir agregaci. Be to, susitelkusios imunia lasteks taip pat iSskiria savo
aktyvius fermentus,d kuriy endotelis pazeidziamas ir prie jo prilimpa tromikei¢c susidaro

trombas, iSemija ir transplantuoto organo nekigaveikstlis 8.).
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Antikinai, esantys
Seimininko organizme
patenka | transplantuota
inksta

Antikiinai jungiasi pric atitinkamy antigeny
inksto kapiliaro sienelgje ir aktyvina
komplementg (C")

®

b Kapiliaro
_— :{ :(Z fod \an:' \xr(é, endotelis

Transplantuotas
inkstas

Skatinamas neutrofily suplidimas, kurie
i¥skiria savo aktyvius fermentus

/M

gL E N e

®

Neutrofily fermentai naikina endotelio lasteles,
e prie pazeisto endotelio prilimpa trombocitai,
dél kuriy susidaro trombas

4
Trombocitai (4

Paveiksklis 8 Zaibisko inksto transplantato atmetimo schem§d].

1.3.20mus transplantato atmetimas

Umaus transplantato atmetimo reakcijos prasidedgusranazdaug savaitei po
transplantacijos. Tokio tipo reakcijas sukelia d@ndLA fenotipo neatitikimas. Pagrindin
priezastis, @ ko iki jos pasireiSkimo praeina savaitra ta, kad tiek laiko reikia T-

limfocitams diferencijuotis ir antiknams pasigaminti.

Umings transplantato atmetimo reakcijos pasireiSkisspiamtato kraujagysliendotelio ir
parenchimosaksteliy pazeidimu. gsukelia IgG klass antikinai siveikaujantys su endotelio
antigenais (svetimomis ZLA molekumis, bei kitais antigenais).dDantigeno-antikno
saveikos aktyvinamas komplementas. Endgpelzeisti gali ir T-limfocitai, iSskirdami

ivairius fermentus. Aktyvinti T-limfocitai iSskiriaeitokinus, skatina uzdegimupiasteliy
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chemotakg cl ko galiausiai sukeliama transplantato nekrd@riant histologiskai
pazeidimo vietose matomas vaskulito vaizdasinis transplantato atmetimas taip pat gali
biiti pavadintas IV tipodsteliy salygota uzdelsto tipo hiperjautrumo reakcifgmaus
atmetimo rizika yra didZiausia per pirmus trismasius po transplantacijog,galima

sumazinti taikant imunosupres{s3].

1.3.3 Letinis transplantato atmetimas

Létinis transplantato atmetimas prasidedajoisamenesiams ar metams po transplantacijos.
Jis gali uti apibudinamas kaip progresuojaritihé transplantato disfunkcija drauge su
chronine intersticine fibroze, karhl atrofija, kraujagysli patologija, bei
glomeruloskleroze. Tai yra pagrinditransplantato praradimo priezastis nepaisantuySki
pokyCiy imunosupresijoje [10]. Kol kas daéna tiksliai apibézta kas sukeliatini
transplantato atmetiptatiau neabejojama, kad svarbus ne vienas, o visa@ksniy. Yra
dvi dideks grugs veiksni, darartiy jtaka létiniam transplantato atmetimo iSsivystymui,
epizodai yra pagrindinis imunologinis rizikos veigs - vienasimaus atmetimo epizodas
padidina ¢tinio atmetimo rizilg apytiksliai 60 %, o pakartotini atmetimo epizodairizika
dar labiau padidina [55]. Tuo tarpu neimunologinsamikos veiksniams priklauso:
hipertenzija, hiperlipidemija, iSemija, chroningksinis kalcineurino inhibitou poveikis,
létine CMV ar kitos virusigs infekcijos ir kt.[27; 36; 47].
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2. Medziaga ir metodai
2.1 Tiriamoji grup é
Siame tyrime yra analizuojami Vilniaus universitétmninés ,Santaridki klinikos*
(VULSK), pacientai, kuriems 2000-2005 metais imitimavo atliktos inksi transplantacijos.
Per Siuos SeSerius metus IS viso buvo atliktost@fplantacijos. 51 atveju buvo persodinti

gyvy donon transplantatai, o 222 - kadavetini

2000-2005 metais atligttransplantacij dinamika:

Gyvo donoro transplantat y santykis su kadaveriniais

O Gyvo donoro
transplantatai

B Kadaveriniai
transplantatai

2000 m. 2001 m. 2002 m. 2003 m. 2004 m. 2005 m.

Tyrime dalyvauja asmenys, kurie pries ir po traastacijos buvo tirti & teigiamai su
limfocity panele reaguoj&n antikinu. Asmenys, kuriems buvo atliktos pakartésin
transplantacijos tyrime dalyvauja, atsizvelgiatyrimus atliktus prieS ir po paskutiniosios
transplantacijos. Per visus metus visai arba nepalmaai tirti, todl tyrime nedalyvauja,
31% visy recipienty, tai yra 84 asmenys.
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Metai: Atlikt y Gyvo donoro Tyrime Tyrime

transplantacijy transplantaty dalyvauja nedalyvauja
skai¢ius: santykis su (n=189): (n=84):
kadaveriniais:

2000 m. 38 12/26 25 13
2001 m. 60 13/47 43 17
2002 m. 42 8/34 33 9
2003 m. 56 10/46 42 14
2004 m. 38 4/34 26 12
2005 m. 39 4/35 20 19

Tiriam yjy apibudinimas

8 Tyrime
84: 31% nedalyvaujantys
a recipientai
. B Tyrime dalyvaujantys
189; 69% recipientai

Tyrime dalyvaujantys (n=189) asmenys suskirgtyiri grupes, pagal tai ar greta
standartigs imunosupresijos vartojo monokloninius antiks prie$ IL-2 receptayi-
basiliksimala (Simultect) ar daklizumap(Zenapax), ar nevartaj®er SeSerius metus
monokloninius antiknus vartojusi buvo 83 (44%), o nevartojust 106 (56%) asmenys.
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Metai: Recipientai, vartoje Recipientai, nevartoj

monokloninius antik@nus monokloniniy antikiny
(n=83): (n=106):

2000 m. 4 21

2001 m. 6 37

2002 m. 15 18

2003 m. 23 19

2004 m. 17 9

2005 m. 18

Tiriam yjuy grupi y santykis

@ Monokloninius
antiktnus vartoje

‘ °83; 44% recipientai
106; 56% m Monokloniniy

antiktiny nevartoje
recipientai

Vidutinis, visos imties (n=189) transplantato reeigo amzius — 39,8+12,1 (7-68). IS viso
buvo atlikta 764 tyrim, vidutinis tyrimy skatius, tenkantis vienam asmeniui: 4,04+2,01 (2-
14).
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Tiriamyju grupiy apibudinimas:

Pozymis:

Recipientai, vartog
monokloninius

antikinus (n=83):

Recipientai,
nevartoje
monokloniniy
antikiny (n=106):

Transplantato recipiento
amziaus vidurkis (ribos)

metais:

37,511,4 (7-64)

41,2+12,6 (17-68)

Vyry ir moten santykis:

44/39=1,2

62/44=1,4

Gimdziusiy moter skatius

12/39 (30,8%)

21/44 (47,7%)

(procentai):

Santykis asmanturéjusiy 31/12 39/29
kraujo perpylimus su n=43 n=68

netugjusiais:

Recipientai, tuje 8/83 8/106
pakartotines

transplantacijas:

Gyvo donoro transplantat 20/63 19/87

santykis su kadaveriniais:

Tyrimy skatius, tenkantis 4,07+1,4 (2-7) 5,6£3,1 (2-14)

vienam asmeniui:

Monokloninius antiknus vartojusi recipient; grupge buvo ,jaunes#’, nei monoklonini
antikiny nevartojusi (amziaus vidurkis: 37,5+11,4 vs. 412:6). Vyn ir moten santykis
Siek tiek didesnis buvo monokloninantikiny nevartojusi gruggje (1,1 vs. 1,4). Moter
skatius abiejose grugse buvo panasus, tik gimdziusnoter procentas, monoklonimi
antikiny nevartojusi grupgeje, buvo didesnis (47,7% vs. 30,8%). IS monoklanamtikiiny
vartojusiy grupes 31 asmuo téjo kraujo perpylimus, dvylikai buvo pazyta, kad jie
negavo kraujo perpylim o likusiems (n=40) tiksta duometp. 39 monoklonini antikiny
nevartog asmenys t@jo kraujo perpylimus, 29 — netjo, o likusiems (n=38) tiksta
duomeny. 72% (n=43) monokloninius antikus vartojusiju grupje gavo kraujo
perpylimus, tai daugiau nei kitoje grje, kur kraujo perpylimus gavo 57,3% (n=68).

Pakartotim transplantacij skatius abiejose grugse buvo vienodas (8 vs. 8)¢iau
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mazesnio zmoniskatiaus 9,6% monokloninius antikus vartojusiju turéjo daugiau nei
viem persodinim, lyginant su 7,5% kitoje gripe. Monokloninius antiinus vartojusijy
grupsje didesnis recipientprocentas gavo gyvo donoro transplan(ad,1% vs. 17,9%).
Monokloniniy antikiiny nevartojusi grupe vidutiniSkai buvo daugiau tirta, nei monoklonius
antikinus vartojusi grup (5,6+3,1 vs. 4,07+1,4).

2.2 Metodai

Siame darbe antilknams prie$ ZLA antigenus nustatyti yra naudojamas
mikrolimfocitotoksinis testas. Be jo dar galima dati tkmés citometrin ir

imunofermentin metod,. Jie yra taip pat jaduis, bei kai kuriais atvejais pranasesni, pvz.,
mikrolimfocitotoksinis n¢ginys jautriausias komplemerfiksuojartiy antikiny pries ZLA |
klases antigenus (IgG IgG;, IgM), nes Sio metodo principas — komplementoddig. Jis
maziau jautrus nustatant antitus pried ZLA Il klags antigenus ir nenustato komplemento
nefiksuojartiy antikiiny (IgG,, 1gG,) [34]. Tuo tarpu, komplemento nefiksuo§aums
antikinus geriau nustatytékmes citometriniu metodu. Sis metodas yra@aai jautrus, juo
galima nustatyti turint labai nedidédieki dominartiy anti-ZLA antikiny. T&iau tik
mikrolimfocitotoksiniu testu yra atliekamas tiriajo@smens serumo titravimas, taip
iISvengiama prozone efekto, kuomet prie digalntikiny koncentracij reakcija névyksta,
tai yra, iSvengiama klaidingai neigiamezultat;.

2.2.1 Mikrolimfocitotoksinis méginys

Mikrolimfocititoksiniu méginiu nustatomi citotoksiniai antikai pries audinj antigenus. Sis
tyrimas svarbus organr audiniy transplantacijoje, parenkant kragjansfuzijoms, kai kuui
ligu diagnostikoje.

Metodo principas:
Zinomo ZLA fenotipo limfocitai paveikiami tiriamosanens kraujo serumu. Jeigu serume yra
antikiiny, prideéjus triusio komplemento pazeidziama limfagiturinciu antikinams

specifik ZLA antigery, membrana]lasinus fluorescentinio daZo tokie limfocitai niesid
raudonai (teigiama reakcija). Tai reiSkia, kadchtinajame serume yra anitikg pries
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specifinius ZLA antigenus. Neigiama reakcija — lititai nusidazo Zaliai — serume artik
pries specifinius ZLA antigenusra. Tiriamo asmens limfocitotoksiniams amtilams
nustatyti naudojamos zinomo ZLA fenotipsteks i3 atsitiktini, giminyses rysiais

nesusiai, maziausiai 30 sveikasmen.

2.2.2 Imunofermentinis metodas

Imunofermentinis metodas sukurtasniantis imunias reakcijos antigenas ir anitkas
principu. Reakcijos metu susig@arantigeno ir antikno kompleksas iSrySkinamagdus
fermentu zZynaty raSiai specifiSk izotopiniy antikiny (konjugato). Fermentui skaidant
substrad, rySkeéja spalva, kuri padedaertinti imunofermentias reakcijos rezultatus.
Imunofermentigs reakcijos metodas taikomas kokybiniams ir kiekidrmsjvairiy
virusiniy, bakteriniy infekcijy, lasteliniy faktoriy, lasteliy pavirSiaus strukiry, autoimunini
faktoriy tyrimams ir diagnostikai [25].

Metodo principas:

Mikroploksteks Sulireliuose yra imobilizuotas iSgrynintas tam tikros Zkkasss ir fenotipo
antigenas] mikroplokste¢s Sulirelius jlaSiname praskiesto paciento serumo, kuriame gali
bati specifisky antikiny, nukreipt, pries tam tikg ZLA antigeny. Jei serume yra antiky —

jie jungsis su antigenais ir sudarys imuninius ktakgus. Po inkubacijos éginys
praplaunamas, kad pasalinti nesusijungusius @migx tam, kad jie netrukdytolesnel
reakcijai. Po ta kiekviera mikroplokstets Sulireli laSiname praskiesto anti-IgG reagento,
konjuguoto su fermentu.& praplauname, kad paSalinti anti-lgG reagehtrris hity
nefiksuotas tuo atveju jei serume nebuvo antigaitinkartiy antikiiny, o jei imuninis
kompleksas susiformavo — jis prisijungirie antikino ir ity fiksuotas. Toliauy kiekviers
mikroplokstetés Sulirelj jdedame specifinio fermentui substrato ir inkubuagaamsoje ir
kambario temperatoje. Sioje reakcijoje yra ygasvartus laikas ir temperata, tod!
negalima virSyti rekomenduojamo inkubacijos laiBei imuniniai kompleksai buvo
susiformay, fermentas skaldys savo substiatreakcijos metu atsiras spalva. Reakcija
stabdoma su specifiniu ELISA stabdymo tirpalu. @adiai, yra vertinama kiekvieno
Sulirelio absorbcija (optinis tankis — OT) spektrofotorugbrie 405 ar 410 nm. per 15

minwiu po reakcijos sustabdymao.
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2.2.3 Tekmeés citometrinis metodas

Srautire ttkmés citometrija yra metodas, kuriuo atliekamas dal@lidartiy viena paskui
Kita, sky<io srowje matavimas. Srautinis citometras sudarytas ifHidamires sistemos,
lazerires optikos, elektronimi Sviesos detektayj irenginio moduliuoja&io signalus
skaitmenin konvertef ir kompiuterires sistemos. dsteliy suspensija Svirk&amai
hidrodinamir sistema, kurioje hsteks viena paskui kitteka pro lazerio spindulKiekviena

lastek sklaido lazerio Sviesir jo suzadintos iSspinduliuoja fluorescencgvies [30].

Srautiniu citometru galima iS karto matuoti keler@metrus:
e prieking Sviesos sklaig kuri susijusi sudsteks dydziu;
e Sonirg Sviesos sklaig kuri susijusi sudsteks vidine struldira, granuliuotumu;

e keliy bang; ilgiy (530 nm, 585 nm, 630 nm.) fluorescencijos intensyy

Lazerio

spindulys Priekiné sviesos

\——_—/
skaida
Fluorescencija l l l l

Soniné $viesos sklaida,
priklausanti nuo Iastelés vidines
struktiiros

Paveiksklis 9. Soniné ir priekin é Sviesos sklaid413].
Tékmés citometriniu metodu galima nustatyti citotokssantikinus pries audini

antigenus, tuomet atliekamas kryzminis donorogipiento dermis meginys. Tai svarbu

organy ir audiny transplantacijoje.
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Metodo principas:

Donoro limfocitai paveikiami tiriamojo asmens (@einto) serumu. Jeigu serume yra
antikiiny, jie jungsis prie donoro limfoajt Nesusijung antikiinai paSalinami kelis kartus
praplaunant. Prisijurgprie ksteks antikinai vizualizuojami inkubuojant su FITC,
konjuguotu su anti-IgG antikiu. Jei imuniniai kompleksai nebuvo susiformav
konjugatas (anti-IgG su FITC) nedgrprie ko prisijungti ir bus paSalintas praplaunant
Toliau £kmés citometro yra analizuojamos prie&iim Sonire Sviesos sklaidos, keli
bangos ilgi fluorescencijos intensyvumas, viso iki $g8aramety vienu metu. €kmeés
citometrinis metodas geras tuo, kad vienu metungaliertintijvairias hsteliy populiacijas

ir nekatina ju gryninti.
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3. Rezultatai

Sensitizacijos zmogaus leukac#ntigenais lygiujvertinti buvo pasinaudota PRA (angl.
panel reactive antibodies) arba teigiamai su limfoaitpanele reaguoj&n; antikiiny
skatiumi iSreikStu procentais. AtsizvelgiantlidZziausio PRA duomenis asmenys buvo
priskiriami nesensitizuotiems (I, PRA — 0-10%), wiiciiSkai sensitizuotiems (Il, PRA —
11%-50%), arba labai sensitizuotiems (lll, PRA 9$%100%). Duomenys buvo
analizuojami Exel, Statistica5,5 programomis. ®rigoniy grupss palygintos taikang?

kriteriju, skirtumas laikytas statistiSkai reikSmingas, e, 05.

Tyrime dalyvaujantys asmenys (n=189) buvo tirtepnr po transplantacijos. Bendrai
pamus, pries transplantagip8% (n=110) vig tiriamyju inksto transplantato recipient
buvo nesensitizuoti, tai yra; glidziausia PRA veétbuvo intervale nuo 0 iki 10%. 36%

(n=68) buvo vidutiniSkai sensitizuoti, maziausi@% (n=11) buvo labai sensitizuoti.

Sensitizacijos pasiskirstymas pries
transplantacij q

11; 6%

gl
mll
all

68; 36%

110; 58%

Po transplantacijos tiriamieji labiau sensitizavirsiogaus leukoaitantigenais. Tirianju
grupsje sumazjo nesensitizuat recipient; (57%, n=108), bei vidutiniSkai sensitizyot
(33%, n=62) ir 4% padaép labai sensitizuat (10%, n=19).
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transplantacijos

19; 10%

62; 33%

108; 57%

Sensitizacijos pasiskirstymas po

gl
mll
all

Taciau ctl nelabai rysSki pokyiy statistiSkai patikimo skirtumo tarp sensitizacipyges ir

po transplantacijos aptikti nepavykg<£2,45, p=0,29).

transplantacijos

120+

100+

80

60

40+

Sensitizacijos palyginimas pries ir po

@ Pries
transplantacijg,

mPo
transplantacijos

20

Tiriamuyju grupsje (n=83), kuri greta standaréi;m imunosupresijos vartojo monokloninius

antikiinus prie$ IL-2 receptari(basiliksimala ar daklizumah), 66% (n=55) vig
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recipient; buvo nesensitizuoti, 27% (n=22) vidutiniSkai sémabti ir 7% (n=6) labai

sensitizuoti.

Sensitizacijos pasiskirstymas pries
transplantacij @ monokloninius
antik tnus vartojusi yjy grup éje

6; 7%
22: 27%

55; 66%

Po transplantacijos, monokloninius amtikis vartojusiju grugeje suma#jo nesensitizuot

(64%, n=53), vidutiniSkai sensitizupskatius padidjo (29%, n=24), tuo tarpu labai
sensitizuog recipient; skatius isliko toks pat (7%, n=6).

Sensitizacijos pasiskirstymas po
transplantacijos monokloninius
antik tnus vartojusi yjy grup éje

6; 7%

al
mll
53; 64% all

24, 29%
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Dél nedidelio rezultat skirtumo, gauto pries ir po transplantacijos, &igpgrupiy taip pat
negauta statistiSkai patikimo rezultay0,12, p=0,93).

Sensitizacijos palyginimas pries ir po
transplantacijos monokloninius
antik tnus vartojusi yjy grup éje

@ Pries
transplantacijg

mPo
transplantacijos

Recipient, kurie gavo tik standarttnmunosupresy buvo 106, prieS transplantac2%
(n=55) n buvo priskirti nesensitizuotiems, 43% (n=46) —widiSkai sensitizuotiems, 5%

(n=5) — labai sensitizuotiems.

Sensitizacijos pasiskirstymas pries
transplantacij @ monoklonini y antik any
nevartojusi yjuy grup éje

5: 5%

al
mll
alil

46; 43% 55; 52%
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Po transplantacijos tiek pat recipie$ioje grugje liko nesensitizuat (52%, n=55),

vidutiniSkai sensitizuat sumazjo iki 36% (n=38), o tuo tarpu labai sensitizgatsirado

beveik pustré&io karto daugiau (12%, n=13).

Sensitizacijos pasiskirstymas po
transplantacijos monoklonini y
antik tiny nevartojusi yjy grup éje

13; 12%

gl
mll
alll

55; 52%
38; 36%

Lyginant Sios grugs duomenis pries ir po transplantacijos ir Siu@ptwiebuvo gautas
statistiSkai reikSmingas skirtumag=£4,44, p=0,1).

Sensitizacijos palyginimas pries ir po
transplantacijos monoklonini  y antik any
nevartojusi yjy grup éje

@ Pries transplantacijg

m Po transplantacijos
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Pries transplantaaijdides# monokloninius antiknus vartojusiju dalis buvo nesensitizuoti,
(66% vs. 52%), tuo tarpu vidutiniSkai sensitiaunet pusantro karto daugiau buvo
monokloniniy antikiny nevartojusioje gruge (43% vs. 27%). Labai sensitizudiuvo

beveik pusantro karto daugiau monokloninius amtils vartojusioje gruge (7% vs. 5%).

Sensitizacijos palyginimas pries
transplantacij q abiejose grup ése

70% " |6

60% @ Monokloninius

50% - antikdnus

0% vartojusiy
recipienty grupé

0% -

30% ® Monokloniniy

20% | antikny
nevartojusiy

10%
0% -

recipienty grupeé

Tai, kad prie$ transplantagijmonokloninius antinus vartojusijy, daugiau buvo labai
sensitizuad, galima paaiskinti tuo, kad monokloniniai anitilai yra skiriami transplantat
recipientams, pasizymintiems didele rizika transfdto atmetimui, pvz. asmenys po
pakartotim transplantacij, labai sensitizuoti (PRA>50%), nelabai tinkamasatas,
daugiau nei 4 ZLA neatitikimai ir t.t. [28; 41].¢Dto Sioje grugje, lyginant su kita, pries
transplantacij daugiau buvo labai sensitizuofTaiau statistiSkai reikSmingo skirtumo
tarp monokloninius antilnus vartojusi ir nevartojusi grupiy pries transplantaaij
nustatyti nepavykoyf=5,94, p=0,051).

Po transplantacijos rezultatai iSsstt panasSiai, abiejose grége daugiausiai recipiant
buvo nesensitizuoti, maziau - vidutiniSkai ir ma&mi labai sensitizugt Monokloninius
antikiinus vartojusiju grupeje toks pat recipientprocentas liko labai sensitizuoti¢ctau
monokloniniy antikiiny nevartojusi gruggje jis iSaugo apie pustti® karto daugiau (12%).

Monokloninius antikinus vartojusiju grugeje vidutiniSkai sensitizuatpadaugjo iki
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29%, o0 nesensitizuptsumazjo iki 64%. Monokloninius anti&nus nevartojusiy gruggje

nesensitizuat procentas isliko nepaks, o vidutiniSkai sensitizugtsumazjo iki 36%.

Sensitizacijos palyginimas po
transplantacijos abiejose grup ése

70% " |
0/ -
60% @ Monokloninius
50% antikdnus
40% | vartojusiy,
recipienty grupé
04 4
30% m Monokloniniy
20% antikiny
nevartojusiy
0/ -
10% recipienty grupé
0%-

Lyginant abiej grupiu duomenis po transplantacijos statistiSkai reikgmiskirtumo

nustatyti nepavykoyf=3,02, p=0,21).
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5. Rezultay aptarimas

Transplantato atmetime didekeikSne vaidina aktyvinti T-limfocitai, y aktyvinime yp&
svarbus IL-2, kuris prisijung prie IL-2 receptoriaus skatina geeiy lasteliy proliferacip.
Atliekant eksperimentus su palis (Kirkman et al.) pirra karty buvo pastetia, kad
uzblokavus IL-2 receptorius monokloniniais antikis gaunamas imuninio atsako
slopinimas su minimaliais paSaliniais efektaiglidu tai buvo patvirtinta eksperimentais su

primatais (Cooper et al.) [11].

Pirmasis tyrimas panaudojus daklizuraatksty transplantat recipientams buvo paskelbtas
1997 m. Vincenti et al. Buvo nustatyta, kad tiriasems, gavusiems pirniikadaverim
inksto transplantatir greta standartits imunosupresijos vartojusiems daklizumgter
pirmus tris nénesius po transplantacijos buvo statistiSkai pa#kimaziau transplantato
atmetimy, lyginant su kontroline grupe, kuri daklizumabwaeojo. Be to, atmetimo
epizod; skatius, bei laikas transplantato atmetimo reakcijain@asti buvo ilgesnis lyginant
su kontroline grupe. Lyginant abi grupes nebuvdatytas didesnis pasSalinreakcij,

infekcijos pasireiSkimo ar malignizacijos atyejkatius [11].

Yra nemazai dartp patvirtinargiy, kad monokloniniai antiknai pries IL-2 receptagimazina
amaus, beidtinio transplantato atmetimo rizikTaip pat yra zinoma, kad zenkli sensitizacija
Zmogaus leukoaitantigenais blogina transplantacijos rezultatusindiamanomaus, bei

létinio transplantato atmetimo rizikKazuo Mizutani et al, [32] iSanalizes/ pries
transplantacyj nesensitizuat inksto transplantato recipienserumus, padaisvady, kad po
transplantacijos mazdaug penktadalis recipi@nadcjo gaminti antikinus prieS Zmogaus
leukocity antigenus, be to 72% recipienkuriems iSsivyst atmetimo reakcijos, sintetino
antikinus prieS Zmogaus leukagintigenus, lyginant su 46% kontralshgrugs recipient,
kuriems atmetimo reakaijnebuvo. Bl to galima daryti iSvagl kad aukStas PRA, nustatytas
po transplantacijos, koreliuoja su blogesne trargpkijos baigtimi.

Beniaminovitz A. et al, [7] iSanalizas 55 nesensitizuotus Sirdies transplantato redipsen
padaé iSvadi, kad monokloninius antilus pries IL-2 receptarivartojusijy grupje
(n=28)tumiy atmetimo epizog skatius buvo statistiSkai patikimai mazesnis (18% \B80%,

lyginant su kontroline grupe, kuri monoklonirantikiiny nevartojo. Beniaminovitz A. et al,
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taip pat pastedpo, kad monokloninius antilnus vartojusiju gruggje, antikiny pries
zmogaus leukoaitantigenus produkcija potransplantaciniu perioduoazenkliai mazesn
nei kontrolireje grugeje. DvideSimt vienas procentas monokloninius amtils vartojusi
recipienty sintetino 1gG klass anti-ZLA antikinus, lyginant su 70% kontrolije,
monokloniniy antikiiny nevartojusioje gruge. Panasi situacija buvo ir su IgM kéasanti-
ZLA antikanais, 10% monokloninius antikus vartojusioje gruge sintetino $iuos

antikiinus, lyginant su 45%, kontrolije grugje.

Hideki Ishidaet. al, [17] iSanalizays 238, pirmit inksto transplantatgavusi asmen,
serumus pasteéfo, kad recipient, vartojusii monokloninius antignus pries IL-2 receptari

(basiliximaly), po transplantacijos PRA titrai buvo Zemesni,pr&s transplantaaij

Siame tyrime analizuojami Vilniaus universitetooignés ,Santarisky klinikos* pacientai,
kuriems 2000-2005 metais imtinai buvo atliktos tnksansplantacijos. Tyrimo tikslas buvo
ivertinti sensitizacij ZLA antigenais, inksto transplangatecipientams, kurie greta
standartigs imunosupresijos vartojo monokloninius antiks pries IL-2 receptari
(basiliksimala ar daklizumalp) ir monokloniniy antikiny nevartojusiems recipientams.
Tyrime dalyvauja tik tie inksto transplantato reeigtai, kurie pries ir po transplantachuvo
tirti dél teigiamai su limfoci panele reaguoj&n; antikiiny skatiaus iSreikSto procentais
(PRA). IS viso tyrime dalyvauja 189 recipientai.liSqu (n=83) greta standartia
imunosupresijos vartojo monokloninius antikis pries IL-2 receptari(basiliksimala ar
daklizumal), kiti (n=106) gavo tik standarignmunosupresy. Pagrindigs sensitizacijos
priezastys, kurios gétly lemti didesk sensitizachg Zzmogaus leukoaitantigenais vienoje ar
kitoje grugje pasiskirst nevienodai: didesndalis monokloninius antilnus vartojusi
recipient; turéjo kraujo perpylimus (72% vs. 57,3%), asmgegavusi; pakartotines
transplantacijas sk&us taip pat didesnis buvo monokloninius amtiis vartojusj grupsje
(9,6% vs. 7,5%), tik gimdziugimoter dalis, monokloninj antikiny nevartojusi grupje,
buvo didesa (47,7% vs. 30,8%).

ISanalizavus inksto transplantato recipiesgnsitizacy prieS Tx paais§o, kad dauguma -
58% (110/189) buvo nesensitizuoti (PRA 0-10%), HR% (79/189) - sensitizuoti, iS kuri
14% (11/189) — labai sensitizuoti (PRA 50-100%) tiRRasplantacijos monokloninius
antikiinus vartojusi recipient; grupje (n=83) 2% padawgp vidutiniSkai sensitizuat (PRA
11-50%), tuo tarpu monoklonipantikiny nevartojusioje gruge po transplantacijos net 7%
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padaugjo labai sensitizuat Lyginant abiej grupiy rezultatus po Tx, gauta, kad
monokloninius antiknus vartojusi grupsje po transplantacijos ,de novo* stipriai
sensitizuad neatsirado, tuo tarpu, monoklonjrantikiiny nevartojusioje gruge net 7%
padaugjo stipriai sensitizuat, tatiau statistiSkai reikSmingo skirtumo tarm §rupiy

nustatyti nepavykoyf=3,02, p=0,21).

ISanalizavus Siuos duomenis negalima teigti, kadoklmniniai antikinai pries IL-2
recepton (basiliksimabas ar daklizumabas), pakankamai giekitapsaugo nuo

sensitizacijos zmogaus leukacantigenais po inkgttransplantacijos.
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5. ISvados

ISanalizavus Vilniaus universiteto ligos,SantariSki klinikos* (VULSK) pacienty,
kuriems 2000-2005 metais imtinai buvo atliktos iksansplantacijos, sensitizagij

Zmogaus leukoaitantigenais, pries ir po transplantacijos, galiradgryti Sias iSvadas:

1. Prie$ transplantagi2 % (79/189) inksto transplantato recipightivo sensitizuoti ZLA
antigenais, iy 14 % (11/79) buvo stipriai sensitizuoti.

2. Po transplantacijos, monokloninius antilks vartojusioje grugpe, 2% padaugo
vidutiniSkai sensitizuat recipienty.

3. Po transplantacijos, monoklonjrantikiiny nevartojusioje gruge, 7% padaugo labai

sensitizuog recipient.

4. Lyginant abiej grupiy rezultatus nustatyta, kad monokloninius ainrtiks vartojusioje
recipient; grupeje po transplantacijos ,de novo* stipriai sensitzuneatsirado, tuo tarpu,
monokloniniy antikiiny nevartojusioje gruge net 7% padaugp stipriai sensitizuai, taciau

statistiSkai reikSmingo skirtumo tarm&rupiu nustatyti nepavykoyf=3,02, p=0,21).

ISanalizavus Siuos duomenis negalima teigti, kadoklmniniai antikinai pries IL-2
recepton (basiliksimabas ar daklizumabas), pakankamai gekitapsaugo nuo

sensitizacijos zmogaus leukacantigenais po inkgttransplantacijos.
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6. Santrauka
THE EVALUATION OF SENSITIZATION WITH HUMAN LEUKOCYTE ANTIGENS
IN KIDNEY TRANSPLANT RECIPIENTS, BEFORE AND AFTER
TRANSPLANTATION

The aim of this study was to evaluate the sensibizavith HLA antigens in kidney
transplant recipients, who received induction thgnaith monoclonal antibodies against
IL-2R and in the group of patients, who were ontger the triple drug therapy. This study
comprises recipients, who received kidney trangpfathe year 2000-2005, and who were
tested for panel reactive antibody test beforeadted transplantation (Tx). The total
number of 189 kidney transplant recipients takesipahis study. 83 received
monoclonal antibodies against IL-2R (basiliximaldaclizumab), others (n=106) — did
not. These groups were unequal in comparison tontia factors causing sensitization
with HLA antigens. The group of patients, who ree€liinduction therapy with
monoclonal antibodies had more blood transfuzi@284 vs. 57,3%), and previous
transplantations (9,6% vs. 7,5%), in comparisomhe other group. Only the number of
pregnancies was higher in the group of patients wé@ only under the triple drug
therapy (47,7% vs. 30,8%). Statistical analyseswaried out using chi-square test,
differences were considered significant at p<03#36 (110/189) of kidney transplant
recipients were unsensitized (PRA 0-10%) beforetie rest 42% (79/189) were
sensitized, from which 14% (11/189) were highlyssered (PRA 50-100%). After Tx the
number of medium sensitized (PRA 11-50%) kidneggpdant recipients, who received
induction therapy by monoclonal antibodies, incegllsy 2%. The group of patients, who
were only under the triple drug therapy, increadedhumber of highly sensitized patients
by 7%. Comparing the results of these groups afteclears out, that both groups
increased the number of sensitized patients akeofily the increase in the group, which
was only under the triple drug therapy was gre&iecause this group increased the
number of highly sensitized, while the other gralighnot increase the number of highly
sensitized patients. But the differences betweergtbups were not statistically
significant. The rezults showed that induction #pgrwith monoclonal antibodies was not
wery effective in preventing the rate of sensiimain posttransplant period, it could be
due to the higher number of sensitizing factorthagroup, or indicate us that induction
therapy is not sufficient enough to prevent seritbn after kidney transplantation.
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