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SUTRUMPINIMAI IR SANTRUMPOS

Ak — antikiinas.

APL — antigeng pateikianti lastelé.

CD (angl. cluster of differentiation) — leukocity diferenciacijos antigenai.
LCT — nuo komplemento priklausomas limfocitotoksinis tyrimas.
DNR — deoksiribonukleornigstis.

DSA — donorui specifiniai antikiinai.

EGF — epidermio augimo faktorius.

ICAM - tarplasteliné adhezijos molekulé.

Ig — imunoglobulinas.

IL — interleukinas.

INF-y — interferonas gama.

IP-10 — interferono gama indukuotas baltymas 10.

MCP-1 — monocity chemotaktinis baltymas 1.

MFI — vidutinis fluorescensinis intensyvumas.

MHC — audiniy suderinamumo kompleksas.

MICA — audiniy suderinamumo komplekso I klasés A grandiné.
MICB — audiniy suderinamumo komplekso I klasés B grandiné.
MTOR - Zinduoliy rapamicino kinazés taikinys.

NK — natiiralios zudikeés lastelés.

PDGF — trombocity i$skiriamas augimo faktorius.

PRA — panelei reaktyvils antikiinai.

TCR — T Iasteliy receptorius.

TGF-B — naviky augimo faktorius beta.

TNF — naviky nekrozeés faktorius.

ZIV — zmogaus imunodeficito virusas.

ZLA — 7mogaus leukocity antigenai.

% — Chi kvadratas.



IVADAS

Inksty transplantacija — tai viena i§ dazniausiai atlickamy transplantacijy visame
pasaulyje [2]. Taciau, vis dar kelianti problemy dél po transplantacijos galinCios jvykti
atmetimo reakcijos bei sudétingo tinkamo recipiento ir donoro suderinamumo. Imunologiniu
pozitiriu §ios problemos yra susije su Zmogaus leukocity antigenais (ZLA). Tai baltyminés
molekulés, kurias Zzmogaus imuniné sistema panaudoja kaip jrankj atpazinti, kurios lastelés
yra savos t.y. priklauso organizmui, o kurios yra svetimos ir turi biiti sunaikintos [19].
Kuomet organizmas susiduria su svetimais ZLA antigenais, prasideda antikiiny gamyba pries
juos. Vyksta sensitizacijos procesas ZLA antigenams. Inksty recipientai, kurie jau yra
sensitizuoti, arba néra pilnai suderinti su donoru, po transplantacijos turi padidinta rizika
jvykti atmetimo reakcijai [7]. Todé¢l atsiranda poreikis labai tiksliai nustatyti, ar yra susidare,
ir prie§ kokius ZLA antigenus, antikiinai. Siam tikslui jgyvendinti klinikinés imunologijos
laboratorijoje yra naudojami tiek auksiniu standartu laikomo nuo komplemento priklausomo
limfocitotoksinio tyrimo, tiek labai dideliu jautrumu ir specifiSkumu pasizyminé¢io mikrosfery
srauto analizés metodai.

Siame analizinio pobiidzio darbe buvo panaudoti mikrosfery srauto analizés metodu
Vilniaus universiteto, Santaros kliniky, Klinikinés imunologijos ir kraujo perpylimo
laboratorijoje nustatyty antikiiny prie§ ZLA antigenus duomenys. Jvertinant jy daznuma pagal
sensitizuoto inksty recipiento ABO sistemos kraujo grupe, lyti ir sensitizacijos stipruma,
siekta jzvelgti tendencijas, kuriomis remiantis galima biity toliau tegsti didesnés apimties

tyrimus, padésiancius geriau prognozuoti transplantato atmetimo reakcijas.

Darbo tikslas: Nustatyti ir jvertinti antikinus prie§ Zmogaus leukocity antigenus sensitizuoty

inksty recipienty Kraujo serume.

Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti ir jvertinti antikiiny prie§ ZLA sistemos antigenus daznj pagal jy risj.

2. Nustatyti ir jvertinti antikiiny prie§ ZLA daZnj sensitizuoty inksty recipienty ABO
sistemos kraujo grupése atsizvelgiant | ZLA sistemos klase ir risj.

3. Nustatyti ir jvertinti sensitizacijos ZLA antigenams stiprumo pasiskirstyma pagal
sensitizuoty inksty recipienty lytj.

4. Nustatyti ir jvertinti sensitizacijos ZLA antigenams stiprumo pasiskirstymg pagal ZLA

sistemos antigeny klase ir rasj.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1.Inksty transplantacija

Tiek Lietuvoje, tiek visame pasaulyje nacionalinio transplantacijos biuro duomenimis
Simtai zmoniy, tarp jy ir mazi vaikai, laukia tol, kol jy gyvenimas palengvés ir jiems bus
persodintas tinkamai funkcionuojantis inkstas [45]. Inksty transplantacija — tai inksto
pakaitin¢ terapija pacientams, kuriems jprasti gydymo biidai kaip vaistai ar dializé jau néra
veiksmingi [26]. Dazniausiai transplantacija atlickama, kuomet pacientui nustatytas galutinés
stadijos inksty nepakankamumas, kurj sukelia susirgimai kaip diabetas, hipertenzija ar
glomerulonefritas [48]. Taip pat transplantacija atliekama, kai yra prarandami abu inkstai dél
jgimty ar jgyty aplinkybiy arba iSsivysto inksty navikas [48]. Po sékmingos inksty
persodinimo operacijos, paciento gyvenimo kokybé pageréja, nebereikalinga dializé, tadiau
tam, kad buty, kuo ilgesnj laika iSvengta inksto atmetimo reakcijos, reikalinga kiekvieng
dieng vartoti medikamentus, Kkurie, deja, negarantuoja, kad véliau nejvyks taip
nepageidaujama reakcija [38].

Imunosupresantai. Imuniné sistema visuomet stengiasi atpazinti tai, kas yra svetima
organizmui ir tg svetimkiinj sunaikinti. Ne i$imtis ir transplantacijos metu persodintas donoro
organas, todél recipientai vartoja medikamentus — imunosupresantus, kurie slopina imuning
sistemg ir taip yra stabdoma transplantuoto organo atmetimo reakcija [51]. Imunosupresantai
skirstomi | keturias pagrindines klases: kalcineurino slopikliai, antiproliferaciniai agentai,
mTOR slopikliai bei steroidai [17]. Placiausiai vartojami po inksty transplantacijos yra
kalcineurino slopikliy bei antiproliferaciniy agenty klaséms priklausantys imunosupresantai
[17]. Kalcineurino slopikliams priklausanéiy ciklosporino ir takrolino taikinys yra nuo kalcio
priklausangios fosfatazés. Sie metabolitai blokuoja fosfatazés susijungimg su kalmodulinu ir
neleidzia aktyvinti transkripcijos faktoriaus, kuris atsakingas uz IL-2, IL-4, TNF ir INF-y
geny transkripcijg [68]. Taip yra uzkertamas kelias T efektoriniy limfocity susidarymui ir
slopinama transplantato atmetimo reakcija. Tacdiau $ie imunosupresantai gali sukelti salutinj
poveikj kaip kepeny bei inksty funkcijos sutrikimai ar naviko iSsivystymas [67,17].
Antimetabolitas azatioprinas yra iSimtinai naudojamas tik po inksty bei kepeny
transplantacijy. Sis preparatas jsijungia j DNR molekule ir stabdo T limfocity aktyvinimui
reikalingy geny transkripcija [17]. Taip yra slopinamas T limfocity atsakas. Sis metabolitas
pasizymi toksiniu poveikiu kauly ciulpams, slopindamas jy funkcija, todél labai padidéja

rizika i$sivystyti leukopenijai ir trombocitopenijai, o tuo paciu ir limfomai [17].



Desensitizacija. Siuo metu inksty transplantacijos laukiantiems recipientams, kurie turi
susiformavusiy antikiiny prie§ daugelj zmogaus leukocity antigeny (ZLA), ir kuriems bus
persodintas gyvo donoro organas, yra atliekama desensitizacija [51]. Tai naujai taikomas
metodas, kuriuo siekiama iSvengti nepageidaujamos transplantuojamo organo atmetimo
reakcijos [42]. Desensitizacijos metu, remiantis Siam metodui pritaikytais protokolais, yra
pasalinami antikiinai prie§ ZLA, kurie cirkuliuoja recipiento kraujyje. Sis procesas trunka apie
dvi savaites, todél negyvo donoro organas §iuo atveju néra tinkamas [25]. Taciau ne visada
Sis metodas padeda recipientams ir, deja, tenka toliau vartoti imunosupresantus tam, kad buty
iSvengta atmetimo reakcijos. Taip pat dar néra iki galo istirta, ar taikant §j metodg néra
paveikiami ir kity, organizme cirkuliuojanciy ir jam svarbiy antikiiny, titrai [42]. Todél
mokslininkai rekomenduoja desensitizacija atlikti tik pacientams, kuriems ypa¢ sunku greitu

metu surasti tinkamg donorg [60].

1.2. Su imunine sistema susijusios suderinamumo problemos bei isSiikiai

Transplantalogijoje problemy kelia ne tik atmetimo reakcijos, bet ir recipiento su
donoru suderinamumas. Tiek tinkamo donoro parinkimas, tiek atmetimo reakcijos yra
glaudziai susij¢. Kuo imunologiniu pozitriu donoras panasesnis ] recipientg, tuo mazesné
tikimybé, kad jvyks atmetimo reakcija [7]. Taiau atrasti tinkamg donorg ypa¢ sunku.
Problemy kelia tiek Zmogaus leukocity antigenai, tiek prie§ juos susidar¢ antikiinai, kurie
sukelia padidéjusj sensitizacijos lygj recipiento organizme [29]. Siuo metu nustatomi ir

VW —

imunologams.

1.2.1. Zmogaus leukocity antigenai

1958 metais tiriant skirtingy individy baltuosiuos kraujo kiinelius pirma karta Zanas
Dosé aprasé Siy lasteliy pavirsiuje iSsidésciusias baltymines molekules — zmogaus leukocity
antigenus (ZLA) [9]. Tai kituose organizmuose randamo audiniy suderinamumo komplekso
(MHC) analogai zmogaus organizme. Zmogaus leukocity antigenus organizmo imuniné
sistema panaudoja kaip jrankj atpazinti, kurios Igstelés yra savos t.y. priklauso organizmui, o
kurios yra svetimos ir turi biiti sunaikintos, bei kaip jrankj pateikti imuninés sistemos
lasteléms svetimas organizmui daleles [19]. Kiekvienas Zmogus puse visy ZLA antigeny
paveldi i§ motinos, o kitg pus¢ i§ tévo. Pagal antigeny daznumg organizmuose $ios molekulés
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isskiriamos j penkias pagrindines grupes bei dvi klases: ZLA-A, —B, —C grupés (I klas¢) ir —
DR, -DQ grupé (II klasé) [19]. ZLA I klasés antigenai yra ekspresuojami ant visy branduolj
turinéiy lasteliy pavirSiaus, o ZLA II klasés — ant dendritiniy lasteliy, makrofagy ir B
limfocity pavirsiaus [33]. ZLA 1 klasés molekulés pateikia antigenus citotoksiniams CD8" T
limfocitams ir yra ligandai NK lasteliy receptoriams, o ZLA II klasés molekulés svetimus
antigenus pateikia pagalbiniams CD4" T limfocitams [19]. Kai kurie Zmogaus leukocity
antigenai yra susije su tam tikromis autoimuninémis ligomis. Esant ZLA-DR4 antigenui
organizmo lasteliy pavirSiuje, zmogus turi padidintg rizika susirgti reumatoidiniu artritu [12].
O kuomet lasteliy pavirsiuje randami ZLA—-DR3 bei —~DR4 antigenai, padidéja rizika susirgti |
tipo cukriniu diabetu [46].

ZLA genai ir baltymy struktiira. ZLA kompleksa koduojantys genai yra issidéste 6
7mogaus chromosomoje, trumpojo peties 21.3 padétyje [21] ir koduoja ZLA I klasés genus
(ZLA-A, -B ir —C), ZLA 1I klasés genus (ZLA-DR, —DQ ir —DP), ne klasikinius I klasés
genus (ZLA-E, —F ir —G) ir panasius j I klase genus (MICA ir MICB) [21]. ZLA molekulés
yra glikoproteino heterodimerai, kurie pateikia svetimus peptidinius antigenus imuninés
sistemos lasteléms [19]. Pagal 1 paveikslélyje pateiktas ZLA klasiy struktiiras matyti, kad I
klasés molekule sudaro viena glikoproteino sunkioji B granding, kuri nekovalentiniais rySiais
lastelés pavirSiuje yra susijungusi su konservatyvaus baltymo p,—mikroglobulino (,m)
lengvaja grandine. ZLA 1I klasés molekulé yra sudaryta i§ dviejy transmembraniniy
glikoproteino grandiniy — a ir B [19]. Visose Il klasés molekulése esanti o grandiné yra gana
konservatyvi ir, manoma, nedalyvauja imuniniame atsake esant svetimiems ZLA. ZLA T ir II
klasés molekuliy globuliniai domenai suformuoja kiSene, kurioje atpazjstami ir prisijungiami
peptidiniai antigenai, kurie véliau yra pateikiami T lasteliy receptoriams [19]. Zymus I ir II
klasés ZLA molekuliy polimorfizmas bei kodominantiné ZLA geny produkty raiska leidzia
pateikti T limfocitams gana platy spektra antigeny. ZLA molekulés yra apibréziamos kaip
antigenai atsizvelgiant | aukstos arba j Zemos raiSkos nomenklatiirg. Auksta rezoliucija apraso
ZLA antigenus iki aleliy lygio, o Zzema rezoliucija — baltymy lygyje. Baltymy lygyje
isskiriama apie 20 ZLA-A, 50 ZLA-B, 18 ZLA-DR ir 7 ZLA-DQ grupiy antigeny.
Aleliniame lygyje $ie skaiiai Zymiai iSauga, skaiiuojama tikstané¢iais kiekvienos ZLA

klasés antigeny [19].



ZLA 1 Klasé ZLA 11 Klasé

Peptidai

Peptidus
prisijungianti
kiSené

Plazminé membrana

1 pav. Zmogaus leukocity antigeny I ir IT klasés baltyminé struktiira kartu su
prisijungusiais svetimais peptidais [19].

1.2.2. Zmogaus leukocity antigeny atpaZinimas

Organizme, kuomet j ji patenka svetimkiinis, vyksta to antigeno atpazinimas, Kkurj
vykdo imuninés sistemos lastelés. Transplantato atveju yra atpazjstami donoro ZLA, esantys
transplantuoto organo pavirsiuje [24]. Siuo metu mokslininkai i$skiria tris galimus ZLA

aloatpazinimo mechanizmus vykstanc¢ius Zmogaus organizme.

Netiesioginis aloatpaZinimas. Sis atpaZinimas vyksta kaip jprasta imuniné reakcija
prie§ svetimkiinj. 2 paveikslélyje pateiktos schemos antru numeriu pazyméto proceso metu
yra aktyvinamos recipiento CD4" T lastelés, kurioms B lgstelées pateikia donoro ZLA
antigenus [19]. Atpazinimo metu yra aktyvinamos ne tik CD4" T Igstelés, bet ir citotoksinés
CD8" T lastelés bei antikiinus gaminancios plazminés lastelés, kurios visos kartu vykdo
imuninj atsaka prie§ svetimkiinj [19]. Siuo netiesioginiu svetimkiiniy aloatpazinimu yra

paremta létiné transplantato atmetimo reakcija [22].

Tiesioginis aloatpaZinimas. Sio atpazinimo metu, kuris iliustruotas 2 paveikslélio C
dalyje, dalyvauja kartu su transplantatu patekusios donoro dendritinés lgstelés, kurios pateikia
donoro ZLA antigenus recipiento CD4" T limfocitams ir juos aktyvina [22]. Dél uzdegiminiy
procesy, kurie prasideda, kuomet yra transplantuojamas organas, donoro dendritinés lgstelés
keliauja j antrinius limfinius mazgus, kur aktyvina recipiento CD4" T limfocitus bei
citotoksines CD8" T lIasteles [24]. Imuninio atsako stiprumas tiesiogiai koreliuoja su aktyvinty

T limfocity skai¢iumi. Tiesioginio aloatpazinimo metu yra sukeliama @imi atmetimo reakcija.



Siame procese nedalyvauja B lastelés, todél antikiinai, nukreipti pries donoro dendritiniy
lasteliy ZLA, néra sintetinami [24].

Pusiau tiesioginis aloatpaZinimas. Sis atpazinimo modelis, kuris pavaizduotas 2
paveikslélio B dalyje, buvo sukurtas norint paaiSkinti vykstan¢ius procesus, kurie apima tiek
netiesioginj, tiek tiesioginj aloatpazinimg. Pusiau tiesioginio atpazinimo metu dalyvauja
daugiau imuninés sistemos lasteliy, nei prie§ tai aptartuose atpazinimo keliuose [19].
Netiesioginio aloatpazinimo metu B Igsteliy aktyvinti pagalbiniai CD4" T limfocitai kartu su
recipiento II klasés ZLA paskatina recipiento dendritines lasteles pateikti donoro antigenus ir
aktyvinti citotoksines CD8" T lasteles [24]. Manoma, kad po transplantacijos recipiento
dendritinés lastelés jgyja donoro I klasés ZLA antigenus i§ donoro dendritiniy lasteliy
kontaktuojant Igstelei-lastelei arba vykstant membraniniy baltymy apsikeitimui [19]. Taip pat
manoma, kad donoro I klasés ZLA jgyjamos ir recipiento dendritinéms Igsteléms pasisavinant
egzosomas su antigenais, kurios atsiskiria nuo transplantuoto organo audinio [19]. Todél
recipiento dendritinés Igstelés, turin¢ios donoro ZLA 1 klasés antigenus ir recipiento ZLA II

klasés antigenus, gali aktyvinti tick CD4", tiek CD8" T limfocitus [19].
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2 pav. ZLA antigeny aloatpaZinimo mechanizmai Zmogaus organizme po transplantacijos. A
— netiesioginis aloatpazinimas, 1 — B Igsteliy vykdomas donoro ZLA atpaZinimas, 2 —
atpazinty ZLA molekuliy pateikimas B limfocitams ir antikiiny sintezé. B — pusiau tiesioginis
atpazinimas, 3 — recipiento dendritinés Iastelés pateikia donoro ZLA citotoksinéms lasteléms
po membraninio apsikeitimo, 4 — recipiento dendritinés Igstelés pateikia recipiento ZLA T
lasteléms pagalbininkéms. C — tiesioginis atpazinimas, 5 — donoro dendritinés lgstelés pateikia
donoro ZLA recipiento T limfocitams [19].



1.2.3. Transplantato atmetimo reakcijos imunologiniai etapai

Labai daznai po transplantacijy jvykstancios atmetimo reakcijos molekuliniu ir
imunologiniu pozitiriu yra labai sudétingas procesas, kuris apima daug jvairiausiy sintetinamy
molekuliy, imuninés sistemos lasteliy bei lasteliniy procesy [38]. Siuo metu galima isskirti tris
pagrindinius molekulinius—imunologinius etapus, kurie vyksta organizme po atliktos organo
transplantacijos.

Sensitizacijos etapas. Persodinto organo paviriuje esandias ZLA molekules atpaZjsta
CD4" ir CD8" T limfocitai per T lasteliy receptorius [38]. Atpazinimui reikalingi du signalai:
1) T lasteliy receptoriaus susijungimo su ZLA ir 2) T limfocito kostimuliacinio receptoriaus
CD28 susijungimas su antigeng pateikiancios lastelés (APL) kostimuliaciniais baltymais
CD80 ar CD86 [38]. Po T limfocity aktyvinimo prasideda jvairiy citokiny sintezé ir
tolimesnis ZLA pateikimas B limfocitams.

Efektorinis etapas. Transplantacijos metu jvykes kraujagyslés pazeidimas sukelia
nespecifing uzdegimo reakcija, kurios metu padaznéja antigeno pateikimas T limfocitams.
Kartu padidéja jvairiy citokiny, chemokiny, adhezijos molekuliy sintezé [69]. CD4" T lasteliy
aktyvinimas pateikiant antigena, paskatina B limfocity diferenciacijg j plazmines lasteles,
kurios pradeda gaminti antikinus. Chemokiny kaip IP-10 ir MCP-1 sintezé paskatina
intensyvesne makrofagy infiltracijg j transplantatg [38]. Jvairiy augimo faktoriy sintezé
sukelia kraujagyslés lygiyjy raumeny intensyvesnj dalinimasi, intimos plonéjima bei fibroze.
Citotoksiniy CD8" T lgsteliy reguliuojamos citotoksiskumo reakcijos paskatina lgsteliy
apoptoze [69]. Su Siuo etapu prasideda transplantato atmetimo reakcija.

Apoptozés indukavimo etapas. Tai paskutinis procesas, kuris vyksta esant
citotoksiniam atsakui j svetimkiinj. Kuomet yra aktyvinamos citotoksinés CD8" T lastelés, jos
savo viduje suformuoja granules, turinéias fermenty perforino ir granzimo [38]. Kai S$ios
efektorinés lgstelés atpaZjsta taikinj, susiformavusios granulés susilieja su taikinio
citoplazmine membrana ir jy turinys pasklinda j imunologing sinapse [38]. Pro Sig sinapse
fermentai granzimas ir porforinas patenka j taikinio lastelés citoplazmg ir ten aktyvina lasteliy
apoptozeje dalyvaujancius baltymus prokaspaze 3 arba prokaspaze 9. Sukeliama apoptoze, o
tuo paciu ir transplantato atmetimo reakcijos tolimesnis progresavimas [69].

NK lasteliy poveikio etapas. Transplantacijoje Sios lastelés taip pat yra labai svarbios
dél savo gebéjimo atskirti svetimas Igsteles, indukuoti citotoksinj atsakg bei veikti
nepriklausomai nuo T limfocity [38]. Pagrindinis kelias, kuris aktyvina NK lgsteles, prasideda
kaip atsakas j ZLA 1 klasés molekuliy nebuvima lasteliy paviriuje. Toks aktyvinimas
prasideda, kai NK lasteliy slopinimo receptoriai jungiasi su specifinémis ZLA I klasés
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antigeny dalimis. Jeigu, toks susijungimas negalimas, NK lIgstelés toliau nebe slopinamos ir
vyksta jy aktyvinimas [6]. Taip pat NK lgstelés aktyvinamos, kuomet jy stimuliaciniai
receptoriai aptinka svetimus antigenus. Sis mechanizmas panagus j T limfocity atsakg. NK
lastelés po aktyvinimo j aplinkg paskleidzia citokinus ir paskatina citotoksinj procesg, o kartu
su juo ir lasteliy apoptoze [38]. Siuo metu NK lastelés, kaip manoma, aktyviai dalyvauja tiek
imioje, tiek létinéje atmetimo reakcijose. Nors ir daugelio organy transplantacijy atvejy
imunosupresantais jmanoma slopinti $ias Igsteles, taciau inksty transplantacijos atveju, deja,

imunosupresantai nevisada padeda isvengti NK Igsteliy atsako j svetimkiinj [69].

1.2.4. Transplantato atmetimo reakcijos

Po transplantacijos galin¢ios jvykti atmetimo reakcijos atsizvelgiant j tai, kaip greitai
jos jvyksta ir kokie pozymiai pasireiSkia organizme, iSskiriamos |} tris pagrindines reakcijas:
hiperimi, Gmi bei 1étiné [2].

Hiperimi atmetimo reakcija. Sig atmetimo reakcija gali sukelti IgM klasés antikiinai
nukreipti prie§ ABO sistemos kraujo antigenus, kuomet yra Sios sistemos kraujo grupiy
konfliktas tarp recipiento ir donoro. Taciau §iuo metu tokiy atvejy pasitaiko ypatingai retai,
nes donoras yra parenkamas tos pacios ABO sistemos kraujo grupés kaip ir recipientas [2].
Pagal 3 paveikslélyje pateikta mechanizmg matyti, kad hiperimi atmetimo reakcija
pasireiskia transplantato kraujagysliy tromboze, kuri jvyksta tuomet, kai yra sujungiamos
recipiento ir transplantuojamo organo kraujagyslés. Siy tromby susidarymo prieZastis gali biti
ne tik prie$ tai aptarti IgM klasés antikiinai, bet ir recipiento kraujyje cirkuliuojantys
sensitizacijos metu susidare IgG klasés antikiinai prie§ ZLA [2]. Visi §ie antikiinai reaguoja su
transplantato  kraujagysliy endoteliu ir aktyvina komplemento sistemg. Aktyvintas
komplementas pazeidzia endotelio lgsteles. Kaip atsaka j pazeidima, kraujagysliy endotelis
pradeda sekretuoti Vilebrando faktoriy, kuris paskatina trombocity adhezijg ir agregacijg, tuo

paciu aktyvinamas kreséjimas, susidaro trombas [2].
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3 pav. Hiperiimios atmetimo reakcijos metu vykstantys procesai kraujagysléje [1].
11



Umi atmetimo reakcija. Si atmetimo reakcija prasideda pragjus mazdaug savaitei,
kartais ménesiui po transplantacijos ir tai yra pirminis specifiSkas imuninis atsakas |
transplantata. Pagal 4 paveikslélyje pateikta mechanizmg matyti, kad Gmios atmetimo
reakcijos metu yra pazeidziamas kraujagysliy endotelis bei parenchimos lgstelés [2].
Pazeidimas jvyksta dél komplemento, kurj aktyvina plazminiy lasteliy sintetinamy IgG klasés
antikiny sgveika su ZLA molekulémis, esanéiomis transplantuoto organo endotelio
pavir$iuje. Taip pat endotelj gali paZeisti ir T limfocitai, kurie reaguodami su ZLA antigenais,
sukelia endotelio lize ir iSskiria citokinus, kurie pritraukia uzdegima skatinancias Igsteles kaip

neutrofilus ir makrofagus, vystosi nekrozé [2].

Aloreaktyvios Neutrofilas
Q CDS8+ T lastelés

Kl
L [y
Parenchimos lastelés

Aloreaktyvus
antikiinas

4 pav. Umios atmetimo reakcijos metu vykstantys procesai kraujagysléje [1].

Létiné atmetimo reakcija. Si reakcija prasideda po pusés ar net keliy mety po
transplantacijos. ISvengti létinés atmetimo reakcijos yra gana sunku. [vairdis veiksniai kaip
diabetas, hipertenzija, netinkamas imunosupresanty vartojimas, potransplantacinés infekcijos
padidina rizika pasireiksti létinei atmetimo reakcijai [2]. Sios atmetimo reakcijos metu vyksta
kraujagysliy fibrozé, vystosi iSemija bei normalios persodinto organo strukttiros praradimas.
Pagal 5 paveikslélyje pateikta mechanizma matyti, kad fibrozé gali iSsivystyti dél T limfocity
aktyvinty makrofagy, Kkurie kaip ir trombocitai isskiria augimo faktoriy PDGF, Kuris

atsakingas uz kraujagysliy formavimasi ir proliferacija [2].

Makrofagas

Kraujagyslés

lygiuju raumenq‘%()--—" Aloantigenui
lastelés specifinés CD4+
T lastelés

5 pav. Létinés atmetimo reakcijos metu vykstantys procesai kraujagysléje [1].
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1.2.5. Recipienty sensitizacija

Prie§ atliekant transplantacija pirmiausiai yra jvertinamas recipiento ir donoro
suderinamumas. Atsizvelgiama ] tokias indikacijas kaip kiino sudéjimas (svoris, tigis ir kt.),
ABO sistemos kraujo grupé bei zmogaus leukocity antigenai. DidZiausia i85tk kelia ZLA
suderinamumas. Kiekvienas zmogus turi tik jam budingus leukocity antigenus ir kai tik
organizmas susiduria su svetimais ZLA, pradeda gamintis specifiniai prie§ ZLA antikiinai,
vyksta sensitizacijos procesas [19]. Sis reiskinys ypa¢ nepageidaujamas ir labai apsunkina
tinkamo donoro parinkimg transplantacijai, bei sukelia transplantato atmetimo reakcija [23].
Mokslininkai i$tyré, kad sensitizacija ZLA molekuléms sukelia labai jvairiis veiksniai.

Transfuzija. Pacientams sergantiems létinémis inksty ligomis labai daznai i$Sivysto
anemija [23], todél jiems atliekamos kraujo transfuzijos [54]. Atlikti tyrimai parodé, kad tokie
asmenys, kuriems prie§ transplantacija buvo atlikta transfuzija, turi didesne sensitizacija ZLA
antigenams nei asmenys, kuriems nebuvo atlikta transfuzija [19]. Tai kelia daug nepatogumy
atliekant inksty transplantacijos suderinamumo tyrimus, 0 ir sensitizuoty asmeny
iSgyvenamumas po transplantacijos labai sumazéja [47]. Tam, kad jvykty sensitizacija ZLA
antigenams, transfuzijas reikia atlikti arba keleta karty, arba perpilti didelius kraujo kiekius,
nes transfuzija pati savaime yra laikoma kaip mazai imunogeniska procediira [54]. Taciau, jei
suderinus recipientg su donoru, vél recipientui yra atliekama transfuzija bent vieng kartg, $io
faktoriaus negalima atmesti ir reikéty dar karta atlikti suderinamumo tyrimus [19].

Néstumas. Moterys recipientés, kurios prie$ transplantacija buvo néscios arba kurioms
ivyko persileidimas, yra nei§vengiamai sensitizuotos pries ZLA antigenus [4]. Vaisiaus
lasteliy pavirSiuje esantiems i§ tévo paveldétiems antigenams specifiniai antikinai moters
organizme pradeda gamintis apie 28 néstumo savaitg. Antikinai yra gaminami tiek pries |
klases, tiek pries IT klasés ZLA molekules. Taip pat yra duomeny, kad moterys, kurios po
organo transplantacijos nori susilaukti vaiko, turi didesn¢ tikimybe, kad joms jvyks
transplantato atmetimo reakcija [20]. Atlikti tyrimai rodo, kad néstumo metu prie§ vaisiy
pasigaming ZLA antikiinai gali reaguoti su transplantatu ir i§Saukti atmetimo reakcija t.y.
jvyksta potransplantaciné sensitizacija [37].

Transplantacija. Transplantacija pati savaime yra laikoma imunogeniSku procesu.
Pacientai, kuriems atlikta transplantacija, de novo gamina donorui specifinius antikiinus
(DSA) pries ZLA [54]. Po atliktos transplantektomikos, dél atmesto inksto transplantato,
padidéja cirkulivojan¢iy DSA  koncentracija kraujyje [19]. Pakartotinai atliekant
transplantacija yra svarbu atsizvelgti | sensitizacijos metu atsiradusiy donorui specifiniy

antikiny ry$j su potencialaus donoro antigenais, norint i§vengti pasikartojan¢iy nesutapimy
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(angl. ,,repeat mismatches‘‘) [54]. Donorui specifiniai antiktnai, cirkuliuojantys recipiento
kraujyje neigiamai veikia transplantuoto inksto gyvybinguma, atsiranda didelé rizika jvykti
atmetimo reakcijai [19].

1.2.6. Natiiralis ZLA ir ne-ZLA antikiinai

Iprasta manyti, kad pagrindiniai veiksniai, kurie paskatina gamintis antikiinus pries
ZLA yra prie$ tai apradytos transfuzijos, né§tumas ar transplantacija. Ta¢iau atlieckami ZLA
antikiiny tyrimai jautriais metodais leido aptikti ir natiiraliai prie§ ZLA bei prie§ ne-ZLA
susiformavusius antiktinus, kurie taip pat sukelia transplantato atmetimo reakcijas inksty
recipientams.

Natiiralas antikiinai. Jau 1985 metais buvo pastebétas natiiraliai pries ZLA
pasigaminusiy antikiingy fenomenas [65], taciau tik neseniai atsirade jautresni metodai
paskatino mokslininkus daugiau tyrinéti nattiraliai atsirandanc¢ius antikinus. Tiriant sveikus
vyrus, kuriems nebuvo atlikta nei transplantacija, nei transfuzija, pastebéta, kad jy kraujo
serumuose aptinkami antikiinai susidare pries ZLA [43]. Siuo metu yra idkelta hipotezeé, kad
galbiit sensitizacija ZLA antigenams sukelia reakcijos su jvairiais patogenais, ypa¢ virusais,
su kuriais kovoja T limfocitai [8]. Kadangi T limfocitai yra virusams specifinés atminties
lastelés, manoma, jos ir paskatina antikiiny prie§ ZLA gamyba. Pastebéta, kad antikiinai, kurie
yra nukreipti prie§ ZIV—1 virusa, taip pat gali atpazinti ir ZLA. Atlikti kiti tyrimai rodo, kad
po imunizacijos hepatito B viruso vakcina taip pat yra stebimos susidariusiy antikiiny
teigiamos reakcijos su ZLA [8]. Yra atlikta tyrimy, kurie atskleidé, kad antikiinai prie§ ne
klasikinius ZLA—E antigenus, taip pat kryzmiskai reaguoja su ZLA I klasés antigenais [53].
Pastebéta ir jvairiy mikroorganizmy saveika su ZLA T ir II klasés antigenais, kuri aktyvina T
limfocitus, 0 tuo pa¢iu ir antikiiny gamyba. ZLA—B27 antigenas reaguoja su Klebsiella
pneumoniae, ZLA-DRS8 antigenas kryzmiskai reaguoja su Streptococcus mutants , o
Escherichia coli lipopolisacharidai reaguoja net su 17 ZLA antigeny [43].

Siuo metu yra Zinoma, kad neimunizuoty asmeny kraujo serume daZniausiai galime
rasti antikiiny pries ZLA-DR4, ZLA-A30 ir 31, ZLA-B76 ir B*82:01 antigenus [18].
Vykdomi ir tolimesni tyrimai, nustatant galima homologija tarp mikroorganizmy polipeptidy
ir ZLA antigeny epitopy, Kuri galimai galéty sukelty antikiiny gamyba [43].

Ne-ZLA antikiinai. Ilga laika ne pries ZLA susidarantys antikiinai neturéjo ypatingos
reikS§més transplantato atmetimo reakcijose. Taciau $iuo metu vis dazniau jiems suteikiama
didesné reik§mé ir jie netgi laikomi tokio pa¢io svarbumo kaip ir antikiinai pries ZLA [70].
Ne—ZLA antikiinai — tai Zmogaus organizme susiformave antikinai prie§ audiniui specifinius
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antigenus: vimenting, kardiomiozing, kolageng V, angiotenzino Il receptoriy, ICAM-4, EGF
pasikartojimus [10]. Visi $ie antigenai yra sintetinami transplantuojamo organo endotelio ir
epitelio lasteliy pavirsiuje [39]. Siems antigenams yra sintetinami specifiniai ZLA MICA ir
MICB antikiinai, kurie sukelia tokj patj citotoksinj poveikj kaip ir atpaZjstant ZLA antigenus.
Dél $ios priezasties gali biti sukeltos tiek mi, tiek 1étiné atmetimo reakcijos [11]. Siuo metu
yra zinoma, kad Siy autoantikiiny susidarymas apima keleta mechanizmy. Mokslininky
teigimy vienas i§ galimy mechanizmy yra donorui specifiniy ekstralasteliniy pusleliy ir po
apoptozeés likusiy Igstelés komponenty pateikimas recipiento imuninés sistemos lgsteléms

[70].

1.3. Imuniné tolerancija

Organizmo imuniné sistema, kuomet susiduria su svetimkiniu, o T bei B limfocitai
atpaZzjsta jj, toliau vykdo du galimus atsako kelius: arba aktyvinami limfocitai, arba jgyjama
imuniné tolerancija t.y. limfocity neaktyvumas arba Ziitis dél pateikto antigeno. Sis procesas
yra labai svarbus, kuomet vyksta savy antigeny atpazinimas. Jei tolerancija néra pakankama,
i$sivysto jvairios autoimuninés ligos. Todél Siuo metu mokslininkai intensyviai tyrinéja
jvairius tolerancijos sukélimo buidus zmogaus organizme ne tik autoimuniniy ligy gydymui,
bet ir siekiant sumazinti transplantuoto organo atmetimo reakcija, taip sumazinat
mokslininkams, tac¢iau jau dabar yra zinomi keli tolerancijos sukélimo mechanizmai bei
galimos strategijos pacienty gydymui po transplantacijos.

Centrinés tolerancijos mechanizmas. Vaiky kauly Ciulpuose pagaminti ir nesubrende
T limfocitai keliauja j uzkracio liaukg, kur vyksta centriné tolerancija — autoreaktyviy T
limfocity naikinimas [2]. Nesubrendusiems T limfocitams yra pateikiamas nuosavas peptidy
ir ZLA kompleksas, esantis uzkrii¢io liaukos epiteliniy lasteliy pavirsiuje. Prie§ pateikiant
peptido ir ZLA kompleksa tiek CD4", tiek CD8" T limfocitai savo pavirsiuje bina sutelke
skirtingus T lgsteliy receptorius (TCR), kurie yra atsakingi uz pateikto komplekso atpazinimg
[2]. Toliau galima teigiama ir neigiama atranka. Teigiamos atrankos metu yra uZztikrinama,
kad tik T limfocity klonai, turintys TCR ir vidutinj gimininguma savoms ZLA molekuléms,
i8likty [41]. Neigiamos atrankos metu vykdoma apoptozé netinkamy T limfocity, kurie neturi
funkcionaliy TCR ar turi per Zemga arba per aukstg gimininguma peptido ir ZLA kompleksui.
Po atrankos tinkamai subrende T limfocitai palicka uzkrucio liaukg ir toliau cirkuliuoja

kraujotakoje [41]. Siuo metu néra iki galo iaiskinta kaip suaugusio zmogaus organizme yra
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vykdoma T limfocity klony atranka, ta¢iau manoma, kad tolerancijos procesui uztikrinti
pakanka likusios uzkrtcio liaukos dalies [2].

Periferinés tolerancijos mechanizmas. Dalis nesubrendusiy T limfocity iSvengia
uzkrii¢io liaukoje vykstancios klony atrankos dél antigeny nebuvimo arba per mazy jy kiekiy
epiteliniy lgsteliy pavirSiuje. Taciau pasitelkiant tam tikrus periferinés tolerancijos
mechanizmus yra uztikrinamas atrankos iSvengusiy T limfocity tinkamas subrendimas [2]. T
limfocitai gali biiti atrenkami sukeliant jy zit] apoptozés bidu dél per didelio aktyvumo.
Apoptoze prasideda tuomet, kai T limfocitai nuolatos biina aktyvinti dél dideliy autoantigeny
koncentracijy arba yra aktyvinti, kuomet imuninis atsakas jau néra reikalingas [57]. Sia
apoptoze salygoja subrendusiy ir aktyvinty T limfocity pavirSiuje ekspresuojami Fas baltymas
bei FasL ligandas, kuriy sgveika ir sukelia apoptoze [2]. Transplantacijoje donorui reaktyviy
limfocity apoptozé galéty buti vienas i§ tolerancijos paskatinimo mechanizmy. Jei Ziity visi
donorui specifiniai limfocitai, tuomet imuninis atsakas j transplantata nebuty sukeltas [2]. T
limfocitams tam, kad tapty aktyviais ir diferencijuotusi reikalingi du signalai: ZLA ir antigeno
atpazinimo TCR receptoriais bei kostimuliacinés CD28 molekulés, kurios yra ekspresuojamos
antigeng pateikianciy Igsteliy. Kuomet T limfocitai negauna kostimuliacinio signalo, i§sivysto
klony anergija, T limfocitai negali reaguoti j ZLA ir peptido kompleksa [56]. Sis tolerancijos
mechanizmas taip pat galéty bati kaip viena i§ strategijy, kuomet blokuojant CD28 molekules
iSvengiama transplantato atmetimo reakcijos [56]. Tokie sékmingi bandymai su gyviinais jau
buvo atlikti mokslininko Rigby su kolegomis, taciau vis dar islieka klausimas kaip pasireiksty
§is tolerancijos mechanizmas Zmogaus organizme [56]. Dar vienas i§ galimy periferinés
tolerancijos mechanizmy yra reguliaciniy kitaip slopinan¢iy T lasteliy (Treg) blokuojamas
klonui specifinis T Igsteliy aktyvumas [58]. Tyrimai parodé, kad Treg yra specifiniai
antigenui ir tolerancija reguliuoja gamindami slopinancius citokinus kaip I1L-10 bei TGF-p.
Taip pat atliekant bandymus su gyviinais pastebéta, kad perkélus donoro Treg recipientui ar
paskatinus Treg ex Vvivo iSsivystymg i§ recipiento T limfocity, i$sivysto imuniné tolerancija.
Taciau $i strategija néra iSbandyta zmogaus organizme, reikalingi iSsamesni tyrimai, kurie
leisty tai pritaikyti kliniskai [58].

Klinikinio pritaikymo strategijos. Nors ir $iuo metu néra placiai kliniskai taikomos
tolerancijos strategijos norint iSvengti atmetimo reakcijy, taciau intensyvas tyrimai vyksta
siekiant suzinoti, kuo daugiau ziniy apie tolerancijos mechanizmg. Mokslininkai $iuo metu
i$skiria dvi galimas tolerancijos strategijas — pilna bei daliné [41]. Pilnos tolerancijos metu
tinkamai funkcionuojantis transplantuotas organas iSgyvena ilga laikg ir recipientui nereikia
vartoti imunosupresanty. Taip pat iSsaugomas normalus imuniteto funkcionavimas bei

nepasireiSkia Salutinis vaisty poveikis kaip infekcijos, navikai ir kita. Pilna tolerancija
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pasieckiama taikant mieloablacing terapijg prie§ transplantacija, kuri apima viso kiino
spinduling terapija, kartu su indukuotu donoro chimerizmo jgijimu persodinant kauly ¢iulpus
bei visidkai suderinus ZLA [41]. Sis tolerancijos biidas jau buvo pritaikytas kliniskai, tadiau
tikétasis rezultatas nebuvo pilnai pasiektas. Pacientams vis tiek prireiké normalaus
imunosupresanty vartojimo, transplantato iSgyvenamumas pailgéjo tik 70 % [28]. Dalinés
tolerancijos metu imunosupresanty vartojimas yra sumazinamas iki minimumo, o Kkartu ir
jvairiy infekcijy bei kity galimy komplikacijy tikimybé [41]. Si tolerancijos strategija paremta
tuo, kad pacientams po transplantacijos yra taikoma monoterapija vartojant tik vienus
imunosupresantus. Po taikymo kiekvienai pacienty grupei skirtingus imunosupresantus,
tinkamai funkcionuojancio transplantato iSgyvenamumas buvo beveik lygiai toks pats kaip ir
taikant pilng tolerancija [41].

Nors ir tolerancijos mechanizmo taikymas transplantacijoje yra daug zadantis, taciau vis
dar néra aiskiy rezultaty galiniy patvirtinti ar paneigti jos naudg. Taip pat néra analizés
metody, kurie padéty tiksliai nustatyti tolerancijos iSsivystymag [57]. Nereikéty atmesti ir to,
kad Zzmogus visada susiduria su patogenais esanciais aplinkoje, kurie gali paskatinti
sensitizacijg ar generuoti savaime atsinaujinancius T limfocitus ir taip sutrikdyti tolerancija

antigenams [41].

1.4. Zmogaus leukocity antigeny nustatymo metodai

Siuo metu pagrindiné problema transplantacijoje yra recipiento ir donoro
suderinamumas pagal ZLA. Atsizvelgiant j tai, stengiamasi tobulinti metodus, kurie padéty
su didziausiu jautrumu ir specifiskumu aptikti recipiento organizme susidariusius ZLA
antikinus, taip pat atlikty tiksly ZLA antigeny tipavima, taip uzkertant kelia transplantato
atmetimo reakcijai. Transplantacijoje taip pat svarbus ir recipiento tolimesnis stebéjimas po
operacijos, kuris leidzia nustatyti ZLA antikiiny poky¢ius ir prognozuoti léting atmetimo
reakcijg [27]. Nors ir néra labai daug metody, kurie leisty atlikti visus Siuos diagnostinius
tyrimus, taciau kiekvienas i§ naudojamy klinikingje laboratorijoje pasizymi jam blidingomis
savybémis, kurios bendrai leidzia pasiekti gana tikslius rezultatus.

Mikrosfery srauto analizés metodas. Tai nauja technologija sukélusi revoliucija
klinikinéje diagnostikoje leisdama per trumpg laikg ir tiksliai atlikti imunologinius,
genetinius, farmakogenetinius bei infekciniy ligy diagnostinius tyrimus [36]. Si technologija
ypac palanki atliekant suderinamumo tyrimus transplantalogijoje. Mikrosfery srauto analizés
metode tiek méginio paruoSimas, tiek pati analiz€ yra gana paprasti ir mazai laiko

reikalaujantys procesai. Pagal 6 paveikslélyje pateikta schemg matyti, kad §ioS analizés
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principas antikiiny nustatyme yra paremtas ELISA sumustinio tipo antigeno ir antikiiny
iSsidéstymu kartu su tékmés citometrija. Tyrimui paruoStas méginys tam tikra laikg
inkubuojamas mikroplokstel¢je su skirtingg fluorescencing zZyme turin¢iomis mikrosfery
dalelémis. Siy daleliy pavirsiuje, antikainy tyrimo atveju, yra jiems specifiniai antigenai [32].
Tuomet | méginj jdedami fluorescencing Zyme turintys antriniai antikiinai pries Zmogaus IgG
[32]. Mikrosfery srauto analizés metode naudojamas Luminex aparatas. Pirmiausiai Siame
aparate esantis lazeris suzadina ir detektoriaus pagalba nustato mikrosfery daleles, norint
jsitikinti pakankamu jy kiekiu. Tuomet pradedama analizé. Sekantis lazeris suzadina ir
detektoriaus pagalba nustato susijungusius ir suzadintus, fluorescencing Zzyme turinius,
antikinus. Pagal Svytéjimo intensyvuma yra nustatomas jy kiekis, o tuo paciu atitinkamai
antikiiny kiekis, kuris yra lyginamas su neigiama kontrole ir nustatoma, kokia buvo gauta
reakcija — teigiama ar neigiama [62]. D¢l didelio $io metodo jautrumo ir specifiSkumo galima
greitai ir tiksliai nustatyti tiriamaja analit¢ kraujo Serume. Palyginus su kitais metodais
mikrosfery srauto analizé iSsiskiria tuo, kad tyrimams néra reikalingi dideli méginio tiiriai, o
tai ypa¢ aktualu, kai tyrimai atlieckami su limituoto tirio éminiais. Taip pat naudojant Sig
analize yra iSvengiama nespecifinio susijungimo dél mazesnio nei jprastai mikrosfery daleliy
pavir$iaus ploto [62]. Dar vienas i$ privalumy yra tai, kad tyrimas atlickamas gana greitai ir
galima iStirti iki 100 méginiy vienu metu, o tai savo ruoztu mazina tiek laboratorijos islaidas,
tiek tyrimo atlikimo laika [30]. Negalima atmesti ir to, kad galima istirti didele jvairove
recipiento kraujo serume cirkuliuojan¢iy antikiny. Taip pat nustatymas vyksta
automatizuotai, iSvengiant zmogiskojo faktoriaus, kuris labai daznai lemia klaidingus
rezultatus [16]. Taciau galimos ir klaidingai neigiamos reakcijos dél prozono efekto, kurj
sukelia ypatingai aukstos ZLA antikiiny koncentracijos [67]. Neisvengiamos ir klaidingai
teigiamos reakcijos, kuomet antikiinai prie§ ZLA molekules nespecifiskai jungias su

denattiravusiais antigeny epitopais ant mikrosfery daleliy pavirsiaus [35].
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Recipiento
l\raUJo serumas Mikrosfery dalelés su
specifiniais ZLA antigenais

ZLA antikianai

b DI]

Antriniy antikuny (Y) : Nustatymas
ir ZLA antikiiny dviejq lazeriy
prisijungimas prie pagalba
mikrosferos dalelés )'

6 pav. Mikrosfery srauto analizés principas pagristas ZLA antikiino, susijungusio su
fluorescencing zymg¢ turinciu antriniu antikiinu, nustatymu. Sj nustatymg vykdo du lazeriai
1§ kuriy vienas nustato mikrosfery daleles, o kitas fluorescensinj signala [44].

Nuo komplemento priklausomas limfocitotoksinis tyrimas (LCT). Tai vienas i$
seniausiy ir pirmyjy pradéty naudoti donoro ir recipiento suderinamumui nustatyti metody.
LCT taip pat gali bati naudojamas antikiiny pries | arba 1l ZLA klase nustatymui bei
recipiento sensitizacijos jvertinimui. Pagal 7 paveikslélyje pateikta schemg matyti, kad Sis
metodas vertinant suderinamuma Yyra gana paprastas ir paremtas komplemento citotoksiniu
poveikiu donoro limfocitams, kurie yra susijunge su recipiento kraujo serume esanciais
donorui specifiniais antikiinais [64]. I mikroploksteles supylus reakcijai reikalingus
komponentus galima stebéti reakcijg, kuri rodo, ar vyksta kryzminé reakcija, ar ne. Esant
teigiamai reakcijai, mikroploksteléje pro fluorescencinj mikroskopa matyti raudona spalva
Svytincios lastelés, kurios rodo, kad jvyko kryZminé reakcija, komplementas sureagavo su
DSA ir lastelés zuvo. Esant neigiamai reakcijai — nepakis lasteliy spalva, dazas nebus
sureagaves su lastelémis ir kryzminé reakcija taip pat nebus jvykusi [64]. Sis metodas yra
paprastas ir pakankamai tikslus, taciau tik tuomet, kai yra pakankami antikiiny titrai ir lgstelés
pilnai ztiva esant komplemento poveikiui [27]. Esant maZzoms antikiiny koncentracijoms, ar
dalinai gyvybingoms lgsteléms, jvykdyti reakcijos nebus galima arba bus gaunami klaidingai
teigiami rezultatai [55]. Taip pat iSkyla problema nustatant ne nuo komplemento
priklausomus ZLA antikiinus bei norint atmesti IgM antikiiny jtaka. Metodo jautrumui
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pagerinti reikalinga ilgesné inkubacija, papildomi etapai méginio paruoSime, kurie lemia
pailgéjusj tyrimo laikg bei didesnes iSlaidas. Taciau nepaisant to, Sis metodas yra iki Siol
taikomas suderinamumo tyrimuose kaip vienas i§ geresniy kryzminéms reakcijoms nustatyti

metody [52].

Recipiento \\ Donoro
Kraujo N limfocitai Komplementas
serumas

ZLA antikanai

N7

Neigiama reakcija Teigiama reakcija

7 pav. Nuo komplemento priklausomo limfocitotoksinio tyrimo jvertinimo principas, kuris
paremtas lgsteliy zttimi prisijungus komplementui. Teigiamos reakcijos identifikuojamos
pagal sulizuoty lasteliy, Svytin¢iy raudona spalva, skaiciy [44].

Tékmeés citometrija. Tai dar vienas metodas, kuris gali biiti naudojamas kryzminéms
reakcijoms nustatyti atliekant donoro ir recipiento suderinamumg. Tékmés citometrija yra
Zymiai jautresnis nustatymo metodas nei LCT [64]. KryZminés dermés méginys yra skKirtas
citotoksiniams antikiinams recipiento kraujo serume prie§ donoro ZLA antigenus nustatyti.
Pagal 8 paveikslélyje esancig schema matyti, kad reakcijos principas remiasi tuo, kad donoro
limfocitai paveikiami recipiento kraujo serumu. Jeigu kraujo serume yra antikiiny, jie jungiasi
prie donoro limfocity. Reakcija vizualizuojama prid€jus antriniy antikiiny prie§ zZmogaus
imunoglobuling, prie kuriy tiesiogiai pritvirtintas fluorochromas [64]. Lazerio pagalba yra
nustatomas fluorescencinis intensyvumas, kuris yra lyginamas su neigiama kontrole. Kuomet
fluorescencinis intensyvumas aukstesnis uz kontrolinj intensyvumg, gaunama teigiama
reakcija, kuri rodo DSA antikiiny buvimg ir teigiamg kryzmine reakcija [52]. Kuomet
fluorescencinis intensyvumas zemesnis uz kontrolinj intensyvuma, gaunama neigiama
reakcija, kuri rodo DSA antikiiny nebuvima. Vienas i§ tékmés citometrijos pranaSumy yra tai,

kad galima detektuoti net ir nuo komplemento nepriklausomus antikiinus. Tac¢iau §is metodas
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yra priklausomas nuo Igsteliy gyvybingumo kaip ir LCT. Taip pat turint mazus méginio

kiekius, tékmés citometrijos budu kryzminiy reakcijy nustatymas negali biiti atlieckamas [52].

Recipiento .
Kraujo serumas Donoro Fluorescencineg

limfocitai Zyme turintys
antikiinai pries
Zmogaus IgG

g™
4 8"‘*7/(}

[l & 4
g A

Neigiama reakcija Teigiama reakcija

ZLA antikanai

N

8 pav. Kryzminiy reakcijy nustatymo, panaudojant tékmés citometra, principas, kuris
paremtas fluorescencinio signalo identifikavimu, jei yra stebima kryzminé reakcija
[44].

Personalizuotos peptidy matricos. Nors Siuo metu yra sukurta metody, pasizyminciy
ypatingai dideliu jautrumu ir specifiSkumu, taciau jie turi trikumy, kurie neleidzia iSvengti
klaidingy rezultaty ir taip mazina transplantacijos s¢kminguma. Todél mokslininkai stengiasi
tobulinti $iuos metodus ir pasalinti jy trkumus bei kurti naujus metodus, kurie leisty dar
tiksliau nustatyti susidariusius antikiinus [49]. Antikiinai susiformuoja prie§ tam tikras ZLA
antigeno epitopy aminortigstis [63]. Galimybé nustatyti epitopy lygyje de novo susidariusius
antikinus bei geriau prognozuoti atmetimo reakcijg, atsirado sukiirus vieng i§ naujausiy
metody — personalizuoty peptidy matricos. Sio metodo principas yra paremtas virusy epitopy
nustatymu Kkuriant vakcinas. 9 paveikslélyje matyti, kad matrica yra padengiama
susintetintomis persidengiané¢iomis linijinémis 15 aminoragsciy peptidy sekomis, kurios
apima donoro antigeny epitopy sekas, kartu su nesutapimais nustatytais lyginant recipiento ir
donoro aleliy sekas [34]. Uzpilant ant vienos matricos recipiento kraujo serumg pries, o ant
kitos matricos kraujo seruma po transplantacijos bei antrinius antikinus nustatomi de novo
antikiinai, o tuo paciu ir epitopai, prie§ kuriuos Sie antikiinai susidaré. Tai leidzia nustatyti

zymiai tiksliau antiktinus, net ir tokius, kurie nebiina aptinkami kitais metodais [34].
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9 pav. Personalizuotos peptidy matricos metodo principo schema. Palyginant donoro ir recipiento
ZLA aleliy sekas, yra sukuriama matrica, kuri leidzia nustatyti de novo susidariusius antikiinus bei
epitopus, prie$ kuriuos Sie antiktinai susidaré [34].
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2. NAUDOTOS MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Tiriamoji medZiaga

Siame darbe naudoti Vilniaus universiteto, Santaros kliniky, Klinikinés imunologijos ir
kraujo perpylimo laboratorijos duomenys gauti tiriant laukiané¢iy transplantacijos sensitizuoty
(PRA>10%) inksty recipienty (n=34) kraujo serumus (n=60), kurie buvo surinkti 2013 — 2017
mety laikotarpyje. Kiekvienas inksty recipientas tirtas mikrosfery srauto analizés ir nuo
komplemento priklausan¢io limfocitotoksinio tyrimo metodais. Nustatyti visi recipienty

kraujo serume esantys specifiniai antikiinai prie§ ZLA (n=1375) bei sensitizacijos stiprumas.

2.2. Metodai

2.2.1. Mikrosfery srauto analizés metodas

Sis metodas $iuo metu yra naudojamas tiek laboratoringje diagnostikoje, tiek
moksliniais tikslais jvairiose srityse kaip genetika, farmakogenetika, imunologija, infekcinés
ligos. Dél didelio jautrumo ir specifiskumo mikrosfery srauto analizés metodas leidzia
pakankamai tiksliai atlikti analize ir teikti gana patikimus rezultatus. Mikrosfery srauto
analizés metodo naudojimas transplantalogijoje leidzia tiksliai nustatyti tiek kryzmines

reakcijas, tiek recipiento kraujyje cirkuliuojanéius specifinius antikiinus pries ZLA.

10 pav. Mikrosfery srauto analizés metodui naudojamas Luminex 200 aparatas [36].

Principas. Recipiento antikiny analizei naudojamas mikrosfery srauto analizés metodo
reagenty rinkinys, kurj sudaro mikrosfery dalelés, IgG su fikoeritrinu, tirpalai. Tiriamasis
kraujo serumas pagal gamintojo protokole nurodytas proporcijas sumaiSomas su mikrosfery
dalelémis, kurios savo pavirSiuje turi ZLA molekules idgrynintas i§ limfoblastiniy lasteliy

linijos. Kiekviena mikrosfery dalelé turi po du skirtingo daznio infraraudonus ir raudonus
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fluorochromus, kurie, apsvitinus juos lazerio spinduliu, suteikia dalelei savitg signalg.
Mikrosfery dalelés savo pavirsiuje gali turéti skirtingg kiekj prijungty ZLA molekuliy: 1)
Daug jvairiy I ir II klasés ZLA molekuliy. 2) Daug ZLA-A, ZLA-B ir ZLA-C arba ZLA-DR
ir ZLA-DQ grupés molekuliy. 3) Daug tik vienos rasies ZLA molekuliy. Sio tyrimo metu
naudotos dalelés padengtos vienos rusies ZLA molekuléms. ] mikrosfery daleliy ir kraujo
serumo midinj po inkubacijos jdedama specifinio ZLA antikiinams Zmogaus IgG su
fikoeritrinu, kuris prisijungia prie mikrosferos dalelés ir anti-ZLA antikiino komplekso.
Gautas miSinys yra analizuojamas mikrosfery srauto analizés Luminex aparate (10 pav.).
Analizé vyksta apjungiant du daleliy nustatymo principus. Pirmiausiai mikrosfery daleliy ir
antikliny kompleksai pereina kanalg, kuriame matuojamas jo poslinkis, susijes su antikiino
prisijungimu prie mikrosferos dalelés. Taip yra jvertinamas tinkamas analizei daleliy kiekis.
Tuomet Luminex aparate esantis tékmés citometras raudonos §viesos lazerio pagalba suzadina
fluorochromus esancius ant mikrosferos dalelés, zalios spalvos — fikoeritring esantj ant IgG.
Sie du signalai leidzia specifiskai nustatyti antikinus ant mikrosfery daleliy. Detektoriaus
pagalba nustatytas fikoeritrino fluorescencinio signalo intensyvumas kiekvienai mikrosferos
dalelei yra isreiskiamas vidutiniu fluorescenciniu intensyvumu (MFI). MFI toliau yra
koreguojamas dél galimo foninio triuksmo. Kiekviename mikrosfery srauto analizés metodo
rinkinyje yra nurodoma jam budinga foninio MFI reik§mé, kuri priklauso nuo mikrosfery

daleliy variacijos tam rinkiniui.

Toliau analizés aparatas apskai¢iuoja koreguotg MFI pagal formule:
(iIMFI-fMFI) = kMFI

IMFI — individualus mikrosferos dalelei vidutinis fluorescencinis intensyvumas.

fMFI — foninis vidutinis fluorescencinis intensyvumas.

KMFI — koreguotas vidutinis fluorescencinis intensyvumas.

Analizéje taip pat naudojamos teigiama ir neigiama kontrolés. Teigiamai kontrolei
naudojamos mikrosfery dalelés padengtos IgG su fikoeritrinu tam, kad baty patvirtintas
fikoeritrino aktyvumas. Esant reikiamam mikrosfery daleliy kiekiui ir susijungimui su ZLA 1
ar II klase, teigiama kontrolé¢ laikoma tinkama. Neigiama kontrol¢é naudojama kaip
indikatorius nespecifiniam susijungimui. Esant reikiamam mikrosfery daleliy kiekiui ir

nesusijungimui su ZLA T ir IT klase, neigiama kontrolé laikoma tinkama.
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2.2.2. Nuo komplemento priklausomas limfocitotoksinis tyrimas

Sis metodas nepaisant savo trikumy yra laikomas auksiniu standartu nustatant
kryZmines reakcijas tarp donoro ir recipiento. LCT taip pat gali biiti taikomas antikiiny pries |

ir 11 ZLA klase nustatymui bei sensitizacijos stiprumo jvertinimui.

Principas. Recipiento antikiiny analizei naudojama plokstelé turinti kiekviename
Sulinélyje limfocitus padengtus Zinomais ZLA antigenais. Tyrimui naudojama apie 30 — 40
dazniausiy tiriamai populiacijai ZLA antigeny. ] paruoita plokstele yra jpilama tiriamojo
recipiento kraujo serumo. Taip pat | kiekvieng plokstelés Sulin¢lj jpilama i$ triusio i§gryninty
komplemento komponenty. Jeigu Sulinélyje jvyko susijungimo reakcija tarp antigeno ir
antik@ino, esancio recipiento kraujo serume, tuomet aktyvintas komplementas pazeis limfocito
membrang. Jeigu nejvyks susijungimo reakcija — tuomet limfocito membrana nebus paZzeista.
Tam, kad jvertinti, kurie limfocitai buvo pazeisti, papildomai jlaSinama fluorescencinio dazo
eozino. Plokstelé jvertinama fluorescenciniu mikroskopu. Jei kaip 11 paveikslélyje
pavaizduotame tiriamajame Sulinélyje matome raudonai $vytinias Igsteles, teigiame, kad
jvyko teigiama reakcija ir recipientas turi antikiiny prie§ ZLA antigenus. Jei tiriamajame
Sulinélyje matome Zalias lasteles — reakcija neigiama ir limfocitai nebuvo pazeisti. Raudonai

Svytinéiy limfocity kiekis vertinamas balais (nuo 2 iki 8) taip nustatant reakcijos stipruma.

A

11 pav. Nuo komplemento priklausomo limfocitotoksinio tyrimo jvertinimas fluorescensiniu
mikroskopu pagal lasteliy Svytéjima. A — neigiama reakcija, T limfocitai nebuvo pazeisti. B —
teigiama reakcija, T limfocitai buvo paveikti komplemento [52].

Sio tyrimo metu taip pat jvertinamas recipiento sensitizacijos stiprumas apskai¢iuojant
plokstelei reaktyviy antikiing (PRA) procenting iSraiSka t.y. jvertinant limfocitotoksinj lygi —
teigiamy reakcijy skai¢iy gautg iStyrus recipiento kraujo seruma su 40 tipuoty donoriniy

lasteliy:

25



PRA= (teigiamy reakcijy skai¢ius / visy reakcijy skaicius)*100%

0 — 9 % silpna sensitizacija, 10 — 49 % vidutiné sensitizacija, 50 — 100 % stipri sensitizacija.

2.2.3. Statistiné analizé

Retrospektyvinio tyrimo duomenys analizuoti naudojant kompiutering programa
RStudio, versija 1.1.414.

Kokybiniy duomeny daZnio pasiskirstymo skirtumams jvertinti taikytas x* (chi)
kvadratas. Mazesniy iméiy daznio pasiskirstymo skirtumams jvertinti taikytas FiSerio

Kriterijus. Statistiniam reik§mingumui patvirtinti taikyta p < 0,05 reik§mé.
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3. REZULTATAI IR JU APZVALGA

3.1. Antikiiny prie§ Zmogaus leukocity antigenus nustatymas

Pasitelkiant skyriuje ,,Metodai‘‘ apraSyta mikrosfery srauto analizés metoda buvo
nustatyti ir jvertinti sensitizuoty inksty recipienty kraujo serume esantys antikiinai pries

zmogaus leukocity antigenus.

Sis metodas leidzia jvertinti susidariusius antikiinus iki aukstos rezoliucijos t.y. aleliy
lygio, 0 tai suteikia galimybe labai specifiskai nustatyti, prie§ kokius ZLA antigenus yra
susidare antiktinai. Atsizvelgiant j mokslininky rekomendacijas, kurios taikomos tiek
jvertinant recipiento sensitizacija, tiek atliekant suderinamumo tyrimus, buvo nustatyti
antik@inai pries I ir II klasés ZLA-A, ZLA-B, ZLA-DR ir ZLA-DQ antigenus [3]. Sios

antigeny grupés, kaip manoma, yra stipriausiai susij¢ su transplantato atmetimo reakcija [24].

Panaudojant sensitizuoty inksty recipienty kraujo serume nustatyty antikiiny rezultatus,
gautus Vilniaus universiteto, Santaros kliniky, Klinikinés imunologijos ir kraujo perpylimo
laboratorijoje 2013 — 2017 mety laikotarpiu, apskai¢iuotas $iy antikiiny daznis. Pirmiausiai
buvo apskaidiuota, prie§ kurios ZLA klasés antigenus susidaré dazniau antikinai. Pagal 1
lenteléje pateiktus rezultatus, matyti, kad dazniausiai tiriamojoje grupéje susidaré antikiinai

pries ZLA I klasés antigenus.

1 lentelé. Antikiiny, susidariusiy prie§ ZLA, daZnio pasiskirstymas pagal ZLA T ir II klase.

ZLA Klasé
| 1
Daznis 460 370

Toliau buvo jvertintas antikiiny daznis kiekvienoje T ir IT klasés ZLA grupéje pagal ju
ri§j. Pagal 2 lentelés duomenis matyti, kad daZniausiai antikiinai susidaré prie§ ZLA-Al1l
antigeng. Reciau antikiinai analizuojamoje tyrimo grupéje susidaré pries ZLA—A74(19)
antigeng. Gauti rezultatai buvo palyginti su Vilniaus universiteto Santaros kliniky mokslo
darbuotojy analizuotais Lietuvos nacionalinio kauly ¢iulpy donory registro duomenimis [59].
Jy tyrimo metu nustatyti ZLA antigeny daZniai buvo labai panasiis j §io tyrimo rezultatus.
Didziausiu dazniu pasizyméjo ZLA-A2 antigenas, taiau ZLA—A11 antigenas buvo taip pat
vienas i§ daZnesniy antigeny. MaZiausiu dazniu pasizyméjo ZLA-AT74(19) antigenas Kkaip ir
$io tyrimo metu [59]. Remiantis bendrais Europos populiacijos tyrimais ZLA—A11 taip pat

yra vienas i§ dazniausiy ZLA antigeny [31].
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2 lentelé. Antikiiny, susidariusiy prie§ ZLA, daZnio pasiskirstymas pagal ZLA—A risj.

Anti-ZLA Ak | DaZnis | Anti-ZLA Ak | DaZnis Anti-ZLA Ak Daznis
ZLA-Al 6 ZLA-A26(10) 4 ZLA-A36 5
ZLA-Al1 15 ZLA-A29(19) 6 ZLA-A43 3
ZLA-A2 14 ZLA-A3 7 ZLA-A66(10) 10
ZLA-A203 5 ZLA-A30(19) 5 ZLA-ABS(28) 8
ZLA-A23(9) 6 ZLA-A31(19) 6 ZLA-AB9(28) 3
ZLA-A24(9) 9 ZLA-A32(19) 3 ZLA-A74(19) 2
ZLA-A2403 8 ZLA-A33(19) 5 ZLA-A80 4
ZLA-A25(10) 5 ZLA-A34(10) 4

*Raudona spalva pazymétas didZiausias prie§ ZLA antigena susidariusiy antikiiny daZnis.

Analizuojant ZLA-B grupés duomenis, i§ 3 lentelés matyti, kad daZniausiai antikiinai

tiriamojoje grupéje susidaré pries ZLA—B35 antigeng. Re¢iau antikiinai susidaré prie§ ZLA—
B59, -B18, —B38(16), —B3901, —B51(5) antigenus. Kauly ¢iulpy registro duomeny analizés
metu ZLA-B35 antigenas taip pat buvo vienas i§ dazniausiy antigeny [59]. Atsizvelgiant j

Europos populiacijos duomenis ZLA-B35 antigenas taip pat yra vienas i§ dazniausiy [31].

3 lentelé. Antikiiny, susidariusiy prie§ ZLA, daZnio pasiskirstymas pagal ZLA-B rasj.

Anti-ZLA Ak | DaZnis | Anti-ZLA Ak | DaZnis Anti-ZLA Ak Daznis
ZLA-B*82:02 10 7L A-B48 7 ZLA-B63(15) 10
ZLA-B13 11 ZLA-B49(21) 8 ZLA-B64(14) 5
Z1.A-B18 4 ZLA-B50(21) 8 ZLA-B65(14) 6
ZLA-B27 12 ZLA-B51(5) 4 ZLA-B67 6
ZLA-B2708 9 ZLA-B52(5) 7 ZLA-B7 7
ZLA-B35 13 ZLA-B53 6 ZLA-B703 6
ZLA-B37 5 ZLA-B54(22) 10 ZLA-B71(70) 5
Z1.A-B38(16) 4 ZLA-B55(22) 8 ZLA-B72(70) 8
ZLA-B3901 4 ZLA-B56(22) 9 ZLA-B73 7
ZLA-B41 5 ZLA-B57(17) 8 ZLA-B75(15) 6
Z1LA-B42 6 ZLA-B58(17) 7 ZLA-B76(15) 7
ZLA-B44(12) 7 ZLA-B59 4 ZLA-B77(15) 5
ZLA-B45(12) 7 ZLA-B60(40) 7 ZLA-B78 6
ZLA-B46 7 ZLA-B61(40) 6 ZLA-B8 8
ZLA-B47 7 ZLA-B62(15) 8 ZLA-B81 7

*Raudona spalva pazymétas didziausias prie§ ZLA antigena susidariusiy antikiiny daZnis.

Ianalizavus II klasés ZLA-DR ir ZLA-DQ grupiy duomenis, i§ 4 lentelés matyti, kad
dazniausiai antik@inai susidaré prie§ ZLA-DQ6(1), ZLA-DR15(2) ir ZLA-DR52 antigenus.

Mazesniu dazniu tiriamojoje grupéje pasizyméjo antikinai pries ZLA-DQ2 ir ZLA-DR2
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antigenus. Santaros kliniky mokslo darbuotojy gauti ZLA-DR grupés rezultatai dalinai sutapo
su §io tyrimo rezultatais. ZLA-DR15(2) buvo vienas i§ dazniausiy antigeny. ZLA-DQ grupé
ju tyrime nebuvo analizuota [59].

4 lentelé. Antikiiny, susidariusiy prie§ ZLA, daznio pasiskirstymas pagal ZLA-DQ ir
ZLA-DR rus;j.

Anti-ZLA Ak | DaZnis | Anti-ZLA Ak | DaZnis Anti-ZLA Ak Daznis
ZLA-DQ?2 11 ZLA-DR103 6 ZLA-DR18(3) 7
ZLA-DQ4 40 ZLA-DR11(5) 12 ZLA-DR2 4
ZLA-DQ5(1) 19 ZLA-DR12(5) 7 ZLA-DR4 13
ZLA-DQ6(1) 43 ZLA-DR13(6) 14 ZLA-DR7 11
ZLA-DQ7(3) 18 ZLA-DR14(6) 8 ZLA-DRS8 7
ZLA-DQ8(3) 21 ZLA-DR1404 7 ZLA-DR9 13
ZLA-DQ9(3) 19 ZLA-DR15(2) 15 ZLA-DR51 15
7ZLA-DR1 6 7LA-DR16(2) 14 ZLA-DR52 17
ZLA-DR10 10 ZLA-DR17(3) 7 ZLA-DR53 6

*Raudona spalva pazymétas didziausias pries ZLA antigena susidariusiy antikiiny daznis.

Buvo apzvelgti ir uZsienio mokslininky atlikti antikiiny prie§ ZLA daZnio tyrimai.
Pastebéti panasiis antikiiny prie§ ZLA-A, ZLA-B, ZLA-DR ir ZLA-DQ grupiy antigenus
dazniai [40].

Lyginant antikiiny prie§ ZLA daZnius geriausia yra atsizvelgti j tos pacios populiacijos
individy duomenis. Pakankamas Sio tyrimo ir kauly ¢iulpy donory registro tyrimo rezultaty
sutapimas galéty leisti daryti prielaidg apie ZLA antigeny paplitimg Lietuvos gyventojy

populiacijoje. Taciau dar turéty bati atlikti i§samesni tyrimai su didesne tyrimo grupe.

3.2. Antikiiny prie§ Zmogaus leukocity antigenus pasiskirstymas pagal ABO kraujo
grupe

Siame darbe taip pat buvo norima jvertinti, koks yra antikiiny, susidariusiy prie§ ZLA I
ir II klasg, pasiskirstymas tarp ABO sistemos kraujo grupiy. Pirmiausiai buvo nustatytas ABO
sistemos kraujo grupiy daznis tarp sensitizuoty inksty recipienty. I$ 12 paveikslélyje pateikto
grafiko matyti, kad daugiausiai recipienty turi | ABO sistemos kraujo grupe, kuri lietuviy
populiacijoje ir yra dazniausia. Maziausiai recipienty turi Il ir IV ABO sistemos kraujo

grupes, kurios lietuviy populiacijoje taip pat yra reciau aptinkamos tarp individy [31].
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12 pav. ABO sistemos kraujo grupiy daznio tarp sensitizuoty inksty recipienty pasiskirstymas.

Antikiiny, susidariusiy prie$ tam tikra ZLA klase, daznio pasiskirstymo pagal ABO
sistemos kraujo grupe jvertinimui, buvo apskaiiuotas kiekvienos ZLA klasés daZnis
kiekvienai sensitizuoty inksty recipienty ABO sistemos kraujo grupei. Pagal 13 paveikslélio
duomenis matyti, kad beveik visy kraujo grupiy atveju dazniau susidaro antikiinai pries ZLA I
klase. 111 ABO sistemos kraujo grupei nezymiai, bet dazniau susidaro antikiinai pries ZLA II

klasg.
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| kraujo gr. Il kraujo gr. I kraujo gr. | 1V kraujo gr.
m1ZLA klasé 348 303 55 26
w11 ZLA klasé 287 291 56 8

0 -

13 pav. Antikiiny, susidariusiy pries | arba Il ZLA klase, daznio pasiskirstymas pagal ABO
sistemos kraujo grupe.
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Taip pat buvo jvertinta, kokie antikiinai prie§ ZLA antigenus, yra daZnesni kiekvienoje
ABO sistemos kraujo grupéje. 5 lenteléje pateikti apibendrinti duomenys, kurie gauti
idanalizavus antikiiny, prie§ ZLA pagal jy ragj, daznius kiekvienai ABO sistemos kraujo
grupei. Visi antikiiny, prie§ ZLA antigenus, daZniai pateikti prieduose. Pastebéta, kad | ir 111
ABO sistemos kraujo grupéms daZniausiai pasitaiké antikiinai prie§ ZLA—B27 antigena, o 11|
ir IV ABO sistemos kraujo grupéms prie§ ZLA-A2. |, 11l ir IV ABO sistemos kraujo grupéms
taip pat daZniausiai nustatyti antikiinai prie§ ZLA-DQG6(1). PanaSus rezultatai gauti ir
mokslininko Erikoglu kartu su kolegomis. Jie nustaté, kad jy tiriamojoje populiacijoje
kiekvienai ABO sistemos kraujo grupei daZniausi antikiinai yra prie§ ZLA-A2, ZLA-B35,
ZLA-B27, ZLA-DR11 antigenus [14].

5 lentelé. Apibendrinti antikiiny, susidariusiy prie$ tam tikra ZLA antigeno riisj, ir turéjusiy
didziausig daznj kiekvienoje ABO sistemos kraujo grupéje, duomenys.

Kraujo gr.
[ I i vV
ZLA-A24(9) ZLA-AB8(28) ZLA-A2 ZLA-A2
ZLA rasis | ZLA-B27 ZLA-B35 ZLA-B27 Z1A-B*82:02
ZLA-DQ6(1) ZLA-DQ4 ZLA-DQ6(1) Z1.A-B65(14)
ZLA-DR4 ZLA-DR51 ZLA-DR53 ZLA-DQ6(1)

3.3. Sensitizacijos stiprumo pasiskirstymas pagal recipiento lytj

Siame darbe buvo jvertintas ir nuo antikiiny prie§ ZLA priklausomo sensitizacijos
stiprumo pasiskirstymas pagal sensitizuoty inksty recipienty lytj. Pirmiausiai buvo nustatytas
ly¢iy pasiskirstymas tarp sensitizuoty inksty recipienty. 1§ 14 paveikslélyje pateikto grafiko
matyti, kad daugiausiai (56 %) yra vyriSkos lyties sensitizuoty inksty recipienty (n=19).
Maziau (44 %) yra moteriSkos lyties sensitizuoty inksty recipienty (n=15).

Moterys
44%

Vyrai_/
56%

14 pav. Tiriamosios sensitizuoty inksty recipienty grupés lyties pasiskirstymas pagal daznj.

31



Sensitizacijos stiprumo pasiskirstymui pagal sensitizuoty inksty recipienty lytj jvertinti,
buvo panaudoti sensitizacijos rezultatai gauti tiek nuo komplemento priklausomo
limfocitotoksinio (LCT), tiek mikrosfery srauto analizés metodais. Kadangi ilgg laika
Santaros kliniky, Klinikinés imunologijos ir kraujo perpylimo laboratorijoje yra naudojamas
auksiniu standartu laikomas LCT metodas, noréta jvertinti, ar ir $iuo metodu gaunami panasis
rezultatai kaip ir mikrosfery srauto analizés metodu. LCT metodo atveju sensitizacija
nurodantis PRA procentas buvo susiskirstytas j dvi tiriamas grupes: 10 — 49 % vidutiné
sensitizacija ir 50 — 100 % stipri sensitizacija. Mikrosfery srauto analizés metode Sensitizacijg
nurodantis MFI, remiantis moksliniais tyrimais, buvo suskirstytas j tris grupes: maziau uz
3000 MFI silpna sensitizacija, 3001 — 10000 MFI vidutiné sensitizacija bei 10001 ir daugiau
MFI — stipri sensitizacija [61]. Siuo metu néra nustatyty riby pagal kurias galima bity
skirstyti sensitizacija pagal MFI j grupes. Tai sukelia problemy lyginant gautus rezultatus, nes
kiekviena laboratorija gali nusistatyti savo ribas, o tai keicia rezultatus. Vienos laboratorijos
silpng sensitizacijg apibrézia iki 500 MFI, kitos iki 1000 MFI [61].

Buvo apskaiciuotas Kiekvienos sensitizacijos stiprumo grupés pagal PRA daznis inksty
recipiento lyciai. Pagal 6 lentelés duomenis matyti, kad moteriSkos lyties recipientams
dazniau buidingesné stipri sensitizacija, o vyriskos lyties — vidutiné sensitizacija. Mokslininko
Pichhadze kartu su kolegomis atliktuose tyrimuose vertinant sensitizacijg pagal PRA taip pat

pastebéta, kad moterims budingesné stipri sensitizacija [50].

6 lentelé. Sensitizacijos stiprumo pagal PRA pasiskirstymo dazniai atsizvelgiant j tai, kokia
yra sensitizuoty inksty recipienty lytis.

Sensitizacija pagal PRA % Lytis

Moteris Vyras
Stipri (50 — 100) 9 7
Vidutineé (10 — 49) 6 12

Atsizvelgiant j tai, kad teoriSkai moterys turi didesnes galimybes nei vyrai susidurti su
daugiau veiksniy, kurie paskatina sensitizacija [5], naudojant % kvadrata buvo jvertintas
galimas rySys tarp sensitizacijos stiprumo pagal PRA ir sensitizuoty inksty recipienty lyties.
Tadiau §ioje tyrimo grupéje nuo antikiiny prie§ ZLA priklausantis sensitizacijos stiprumas

pagal PRA nepriklauso nuo inksty recipiento lyties (p = 0,1792).

Mikrosfery srauto analizés metodas leidzia sensitizacijos stiprumg jvertinti atskirai
kiekvienam antikiinui, susidariusiam prie§ vienos rusies ZLA, kitaip nei LCT metodo atveju,

kuris rodo bendrg sensitizacijg tiriamajam asmeniui [13]. Todél buvo apskaiéiuotas
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sensitizacijos stiprumo pagal MFI grupiy daznis kiekvienai sensitizuoty inksty recipiento
ly¢iai priklausomai nuo to, pries kuria ZLA klase susidaré antikiinai. Pagal 15 paveikslélio
duomenis matyti, kad tiek moterims, tiek vyrams dazniausiai antikinai pries I ir Il ZLA klase
susidar¢ esant silpnai sensitizacijai. Tokie sensitizacijos rezultatai vyry tarpe pastebéti ir
Kanados mokslininko Pichhadze kartu su kolegomis atliktuose tyrimuose, taciau vertinant
sensitizacija pagal PRA [50]. Esant stipriai ir vidutinei sensitizacijai tiriamosios grupés
moterims susidaré dazniau antikiinai pries ZLA I klase, vyry atveju — prie§ ZLA II klase.
Sensitizacijos stiprumas pagal MFI statistiSkai reik§mingai (p=8,26x10°), priesingai nei
sensitizacijai pagal PRA, pasiskirsto tarp sensitizuoty inksty recipienty lyties ir ZLA klasés.

Tadiau, tokiam rezultatui galéjo daryti jtaka vien tik ZLA klas¢, prie$ kuria susidaré antikiinai.

250 -
200 -
150 -
g 100
o
50 _ I
0 — o .
Stipri Vidutine Silpna
sensitizacija sensitizacija sensitizacija
I ZLA klasé moterims 64 134 226
IT ZLA klasé moterims 46 100 120
m [ ZLA klasé vyrams 60 91 157
I1 ZLA klasé vyrams 107 133 144

15 pav. Sensitizacijos stiprumo pagal MFI pasiskirstymo daZniai priklausomai nuo to, kokia
yra sensitizuoty inksty recipienty lytis bei ZLA klasé pries kurig susidar¢ antikiinai.

3.4. Sensitizacijos stiprumo pasiskirstymas pagal Zmogaus leukocity antigeny klases ir
rasj

Norint atmesti galimg ZLA klasés, prie§ kurig susidaré antikiinai, jtaka sensitizacijos
stiprumui, buvo apskaidiuotas sensitizacijos stiprumo pagal MFI pasiskirstymo daznis ZLA
klaséms, pries kurias susidaré antikiinai, neatsizvelgiant j tai, kokia yra inksty recipiento lytis.
Pagal 7 lentelés duomenis matyti, kad tick ZLA 1 klasei, tick ZLA II klasei taip pat dazniau
nustatyta silpna sensitizacija. Taip pat pastebéta, kad dazniau antikiinai, esant silpnai

sensitizacijai, susidaré pries ZLA T klase. Stipria sensitizacija pasizymi dazniau antikiinai
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pries ZLA 1I klasés antigenus nei prie§ ZLA I klase. Nustatytas statistiskai reikimingas (p =
7,084x10) pasiskirstymas tarp ZLA klasiy ir sensitizacijos stiprumo. Siy gauty rezultaty
sutapimas su 3.3 skyriuje aptartais rezultatais, galéty leisti daryti prielaidg, kad tiriamojoje

grupéje sensitizacijos stiprumas nepriklauso nuo inksty recipiento lyties.

7 lentelé. Sensitizacijos stiprumo pagal MFI pasiskirstymo dazniai priklausomai nuo to, pries
kurig ZLA klase susidaré¢ antikiinai.

Sensitizacija pagal MFI ZLA klasé

| 11
Stipri (10001 ir >) 124 153
Vidutiné (3001 — 10000) 225 225
Silpna (< 3000) 383 264

Kadangi galimai sensitizacijos stiprumas priklauso nuo ZLA klasés prie§ kuria susidaré
antikiinai, todél taip pat buvo jvertinta, kurie antikiinai pagal ZLA ri§j yra daznesni skirtingo
stiprumo sensitizacijai pagal MFI. 8 lenteléje pateikti apibendrinti duomenys. Visi antikiiny
pries ZLA antigenus daZniai pagal sensitizacijos stipruma pateikti prieduose. Pastebéta, kad
tiek silpnai, tiek vidutinei sensitizacijai budingesni antikiinai pries ZLA—A11 bei ZLA-B35
antigenus. Antikiinai prie§ ZLA-DQ4 antigeng daZnesni esant vidutinei ir stipriai
sensitizacijai. Antikiiny prie§ tam tikrg ZLA ri§j daznio pasiskirstymas pagal sensitizacijos

stipruma yra statistidkai reikimingas (p = 2,771x10™%).

8 lentelé. Apibendrinti antik@iny, susidariusiy prie$ tam tikra ZLA antigeno rasj, ir turéjusiy
didZiausig daznj kiekvienai sensitizacijos stiprumo pagal MFI grupei, duomenys.

MFI
Silpna Vidutiné Stipri
ZLA-A11 ZLA-A11 ZLA-A2

ZLA risis | ZLA-B35 7ZLA-B35 ZLA-B7
ZLA-DQ8(3) ZLA-DQ4 ZLA-DQ4
ZLA-DR16(2) ZLA-DR51 ZLA-DR7

UzZsienio mokslininky atlikty panaSiy tyrimy rezultatai dalinai sutampa su $io tyrimo

rezultatais [15,66]. Tokio tyrimo su Lietuvos populiacijos duomenimis aptikti nepavyko.
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ISVADOS

. Mikrosfery srauto analizés metodu nustatyta, kad tiriamojoje grupéje dazniausi antikiinai
yra pries I klasés ZLA—A11, ZLA-B35 bei II klasés ZLA-DR51, ZLA—-DR15(6) ir ZLA—
DQ4 antigenus.

Tarp skirtingy ABO sistemos kraujo grupiy daZniau nustatyti antikinai prie§ ZLA | klase.
Didziausiu dazniu tarp visy ABO sistemos kraujo grupiy pasizyméjo antikiinai prie§ ZLA—
A24(9), ZLA-B35, ZLA-DR4 ir ZLA-DQ4 antigenus.

Nustatyta, kad sensitizacijos stiprumas tiek pagal PRA, tiek pagal MFI nepriklauso nuo
sensitizuoty inksty recipienty lyties.

. Nustatyta, kad statistiSkai reik§mingai sensitizacijos stiprumas pagal MFI pasiskirsto tarp
ZLA Klasiy, prie§ kurias susidaré antikiinai. Tarp visy sensitizacijos stiprumo grupiy
dazniausiai nustatyti antikiinai pries§ ZLA-All, ZLA—A2, ZLA-B7, ZLA-B35, ZLA-
DR7, ZLA-DR51, ZLA-DR16(2), ZLA-DQ8(3) ir ZLA-DQ4 antigenus.
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REKOMENDACIJA

Mikrosfery srauto analizés metodas dél savo pakankamai didelio jautrumo ir
specifiSkumo leidzia nustatyti tiek nuo komplemento priklausomus, tiek nepriklausomus 1gG,
kurie yra specifiski tam tikrai Zzmogaus leukocity antigeny riisiai. Taciau susiduriama su
apribojimais kaip prozono efektas, denatGravusiaiS antigeny epitopais, esanciais ant
mikrosfery daleliy, standartizacijos nustatant MFI ribas nebuvimas. Tai gali lemti galimai

klaidingus ir nesutampancius rezultatus tarp keliy tyrimy.

Todél wvertinant ir interpretuojant sensitizuoto inksty recipiento kraujo serume
susidariusiy antikiiny tyrimo rezultatus gautus mikrosfery srauto analizés metodu, Svarbu
atsizvelgti |: rezultatus, gautus kity antikiny tyrimy metody pagalba, j aloimunizuojancius
veiksnius (néStumas, ankstesnés transplantacijos, transfuzijos), rekomenduojama neatmesti
antikiny prie§ ZLA-A2, ZLA-B7, ZLA-DR7 ir ZLA-DQ4 galimybés sukelti stiprig
sensitizacijg bei kryzminj reaktyvuma.

Taip pat, atsizvelgus ] gautus Sio darbo rezultatus, rekomenduojama toliau testi
didesnés apimties tyrimus, jvertinant galima antikiiny prie§ ZLA ry$j tarp ABO sistemos

kraujo grupiy, populiacinio ypatumo ir sensitizacijos stiprumo.
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SANTRAUKA

Magistrinio darbo tikslas buvo nustatyti ir jvertinti aloantikiinus prie§ Zmogaus
leukocity antigenus (ZLA) sensitizuoty inksty recipienty kraujo serume panaudojant
mikrosfery srauto analizés metoda, kuris yra labai jautrus ir specifiskas. Siam tikslui
jgyvendinti buvo panaudoti 34 recipienty kraujo serumai (n=60). 2013 — 2017 mety
laikotarpiu gauti duomenys mikrosfery srauto analizés metodu buvo panaudoti jvertinant
antikiiny daznumg pagal inksty recipiento lytj, ABO sistemos kraujo grupe ir sensitizacijos
stipruma, nustatyta skirtingais metodais. Atlikus statisting analizg, nustatyta, kad dazniausiai
analizuojamoje tyrimo grupéje susidaré antikiinai pries ZLA-A11, ZLA-B35, ZLA-DR51,
ZLA-DR15(2) ir ZLA-DQ4 antigenus. Tarp visy ABO sistemos kraujo grupiy daZniausiai
buvo nustatyti antikiinai pries ZLA—A24(9), ZLA-B35, ZLA-DR4 ir ZLA-DQ4 antigenus.
Taip pat nustatyta, kad statistiS8kai reikSmingai sensitizacijos stiprumas pagal MFI pasiskirsto
tarp ZLA klasiy ir riisiy, prie§ kurias susidaré antikiinai, tadiau nepriklauso nuo sensitizuoto

inksty recipiento lyties.
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Master‘s thesis

SUMMARY

The aim of this research project was to detect and evaluate alloantibodies in sensitized
renal recipients’ blood serum using microsphere-based Luminex assay, which is very
sensitive and specific. To fulfil this aim, we used 34 recipients’ blood serum (n=60). The data
collected from 2013 until 2017 years with microsphere-based Luminex assay was used for
evaluation of antibodies frequency by renal recipient gender, ABO system blood group, and
intensity of sensitization evaluated with different methods. After statistical analysis we
identify, that the most frequent antibodies in analysis group was against HLA-A1l, HLA-
B35, HLA-DR51, HLA-DR15(2), and HLA-DQ4 antigens. Between all ABO system blood
groups the highest frequency of HLA antibodies was of HLA-A24(9), HLA-B35, HLA-
DR4, and HLA-DQ4 antigens. Also, we identify, that intensity of sensitization by MFI
statistically significant distribute between HLA classes and types, but do not depend from

gender of renal recipient.
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Priedai

1 priedas. Antikiiny prie§ ZLA pasiskirstymas kiekvienoje ABO sistemos kraujo grupéje.

ZLA risis

Kraujo gr.

ZLA-Al

Z1LA-A1l

ZLA-A2

Z1.A-A203

ZLA-A23(9)

ZLA-A24(9)

Z1.A-A2403

ZLA-A25(10)

ZLA-A26(10)

ZLA-A29(19)

Z1LA-A3

Z1LA-A30(19)

Z1LA-A31(19)

ZLA-A32(19)

Z1LA-A33(19)

ZLA-A34(10)

Z1LA-A36

Z1LA-A43

ZLA-A66(10)

Z1LA-A68(28)

ZLA-A69(28)

ZLA-AT4(19)

Z1.A-A80

ZLA-B*82:02

Z1.A-B13

Z1.A-B18

Z1.A-B27

Z1.A-B2708

Z1.A-B35

Z1.A-B37

Z1.A-B38(16)

Z1.A-B3901

Z1.A-B41

Z1.A-B42

ZLA-B44(12)

Z1.A-B45(12)

Z1.A-B46

Z1.A-B47

Z1.A-B48

ZLA-B49(21)

Z1L.A-B50(21)

ZLA-B51(5)

ZLA-B52(5)

Z1.A-B53

Z1LA-B54(22)
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*Raudona spalva pazymétas didziausias pries ZLA antigeng susidariusiy antikiiny daZnis.

44




ZLA risis

Kraujo gr.

ZLA-B56(22)

ZLA-B57(17)

Z1LA-B58(17)

Z1.A-B59

Z1.A-B60(40)

ZLA-B61(40)

Z1LA-B62(15)

Z1LA-B63(15)

ZLA-B64(14)

Z1L.A-B65(14)

Z1.A-B67

Z1.A-B7

Z1.A-B703

ZLA-B71(70)

ZILA-B72(70)

Z1.A-B73

ZILA-B75(15)

ZLA-B76(15)

ZLA-B77(15)
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ZLA-B78

Z1LA-B8

Z1LA-B81 3
ZLA-DQ?2 9 18
ZLA-DQ4 17 58
ZLA-DQ5(1) 18 13
ZLA-DQ6(1) 34 25
ZLA-DQ7(3) 17 20
ZLA-DQS8(3) 23 23
ZLA-DQ9Y(3) 19 25
ZLA-DR1 6 14
ZLA-DR10 7 6
ZLA-DR103 4 6
ZLA-DR11(5) 13 2
ZLA-DR12(5) 6 3
ZLA-DR13(6) 11 3
ZLA-DR14(6) 4 2
ZLA-DR1404 4 0
ZLA-DR15(2) 12 14
ZLA-DR16(2) 14 9
ZLA-DR17(3) 3 2
ZLA-DR18(3) 6 0
ZLA-DR2 0 4
ZLA-DR4 17 1
ZLA-DR51 13 16
ZLA-DR52 11 6
ZLA-DR53 3 1
ZLA-DR7 4 7
ZLA-DRS 4 1
ZLA-DR9 8 12
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*Raudona spalva pazymétas didziausias prie§ ZLA antigena susidariusiy antikiiny daZnis.
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2 priedas. Antikany prie§ ZLA pasiskirstymas pagal sensitizacijos stipruma pagal MFI.

ZLA riusis

Sensitizacija pagal MFI

Silpna

Vidutiné

Stipri

ZLA-Al

4

2

ZLA-A11

12

10

ZLA-A2

ZLA-A203

ZLA-A23(9)

ZLA-A24(9)

ZL.A-A2403

ZLA-A25(10)

ZLA-A26(10)

ZLA-A29(19)

ZLA-A3

ZLA-A30(19)

ZLA-A31(19)

ZLA-A32(19)

ZLA-A33(19)

ZLA-A34(10)

Z1.A-A36

Z1LA-A43

ZLA-A66(10)

ZLA-A63(28)

ZLA-AG9(28)

ZLA-A74(19)

ZLA-A80

ZLA-B*82:02

Z1.A-B13

Z1L.A-B18

Z1.A-B27

Z1L.A-B2708

Z1.A-B35

Z1.A-B37

Z1.A-B38(16)

Z1.A-B3901

ZLA-B41

Z1.A-B42

ZLA-B44(12)

ZLA-B45(12)

Z1.A-B46

ZLA-B47

Z1.A-B48

Z1LA-B49(21)

ZLA-B50(21)

ZLA-B51(5)

ZLA-B52(5)

Z1.A-B53

Z1L.A-B54(22)

ZLA-B55(22)

Z1L.A-B56(22)
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*Raudona spalva pazymétas didZiausias prie§ ZLA antigena susidariusiy antikiiny daZnis.
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ZLA rasis Sensitizacija pagal MFI
Silpna Vidutiné Stipri

Z1LA-B58(17) 9 1 2
Z1LA-B59 4 1 1
ZLA-B60(40) 5 5 2
Z1.A-B61(40) 3 6 1
ZLA-B62(15) 9 4 0
Z1.A-B63(15) 7 5 2
ZLA-B64(14) 7 1 1
Z1LA-B65(14) 5 2 1
Z1LA-B67 4 3 3
ZLA-B7 4 3 6
Z1LA-B703 3 3 4
ZLA-B71(70) 6 5 0
ZILLA-B72(70) 8 5 0
ZLA-B73 5 4 0
ZLA-B75(15) 7 4 1
Z1LA-B76(15) 11 1 1
ZLA-B77(15) 5 4 0
ZLA-B78 6 4 1
7Z1.A-B8 10 2 1
Z1LA-B81 5 4 3
ZLA-DQ?2 2 15 13
ZLA-DQ4 16 36 28
ZLA-DQ5(1) 5 11 15
ZLA-DQ6(1) 12 28 27
ZLA-DQ7(3) 15 9 15
ZLA-DQS8(3) 24 13 11
ZLA-DQ9(3) 15 16 15
ZLA-DR1 8 12 0
ZLA-DR10 12 4 2
ZLA-DR103 5 6 0
ZLA-DR11(5) 14 0 3
ZLA-DR12(5) 7 2 1
ZLA-DR13(6) 9 5 2
ZLA-DR14(6) 7 1 2
ZLA-DR1404 7 1 0
ZLA-DR15(2) 18 8 1
ZLA-DR16(2) 19 5 1
ZLA-DR17(3) 4 3 0
ZLA-DR18(3) 5 1 1
ZLA-DR2 0 4 0
ZLA-DR4 16 3 0
ZLA-DR51 12 15 2
ZLA-DR52 10 9 2
ZLA-DR53 2 6 2
ZLA-DR7 5 4 5
ZLA-DRS 4 0 3
ZLA-DR9 11 8 2

*Raudona spalva pazymétas didziausias prie§ ZLA antigeng susidariusiy antikiiny daZnis.
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