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POPIS KRATICA
ABMR - odbacivanje posredovano protutijelima, prema engl.antibody-mediated-rejection

ADCC - stani¢na citotoksi¢nost posredovana protutijelima, prema eéngl. antibody-mediated
cell cytotoxicity

APC - antigen—predoc¢ne stanice, prema engl. antigen presenting cells

ARHGDIB- faktor izmjene gvanin nukleotida 2, prema engl. Rho guanine nucleotide
exchange factor 2

ATI1R —angiotensin Il tip 1 receptor, prema engl. angiotensingl type 1 receptor

CDC - limfocitotoksi¢nost ovisna o komplementu, prema engl. complement-dependent
cytotoxicity

CM - krizna reakcija, prema engl. crossmatch

CREGsS - krizno reaktivna skupina, prema engl. cross-reactive groups
CUT OFF - standardna grani¢na vrijednost, prema engl. cut-off

DGE — odgodena funkcija presatka, prema engl..delayed/graft function
DSA -‘donor speeifi¢na protutijela, prema éngl. donor. specific_ antibody
DTT - 2,3-dihidroksi-1,4-ditiolbutan, ditietreitol, prema engl. dithiothreitol
EDTA - Etilendiamintetraoctena kiselina

ELISA - enzimski imunotest, préma engl. enzyme-linked immunosorbent assay
ETAR- endotelin A receptor

HLA - ljudski leukocitni antigen, prema engl. human leukocyte antigen
HSP - protein toplinskog Soka, prema engl. heat shock proteins

KBC - klinicki bolnicki centar

KIR - receptori sli¢ni imunoglobulinima prirodnoubilackih stanica, prema engl. killer cell

immunoglobulin-like receptor



LMX - test za probir seruma na prisutnost ili odsutnost protutijela anti-HLA razreda I i

I1,prema engl. Lifecodes lifescreen deluxe
LNHLA - test za odredivanje specificnosti IgG protutijela non-HLA

LSA | - test za odredivanje specifi¢nosti protutijela anti-HLA razreda I,yprema engl.

Lifecodes Single Antigen

LSA 1l - test za odredivanje specifi¢nosti protutijela anti-HLA razreda |1, prema engl.

Lifecodes single antigen
MAC - membranski napadni kompleks, prema engl. membrane attack complex
MBL - lektin koji veze manozu, prema engl. manose-binding lectin

MICA — glavni antigen histokompatibilneg kompleksa klase | povezan s lancem{rema engl.

major histocompatibility complex class{l—related chain antigens

MFI - medijan intenziteta‘fluorescencije, prema engl. median fluorescence intensity

MHC - glavnog sustava tkivne podudarnosti, prema engl. major histecompatibility complex
NK - prirodnoubilacke staniceyprema engl. natural killer,

PE - fikeeritrin,‘prema engl. phycoeritrine

% PRA - postotak panel reaktivnih protutijela, prema engkh. % panel reactive antibodies
RCF - relativna centrifugalna sila, prema‘engl, relative centrifugal force

T AP =transporter povezan s obradom antigena, prema engl. transporter associated with

antigen processing

TCR - T-stani¢ni receptor, prema engl. T-Cell receptor



1. UvOD

1.1. Imunosni sustav ¢ovjeka

Imunosni sustav je iznimno kompleksan 1 fino podeSen sustav koji se prilagodava
razli¢itim prijetnjama kako bi odrzao homeostazu u tijelu. Osnovna'zadaca mu'jerrazlikovanje
vlastitog od tudeg, sto ukljucuje pokretanje imunosne reakcije prema stranimymolekulama uz
istovremenu toleranciju prema vlastitim antigenima. Préma stranim antigenima pokrece
imunosnu reakciju koja ima za cilj uni$tavanje i uklanjanje stranih,patogena iz tijela. S druge
strane, prema vlastitim antigenima imunosni sustav razvija toleranciju kako bi sprijecio
autoimune reakcije. Sastoji od stani¢nih i molekularnih“komponenti koje se medusobno

udruzuju i nadopunjuju [1].

Patogeni iz organizma mogu se ukleniti pomocu nespecifi¢nih (urodenih) 1 specifi¢nih
(stecenih) mehanizama koji prema svejim 1zveSnim mehanizmima obuhvaéaju humeralnu i
stani¢nu imunost. Antigen=predoc¢ne stanice (engl. antigen presenting célls — APC) mastociti,
polimorfonuklearni leukociti, limfaciti, 1 prirodnoubilackestanice (engl. natural killer — NK)
nositelji su stani¢ne imunosti, dok su limfociti B nositelji humoralne imunosti."U mehanizme
specificne imunosti. ukljuéeno je mnogo gena i/ molekula. Jednu od sredisnjih
imunoregulacijskih uloga imaju geni glavnog sustava tkivne podudarnosti, MHC (od engl.
major histocompatibility complex - MHC), u'ljudi nazvanog Hi=A"(od engl. human leukocyte
antigen — ljudski leukocitni antigen). Imaju iznimnowaznu ulogu u transplantacijskoj medicini,
kao i u ispitivanju genetske sklonosti prema razli¢itim bolestima, reproduktivnoj imunologiji,
sudskoj.medicini, transfuzijskom lijecenju, antropoloskim proucavanjima [2].

1.1.1. Stani¢na imunost

Stani¢ni imunosnigdgovor usmjeren je prema unutarstani¢nim stranim peptidima do
kojih protutijela ne mogu doprijeti. Nositelji ovog oblika imunosti su limfociti T koji prepoznaju
preradeni antigen predocen uz molekulu HLA na povrSini membrane specijaliziranih stanica
(tzv.spregnuto prepoznavanje). Zbog spregnutog prepoznavanja funkcionalnost imunoloskog
sustava definirana je izuzetnim polimorfizmom molekula HLA. Steena imunosna reakcija
zapocinje u perifernim limfoidnim tkivima (limfni ¢vorovi, slezena, limfoidna tkiva sluznica) u

kojima se prepoznavanjem kompleksa peptid-HLA aktiviraju i diferenciraju nezreli limfociti T



u CD4+ ili CD8+ izvrsne stanice, a manji dio u memorijske limfocite T [2]. Limfociti T nastaju
od mati¢nih stanica u kosStanoj srzi i zatim sazrijevaju u timusu, gdje dolazi do njihove selekcije.
Timus napustaju samo limfociti T koji prepoznaju strane antigene vezane<u komplekse s
vlastitim MHC molekulama. Klju¢ni su za stani¢ni imunosni odgover. Dijele se na pomoénicke,
regulacijske i citotoksi¢ne. Limfociti T mogu se podijeliti u dvije velike populacije,/CD4+ i
CDB8+, koji imaju razli¢itu specificnost prema molekulama HLA razreda | trazreda I. Limfociti
CD4+ i CD8+ se nakon aktivacije antigenom diferenciraju u razli€ite populacije stanica koje
aktiviraju razli¢ite mehanizme i imaju razlicite izvr$ne funkcije [3].

CD4+ pomagacki limfociti T dijele se temeljem proizvednje citokina na Thl, Th2,
Th17, Tfh, Th9 i Th22, s tim da se smatra da te,nije kona€an broj subpopulacija pomagackih
limfocita T. Sve te stanice prepoznaju strane peptide predstavljene molekulama razreda Il HLA
na stanicama koje predstavljaju antigen (dendriti¢ke stanice, makrofagi i B limfociti) [4].

CD8+ limfociti T su izvr$ni mehanizam stani¢ne imunosti uklju¢ene u imunereakciju
odbacivanja presatka. Oni pokazuju spregnuto prepoznavanje antigena s HLA razredom,l. U
prisutnosti upalnih citokinai odgovaraju¢egantigena stanice se.aktiviraju i snaznoproliferiraju.
Aktivirani CD8+ limfegiti T migriraju u presadeni organ i poticu smrt stanica presatka putem
izravnog citotoksi¢nog unistavanja ciljnih stanica ili pak putem proizvodnje INF-y koji aktivira
fagocitnu aktivnost makrofaga. \CD8+ limfociti T oStecujui stanice bubreznog presatka putem
oslobadanja citoteksicnih molekula ili pak u izravnom kontaktur sa nayedenim stanicama putem

receptora Fas koji inducira apoptozu u ciljnim stanicama,[5].

Owisno 0, vrsti T-stani¢nog receptora (engl.T-cell receptor - TCR) Koji izrazavaju
kategorizirane su kao Ta/p i Ty/d stanice. Tri glavne podskupine limfocita T koje nose a i/ili B
receptor su CD4+ pomocne stanice i CD8+ citotoksi€ne i CD4+ CD25+ regulatorne T stanice.
Limfociti T koji izrazavaju y/6 TCRyimaju sposobnost ubijanja Sirokog spektra tumorskih
stanica. Prednosti ovih stanica u terapiji raka temelje se na njihovoj neovisnosti o ekspresiji
HLA na tumorskim stanicama i njihovoj relativnoj neosjetljivosti na neke inhibitorske molekule
(kao §to je PD-1) [4].

NK stanice razvijaju se u kostanoj srzi i dio su stani¢nog imunosnog odgovora te su
sposobni prepoznati i unistiti zarazene ili promijenjene stanice (npr., tumorske stanice) bez
prethodne senzibilizacije. One nemaju preslozeni receptor za antigene (klonotipski receptor)

kao $to to imaju limfociti T 1 B zbog Cega se ubrajaju u prirodenu imunost. One imaju niz

2



aktivacijskih 1 inhibicijskih receptora na svojim membranama. Aktiviraju¢i receptori
prepoznaju ligande koji se nalaze na oStecenim ili inficiranim stanicama, a inhibicijski signali
prepoznaju normalne zdrave stanice. Receptori skupine KIR (od engl. killer cell

immunoglobulin-like receptor) najvaznija su skupina inhibicijskih receptora NK stanica [5].

APC su stanice koje prezentiraju antigen, ukljucujuéi dendriti€ne stanice\i makrofage.
Prezentiraju antigene limfocitima T kako bi pokrenule stani¢énu imunost uzastopnom isporukom
signala 1 (antigen), signala 2 (kostimulacija) i signala 3 (pesredovani polarizirajuéi signali
topivim ili membranski vezanim faktorima). Na slican nacin oni mogu potaknuti i voditi
diferencijaciju limfocita B prema plazma stanicamagDendriticke stanice i makrofagi u¢inkovito
preuzimaju velike antigene (kao §to su Cestice, imunoloski kompleksi i virus koji putuju kroz

subkapsularni sinus) i prezentiraju ih naivnim limfocitima B u perifernim limfoidnim organima
[6].

1.1.2. Humoralna imunost

Imunost posredovana protutijelimanaziva se humoralnaimunost. Limfociti B razvijaju
se u kostanoj srzi 1 klju€ni su za humeralnu imunost. Oni proizvode ptotutijela (imunoglobuline)
koji prepoznaju i.vezuju se za patogene, oznacavajuci ih za unistenje od strane drugih dijelova
imunosnog sustava.Protutijela” prepoznaju jedinstvenu /molekulu patogena, zvanu antigen,
preko Fab varijabilne regije. Svaki vrh “Y” protutijela sadrziparatop koji je specifican za jedan
odredeni epitop naantigenu, ¢ime se ove dvije strukture precizno vezu tvorec¢i imunokomplekse.
Premda je osnovna struktura svim protutijelima zajedni¢ka, variranjem primarnog slijeda
aminokiselina ona poprimaju veliki broj razli€itih konfiguracija. Monomer je osnovna jedinica
protutijelaiimaizgled slova Y. Sastoji se od dva laka(k'ili 1) i dva teSka (a., v, €, 9 ili p) peptidna
lanca medusobno povezana disulfidnim vezama. TeSki lanac ima jednu varijabilnu i tri
konstantne domene, a laki«po. _jednu varijabilnu i jednu konstantnu. Varijabilne domene ¢ine
mjesto na koje se veze antigen (Fab)./Konstantne domene (Fc) imaju efektorsku funkciju i
odreduju bioloska svojstva molekule prema kojima se u Covjeka se razlikuje pet razreda
protutijela: imunoglobulin A (IgA), imunoglobulin D (IgD), imunoglobulin E (IgE),
imunoglobulin G (1gG), imunoglobulin M (IgM) [7]. Imunoglobulini su heterodimerne
molekule sastavljene od dvaju lakih lanaca i1 dva teSka lanca povezanih disulfidnim vezama.

Protutijela razreda IgM i IgA nazivaju se imunoglobulinskim polimerima jer pored osnovnih



Cetveroclanih jedinica imaju i dodatne neimunoglobulinske lance. Razina imunoglobulina u
plazmi odraz je brzine sinteze i brzine razgradnje protutijela. Tako se u serumu nalazi oko

polovina ukupne koli¢ine prisutnih IgG u tijelu, oko 2/3 IgA i 1/4 IgM [7].

Protutijela koja se pojavljuju u prvom kontaktu sa stranim antigenom su razreda 1gM,
a slijede IgG i IgA. Sto dulje traje imunoreakcija, to se stvard Siri spektar spécificnosti
protutijela za antigen. Za sekundarnu reakciju dovoljna je manja doza antigena od one u
primarnoj reakciji, a faza indukcije gotovo da je upola kraéa. Visoki titar protutijela odnosi se

pretezno na razred IgG 1 traje dulje negoli u primarnoj teakciji.

Imunoglobulin G (IgG) je najznacajmiji i najzastupljeniji serumski imunoglobulin
koji ¢ini oko 75% ukupnih imunoglobulina. Njegova je koncentracija izrazito ovisna o
antigenskoj stimulaciji.On je glavni imunoglobulin keji»se stvara u sekundarnoj reakciji, a
najvaznija mu je funkcija neutraliziranje, toksina, aktiviranje komplementa i ‘poboljsanje
fagocitoze opsonizacijom. Prema strukturi i funkeiji razlikuju se Cetiri podrazreda: IgG1, IgG2,
1gG3, 1gG4. Podrazredi IgG1 inlgG3 ' mogusse vezati za makrofage i bez prisutnosti antigena i
imaju svojstvo aktivacije sustava komplementa odnosno skupa membranskih i serumskih

proteina koji kao dio humaralne imunosti sudjeluju u uklanjanju stranih molekula [8].

ImunoglobulingA (IgA) je po kolicini drugi imunoglobulin u plazmi i prvi u
ekstravaskularnim tekucinama, posebno vanjskim sekretima. IgA je sastojak sline, suza, sekreta
probavnog sustava, bronhalnog sekreta,,vaginalneg, nazalnog sekreta i kolostruma. Njegova
osnovna funkcija je lokalna zastita sluznica od virusa i, bakterija. Agregati IgA mogu aktivirati
komplement alternativnim putem, ali nije sigurno,da li to Tma bioloSko znacenje. Takoder, IgA
smanjuje apsorpciju nezivih makromolekularnth*antigena kroz sluznicu crijeva nakon

Imunizacije [2].

Imunoglobulin M (IgM) ¢ini oko desetinu mase serumskih imunoglobulina, a zbog
velike molekularne mase naziva“se makroglobulinom. IgM je prvi imunoglobulin Kkoji se
pojavljuje u primarnoj reakciji. On je najuspjesniji u vezanju komplementa jer je dovoljna samo
jedna jedina molekula da pokrene niz lancanih reakcija aktivacije komplementa. NajvaZnija
uloga IgM je zaStita intravaskularnog prostora od bakterijemije. Jedini je imunoglobulin $to se
stvara protiv odredenih ugljikohidratnih antigena na povrsini eritrocita koji odreduju krvne

grupe, primjer ABO sustav. Taj razred uz IgD je najzastupljeniji na povrsini limfocita B [2].



Imunoglobulin E (IgE) najmanje je zastupljen razred u serumu. IgE ne prolazi kroz
posteljicu, a njegova prozvodnja zapocinje ve¢ u rano fetalno doba. Ovaj termolabilni razred
imunoglobulina ¢ine reagini, protutijela koja posreduju u atopi¢nim alergijskim reakcijama.
Ona imaju svojstvo homocitotropnosti tj. svojim ulomkom Fc ¢vrsteise vezu za recéptorerF CeR

na povrsini mastocita i bazofila [2].

Imunoglobulin D (IgD) obi¢no se nalazi na povrSini B limfocita zajedno s drugim
razredima imunoglobulina. Funkcija IgD jo$ uvijek nije, u potpunosti razjasnjena, ali
pretpostavlja se da igra ulogu u aktivaciji B limfocita 4 njihovom,odgovoru na antigene. IgD
takoder moze djelovati kao receptor za antigene napovrsini stanica, §to se odnosi na sposobnost
imunoglobulina da prepoznaju i vezu se za specificne antigeneslako se IgD ne nalazi u visokim
koncentracijama u krvotoku kao IgG ili IgM, smatra'seklju¢nim dijelom imunoloskog sustava.
Njegova puna uloga i mehanizmi djelevanja jos uvijek su predmet istrazivanja udmunologija
[2].

1.1.3. Sustav komplementa

Sustav komplementa kljucni je dio imunosnog sustava keji povezuje urodenifi ste¢eni
imunitet. Sastoji se od proteinskih kamponenti koje djeluju kao posrednici-humoeralne imunosti.
Komponente sustavaskomplementa uobicajeno se nalaze. ' inaktivnom, obliku, a mogu se

aktivirati klasiénimglektinskim ili alternativnim putem (Slika 1.).

Aktivacijapklasicnim putem najcesce po€inje ‘medusoObnim prepoznavanjem i
reagiranjem ‘komponente komplementa C1l. s molekulama protutijela. Protutijelo stjece
sposobnost prepoznavanja C1 tek nakon4ezanja sa specificnim antigenom. Time se mijenja
prostornackonfiguracija protutijela pa se na ulomkuskc otkriva vezno mjesto za C1. Proces
aktivacije pokrenut ¢e se ako se bar dva (od njih Sest) aktivna mjesta istodobno vezu sa dva
razli¢ita ulomka Fc. Najvecu sposobnest,aktivacije imaju molekule IgM, zatim IgG1 i 1gG3, te
donekle IgG2. Ostali imunoglobulini ne mogu ga aktivirati klasi¢cnim putem. IgM duguje svoju
veliku sposobnost aktivacije komplementa zbog toga Sto na svojoj molekuli ima 5 ulomaka Fc,
pa je jedna molekula IgM dovoljna za pocetak aktivacije. Klasi¢ni put se inicira vezanjem
specifi¢nih antitijela (najées¢e IgM ili IgG) na antigenske strukture na povrsini patogena. Ovo
kljuéno vezanje inicira aktivaciju C1 kompleksa, koji se sastoji od Clqg, Clr i Cls. Kada Clq
prepozna i veze antitijela, aktivira se enzimski dio kompleksa (Clr i Cls), §to rezultira

aktivacijom C4 i C2 komponenti. Aktivirane C4 i C2 tvore C3 konvertazu, klju¢nu tocku u
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klasi¢nom putu. C3 konvertaza zatim cijepa komponentu C3, generiraju¢i fragmente C3a i C3b.
C3b ima klju¢nu ulogu u daljnjem tijeku reakcije, vezujuéi se na povrsinu patogena i poticuci
daljnju aktivaciju komplementarnih komponenti. Ova kaskada dogadaja rezultira formiranjem
kompleksa komplementa, ukljucujuc¢i C5b, C6, C7, C8 i C9, kojivzajedno Cinemembranski
napadni kompleks. Membranski napadni kompleks ima sposobnest, probijanja stani¢nih
membrana patogena, §to dovodi do njihove lize i uniStavanja. Osim toga, C3bpotice fagocitozu,
proces u kojem prepoznaju i unose patogene oznacene C3b. Zatim pocinje cijepati C5, pa
ukljucuje C5 konvertazu klasi¢nog (C4b2aC3b) ili alternativnog (C3bBbC3b) puta. Cijepanjem
C5 nastaje snazan anafilatoksin C5a i fragment C5b, kojidpokrece,terminalni dio kaskade,
zajednicke za sve aktivacijske puteve [9].Lektinski put aktivacije'— slican je klasicnom, no za
njega nisu potrebna protutijela, pa se moze smatrati jednim od nespecificnih mehanizama
imunoloSke obrane. Aktivacija zapo€inje tako da se manoza 1 drugi Seceri na povrsini spoje sa
serumskom bjelan¢evinom zvanom lektin, koji veze manozu (engl.manose-binding lectin,
MBL), a gradom je vrlo slican komponénti Clgklasi¢nog puta. Alternativni‘put aktivacije— za
njega takoder nije potreban kompleks antigen-protutijelo, pa time i onfpripada nespecificnom
mehanizmu imunoloske obrane. Zasniva se na neprekidnoj spontanoj hidrolizi C3, pri ¢emu

nastaje C3(H.0) uz koji se veze plazmatska protein faktor B [10].
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Slika 1.
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Aktivacij leasiénim, alternat'ﬁl 1 1 Preuzeto i prilagodeno
prema: .
Qav k lementa takoder ima ulo iC1ti loSkim procesima, kao $to su

ntrola upalnih reakcija, elimi nacenih stanica te poticanje obrambenih

hanizama tijela. Prou¢avanje su komplementa ima Sirok spektar klinickih znacajki,

kljucuju¢i ulogu u autoimuni a, transplantaciji, upalnim bolestima i drugim
patoloskim stanjima. Vecina ko komplementa nastaje u jetri, no neke se mogu stvarati

i U epitelnim stanicama tankog crijeva, te u makrofagima i monocitima [10].



1.2. Glavni sustav tkivne podudarnosti

Glavni sustav tkivne podudarnosti u ljudi, sustav HLA, kodira molekule na povrsini
stanice, specijalizirane za predocavanje antigenskih peptida receptorima limfacita T, Kompleks
gena HLA (200 gena) nalazi se na kratkom kraku kromosoma ‘6 i, zauzima podrucje ‘od 4
milijuna parova baza u jezgrinoj DNA, sto ¢ini oko 1% ljudskog genoma. Shematski prikaz
raspodjele regija HLA koje se nalaze na kratkom kraku kromosoma 6 prikazan je na slici 2.
Glavno obiljezje ovog sustava su brojni polimorfizmi [12]..Na temelju najnovijeg zanavljanja
nomenklature (sijeCanj 2024. godine) postoji 38 008 HLA, i srodnih alela opisanih
nomenklaturom  HLA i  ukljuéenih  ue TPDAMGT/HLA  bazu  podataka

(https://hla.alleles.org/nomenclature/stats.html)¢

Sustav HLA dijeli se u tri razreda: razred | (A, B 1 C), razred 11 (DP, DM, DO, DQ i DR) i razred
I11 (Slika 2.). Izvan kompleksa HLAdialazi se nekoliko gena strukturno slicnim génima razreda
I, a nazivaju se genima HLA Ib (kako bi se razlikovali od klasi¢nih gena HLA razreda I te su
slabo polimorfni. Genska obitelj MIC pripada genima HLA Ib i sastoji sé od pet,gena od kojih
samo MIC-A i MIC-B, stvaraju edgovarajuce molekule. Osim navedenih u slabo pelimorfne,
pseudogene spadaju i genihHLA razreda | (HLA-H,-J,-K,-L). Geni koji kodiraju'DMo. i DMf
lance, kao i geni koji kodiraju a.i f lance DO molekule (DQa odnosno DO), takoder se nalaze
u regiji razreda Il«Medu genima HLA nalaze se'i geni razredadll koji se od ostala dva razreda
HLA razlikuju po temesto uloga njihovih produkata nije prezentacija antigena. Ukljucuju gene
odgovorne za sintezu komponenti komplementa (C2, C4A, €4B), ¢imbenika tumorske nekroze,

faktora B te proteina toplinskog Soka (engl. heat shock proteins— HSP) [13].
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Slika 2. Shematski prikaz raspodjele regija HLArkoje se nalaze na kratkom‘kraku kromosema
6

1.2.1. Molekule HLA razreda |

Molekule HLA _razreda | nalaze se na svim stanicama s jezgrom u obliku
heterodimernih \glikoproteina vezanih na membranu. Stvaraju kompleks s unutarstani¢nim
peptidima’_koji “spregnutim prepoznavanjem ,aktivira, CD8+ citotoksi¢ne limfocite T.
Unutarstani¢ni peptidi se razgraduju djelovanjem citosolnih proteaza koje tvore proteasom,
kompleks u €iju Supljinu ulaze antigeni, a sastoji se od €etiri prstena koji tvore cilindar oblozen
proteolitickim podjedinicama. Manji peptidi posredevanjem prijenosnih proteina TAP 1 i TAP
2 (od engl. transporter associated with.antigen processing), prelaze iz citosola u endoplazmatsku
mrezicu [14].
Sinteza molekule HLA razredal zapocinje u ribosomima gdje se sintetizira o lanac. Prijenosom
u endoplazmatsku mrezicu spaja se s kalneksinom. Kada se na a lanac veze B2 mikrogolobulin,
molekula se odvoji od kalneksina i spaja s kalretikulinom. Tada se na TAP prijenosnike veze
tapasin, a na kalretikulin izomeraza Erp57 §to omogucuje povezivanje molekule HLA s
antigenskim pepti-dima. Kompleks HLA razreda | sa stranim peptidom odvaja se od sustava

bjelancevina i kroz Golgijev aparat prenosi na povrsinu stanice [15].



1.2.2. Molekule HLA razreda 11

Nacin predocavanja peptida uz molekule HLA razreda Il u odnosu na razred | je posve
razli¢it. Antigeni HLA razreda II nalaze se na posebnim stanicama koje prédocuju antigen
(dendriti¢ne stanice, makrofagi, limfociti B). Makrofagi i limfociti Biogranidenog su djelovanja,
te predocuju antigen samo u sklopu molekula HLA razreda II ve¢ aktiviranim CD4+ limfocitima
T. Procesom endocitoze izvanstani¢ni antigeni ulaze u endosome stanice gdje se razgraduju
djelovanjem kiselih proteaza, poput katepsina B, D, S i L. Molekule HLA razreda Il nakon
sinteze na ribosomima ulaze u endopazmatsku mrezicu kojojse tri molekule HLA vezu za
jedan invarijantni lanac te kalneksin. 1z endoplazmatske mrezice izlazi,mjehuri¢ s kompleksom
molekule HLA razreda Il i invarijantnog lanca koji se stapa s endosomima. Invarijantni lanac
se razgraduje, a na njegovo mjesto se veze peptid. Kompleks molekule HLA razreda Il i stranog
petida prenosi se na povrsinu stani¢éne membrane gdje aktivira CD4+ pomoc¢nicke limfocite T

koji dalje sudjeluju u razvoju staniéne 1 humoralne imunosti [16].

1.3. Transplantacija i transplantacijska reakcija

Transplantacija “Jesmetoda “izbora za lijeGenje bolesnika“s terminalnim stadijem
kroni¢nih bolesti, pa tako i za bolesnike sa kroni¢nim /bubreznim zatajenjem. Prije same
transplantacije i prije donosenja kona¢ne odluke o moguénosti transplantacije moraju se is
kljuciti ilr utvrditt apsolutne i relativne kontraindikacije, kao irdfuga stanja koja zahtijevaju
dodatnu pripremu [18]. Apsolutne kontraindikacije su: proSirena maligna bolest s predvidenim
kratkim trajanjem Zivota, HIV pozitivitét, aktivna infektivna bolest i/ili bilo koja bolest s
o¢ekivaniin trajanjem Zivota manjim od dvije godine! Relativne kontraindikacije su: infekcija,
koronarna sr¢ana bolest, aktivni hepatitis, aktivna ulkusna bolest, periferna okluzivna arterijska
bolest, cerebrovaskularna belest, aktivno koristenje opojnih tvari, slabo kontrolirana psihoza,
dokazana nesuradnja bolesnika [18].

Brojna istrazivanja dokazala su povezanost sustava HLA s uspjehom transplantacije
bubrega. Vaznost sustava HLA u transplantaciji organa je u imunoloSkom prepoznavanju
stranih antigena (molekula) i poticanju imunoloske reakcije odbacivanja. Glavnu ulogu u
transplantacijskoj imunolo$koj reakciji imaju antigeni (molekule) razreda I HLA-A, - Bi-Cte

antigeni (molekule) razreda Il HLA-DR, -DQ i -DP.
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Transplantacijska reakcija je imunoreakcija prema nepodudarnim molekulama
presatka. Ovo svojstvo u transplantaciji tkiva i organa predstavlja najvecu prepreku uspjesnosti
postupka. Tijekom transplantacije umjetnim se putem unosi velika koli¢ina alogenih, molekula
koje su domacinu u manjoj ili vecoj mjeri strane. Prema antigenima presatka koje primatel;
nema razvit ¢e se imunosna transplantacijska reakcija koja ugrozava funkciju presadenog tkiva
ili organa te moze uzrokovati odbacivanje presatka. Pocetno foStecenjenorgana povecava
ekspresiju antigena HLA na stanicama presatka, te dovodi do otpustanja athezijskih molekula,
kemokina i citokina koji poticu prirodeni imunosniodgovor, posredovan stanicama i/ili
protutijelima [19]. IzvrSne stanice prirodene imunosti su prirodno-ubilacke stanice NK koje
uni$tavaju ciljnu stanicu te sudjeluju u aktivaciji,ste¢ene imunosti [20]. Humoralnu prirodenu
imunost ¢ine prirodna protutijela na antigene iz sustava krvnih grupa, sustav komplementa,
kolektini, pentraksini 1 fikolini. Uz prirodenu imunost pestupkom transplantacije organa dokazi
do aktivacije steCene stani¢ne i htimoralne imunosti u kojoj su molekule HLA najvazniji

antigeni, a klju¢ne stanice su limfociti T I B.

1.3.1. Imunoreakcija-@dbacivanja posredovana stanicama

Kod zdravih stanica peptidi u utoru molekule HLA potjecu iz autolognih proteina te
citotoksi¢ni T=limfogiti na njih nece reagirati, odnosno né¢e ih prepoznati kao strani antigen.
Medutim, ako sewrutoru molekule HLA nalaze peptidi koji usebi sadrze izmijenjene sekvence
(npr._mutacije kod tumora), koji mogu biti i podrijetlom od mikrobnog antigena (npr. pri
virusnim infekeijama) ili stranih polimarfnib genay(npr. iz, presatka), CD8+ limfociti T ¢e
ovakve stanice prepoznati kao strane 1 zapoceti kaskadu imunoloskih reakcija s ciljem njihovog

uniStenja’[21].

1.3.2. Imunoreakcija odbacivanja posredovana protutijelima

Humoralni imunosni odgover nastaje kao reakcija na dostupne, izvanstani¢ne strane
antigene stvaranjem protutijela. Organizam je sposoban stvoriti protutijela na svaki strani
antigen zahvaljujuéi izrazitom polimorfizmu slijeda aminokiselina u dijelu molekule koja
prepoznaje i veze antigen. Protutijela mogu uzrokovati akutni ili kroniéni oblik odbacivanja
presatka [22]. Dio limfocita B diferencira se u populaciju dugovjekih memorijskih stanica koje

su jedan od nositelja imunoloskog pamcéenja. Protutijela oblazu komplementarne molekule
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presatka Sto dovodi do aktivacije komplementa ili stanica NK. Komplement potice
opsonizaciju, a sam se aktivira do kompleksa MAC (od engl. Membrane Attack Complex) koji
uzrokuje oSteCenje membrane i lizu stanice [23]. Stanice NK djeluju’ mehanizmom
citotoksi¢nosti posredovane protutijelima (od engl. Antibody-Mediated Cell Cytotoxicity,
ADCC). Vezanje Fc receptora stanica NK na imunoglobuline IgG1 4, IgG3/razreda potice
reakciju ispustanja perforina i granzima u ciljnu stanicu i konaénu apoptozu [24]. Ponovni
kontakt sa istim antigenom aktivirat ¢e stanice s pamcenjem te ¢e manja koli¢ina antigena
uzrokovati brzu i jacu reakciju, sa visim titrom protutijela IgG. Reakcija traje duze u odnosu na
primarni odgovor. Vrijeme poluzivota protutijela_IgG je desetak puta vece od poluzivota
protutijela  IgE razreda. LijeCenje imunosupresivnim| lijekovima ubrzava katabolizam
protutijela IgG. Veza izmedu antigena i protutijela je reverzibilna i slaba, u najvecoj mjeri ovisi
0 stupnju prostorne podudarnosti $to znaci da je veza najjaca pri najmanjoj udaljenosti izmedu
molekula.. Cvrstoéa veze, odnosn@ afiniteta protutijela, ovisio Van der Walsovim silama,
elektrostatskim silama, vodikovim vezama, hidrofobnim vezama, pH, ionskoj jakosti medija i
temperaturi. Dok afinitet definira reakeiju epitopa i paratopa, aviditet 6znacuje évrstoéu veze
antigena i protutijelas, U transplantaciji duzina hladne ishemije povecava sintezu C3
komponentne komplementawu presatku $to ima znacajan utjecaj u aktivaciji komplementa [25].
Tijekom reperfuzije .organa dolazi do stvaranja C5a i C5b-9 kompleksa koji imaju izravno
toksiéno_djelovanje na epitel bubreznih tubula Sto uzrokujedakutnu tubularnu nekrozu [26].
Mozdana'smrt davatelja povecava izrazaj nekth komponenti komplémenta poput Clq, C1r, C1s,
€2, C3, C4, C6,. faktora B kao i njihovih, gena $§to,objasnjava bolje rezultate transplantacije

organa sa zivih darovatelja [27].
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1.4. Protutijela HLA

HLA-specifi¢na protutijela nastaju kao odgovor imunosnog sustava na strane antigene
HLA. Afinitet vezanja s antigenom i razred proizvedenih protutijela ovise o tazliitim
¢imbenicima, kao §to su put imunizacije, koli¢ina i struktura stranih antigena,postojanest i
vrsta imunoloske reakcije i imunoloski status domacina. Antigeni podrazaji koji kod ptimatelja
dovode do stvaranja protutijela na nepodudarne molekule HLA mogu Se pojaviti tijekom
trudnoce, transplantacije ili transfuzije krvi. Medutim, nekibelesnicihrazviju protutijela HLA i

u nedostatku bilo kojeg od ovih imuniziraju¢ih dogadaja [28].

Protutijela se vezu na specifi¢ne epitope na povrsini HLA antigena. Epitopi mogu biti
prisutni na jednom antigenu HLA ili mogu biti zajednicki za viSe antigena. PrijasSnjih godina su
se zajednicki epitopi (za viSe antigena) definirali na temelju krizno reaktivnih skupina (engl. -
Cross-Reactive Groups - CREGs).a seroloskom testiranju [29,30]. Napredak U tehnologiji
doveo je do definiranja epitopa kao niza‘kontinuiranih kratkih linearnih sekvenci od najwvise tri
polimorfna aminokiselinska-estatka na povrsini molekule koji se nazivaju tripleti. Poslije se u
indukciji odgovora protutijelima odredilauloga epleta s obzirom na konfiguraciju, duzih i ¢esto
diskontinuiranih sekvenei polimorfnih aminokiselina koje se nalaze na polozaju dostupnom

protutijelima [31].

Danas sé za kvantificiranje nepodudarnosti izmedu epleta/tripleta HLA davatelja i

primatelja; mogukaristiti racunalni programi kao.$to su HLAMatchmaker, PIRCHE i drugi [32].

HIicAMatchmaker je strukturno utemeljen algeritam koji alele HLA smatra nizovima
razlicitth molekularnih konfiguracija koje “mogu prepoznati HLA antitijela vaZzna u
transplantaciji. To je algoritam temeljen na “eksperimentalno potvrdenim epitopima
protutijelima definiranim polimorfnim, aminokiselinama u konfiguracijama koje se nazivaju
eplets. Time je mogucée odabrati donora s\minimalnim brojem nepodudarnih antigena HLA i

izbje¢i odgovora protutijela [32,33]:

PIRCHE® je istraZivacka, potpuno digitalna tehnologija podudaranja epitopa koja se
temelji na klinickim laboratorijskim podacima i najsuvremenijim algoritmima umjetne
inteligencije. Ovaj racunalni program predvida i kvantificira pacijentov dugoro¢ni imunoloski

rizik i odgovor na strane transplantate [33].
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Tijekom posljednjih nekoliko godina, uz ulogu nepodudarnih tripleta, epleta, istrazuje se i uloga
razli¢itih  fizikalno-kemijskih svojstava nepodudarnih aminokiselina u stvaranju protutijela
HLA nakon transplantacije. Treba naglasiti da uz odredivanje epitopa i pravilnu, upotrebu
(ne)podudarnosti epitopa u klini¢koj transplantaciji treba definirati [antigenost kao i

imunogenost epitopa [34].

Klini¢ki znacaj protutijela HLA u transplantaciji organa

Protutijela HLA su znacajni cCimbenici fizika za odbacivanje presatka i
posljedicnoneuspjeh transplantacije. U transplantaciji ‘solidnih organa uvelike je prepoznata
klinicka vaznost protutijela specifiénih za nepedudarne ‘antigene HLA-A, -B, -DR i -DQ
davatelja. Patel i Terasaki su 60-tih godina proslogstoljeca prvi izvijestili da je prisutnost
protutijela primatelja na nepodudarne antigene izrazemih na donorskim limfocitima glavni
faktor rizika za trenutni gubitak pfesatka. Njihovo je otkri¢e, potvrdeno u mnogimikasnijim
studijama, bilo je toliko uvjerljivo dase ¢ak i sada procjena imunosnog fizika za primatelje
presatka i odluke o dodjeli‘bubreznih’ presadaka temelje na testu, toksi¢nosti limfoeita [35]. Pri
procjeni uloge HLA u'klini¢koj transplantaciji dva su aspekta Koja, treba uzeti u obzir. Prvi,
primatelj prepoznaje nepodudarne molekule HLA izrazene na stanicama davatelja kao tude $to
izaziva imunasni odgovor, kod primatelja. Drugi aspekt je ulogaprotutijelana molekule HLA
razreda 1 1 molekule HLA razreda II kod bolesnika kojiwec imaju protutijela HLA prije

transplantacije ili'koji razviju protutijela HLA nakon transplantacije [35].

Kad bolesnika sa odgodenom funkeijom presatka (engl. delayed graft function — DGF),
rizik od gubitka presatka dodatno se povecavaako su protutijela anti-HLA ili donor specifi¢na
protutijela anti-HLA prisutna prije,transplantacije. U prisutnosti protutijela anti-HLA ili DSA,
incidencija odbacivanja dokazanihy, biopsijom, ukljucujuéi odbacivanja posredovana
protutijelima, znacajno se povecava kod bolesnika s DGF-om i bez njega. U novije vrijeme
transplantacije, osim ne imunolo$kih.¢imbenika, i prisutnost protutijela anti-HLA razreda I i Il

prije transplantacije povecava rizik od DGF-a [36].
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1.5. Protutijela non-HLA

Protutijela koja nisu HLA protutijelapovezana su sa Sirokim rasponom autoimunih
bolesti, ali mogu biti prisutna kao rezultat stvaranja protutijela nakon transplantacije, sto je
vjerojatno povezano s pove¢anom izlozenosti antigenu u kontekstu estecenja tkiva (Slika 3.)
Moguce je da patogeni poput Epstein-Barr virusa, Parvo virusa B19,SARS-Covid 194zazivaju
imunosnu aktivaciju te pojavu autoreaktivnih protutijela usmjerenih na“endotelne stanice,
receptor za angiotenzin Il i brojne strukturne proteine ukljucujucirkolagene s posljedi¢nim
gubitkom tolerancije prema vlastitom [38]. Protutijela non-HLA mogu se klasificirati kao
aloprotutijela koja su usmjerena protiv polimorfnih@antigenakoji se razlikuju izmedu primatelja
i donora ili, ¢es¢e, kao autoantitijela koja prepoznaju vlastite antigene koji su obi¢no kripti¢ni
[39]. Ova protutijela prepoznaju non-HLA antigeneykoji se nalaze u razli¢itim tkivima i
stanicama kao S$to su endotelne vaskulasne stanice, vaskularne stanice glatkih misi¢a, tubularne
epitelne stanice, podociti, mezangijske stanice i imunoloske stanice. Budu¢i da je vaskularni
endotel glavna komponenta izmedu imunoloSkog sustava primatelja i presadenog bubrega,
ve¢ina antigena su endotelni autoantigeni koji pokreéu stvaranje  protutijelaynen-HLA.
Mehanizmi stvaranja“protutijela ‘non-HLA nisu u potpunosti jo$, razjasnjeni. Obje vrste
protutijela, i auterizaloantitijela usmjerena protiv antigena.non=HLA dijele neke zajednicke
korake u patofizioloSkom mehanizmu njihovasrazvoja. Na slici 3. prikazani su razliciti
predlozeni modeli koji uglavnom se temelje na znanstveno-istrazivackim studijama provedenim

na zivetinjskim ili ljudskim stani¢nim kulturama'[40].

Smatra se da je prvi korak u razvoju protutijela.non-HLA ozljeda endotela i izlaganje
neoantigenima ilikriptiénim antigenima. Prije transplantacije @vu je ozljedu mogao uzrokovati
jedan ili viSe ¢imbenika kao Sto s@hakutna ozljeda bubrega, kroni¢na bubrezna bolest, lupusni
nefritis, zari$na segmentalna glomeruloskleroza, dijabetes ili preeklampsija. Razvoj stvaranja
protutijela non-HLA nakon transplantacije organa slozeniji je i ukljucuje specifi¢ne ¢imbenike
povezane s transplantacijom kao §to su razlic¢iti uzroci ozljede endotela poput ishemije-
reperfuzijske ozljede, BK virusne nefropatije, akutnog pijelonefritisa presatka, protutijela anti-

HLA, odbacivanje i vrsta primijenjene imunosupresije [39].

Terasaki je jo§ 2003. zaklju€io da non-HLA imunoloski ¢imbenici viSe pridonose neuspjehu

transplantata nego protutijela HLA omjer je 40% nasuprot 20%. U razli¢itim vrstama
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transplantacije solidnih organa, utvrdeno je da su protutijela non-HLA povezana s brojnim

reakcijama posredovanim protutijelima i dugoro¢nim prezivljenjem presatka [41].

Drugi mehanizam kojim protutijela usmjerena na unutarstanicne non-HLA antigeng doprinose
odbacivanju mogla bi biti izloZzenost ovim antigenima nakon ishemijske reperfuzijske ozljede,
procesa kojim bi protutijela mogla vezati svoje mete i induciratic oStecenje stanica [41].
Dosadasnja istrazivanja pridonose sve ve¢em broju dokaza da specificna protutijela non-HLA
utjeCu na ishod presatka neovisno ali i u suradnji s pretutijelima HLA specificnim za

davatelja [42].

1.5.1. VazZnost odredivanja protutijela non-HLA u predvidanju ishoda transplantacije

Sve je vise dokaza o vaznost protutijela non=HLA u ishodu transplantacije, pa postoji
potreba za procjenom ucinkovitosti protutijela non-HLA1 funkciju presatka. Donér specificna
protutijela glavni su faktor ukljuéen u patofiziologiju odbacivanja posredovanog protutijelima
(engl.antibody-mediated rejection -fABMR).” Medutim, u posljednja dvansdesetljeéa, »od
prijavljenih slucajeva odbacivanja u nedostatku anti-HLA protutijela, pocela se prepoznavati
vaznost protutijela usmjerenih protiv antigena izvan glavnog kompleksa histokempatibilnosti.
Tako je utvrdena prisutnost protutijela non-HLA, a autoimunostise pocela bolje razumjeti u
patologiji odbacivanja. @0 danas opisano je nekeliko protutijela non=HLA protiv endotelnih,
epitelnil ili raznih proteina, a koje se moze povezati{ s,odbacivanjem’ presatka bubrega i drugih
organa»[39]. 'Za mnoge pacijente koji, imaju’ disfunkeciju presatka i pokazuju histoloske
karakteristike odbacivanja posredovanog protutijelima na biopsiji, nisu otkrivena donor
specificna protutijela HLA (engl. donor specific antibody — DSA). Mnogi non-HLA specifi¢ni
antigent izrazavaju se u vaskularnem endotelu i ¢esto se otkrivaju nakon ozljede presatka. lako
su jos$ uvijek protutijela non-HLA u fazi istrazivanja, pokazalo se da su protutijela non-HLA
povezana s disfunkcijom Hi odbacivanjem presatka [43]. Protutijela non-HLA mogu biti
usmjerena protiv auto- ili aloantigenad biti prisutna prije transplantacije ili de novo stvorena
nakon transplantacije. Pretpostavlja se da protutijela HLA i non-HLA imaju sinergisticki

ucéinak.
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Dok protutijela HLA mogu izazvati oSteCenje endotela i naknadno izlaganje

autoantigenima S§to rezultira stvaranjem autoantitijela, upalni odgovor induciran protutijelima

non-HLA moze zauzvrat pojacati ekspresiju HLA i time uciniti presadak sklo oimunom
odgovoru. [44].

A
Prije transplantacije
akm»ﬁ Iiuhmreﬂfnu Nakon transplantacije
oitecenje, ish satka
kroniéna holest bubrega [ OStecenje endotela Tﬁﬁfﬂr:
preeklamsija protutijela anti- HLA
Lupus imunosupresija
Dijabates
Ekspresija
neoantigena

Molekularni uzroci Izvanstanitne Autoantigeni .‘__,I. Alpantigeni

oftedenja vezikule
Indirektni put Non-HLA
prepoznavanja antigena — | polimorfnd
I aloantigeni
Primateljeve antigen
prezentirajute stanice Bubreini presadak
- bez oitecenja
endotela
Aktivacija T-stanica ‘
Intramolekularmo i

Aktivacija B-stanica Diferencijacija t-
| ‘ pomoénih stanica | intermolekularno firenje epitopa

1
B

Slika 3. Mehanizmi stvM non-HLA. [Preuzeto i prilagodeno prema 39].

Gubitak samotolerancije
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U proteklom desetlje¢u razvoj testova za otkrivanje i probir protutijela omogucio je
identifikaciju sve veceg broja protutijela non-HLA. Kontinuirano se ulazu napori za razvoj
pouzdanih i osjetljivih dijagnostickih testova za odredivanje specifi¢nosti protutijelasnon-HLA.
Ovo je bitno s obzirom na tehnicke poteskoce testova i velike varijagije u prijavljenim pojavama
protutijela. Osim toga, vazno je uzeti u obzir specifi¢nost davatelja kake bi se izvukli‘klinicki

relevantni zakljucci iz analiza protutijela non-HLA [45].

Unato¢ velikom broju dostupnih testova, probir naprisutnst protutijela non-HLA jos
se uvijek rutinski ne upotrebljava u klinickoj praksi u transplantacijskoj medicini [40]. Danas
na trzi$tu postoji viSe komercijalno dostupnih testovakoji se upotrebljavaju za odredivanje
specifi¢nosti protutijela non-HLA. Nekoliko je relevantnilgstani¢nih testova (citotoksi¢ni
testovi ili protocni citometrijski testovi unakrsne podudarnosti) i testova ¢vrste faze (Luminex,

enzimski imunosorbentni testovi) kojismegu odrediti potencijalno aloreaktivna protutijela [40].

Komercijalni testovi za odredivanje, protutijela non-HLA razvijeni su i dalje se
razvijaju s ciljem pruzanjasprecizne i standardizirane analize potrebne za procjenu rizika
odbacivanja organa i, drugih ‘komplikacija povezanih s transplantacijom. Svi“ti testovi
omogucuju odredivanje specificnosti-protutijela non-HLA u serumu pacijenata prije ili nakon

transplantacijes [40,45].

1.5:2. Tipovi protutijela non- HLA u transplantaciji bubrega
Do danas je dokazano da u transplantaciji bubrega nekoliko protutijela non-HLA ima

kljucnu ulogu.

Anti-endotelna stanicna protutijelay(AECA) ciljaju endotelne stanice koje oblazu krvne zile.
Mogu pridonijeti vaskularnej upali i disfunkciji presatka [39,40]. Protutijela protiv receptora
angiotenzina Il tipa 1 (AT1R) wezu se za receptore angiotenzina II tipa 1, §to dovodi do
vazokonstrikcije i upale. Povisene Koncentracije AT1R povezane su sa odbacivanjem
posredovanim protutijelima i losijim ishodima presatka [39,40]. Protutijela protiv glavnog
histokompatibilnog kompleksa razreda I (MICA): mogu uzrokovati odbacivanje i gubitak
presatka. MICA je antigen non-HLA s ekspresijom na endotelnim stanicama. Protutijela protiv
perlekana: mogu doprinijeti glomerulopatiji i odbacivanju bubreznog presatka. Perlekan je

proteoglikan koji se nalazi u glomerularnoj bazalnoj membrani. [39]. Povecane koncentracije
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serumskog katepsina L, protutijela Perklan/LG3 i urinarnog LG3 zabiljezene su kod primatelja

bubreznog presatka s vaskularnim odbacivanjem, $to je ukazalo da protutijelo LG3 moze

presatka i nizom funkcijom presatka 1 godinu nakon transplanta
agrina opisana su kod transplantiranih bolesnika s glomerulopa cajkom kroni¢nog
ogu se klasificirati
a - [39]. Kolagen tipa IV
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja bili su:

1. Ispitati specificnosti i svojstava aktivacije komplementa protutijela non*HLA, kao i
protutijela HLA sustava u oboljelih od terminalne bubrezne bolestikoji se nalaze na listi
¢ekanja za transplantaciju bubrega.

2. Odrediti korelaciju izmedu protutijela non-HLA 1 komplementivezujuéih protutijela non-
HLA

3. Odrediti korelaciju izmedu odredenih specifiénostt anti-HLA 1 protutijela non-HLA

4. Odrediti korelaciju protutijela non-HLA sa ' osnevnom bolesti, prethodnim
imuniziraju¢im dogadajima, metodom 1 vremenskim periodom dijalitickog lijecenja.

Usporediti rezultate ovog istrazivanja s dostupnim podacima iz literature

Osnovna hipoteza ovog istrazivanja bila je dau bolesnika izloZzenih nekom od imunizirajucih
dogadaja (prethodne trudfioCe, transplantacije, transfuzije) dokazat ¢e se prisutnost.protutijela
na antigene HLA. U ve€ine bolesnika u zavrsnom stadiju bubrezne bolestiskoji su ukljuceni u
listu ¢ekanja za transplantaciju bubrega dokazat ¢e se prisutnestprotutijela non-HLA.

Specifi¢nost protutijéla non-HLA bit ¢e Sirokog spektra, ameka od protutijela imati ¢e i svojstvo

aktivacije komplementa te potencijalno klini¢ku vaznost utransplantaciji bubrega.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno na uzorcima bolesnika koji su tijekem 2022/goding bili na
listi ¢ekanja za transplantaciju bubrega u Klinickom bolnickom céntru (KBC) Rijeka.Na listi
¢ekanja za transplantaciju bubrega tijekom 2022. godine bio je prijavljen 81 bolesnik. U
istrazivanje su uklju¢ena 74 bolesnika, starija od 18 godina, Ciji sug uzorci seruma prije
transplantacije testirani najmanje dva konsekutivna puta u godini metodom CDC i Luminex
tehnikom uz dostupne podatke o prethodnim imunizirajucim dogadajima. Uzorci seruma
rutinski su testirani u Laboratoriju za tipizaciju tkiva KBC-a Rijeka u svrhu probira na prisutnost
i odredivanje specifi¢nosti protutijela anti-HLA, koje se provodi svaka tri mjeseca, tj. Cetiri puta
godi$nje. Ovo istrazivanje provedeno J€ na uzorcima seruma iz 2022. godine; uykojima je
metodom CDC dokazana imunizaCija u najveé¢em postotku (% PRA) i dokazan najvecipostotak
virtualnog PRA pomoc¢u Luminex tehnike. Kod neimuniziranih ispitanika odabran je posljednji

testirani uzorak seruma koji zadoeveljava ukljucivanje u istrazivanje.

Svi serumi.ispitanika u ovom istrazivanju testirani_su.na prisutnost protutijela anti-
HLA i na protutijela’ non-HLA. Testiranja su provedena u Laboratoriju za tipizaciju tkiva,
KliniCkog zaveda za transfuzijsku medicinu KBC-a Rijeka prema zahtjevima Eurotransplanta,
(¢iji ¢lan je inLaboratorij za tipizaciju tkiva Rijeka), Sto znaci da se od svih histokompatibilnih
i‘imunogenetskih laboratorija trazi da provede testiranje protutijela anti-HLA koriste¢i serume
prethodno tretirane s etilendiamintetraoctenom kiselinom (EDTA). Od svih tretiranih seruma

se je'nakon centrufugiranja odvojilo 38 pl seruma ukoji je dodano 2 ul 6% otopine EDTA.

Za potrebe ovog istrazivanja, na temelju uobicajenih postupaka Eurotransplanta,
dijagnoze su podijeljene u tri skupine: tmunoloske, neimunoloske i upalne. Opis dijagnoza u
pojedinoj skupini naveden je u Prilegu. Iz anamnestickih podataka dobiveni su podaci o tome

jesu li na dijalizi i za one koji jesu kojom metodom se lijece i koliko dugo.
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3.1.1. Ukljucni i iskljucni kriteriji
Ukljuéni kriteriji: Bolesnici stariji od 18 godina, €iji su uzorci prije transplantacije

testirani najmanje dva konsekutivna puta u godini metodom CDC i tehnikom Luminex u KBC-
u Rijeka uz dostupne podatke o prethodnim imuniziraju¢im dogadajima.lskljuc¢ni‘kriteriji: U
istrazivanje nije ukljuceno Sest bolesnika s liste cekanja koji nisu zadevoljili gore nayedene i
postavljene uvjete, odnosno testiranje nije bilo provedeno ili je bilogprovedeno samodjelomic¢no
(osobe testirane manje od 2 puta u godini, uzorci bolesnika nisu testirani swim navedenim
metodama), bolesnici mladi od 18 godina, nema dostupnih«elevantnih anamnestickih podataka,

dio testiranja provedeno u drugom centru, preminuli bolesnici‘tijekom 2022. godine.

3.1.2. Eticka nacela istraZivanja
Suglasnost ispitanika za sudjelovanje u istrazivanju nije bilo potrebno jer se radi o

anonimnom istrazivanju, te je na sjednici Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra
Rijeka Klasa: 003-05/22-1/91, Urfroj:2170-29-02/1-22-2 odrzanoj 19.kolovoza 2022 godine

izdano odobrenje za provodenje istrazivanja.

Podaci su prikupljeni u skladu's temeljnim etickim i bioeti¢kim principima = osobni
integritet (autonomnost), pravednost, ‘dobrocinstvo i neskodljivost = u skladu S*Nirnberskim
kodeksom i najhiovijomirevizijom Helsinske deklaracije, a gSigurana,je zastita tajnosti podataka

dobivenih u istrazivanju.
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3.1.3. Plan provodenja testiranja
Plan provedenog istrazivanja shematski je prikazan na Slici 4.
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non-HLA non-HLA
C3d - negativni C3d - pozitivni

ika 4. Sh ski prikaz plana izvodenja testiranja
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3.2. Upotrebljavani reagensi, kemikalije i materijal
Naziv

RPMI 1640(N)

DT-Dithiothreitol

L-Cystine

Trypan blue 3%0

Zecji komplement, liofiliziran (5 x 1 ml)

Natrij cloridi infundibile

Pozitivna IgG kontrola

Pozitivna IgM kontrola

Negativna kontrola: Humani AB serum
Hanks solutio — HBSS

Terasakijeve ploCice

EDTA - Etilendiamintetraoctena kisglina
Lifecodes Single Antigen Class h— LSA|
Lifecodes Single Antigen,Class 11'= LSA 11
Lifecodes NonsHLA Antibody Kit — LNHLA
LIEECODES C3d¢ Detection Kit
LIFECODES 'Lifescreen Deluxe Kit

HTS Millipore Multiscreen BV/ND Plates
SEALING TAPE Corning Thermowell
Silverseal sealeraluminium

Sheat Fluid PLUS

Luminex 200 Calibration Kit

Luminex 200 Performance Verification Kit
70 % Alkohol

10 % Varikina

Nastavci za pipete

Proizvodac
Lonza, Njemacka
Merck, SAD
Merck, SAD
Merck, SAD

Inno-tram Diagnostik; Njemacka
Hrvatski zavod.za transfuzijsku medicinu,
Hrvatska

Inno-train Diagnostik, Njemacka
ET Leiden-NL, Nizozemska
ZZTM-LTT Rijeka

Euroclone, Italija

Sarstedt, Njemacka

Merck Milipore, SAD

Immucor, GTI Diagnostics,"SAD
Immucor GTI Diagnostics, SAD
ImmuecorGT I Diagnostics, SAD
Immucor GT1 Diagnostics, SAD
Immucor GT1 Diagnostics, SAD
Merck Milipore, SAD
GREINER BIO-ONE, Austrija
GREINER BIO-ONE, Austrija
Immucor GTI Diagnostics, Inc.
Luminex / DiaSorin, Italija
Luminex / DiaSorin, Italija
KBC-RI -Ljekarna

TKI HRASTNIK d.d., Hrvatska
Eppendorf, Austrija
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3.3. Metode

3.3.1. Probir seruma na protutijela anti-HLA

U Laboratoriju za tipizaciju tkiva KBC-a Rijeka napravljen je jrobir seruma na
prisutnost protutijela anti-HLA i odredivanje njihove specifi¢nosti w bolesnika sikljucenih na
Listu ¢ekanja za transplantaciju bubrega u redovitom intervalu svaka tri,mjeseca (Cetiri puta

godisnje). Probir se izvodio usporedno metodom CDC-a i Luminex tehnologijom.

3.3.1.1. Testiranje metodom limfocitotoksicnosti ovisnefo komplementu (metoda CDC)

Serumi bolesnika testirani su pomoc¢u panela limfocita s/poznatim antigenima HLA.
Limfociti iz panela inkubirani su sa serumima, a zatim jerdodan zecji serum kao izvor
komplementa. Ako su u serumu bila prisutna limfocitotoksi¢na protutijela, ona su se vezala za
specifi¢an antigen HLA na membranilimfocita, $to je aktiviralo kaskadu komplementa i ostetilo
membranu stanice stvaranjem zavrsnog/kompleksa. Za prikaz ostecenih i/ili mrtvihystanica
upotrebljavale su se vitalne boje (tripafn plavo, €ozin) koje prodiru u limfocite Kroz oste¢enja na
membrani i boje ih, stoge vidljivo pediinverznim mikroskopom. Test se izvodiozna sobnoj
temperaturi (20°C — 25°C).

Rezultati testa» ocitami, su inverznim mikroskopom prema bodovnoj skali odnosa
ostecenih i vijabilnih limfocita prema slijede¢en:
0 = rezultat se ne moZe interpretirati
=, 0% - 10% mrtvih stanica
= 11% - 20% mrtvih stanica
21% - 50% mrtvih stanica
= 51% - 80% mrtvih stanica

=  81% - 100% mrtvih'stanica

o O /iB N =
I

Na Slici 5 shematski su prikazani postupci izvodenja testiranja metodom CDC. Slika
6 prikazuje Zive limfocite (rezultat prema bodovnoj skali = 1), a Slika 7 prikazuje mrtve

limfocite obojane tripan plavom bojom (rezultat prema bodovnoj skali = 8).
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Shematski prikaz:

1.stupanj

reakcija
antigen-protutijelo

Inkubacija antigen + protutijelo (30 minuta)

2.stupanj
Inkubacija antigen-protutijelo + ze¢ji serum (60 minuta)

oStecenje
limfocita
djelovanjem
komplementa

3.stupanj
Dodavanje vitalnih boja

vizualizacija
ostecenih
limfocita

Slika 5#Shematskinprikaz izvodenja testa CDC prikazanog po stupnjevima

" b |
E 4
Slika 6. Zive stanice — limfociti Slika 7. Mrtve stanice — limfociti
(fotografija A. Muji¢ Franic) (fotografija A. Muji¢ Franic)

Probir seruma ispitanika metodom CDC provodio se pomo¢u panela limfocita koji je
obuhvatio 50 razli¢itih davatelja limfocita. Panel limfocita poznatih antigena HLA odgovara
sastavu i ucestalosti koja se pojavljuje u populaciji stanovnistva u Republici Hrvatskoj [46].

Svi serumi ispitanika koji su ukljuceni u probir testiraju se sa svim limfocitima iz panela
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standardnom metodom CDC. Rezultati su ocitani i prikazani kao postotak panel reaktivnih
protutijela (% PRA) koji odrazava stupanj imunizacije. Pozitivan rezultat testiranja metodom

CDC definiran je kao postotak reaktivnih protutijela veé¢i od 3%.

Stvorena protutijela anti-HLA mogu biti razreda IgM i/ili IgG. Smatra se'da protutijela
razreda IgM, za razliku od IgG protutijela, nemaju Stetan u¢inak udransplantaciji.bubrega. Za
odredivanje razreda kojem pripadaju stvorena protutijela anti-HLA, uzorci Se testiraju sa i bez
dodatka 2,3-dihidroksi-1,4-ditiolbutana (engl. dithiothreitol=DTT)[46]. DTT razara disulfidne
veze u proteinu, pa tako i u molekuli IgM, te se ona raspada naimonomere. Koncentracija DTT-
a podesena je tako da razgradi disulfidne veze molekule IgM, ali ne'i veze unutar protutijela
IgG. Na ovaj nacin se u serumu ispitanika inaktiviraju samo protutijela razreda IgM, dok
protutijela IgG ostanu intaktna. L-cCistein $titi komponente komplementa od djelovanja DTT-a.
DTT se dodaje prije prve inkubacije{antigen + protutijelo), dok se L-cistein dodaje u drugoj
inkubaciji neposredno prije komplementa. Prisutnost protutijela anti-HLA i odredivanje
specifi¢nosti temelji se na analizi pozitivnih reakcija sa i bez DTT-a. Ako su'u serumu prisutna
protutijela anti-HLA razreda 1gG;, pozitivha reakcija metodom CDC bit ¢e prisutnasi‘sa i bez
DTT-a. Ako je reakcija pozitivna bez DTT-a, a negativna s DTT-0m, U S€rumu. Su prisutna
protutijela razreda IgM [46]). Probir seruma metodom CDC s,nesepariranim limfocitima
(ukupna populacijadimfetita T i B) omogucio je.odredivanje iskljugivo protutijela anti-HLA
razredad, buduéi da se antigeni HLA razredafhnalazé u membranama limfocita T i limfocita B.

Zbegtoga su, esim metodom CDC, svi serumi iSpitanika testirani i tehnikom Luminex.

3.3.1.2. Probir seruma na protutijela anti-HLA razreda "1 razreda I1 testom LMX

Probir seruma na prisutnest protutijela anti-HLA tehnikom Luminex napravljen je na
dvije razine. Prva razina bila je probirseruma na prisutnost ili odsutnost protutijela anti-HLA.
Ovaj probir ucinjen je pomoéu komereijalno dostupnog seta Lifecodes Lifescreen Deluxe
(Immucor GTI Diagnostics, SAD) =LkMX.

Test LMX se sastoji od setova mikrosfera konjugiranih s antigenima HLA razreda | i

razreda Il. Pomocu njega odredivala se prisutnost protutijela IgG u serumu bolesnika.
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Postupak:

Tubice s mikrosferama centrifugirane su 30 sekundi na 600 — 800 RCF i zatim
vorteksirane barem 1 minutu kako bi se resuspendirale mikrosfere. Otopina konjugiranog
proteina anti-ljudskog konjugata pripremljena je tako da je za svaki uzorak pipéetirane 5 pl
konjugata + 45 pl pufera za ispiranje. U jazice mikrotitarske plo¢e‘dodano je 100 = 300 pl
destilirane vode, koja je nakon dviju do pet minuta uklonjena odsisavanjem, pomoeéu vakuum
pumpe. U svaku jaZicu zatim je pipetom dodano 40 pl pufera za ispiranje. U odgovarajuce jazice
na plo¢i pipetirano je po 12,5 pl negativnog i pozitivnog‘kontrolnog seruma, a zatim i po 12,5
pl seruma ispitanika . Na kraju je u svaku jazicu dodano po 5 gal dobroworteksiranih mikrosfera.
Plocica je prekrivena zastitnom neprozirnom felijom te je inkubirana 30 minuta na sobnoj
temperaturi na laboratorijskoj tresilici u mraku (600 RPM). Nakon inkubacije ploc¢e su isprane
s puferom za ispiranje 4 puta, tako da je svaka jazica prvi put isprana sa 100 pl pufera za
ispiranje, a zatim sa 250 pl joSArt puta: Zatim je u jazice dodano 50 pl pripremljenog
razrijedenog konjugata. Plocica'je zatim prekrivena zastitnom neprozirfiom folijom te je
inkubirana 30 minuta na.sobnej temperaturi na laboratorijskoj tresilici (600°RPM)./Nakon
inkubacije mikrosferesu dodatno razrijedene s po 130 ul pufera za ispiranje u svaku jazicu.

Pripremljeni uzorci oc€itani su pomocu uredaja Luminex 200 (Luminex/DiaSorin, ltalija).

Svako testiranjeqpraceno je sustavom kentrole u €ilju provijete aktivnosti reagensa te
potvrdeddobre tehnicke dzvedbe testa. Konaéni rezultati testa LMX/izrazeni su kao pozitivni
odnesne negativni za prisutnost protutijela anti*HLA razreda 1" 1/ili razreda Il (kvalitativna
metoda). Rezultati,su evaluirani kompjuterskim programom MATCH IT! Antibody (Immucor
GTI Diagngstics).

3.3.1.3. Odredivanje specificnosti protutijela anti-HLA testovima LSA I i LSA 11

Na uzorcima ¢iji je rezultat testom, LMX bio pozitivan, testiranje se nastavilo drugom
razinom testiranja — odredivanjemyspécificnost protutijela anti-HLA razreda | i Il pomocu
testova Lifecodes Single Antigen — LSA 1'i /ili LSA Il (Immucor GTI Diagnostics, SAD). Ovi
testovi sadrzavali su setove mikrosfera konjugiranih s molekulama HLA samo jedne
specifi¢nosti. LSA T (od engl. Lifecodes Single Antigen Class 1) sadrzi setove mikrosfera od
kojih je svaki set oblozen antigenima HLA razreda I razli¢itih specificnosti. LSA II (Lifecodes

Single Antigen Class I1) sadrzavao je setove mikrosfera oblozenih antigenima razreda II. Za
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razliku od testova LMX molekule HLA u testovima LSA su prociséeni rekombinantni
glikoproteini. Ovim testovima odredene su specifi¢nosti protutijela IgG u serumu ispitanika

stvorenih na antigene sustava HLA razreda | i Il.

Sustav kontrole pri provodenju testova LSA ukljucuje i, testiranjef pozitivnog i
negativnog kontrolnog seruma (komercijalni pripravci). Pozitivna. kontrola bila je mikrosfera
oblozena s humanim IgG imunoglobulinom, a sluzi za provjeru reakCije konjugata s
protutijelom HLA imunokompleksa. Negativna kontrolnasmikrosfera nijebila konjugirana s
molekulama HLA.

Postupak:

Tubice s mikrosferama centrifugirane su 30\sekundi na 600 — 800 RCF i zatim
vorteksirane barem 1 minutu kako_biwse resuspendirale mikrosfere. Otopina kenjugiranog
proteina anti-ljudskog konjugata pripremljena je tako da je za svaki uzorak pipetirano 5 pl
konjugata + 45 ul pufera za ispiranje. U jazice mikrotitarske ploce dodano je 100 — 300 pul
destilirane vode koja je nakon‘dviju do pet minuta uklonjena“edsisavanjem pomoéu‘vakuum
pumpe. U svaku jazicu je zatim pipetom dodano 40 pl dobro vorteksiranihsmikrosfera. U
odgovarajuce jazice na,ploci pipetirano je po 10 pl negativneg i pozitivnog kontrolnog seruma,
a zatim i po 10 pl seruma‘ispitanika. Plocica je prekrivena zastithomgeprozirnom folijom te je
inkubirana 30 ‘'minuta na sobnoj temperaturidna labaratorijskoj tresilici, u mraku (600 RPM).
Nakomiinkubagije ploce su isprane s puferom za'ispiranje 4 puta tako da je svaka jazica pri put
isprana sa 200 pl pufera za ispiranje, a zatim sa 250 uhjos tri puta. Zatim je u jazice dodano 50
Hl pripremljenog razrijedenog konjugata. Plocica je zatim prekrivena zastitnom neprozirnom
folijomte je inkubirana 30 minutana sobnoj temperaturi na laboratorijskoj tresilici (600 RPM).
Nakon inkubacije mikrosfere su dodatno razrijedene s po 130 pl pufera za ispiranje u svaku
Jazicu. Pripremljeni uzorci o€itani su pomoéu uredaja Luminex 200 (Luminex/DiaSorin, Italija).
Rezultati su evaluirani kompjuterskim programom MATCH IT! Antibody (Immucor GTI

Diagnostics).

3.3.1.4. Odredivanje prisutnosti i specificnosti 1gG protutijela non-HLA testom LNHLA
Svi uzorci seruma ispitanika ukljuceni u 0vo istrazivanje testirani su testom Lifecodes
Non-HLA Antibody Kit (LNHLA) (Immucor GTI Diagnostics) za odredivanje prisutnosti [gG

29



protutijela non-HLA. Test LNHLA sastoji se od setova razli¢itih mikrosfera na koje su
konjugirani proc¢iséeni rekombinantni ili komercijalno dostupni proteini izvan sustava HLA. U
testu se nalazi 60 razli¢itih antigenskih determinanti non-HLA vezanih na mikKrosfere ¢ime je
bilo omoguéeno odredivanje 60 specifi¢nosti protutijela non-HLA#(Prilog 2). Sustav koentrole
ukljucivao je i testiranje pozitivnog i negativnog kontrolnog seruma (kamercijalni pripravci). U
reakciji s kontrolnim serumima vrijednosti MFI pozitivne kontrolne mikrasfere morale su biti
> 10 000. Negativna kontrolna mikrosfera nije bila konjugirana,s molekulama non-HLA.
Testiranja su napravljena na aparatu Luminex 200 (Luminex/DiaSorin, Italtja). Rezultati testa
LNHLA evaluirani su kompjuterskim programom MATCH IT! Antibody (Immucor GTI
Diagnostics).

Postupak :

Tubice s mikrosferama centrifugirane su 30 sekundi na 600 — 800 RCF, i zatim
vorteksirane barem 1 minutu kako bise resuspendirale mikrosfere. Otopina 1gG konjugata
pripremljena je tako da je zassvaki uzorak pripremljeno 5 pl konjugata + 45wul pufera za
ispiranje. U jazice mikrotitarske “plece dodano je 100 — 300 ul destilirane vode koja je nakon
dviju do pet minuta uklonjena odsisavanjem pomoc¢u vakuum pumpe. U svaku jazicu zatim
pipetom je dodano 40 pl dobro vorteksiranih mikrosfera. U odgovarajuée jazice na ploci
pipetirano je po. 20 pl negativnog i pozitivnog kentrolnog seruma, a zatim i po 10 ul seruma
ispitanika. Ploc¢ica je'prekrivena zastitnom neprozirnomyfolijomite je inkubirana 30 minuta na
sobnoj temperaturi na laboratorijskoj tresilicipu mraku (600°RPM). Nakon inkubacije ploce su
isprane puferom za ispiranje 4 puta tako da je'svaka jazica pri put isprana sa 100 pl pufera za
ispiranje;’a zatim sa 250 pl jo$ tri puta. Zatimyjéru jazice dodano 50 pl pripremljenog
razrijedenog konjugata. Plocica jenzatim prekrivena zastitnom neprozirnom folijom te je
inkubirana 30 minuta na sebnoj temperaturi na laboratorijskoj tresilici (600 RPM). Nakon
inkubacije mikrosfere su dodatne razrijedene s po 130 pl pufera za ispiranje u svaku jazicu.
Pripremljeni uzorci ocitani su pomocu uredaja Luminex 200 (Luminex/DiaSorin, lItalija).
Rezultati su evaluirani kompjuterskim programom MATCH IT! Antibody (Immucor GTI

Diagnostics).
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3.3.1.5. Odredivanje prisutnosti komplement vezujucih protutijela non-HLA

Za odredivanje ima li dokazano protutijelo non-HLA svojstvo aktivacije komplementa,
serumi svih ispitanika testirana su eksperimentalnim testom (LNHLA+C3d). Radi se o
modificiranom testu LNHLA u kojem je umjesto 1gG konjugata u/drugoj inkubaciji
upotrijebljen konjugat anti-C3d iz komercijalnog testa Lifecodes C3d Detection (Immucor GTI
Diagnostics). Ovaj test time je postao kvalitativni test za otkrivanje komplementa vezanog na
kompleks antitijelo/antigen u ljudskom serumu. Uz konjugat ‘anti-C3d (anti-ljudsko C3d
protutijelo konjugirano s fikoeritrinom) u eksperimentalnom testu, upotrebljavani su i pozitivna
kontrolna mikrosfera C3d, mjeSavina seruma netransfundiranih, muskaraca kao izvor

komplementa iz komercijalnog testa Lifecodes C3d Detection Kit/(Immucor GTI Diagnostics).

Postupak:

U jazice mikrotitarske plo¢e dodano je 100 — 300 ul destilirane vode Koja je nakon
dviju do pet minuta uklonjena odsisavanjem pomocu vakuum pumpe. U svaku jazicu dodano je
po 32 ul dobro vorteksiranih.mikrosfera sa specificnostima non-HLA izdesta LNHLA i 0,8 ul
pozitivne kontrolne mikrosfere C3d. Pipetirano je po 8 ul negativhog i pozitivnog kontrolnog
seruma, a zatim po 8 pl seruma ispitanika. Plocica je prekrivena zastitnem neprozirnom folijom
te je inkubirana’'30 minuta na sebnoj temperaturi na laboratorijskoj tresilicin(600 RPM). Nakon
inkubacije u|svaka jazicu dodano je po 24 ybkomplement seruma (C3dCS). Plocica je
prekrivenazastitnem neprozirnom folijom te je inkubirana 30:minuta na sobnoj temperaturi na
laboratorijskojtresilici (600 RPM). Nakan inkubacije ploce su isprane s puferom za ispiranje 4
puta tako da je svaka jaZica pri put isprana sa,100 plpufera zaispiranje, a zatim sa 250 ul jos
triputa. Nakon Cetvrtog ispiranja pipetirano je po 40 pl nerazrijedenog C3d konjugata po jazici.
Plocica je prekrivena zastitnom seprozirnom folijom te je inkubirana 30 minuta na sobnoj
temperaturi na laboratorijskoj tresilici (600 RPM). Nakon inkubacije uzorci su isprani dva puta,
prvi put sa 100 pl, a zatim sa250 pl puferaza ispiranje. Nakon razrjedivanja mikrosfera sa 160
pl pufera za ispiranje sadrzaj u jazicama je promijesan i pripremljeni uzorci o€itani su pomocu
uredaja Luminex 200 (Luminex/DiaSorin, Italija). Rezultati su analizirani primjenom

statistickih metoda opisanih u sljede¢em poglavlju.

31



3.3.2. Statisticke metode

3.3.2.1.. Velicina uzorka
Za izracun veli¢ine uzorka za procjenu proporcije upotrebljavana je formula:

n=N*X/(X+N-1),
gdjeje X =Zu2?*p* (1-p) /E,

pri ¢emu je: n - veli¢ina uzorka, N - veli¢ina populacije, Za» - kriticna vrijednost normalne

raspodjele pri 0/2, p - pretpostavljena proporcija i E - pogreska procjene [47]

Uz interval pouzdanosti od 95%, vrijednost Zqz je 1,96 (pristazini znacajnosti istraZivanja
a = 0.05), te pretpostavljenu proporciju od 4 % — 34 %, potrebna veli¢ina uzorka krece se od 24
do 57 uzoraka, ovisno o pretpostavljenej,proporciji. Opcenito, protutijela anti-HLA detektiraju
se uoko 15— 25 % [47] ispitanika./Ako sejpretpostavi ta proporcija, preporucena veliina uzorka
je od 49 do 54 uzorka.

3.3.2.2. Opcenite statisticke metode

Podacissu prikazani tabli¢no 1 graficki. Kategorijski'podaci prikazani su apsolutnim i
relativnim frekveneijamar Izravnim brojenjem aitvrdene su apsolute frekvencije sljedecih
kategorijskih podataka:/broj ispitanika s pozitivnim, i negativnim/rezultatima testova, broj
specifiénosti wprotutijela anti-HLA, 1gG pretutijela® non-HLA i komplement-vezujuéih
protutijela.mon-HEA, broj pojedinih imunizirajuc¢ih dogadaja. Relativne frekvencije izracunate
su dijeljenjem apsolutnih frekvencija s brojem ispitanika u cijelom istrazivanju ili pojedinoj
podskupini. Za ucestalosti kontinuiranih varijabli edreden je 95%-tni interval pouzdanosti uz
binomnu aproksimaciju.

Od veli¢ina deskriptivne statistike upotrebljavani su: srednja vrijednost, medijan,
minimum, maksimum te standardna.devijacija.

Razlike broj¢anih varijabli testirane su Fisherovim egzaktnim testom, dvostranim t- te
testom za dvije proporcije, testovima Mann-Whitney U i Kruskal-Wallis te point-biserijalnim

koeficijentom korelacije.
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Podaci dobiveni ovim istrazivanjem obradeni su u statistickim programima MedCalc Statistical
Software version 22.021 (MedCalc Software, Ostend, Belgium) i SPSS Statistics 29 (IBM Corp.
Released 2022. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 29.0. Armonk, NY: IBM, Corp.).

3.3.2.3. Statisticke metode u odredivanju komplement vezujucih protutijela non-HLA

Pocetna obrada podataka napravljena je upotrebom programskog jezika Phyton, verzija
3.12  (Python  Software  Foundation, @ SAD. Python  Language  Reference,
https://www.python.org/) pomoéu paketa NumPy, verzija 1.26.2, za rad s numeri¢kim
podacima (https://numpy.org/) i paketa Seaborn, verzija 043.1, zawizualizaciju statistickih
podataka (https:// seaborn.pydata.org/). Za statisticCku obradu rezultata odredivanja svojstva
IgG protutijela non-HLA za vezanje komplementa upotrebljavani su podaci testiranja za IgG i
C3d svih mikrosfera u panelu za svakog pacijenta. Svaki izmjereni podatak za IgG obuhvacao
je rezultat MFI dobiven direktnimdoCitavanjem testa LNHLA. Takoder, koristeni suspodaci o
tome je li pojedina mikrosfera pozitivna ili negativna za IgG protutijelo na antigen non-HLA
konjugiran na tu mikrosferu, dobivent iz MATCH IT! Antibody,programa za analizu rezultata.
Za testiranje LNHLA%C3d svaki vizmjereni podatak obuhvacaohje rezultat MFI dobiven
direktnim ocitavanjem rezultata testa Luminex aparatom..Statisticka obrada napravljena je
posebno za svaki 0d60 antigena non-HLA u panelu. Svaka pojedinacna obrada podataka za
pojediniantigendukljucivala je podatke za svih 74, pacijenata u istrazivanju grupirane u 3
skupine: numericki rezultat MFI za [gG testiranje, kvalitativno pozitivan ili negativan za IgG,

te numericki rezultat MFI za C3d testiranje:

Jedan od glavnih zadataka ovog istrazivanja bio je odrediti grani¢nu vrijednost U testu
LNHLA+C3d kojim bi se razluéivali C3d-pozitivni(aktiviraju komplement) od C3d-negativnih
uzoraka ispitanika (ne aktivirajukemplement). Najprije su podaci statisticki obradeni
metodama procjene gustoce pemocu jezgre (engl. Kernel density estimation, KDE) [48-51] i
Gaussovog mijeSanog modela [51,52]Kojima su dobivene potencijalne grani¢ne vrijednosti. Za
procjenu hipoteze dolazi li uzorak pojedinog ispitanika iz populacije s normalnom raspodjelom
upotrebljavan je Shapiro-Wilkov statisticki test [53]. Mann-Whitney U test ommogucio je
usporedbu razlika izmedu dva neovisna uzorka [54]. Za svaku potencijalnu grani¢nu vrijednost,
za svaki antigen non-HLA napravljena je posebna matrica konfuzije. One vrijednosti koje su

najbolje za odabir kao grani¢ne vrijednosti u odredenom medicinskom istrazivanju, uobicajeno
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pokazuju najvecu vrijednost za Youdenov indeks [55] i Matthewsov koeficijent korelacije (engl.
Matthews correlation coefficient, MCC) [56,57]. U ovom istrazivanju, kategorija ,,lazno
negativni® iz formula za Youdenov indeks i MCC, nije prikazivala gresku ai testiranju, veé
grupirala ispitanike koji su stvorili 1gG protutijela non-HLA, nozoja ne vezu Komplement.
Zbog toga je definirana posebno prilagodena varijanta vrijednosti MEC, MCCaq; (0d engl.
adjusted, prilagodeno), koja tu ¢injenicu uzima u obzir. Formula za izracun koeeficijenta MCCagj

jest:

(TP * TN)
\ (TP + FP) (EP) (TN +EP) (TA)

MCCadj =

gdje su: TP = IgG-pozitivan i C3d-pozitivan rezultat, (iznad vrijednosti za grani¢nu vrijednost
koja se ispituje), TN = IgG-negativan i C3d-negativan rezultat (ispod vrijednosti za grani¢nu
vrijednost koja se ispituje), FP = IgG-negativan i C3d-pozitivan rezultat te FN = [gG-pozitivan
i C3d-negativan rezultat.

Ova vrijednost je upotrebljavana kao osnova za odredivanje koja, potencijalna vrijednost za
grani¢nu vrijednost je najbolja. U pojedinim slu¢ajevima, kad je vise vrijednosti pokazivalo
najbolju vrijednost MCC.gj, definiran je raspon u kojem se stvarna grani¢na vrijednost
vrijédnost najvjerojatnije nalazi. Vrijednosti MCCaqj kreéu se od 0 do 1, gdje 1 oznacava

savrSeno predvidanje;a 0 potpuno neslaganje 1izmedu predvidanja.iopazanja.
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4. REZULTATI

4.1. Osnovna obiljeZja ispitanika

U ovo istrazivanje bilo je uklju¢eno 74 ispitanika, 50 (67,6 %)muskaracai24 (32,4 %)
zene, od kojih su prikupljeni uzorci seruma. Svi ispitanici bili®su ma listi, Cekanja za
transplantaciju bubrega u KBC-Rijeka. Prosjecna starost ispitanika bila je 56,1 + 12,8 godina,
a medijan 58 godina. Najmladi ispitanik imao je 21, a najstariji, 77 godina.

Na drugu transplantaciju ¢ekalo je 18 (24,3 %) Ispitantka, od kojih je 15 (83,3 %) bilo
muskih i 3 (16,7 %) zenskih ispitanika. Transfuziju krvnih'pripravaka prethodno je primilo 49
(66,2 %) ispitanika, od cega je bilo 35 (47,3 %) muskaraca 1 14 (18,9 %) zena. Trudnoca se
smatra uzrokom imunizacije kod 18 (75,0 %) ispitanica, a kombinacija transfuzije krvnih
pripravaka i trudnoce kod 13 (54,2 %) ispitanica (Slika 8). U anamnezi 19 ispitanika (25,7 %)

nije evidentiran niti jedan imuniziraju¢idogadaj.
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Slika 8. Graficki prikaz raspodjele ispitanika prema imuniziraju¢im dogadajima
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Dijaliticko lije¢enje zapocelo je za 60 (81,1 %) ispitanika, 40 (66,7 %) muskaraca i 20
(33,3 %) zena. Hemodijalizom bilo je lijeceno 45 (60,8 %) ispitanika, 32 (71,1 %) muskarca i

(46,7 %) zena. Lijecenje dijalizom nije zapocelo 14 (18,9 %) ispit
14 zene (28,6 %). (Slika 9).

Rapodjela ispitanika prema vrsti dijalitickog lijecenja (%)
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,6 %) ispitanika oboljelih od
44 (59,5 %) ispitanika oboljeli i loskih bolesti 1 17 (23,0 %)
oboljelih od upalnih bolesti. Raspodjela ispitanika prema skupinama dijagnoza

kazana je na Slici 10.
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Raspodjela ispitanika prema skupinama dijagnoza (%)
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Slika 10. Grafi¢ki prik

HLA metodom CDC i ¢vrste fa ikrosferama dvostranim t-testom za dvije proporcije,

dobivena statisticka znacajnost uz p = 0,003.
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4.3. Specifi¢nosti protutijela anti-HLA u ispitivanoj populaciji

U ovom istrazivanju odredene su specifi¢nosti protutijela anti-HLA za pet, klinicki
najvaznijih lokusa HLA: HLA-A, -B, -C, -DRB1 i -DQB1, kao i za dodatne lokuse'HLA-DRB3,
-DRB4 i -DRB5. U grupi ispitanika u ¢ijim serumima je probirnim testom, dokazana prisutnost
protutijela anti-HLA (39 ispitanika), testom za odredivanje specificnosti utvrdene su
specifi¢nosti 1gG protutijela anti-HLA na gotovo sve poznate antigene HLA. Jedine iznimke
bili su antigeni HLA-B70, Cw11, Cw13 i DR53 na kojé nisu utvedena protutijela anti-HLA u
ispitivanoj populaciji. Testiranje pozitivnih uzeraka sefuma ispitanika na specific¢nosti
protutijela anti-HLA razreda I i II odredene“su specificnosti’ IgG protutijela anti-HLA u
serumima 32 (43,2 %) ispitanika. U serumima 42 (56,8 %) ispitanika nisu odredena IgG
protutijela anti-HLA. U serumima 26435,1 %) ispitanika utvrdena je specifi¢nost protutijela
anti-HLA razreda I, a u serumima21 (28,4 %) ispitanika HLA razreda Il.

Antigenske specifiénosti utvrdenih protutijela anti-HLA razreda b u serumima
ispitanika pozitivnih na/probirnom testu prikazane su u Tablicama 1 do 3. Kod odredenih
antigenskih specifi¢nosti rezultati su prikazani u obliku antigena Sire specifiénosti ili broad
antigena (HLA=B14 je broad antigen za B64 i B65, HLA<B15 za B62, B63, B71, B72, B75,
B76; B77, HLA-B40 za'B60 i B61 te HLA-Cw3 za Cw9 i Cw10). Najcesca protutijela anti-
HLA-Abila su‘anti-HLA-A2 (14,4 %) i anti-HLA-A24 (13,5 %). Slijede anti-HLA-A23, anti-
HEA-A25 1 anti-HLA-A69 s ucestaloséu od 12;2% te anti HLA-A1l i anti-HLA-A68 s
ucestaloscu od 10,8 % uz p <0,05 (Tablica 1). Kao §to se ‘meze vidjeti iz Tablice 2, medu
protutijelima antisHLA-B najzastupljenija su anti-HLA-B15 (67,6 %) i anti-HLA-B40 (20,3
%). S ucestalo$¢u u ispitivanoj populaciji vec¢oj od 10 % utvrdena su protutijela anti-HLA na
antigene specifi¢nosti B57 (18,9 %), B58 (17,6 %), B59 (14,9 % ), B13, B38, B49 i B51 (svaka
s po 13,5%), B14, B27, B37,B52, B53 1 B56 (svaka s po 12,2 %). Naj¢esce protutijelo anti-
HLA-C bilo je anti-HLA-Cw3 'sa 12,2 % ucestalosti (Tablica 3. p < 0,05). Ucestalosti
specifiénih protutijela anti-HLA u ispitivanoj populaciji usporedene su s ucestalostima alela
koji kodiraju antigen svih ispitivanih lokusa HLA u hrvatskoj populaciji [58] Istrazivanje
Maskalan i sur. [58] napravljeno je na uzorku od 10000 ispitanika mogucih davatelja

krvotvornih mati¢nih stanica iz registra davatelja.
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Tablica 1. Prikaz ucestalosti specificnosti protutijela anti-HLA-A u ispitivanoj populaciji na

listi ¢ekanja za transplantaciju bubrega KBC Rijeka

Broj Ucestalost Ucestalost alela
Antigen ispita}ni!<a' sa spfaciﬁén(_)g koji I_<odiraju Usporedba
specificnim  protutijela anti-HLA antigen u (p-
HLA-A protutijelom u ispitivanoj populaciji vrijednost)
anti-HLA populaciji Hrvatske [58]
Al 5 6,8 % 13,18 % 0,1031
A2 11 14,9 % 30,26 % 0,0040
A3 5 6,8 % 11,48 % 0,2041
All 8 10,8 % 721 % 0,2340
A23 9 12,2 % 2,30 % < 0,00001
A24 10 13,5 % 11,79 % 0,6455
A25 9 12,2 % 2,87 % < 0,00001
A26 6 8,1 % 4,98 % 0,2187
A29 4 54 % 0,75 % <'0,00001
A30 5 6,8 % 1,69% 0,0009
A3l 6 8,1 % 2,16 % 0,0005
A32 9 12,2 % 4,29 % 0,0009
A33 4 5,4 % 2,06 % 0,0444
A34 6 8,1 % 0,02 % <0,00001
A36 5 6,8 % 0,00 % Np*
A43 6 8,1 % 0,00 % Np*
A66 6 8,1 % 0;40 % < 0,00001
A68 8 10,8 % 4,46 % 0,0088
A69 9 12,2 % 0,07 % < 0,00001
A74 4 5,4 % 0,01% < 0,00001
A80 4 5,4 % 0,07 % < 0,00001

* Usporedba ucestalosti specifiénog protutijela anti-HLA u ispitivanoj populaciji i uéestalosti
alela koji kodiraju antigen wu populaciji. Hrvatske napravljena je primjenom Fisherovog
egzaktnog testa, s jednim stupnjem slobode, statistiCka znacajnost p < 0,05. Np — nije
pronadeno. [58]: uzorak od 10000 ispitanika.
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Tablica 2. Prikaz ucestalosti specifi¢nosti protutijela anti-HLA-B u ispitivanoj populaciji na

listi ¢ekanja za transplantaciju bubrega KBC Rijeka

Broj ispitanika

Ucestalost specifi¢nog

Ucestalost alela

Antigen sa specifi¢nim rotutiiela anti-HLA U koji kodiraju Usporedba
HLA-B  protutijelom pispiti vjanoj populaciii antigen u populaciji (p-vrijednost)
anti-HLA Hrvatske [58]

B7 7 9,5 % 7,31 % 0,4777
B8 5 6,8 % 8,06 % 0,6818
B13 10 13,5 % 3,38 % <,0,00001
B14 9 12,2 % 2,71 % <0,00001
B15 50 67,6 % 4,880 < 0,00001
B18 4 5,4 % 8,67 % 0,3173
B27 9 12,2 % 6,30 % 0,0394
B35 5 6,8 % 13,42 % 0,0930
B37 9 12,2 % 0,91 % < 0,00001
B38 10 13,5 % 4,66 % 0,0003
B39 6 8,1 % 2,96 % 0,0096
B40 15 20,3 % 3,85 % < 0,00001
B41 5 6,8.% 1,02 % </0,00001
B42 6 84 % 0,00 % Np*
B44 8 10,8% 9,73% 0,7566
B45 4 5,4 % 0,18 % 0,0209
B46 4 5,4 % 0,01 % < 0,00001
B47 8 10,8 % 0,14.% < 0,00001
B48 4 5,4 % 0,16 % 0,0099
B49 10 13,5 % 1,74 % < 0,00001
B50 6 8,1 % 1,26 % < 0,00001
B51 10 13,5 % 10,63 % 0,4237
B52 9 12,2 % 1,45 % < 0,00001
B53 9 12,2 % 0,40 % < 0,00001
B54 6 8,1 % 0,03% < 0,00001
B55 6 8,1 % 1,35% < 0,00001
B56 9 12,2 % 1,11 % < 0,00001
B57 14 18,9 % 2,54 % < 0,00001
B58 13 17,6.% 1,16 % < 0,00001
B59 11 14,9 % 0,00 % Np*
B67 6 8,1 % 0,00 % Np*
B73 6 81 % 0,05 % < 0,00001
B78 7 9,5 % 0,00 % Np*
B81 5 6,8 % 0,00 % Np*
B82 4 5,4 % 0,00 % Np*

* Usporedba ucestalosti specifi¢nog protutijela anti-HLA u ispitivanoj populaciji i uestalosti

alela koji kodiraju antigen u populaciji Hrvatske napravljena je primjenom Fisherovog
egzaktnog testa, s jednim stupnjem slobode, statisti¢ka znacajnost p < 0,05. Np — nije

pronadeno. [58]: uzorak od 10000 ispitanika.
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Tablica 3. Prikaz ucestalosti specifi¢nosti protutijela anti-HLA-C u ispitivanoj populaciji na
listi ¢ekanja za transplantaciju bubrega KBC Rijeka

Broj Ucestalost UCcestalost alela
Antigen ispitanika sa spfaciﬁén(_)g koji I_<odiraju Usporedba
HLA-C specificnim  protutijela anti-HLA antigen u (p-
protutijelom u ispitivanoj populaciji vrijednost)
anti-HLA populaciji Hrvatske [58]
Cwl 4 5,4 % 4,83 % 0,8181
Cw2 2 2,7% 9,19 % 0,0536
Cw3 9 12,2 % 7452:% 0,1310
Cw4 4 5,4 % 14,87 % 0,0226
Cwb 1 1,4 % 4,11 % 0,2340
Cw6 3 4,1 % 8/59 % 0,1645
Cw7 5 6,8 % 25,65 % 0,0002
Cw8 4 5,4 % 2,83% 0,1835
Cw12 5 6,8 % 13,54 % 0,0891
Cwl4 3 4,1 % 2,41 % 0,3576
Cwi15 4 5,4 % 3,86 % 0,4902
Cwl6e 3 4,1 % 1,71 % 0,1236
Cwl7 2 2,1% 0,88 % 0,0969
Cw18 2 2,1 % 0,05 % < 0,00001

* Usporedba ucestalosti specifiénog protutijela anti-HLA u ispitivanoj populaciji 1 u€estalosti
alela koji kodiraju antigen u populaciji Hrvatske napravljena je primjenomskisherovog
egzaktnog testa, s jednim stupnjem slobode, statisti¢ka znacajnost p <0,05. [58]: uzorak od
10000 ispitanika.

Antigenskewspecificnosti utvrdenih' protutijela anti-HIwA" razreda Il u serumima
isprtantka pozitivnih na probirnom testu prikazane su u Tablicama 4 i 5. Rezultat za HLA-DR3
prikazan je'u oblikubroad antigena (za antigene DR 171 PR 18). Najéesce protutijelo anti-HLA-
DR bilo.je anti-HLA-DR15 s ucestalosti od 10,8 % (Tablica 4). Na razini p < 0,05 znacajne su
razlike izmedu ucestalosti specifiénog protutijela anti-HLA u ispitivanoj populaciji i ucestalosti
alela koji kodiraju antigen HLA-DR utvrdene za HLA-DRY, -DR12, -DR11 i -DR8. Kao $to se
moze vidjeti iz Tablice 5, medu protutijelima anti-HLA-DQ najzastupljenija su bila anti-HLA-
DQ6 i anti-HLA-DQ8 (svaki sa po10,8 %). Na razini p < 0,05 znacajne su razlike izmedu
ucestalosti specifi¢nog protutijela anti-HLA u ispitivanoj populaciji i uCestalosti alela koji

kodiraju antigen HLA-DQ utvrdene za sve antigene HLA-DQ osim antigena DQ8.
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Tablica 4. Prikaz ucestalosti specifi¢nosti protutijela anti-HLA-DR u ispitivanoj populaciji na
listi ¢ekanja za transplantaciju bubrega KBC Rijeka

Broj Ucestalost Ucestalost alela
Antigen ispitanika sa specifi¢nog koji kodiraju Usporedba
HLA- specificnim  protutijela anti-HLA antigen u (p-
DR protutijelom u ispitivanoj populaciji vrijednost)
anti-HLA populaciji Hrvatske 58]
DR1 6 8,1 % 10,92 % 0,4413
DR3 5 6,8 % 10,61 % 0,2846
DR4 3 4,1 % 9,34 % 0,1188
DR7 6 8,1 % 8,96,% 0,7949
DR8 6 8,1 % 3,37 % 0,0251
DR9 4 5,4 % 0,24 % < 0,00001
DR10 2 2,7% 0,96 % 0,1285
DR11 5 6,8 % 17,42 % 0,0160
DR12 4 5,4 % 1,56 % 0,0083
DR13 6 8,1 % 11,84 % 0,3222
DR14 5 6,8.% 3,89 % 0,2041
DR15 8 10,8 % 10,19 % 0,9045
DR16 7 9,5 % 10,74 % 0,7263
DR51 6 8,1 % 0,00 % Np*
DR52 5 6,8 % 0,00.% Np*

* Usporedba ucestalosti'specificnog protutijela anti-HLA u ispitivane] populaciji i ucestalosti
alela koji kodiraju antigen u.populaciji Hrvatske napravljena je primjenom Fisherovog
egzaktnog testa; s jednim stupnjem slobode, statisti¢ka znagajnost p»< 0,05: Np — nije
pronadeno. [38]: uzerak ed 10000 ispitanika.

Tablica’s. Prikaz ucestalosti specifi¢nostiprotutijela anti=HLA-DQ u ispitivanoj populaciji na
listi cekanjasza transplantaciju bubrega KBC Rijeka

Broj Ucestalost Ucestalost alela
Antigen”  ispitanika sa specifi¢nog koji kodiraju Usporedba
HLA- specificnim  protutijela anti-HLA antigen u (p-
DQ protutijelom u Ispitivanoj populaciji vrijednost)
anti-HLA populaciji Hrvatske [59]
DQ2 1 1,4 % 15,7 % 0,0011
DQ4 7 9,5 % 3,6 % 0,0615
DQ5 5 6,8 % 28,5 % 0,0001
DQ6 8 10,8 % 22,4 % 0,0300
DQ7 4 5,4 % 22,1 % 0,0014
DQS8 8 10,8 % 4,8 % 0,0658
DQ9 7 9,5 % 2,9 % 0,0193

* Usporedba ucestalosti specifi€nog protutijela anti-HLA u ispitivanoj populaciji i ucestalosti
alela koji kodiraju antigen u populaciji Hrvatske napravljena je primjenom Fisherovog

egzaktnog testa, s jednim stupnjem slobode, statisti¢ka zna¢ajnost p < 0,05.
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4.4. Odredivanje 1gG protutijela non-HLA

Na Slici 11. graficki je prikazana apsolutna frekvencija cjelokupnog panela od 60 IgG
protutijela non-HLA u serumima ispitanika.

IgG protutijela non-HLA utvrdena su u serumima 68 (91,9 %)ispitanika, dok u 6 (8,1
%) seruma nije utvrdena reaktivnost niti na jedan od testiranih 60 antigena non-HLA.

Na svaki od 60 antigena non-HLA u istrazivanom panelu bilo je stvorenongG protutijelo
u ispitivanim serumima. Protutijelo na svaku specificnost non-HLA biloyje.dokazano u najmanje
Cetiri seruma ispitanika. Najvecu ucestalost medu protutijelima imalo je protutijelo anti-ENO1,
Cija prisutnost je dokazana u serumima 21 (28/4 %) ispitanika. U serumima 17 (23,0 %)
ispitanika dokazana su protutijela anti-fibronektin 1, a s jednakom ucestalo$¢u odredena je i
prisutnost anti-PRKCZ. Protutijelo anti-P2RY11 dokazano je u 16 (21,6 %), a anti-tiroglobulin
u 15 (20,2 %) seruma ispitanika.

Promatramo li rezultate " testiranja '1gG protutijela non-HLA za pojedine " setove
mikrosfera u ¢itavoj ispitivanoj populaciji,sakupno je dobiveno4440 pddataka (74.ispitanika *
60 antigena non-HLAWpanelu). Odsvih setova mikrosfera, njih 605,(13,6.%) bilo je pozitivno
za 1gG protutijelo.na konjugirani antigen non-HLA na toj mikrosferi, dok je 3835 (86,4 %) bilo

negativno.

Raspodjela broja‘razlicitih specifi¢nesti Ig protutijela non-HLA u pojedinog ispitanika
u evompistrazivanju prikazana je u Tablici 6. U ispitivanej populaciji najmanji broj razli¢itih
specifi¢nosti protutijela non-HLA bio je 0; a najveci 59 (98,3 %), sa srednjom vrijednoséu 8,2
i'medijanom 3. U najvecem broju ispitanika (43/74, 58,1'%) utvrdene su izmedu dvije do deset

razlicitih specificnosti na antigenesnon-HLA.
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Slika 11. Apsolutna frekvencija IgG protutijela non-HLA stvorenih na svaki od 60 antigena u
panelu u ispitivanoj populaciji (N = 74).
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Tablica 6. Prikaz broja razli¢itih specifi¢nosti IgG protutijela non-HLA u pojedinog ispitanika

Broj razlicitih

specifi¢nosti 0 1 2-10 11-30 31-50 4« 51-60 Ukupno
IgG protutijela non-HLA
Broj ispitanika 6 10 43 10 2 3 74
Ucestalost (%) 8,1 13,5 58,1 13,5 2.7 4,1 100,0
95% interval pouzdanosti 6,7 — 46,1 — 0,8 —
* (%) 3,0 -16,8 2.5 60,5 6,7 —235,0,3 —-9,4 113 -
Minimum 0 Srednja vrijednost 8,2
Maksimum 59 Medijan 3

* 95%-tni interval pouzdanosti proporcije odreden binomnom aproksimacijom.

4.5. Komplement-vezujuéa protutijela non-HLA

Kako bi se utvrdilo“koja su od utvrdenih IgG protutijela non-HLA komplement-
vezujuca, SVi uzorci seruma ispitanika ukljucenih u istrazivanje, a koji su testirani na protutijela
non-HLA testirani su™ ih na non-HLA s dodatkom konjugata anti-C3d+fikoeritrin
(LNHLA+C3d). S obzirom na €injenicu da nisu poznate/grani¢ne vrijednosti za primijenjeni
test kao i da ‘misu‘u objavljenoj literaturi dostupni podaci s Kojima bi se ovim istrazivanjem
dobiveni ‘podaci mogli usporediti, odredene su, graniéne Vrijednosti u testu za odredivanje
komplement-vezujucih protutijela non-HLAg Zbog,toga je,napravljena usporedba u matrici
konfuzije s rezultatima testova LNHLA®(za 1gG protutijela non-HLA) i LNHLA+C3d (za
komplement-vezujuca protutijela non-HLA) za 'svaku od ‘mogucih grani¢nih vrijednosti
dobivenih statistickom obradom rezultata MFI u testu LNHLA+C3d. Nakon odabira najbolje
grani¢ne vrijednosti, one s maksimalnim koeficijentom MCCagj, dobiveni rezultati omogu¢ili su
podjelu specificnosti non-HLA iz ispitivanog panela u ovom istrazivanju u sljedece skupine:
C3d-negativni (23/60, 38,3 %), C3d-diskutabilni (14/60, 23,3%) i C3d-pozitivni (23/60, 38,3
%).

U skupinu C3d-negativnih specifi¢nosti non-HLA ukljuceni su oni antigeni za koje je
najveca prilagodena vrijednost MCC (MCCaqj) bila manja od 0,7 (Tablica 7.). Za ovu skupinu
antigena non-HLA grani¢nu vrijednost nije bilo moguce odrediti, bilo zbog toga §to ona uistinu

ne postoji, odnosno, antigen zaista nema Sposobnost stvaranja IgG protutijela koja vezu
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komplement, ili zbog toga §to je nije bilo moguce odrediti u konkretnoj ispitivanoj populaciji
zbog nedostatka ispitanika koji bi stvorili komplement-vezujuce protutijelo na odredeni antigen
non-HLA.

Tablica 7. Prikaz antigena non-HLA iz ispitivanog panela koji nisupekazali Sposobnost

stvaranja IgG protutijela koja vezu komplement.

%er%?l Specifi¢nost protutijela non-HLA Prll?lg/logg:dlj\)/lf ¢
1 Aktin 0,17
2 Apolipoprotein L,2 (APOL?2) 0,39
3 Ciklicki citrulinski peptid (€ECP) 0,20
4 Molekula CD40 (CD40) 0,29
5 Korionski gonadotropin, beta polipeptid 5 (CGB5) 0,69
6 Kolagen, | 0,23
7 Kolagen N 0,57
8 Kemokin (CXCL11) 0,30
9 Kemokin (CXCL9) 0,14
10 Fas receptor (FAS) 0,29
11 Neurotrofni ¢imbenik izveden iz glija stanical(GDNF) 0,29
12 Histidin tRNA sintetaza (HARS) *nu
13 Interferon Gama (IFNG) 0,26
14 Interleukin 22(1L21) *nu
15 Latrophilin 1 (LPHN1) 0,25
16 Nukleolin{NCL) 0,36
17 Fosfolipaza A2 receptor (PLA2R1) 0,39
18 Protein tirozin fosfataza tipareeeptora (PTPRO) 0,29
19 Transferin 0,22
20 Tubulinalfa 1b (TUBALB) 0,70
21 Tubulin 0,18
22 Vinkulin (VCL) 0,49
23 Vaskularni endotelni faktor rasta A (VEGFA) 0,15

*MCC = Matthewsov koeficijent korelacije; *MCCadj = prilagoden Matthewsov koeficijent
korelacije; *nu = nije utvrdeno

U skupinu C3d-diskutabilnih specifi¢nosti non-HLA ukljuceni su oni antigeni za koje,
unutar ispitivane populacije, nije bilo moguce pouzdano odrediti postoji li grani¢na vrijednost

ili ne (Tablica 8). Za sve antigene ove kategorije vrijedilo je 0,7 > max(MCCaqj) > 1. Razlozi
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zbog kojih nije bilo moguce pouzdano odrediti grani¢nu vrijednost ukljucuju: mali razmak

izmedu najviSe vrijednosti MFI za C3d IgG-negativnog ispitanika i najnize vrijednosti MFI za

C3d 1gG-pozitivnog ispitanika (uobic¢ajeno < 30 %), iznimno niske vrijednosti MFEl za C3d IgG-

pozitivnih ispitanika (uobicajeno < 200 MFI) bez prisutne odredenéiizrazito visoke vrijednosti

MFI za C3d preostalih 1gG-pozitivnih ispitanika, normalna raspodjela zajedni¢ke distribucije

vrijednosti MFI za C3d lgG-pozitivnih i 1gG-negativnih ispitanika bez, formiranja dviju

zasebnih skupina podataka.

Tablica 8. Prikaz antigena non-HLA iz ispitivanog panela za koje nije bilo moguce pouzdano

utvrditi njihovu sposobnost stvaranja IgG protutijela koja vezu komplement.

Redni
broj

Specificnost protutijela non-HLA

1

O 00 N oo Oo.bhk~ N

N e o o =
A W N B O

Inhibitor disocijacije,gvanozin nukleotida (ARHGDIB)
Enolaza 1 (ENO1)
Transmembranski protein bogat leucinom (FLRT2)
Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH)
Galectin 8 (LGALSS)

Gen je koji kodira protein nazvan'P2Y (P2RY11)
Peroksisomalna trans-2-enoil-CoA reduktaza (PECR)
Mali nuklearni ribonukleopretein polipeptid B (SNRPB2)
Sjegrenov-sindrom antigen B (SSB)

Agrin (AGRN)

Cimbenik stimulacije kolonija 2 (CSF2)
Endomucin (EMCN)

Citokeratin 18 (KRT18)

Tubulin (TUBB)

U skupinu C3d-pozitivnih specifi¢nosti non-HLA ukljuceni su oni antigeni za koje

je najveca prilagodena vrijednost koeficijenta MCC bila 1. Za ovu skupinu antigena non-HLA

statisticki je odredena grani¢na vrijednost, odnosno, u najve¢em broju slucajeva, raspon
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vrijednosti MFI unutar kojeg se ona nalazi (Tablica 9). U serumima ispitanika najvecu

ucestalost pokazivala su protutijela anti-PRKCZ u 9 seruma (12,2 %), anti-DEXI u 6 seruma

(8,1 %) te anti-STAT6 u 4 seruma (5,4 %). Ucestalost ostalih protutijela bila je‘manja od 5 %.

Tablica 9. Prikaz antigena non-HLA iz ispitivanog panela za koje je unutar ispitivane populacije
nedvojbeno pokazana sposobnost stvaranja IgG protutijela koja vezu komplement.

Statisti¢ki definiran raspon unutar
kojeg se, prema izracunu, nalazi

Ucestalost ispitanika s
komplement-

Rbi%?l Antigen grani¢na vrijednost vezuju¢im IgG
minimum (MFI)  maksimum{(MFI) prcﬁ'tttx?llc\)lng(yr;;m-
1 ATP5B 1690,58 2628,13 1 (1,4 %)
2 Kolagen 111 502,93 2218,52 1(1,4 %)
3 Kolagen IV 405,72 514,37 1(1,4 %)
4 Kolagen V 41500 448,86 1 (144%)
5 Kolagen VI 218,08 272,99 1(1,4%)
6 DEXI 227,00 236,00 6.(8,1 %)
7 Fibronektin 1 416,68 948,96 (2,4 %)
8 GSTT1 56,00 252,00 3 (4,1 %)
9 HSPB1 4999,90 4999,90 1.(1,4 %)
10 ICAM1 50,50 328,26 1(1,4 %)
11 IL8 568,77 411227 3 (4,1 %)
12 KRTS 178,21 178,21 1 (1,4 %)
13 LGALS3 3111,17 3111,17 1 (1,4 %)
14 LMNA 150,26 150,26 2 (2,7 %)
15 Miozin 638,10 5866,20 1 (1,4 %)
16 PRKCH 890,00 993,00 2 (2,7 %)
17 PRKCZ 6639,11 8517,86 9 (12,2 %)
18 ROR1 661,02 837,88 2 (2,7 %)
19 SHC3 2072,61 2072,61 1(1,4 %)
20 SNRPN 474,22 678,59 1 (1,4 %)
21 STAT6 3902,90 3992,29 4 (5,4 %)
22 Tireoglobulin 828,82 925,73 1(1,4 %)
23 VIM 1287,29 5747,55 1 (1,4 %)
UKUPNO 46 C?,_d-pozitivnih
mikrosfera
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Sposobnost stvaranja IgG protutijela non-HLA koja vezu komplement utvrdena je u
serumima 34 (45,9 %) ispitanika, dok u 25 (33,8 %) nije utvrdena sposobnost stvaranja 1gG
protutijela non-HLA koja vezu komplement niti na jedan od 60 ispitivanih antigena non-HLA.
Za dodatnih 15 (20,3 %) seruma ispitanika, upotrebljavanim algoritmom za odredivanje
grani¢nih vrijednosti, nije bilo moguce jednozna¢no odrediti vezu listvorena IgG protutijela
non-HLA komplement ili ne.

4.6. Usporedba rezultata testiranja 1gG protutijela non-HLA i kemplement vezujucih
protutijela non-HLA

Usporedni prikaz rezultata testiranja IgG protutijela’non-HLA i komplement vezujuéih
protutijela non-HLA prikazan je u Tablici 10. Prema ranije 'navedenom, 68 (91,9 %) ispitanika
bilo je pozitivno na IgG protutijela non-HLA, dok je njih 6 (8,1 %) bilo negativno. Ukupno su
34 (45,9 %) ispitanika pokazala sposebnost stvaranja“lgG protutijela non-HLA. koja vezu
komplement, dok za dodatnih 15 (20,3 %) ispitanika to nije bilo moguce jednozna¢ne oedrediti.
U ispitivanoj populaciji za 25 (33,8(%) ispitanika nije utvrdena sposobnast, stvaranja IgG
protutijela non-HLA koja'vezu komplement niti na jedan od 60‘antigena non-HLA iz teStiranog
panela. Usporedni rezultati svih ispitanika u ovom istrazivanju za stvaranje IgGprotutijela non-

HLA i njihove sposobnosti‘da,vezu komplement prikazani sus'Prilogu 3.

Tablica 10» Povezanost rezultata testiranja 1gG protutijela non-HLA 1 komplement vezuju¢ih

protutijela non=HLA u ispitivanoj populagiji.

Ispitanici Rezultat Rezultat C3d- Rezultat Ukupno,
(N =74) C3d-negativan diskutabilan €3d-pozitivan N (%)
Rezultat 5 1 0 6
IgG-negativan (6,8 %) (1,4 %) (0,0 %) (8,1 %)
Rezultat 20 14 34 68
lgG-pozitivan (27,0%) (18,9 %) (45,9 %) (91,9 %)
Ukupno, 25 15 34 74
N (%) (33,8 %) (20,3 %) (45,9 %) (100,0 %)
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Prema rezultatima prikazanim u Tablici 11, ukupno je 4350 (98,0 %) setova mikrosfera bilo
ispod odabrane grani¢ne vrijednosti za sposobnost stvaranja IgG protutijela koja vezu
komplement (C3d-negativno), 46 (1,0 %) mikrosfera bilo je iznad odabrane grami¢ne vrijednosti
(C3d-pozitivno), a 44 (1,0 %) mikrosfera bilo je C3d-diskutabilno. Od 44 diskutabilne
mikrosfere, njih 19 (0,4 %) bilo je 1gG-negativno, te je njihov meguci rezultat/u testu
odredivanja komplement vezuju¢ih protutijela non-HLA, ovisno o odabranej granicnoj
vrijednosti, stvarno negativan ili lazno pozitivan. Preostalih 25 (0,6 %) mikrosfera bilo je IgG-
pozitivno, pa je njihov moguci rezultat u testu odredivafija komplement vezujucih protutijela
non-HLA, ovisno o odabranoj grani¢noj vrijednostiy stvarne pozitivan ili lazno
negativanTablica 11. Raspodjela reaktivnosti pojedinih setova mikrosfera u testu odredivanja

komplement vezujucih protutijela non-HLA u ispitivanoj populaciji.

Rezultat C3d-diskutabilan

Setovi Moguci Moguc¢i
mikrosfera Rezultat rezultat rezultat Rezultat Ukupno,
(N = 4440) C3d-negativan stvarno stvarno C3d-pozitivan N (%)
pozitivan ili negativandli
lazno lazno

negativan pozitivan

Rezultat 3816 No* 19 0 3835
IgG-negativanh, (86,0 %) P (0,4 %) (0,0 %) (86,4 %)
Rezultat 534 25 N 46 605
IgG-pozitivan < (12,0 %) (0,6 %) R (1,0 %) (13,6 %)
Ukupno, 4350 25 19 46 4440

N (%) (98,0 %) (0,6 %) (0,4 %) (1,0 %) (100,0 %)

*Np - nije primjenjivo
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4.7. Povezanost rezultata testiranja 1gG protutijela anti-HLA, 1gG protutijela non-HLA
I komplement-vezuuéih protutijela non-HLA

Usporedbom rezultata testiranja IgG protutijela anti-HLA i IgG protutijela non-HLA u
serumima najveceg broja ispitanika (52,7 %) dokazana su 1gG pretutijela non-HLA, a nisu
dokazana protutijela anti-HLA. U 4,1 % seruma ispitanika nisu utvedena protutijela niti na
antigene HLA ni non-HLA (Tablica 12).

Tablica 12. Povezanost rezultata testiranja IgG protutijela anti-HLA i protutijela non-HLA u

ispitivanoj populaciji.

Rezultat non-HLA
1gG-pozitivan
Ispitanici Nema _Komplement- Dokazana Ukupno
(N=74) | '9G- |komplement-" vezujuca komplement- Ukupno N. %
negativan vezuju¢ih . protutijela  vezujuéa laGndaitivan
protutijela non-HLA protutijela g=p
non-HLA ‘“diskdtabilna  non-HLA
el | g 13 5 21 39 42
negativan 41°% 17,6:% 6,8 % 28,4 % 52,7 % 56,8 %
aigzﬂt& 3 7 9 13 29 32
- 4,1% 9,5% 12,2 % 17,6 % 39,2 % 43,2 %
Ukupno 6 20 14 34 68 74
N, % 8,1% 27,0 % 18,9 % 45,9 % 91,9 % 100,0 %

Napravljena je usporedba izmedu broja specifi¢nosti pojedinih protutijela anti HLA,
IgG protutijela non-HLA i komplement-vezujucih protutijela non-HLA u svrhu dobivanja
korelacije izmedu svake dvije od triju skupina protutijela iz ovog istrazivanja (Tablica 13).
Usporedbom skupina primjenom Mann-Whitney U testa utvrdena je statisticki znacajna razlika

(p < 0,001) izmedu skupina anti-HLA razreda I i Il i 1gG protutijela non-HLA.
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Tablica 13. Prikaz korelacije izmedu broja specifi¢nosti pojedinih protutijela anti-HLA, 19G
protutijela non-HLA i komplement-vezujucih protutijela non-HLA.

Usporedba skupina Korelacijaskupina
. . rimjenom Mann- primjenom Spearmanova
Skupine protutijela prim [
(anti-HLA. 1gG non-HLA, Whitney U testa koeficljenta
komplement-vezujucéa Spear_rn_:fmov
non-HLA) Testna P koeficijent P
statistika vrijednost*  korelacije * wrijednost*
rangova
Anti-HLA  1gG protutijela i
razred | non-HLA 4,39 p <0001 0,04 p>0,05
Komplement-
ANt-HLA = vezujuca 030  p>005 " 003  p>005
razred | protutijela non-
HLA
Anti-HLA  1gG protutijela
razred 11 non-HLA gs p <0001 0,00 p>0,05
Komplement-
Anti-HLA veZujuea 122  p>005 0,01 0> 0,05
razred 11 protutijela non-
HLA
Komplement-
19G vezujuéa Nije Nije
protutijela Y !l . 0,28 p>0,05
protutijela'non-  testirano _ testirano
non-HLA HLA

*Statisticka znacajnost p < 0,05.

4.8.Povezanost protutijela non-HLA sa osnevnom bolestiyprethodnim imunizirajué¢im
dogadajima, metodom i vremenskim periodom dijalitickog lijecenja
U ispitivanoj populaciji odredeno je‘ukupno 605 IgG protutijela specifi¢nih na antigene non-
HLA. Raspodjela odredenih"IgG protutijela non-HLA prema skupinama dijagnoza ispitanika
pokazala je sljedece:

e imunoloske —u ovih ispitanika ukupno je odredeno 50 (8,3%) IgG protutijela specifi¢nih

na antigene non-HLA,
e neimunoloSke — u ovih ispitanika ukupno je odredeno 432 (71,4%) IgG protutijela

specifi¢nih na antigene non-HLA,
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e upalne — u ovih ispitanika ukupno je odredeno 123 (20,3%) IgG protutijela specifi¢nih
na antigene non-HLA.

Velika vecina ispitanika, 55/74 (74,3%), u anamnezi ima zabiljezen barem jedan
imunizirajuc¢i dogadaj, pri ¢emu transfuzija krvnih pripravaka ima najveci udio, 49/74 (66,2/%).
Jednaki broj ispitanika, po 18/74 (24,3 %) bio je izloZzen imunizirajuéem dogadaju putem
trudnoce 1 putem prethodne transplantacije bubrega. Ujedno je 14/74 (18,9 %) ispitanica, uz
trudnocCu, primilo 1 transfuzije krvnih pripravaka.

Detaljna stratifikacija IgG protutijela specifi¢nih na pojedine antigene non-HLA prema
odredenoj skupini dijagnoza ispitanika prikazana je'u Tablici 14.

Unutar skupine ispitanika s imunoloskim dijagnozamamajcesca specificnost non-HLA
na koju su bila razvijena 1gG protutijela bila je PRKCZu 4 (5,4 %) ispitanika.

Unutar skupine ispitanika s meimunoloskim dijagnozama najéeséa specificnost non-
HLA na koju su bila razvijena IgG protutijela,bila je ENO1 u 14 (18,9 %) ispitanika. Znacajne
specifi¢nosti non-HLA u ovoj skupini ispitanika s brojem ispitanika jednakim,i ve¢im od»10
bile su specifi¢nosti za /ATP5Bi kolagen 111 (po 12 ispitanika), fibronektin“L,»P2RY11 i
tireoglobulin (11 ispitanika) te DEXI)FLRT2, LGALSS8, miozin i STAT6 (10sispitanika).

Unutargskupine ispitanika s upalnim dijagnozama najéesée specificnosti non-HLA na
kojussu bila razvijena 1g& protutijela bile su ENO1, P2RY11 ilPRKCZ, svaka u serumima 5
(6,8 %)dspitanika.
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Tablica 14. Pregled povezanosti IgG protutijela specifi¢énih na pojedine antigene non-HLA i
odredene skupine dijagnoza ispitanika.

Specifi¢nosti protutijela non-HLA
ACT AGRN APOL2 ARHGDIB ATP5B CCP CD40 CGB5 COLJ COLII

Dijagnoze ispitanika

Imunoloske 1 0 1 2 0 0 0 0 0 1
Neimunoloske 5 4 8 4 12 5 7 4 4 6
Upalne 1 2 1 1 2 0 3 0 4 1
Ukupno ispitanika 7 6 10 7 14 5 10 4 8 8

CoL Il CoLIv COLV cCOoL VI CSF2 CXCL11 CXCL9 DEXI EMCN ENO1

Imunoloske 1 0 0 1 2 1 0 0 1 2
Neimunoloske 12 7 4 8 7 6 4 10 9 14
Upalne 1 1 3 4 4 1 0 4 1 5
Ukupno ispitanika 14 8 7 13 13 8 4 14 11 21

FAS FIBR1 FLRT2 GAPDH 'GDNF GSTT1 HARS HSPB1 ICAM1 IFNG

Imunoloske 1 2 0 3 0 1 0 2 1 1
Neimunoloske 7 11 10 7 8 9 4 9 9 8
Upalne 3 4 2 2 2 3 1 2 4 1
Ukupno ispitanika 11 17 12 12 10 13 5 13 14 10

1L21 128, KRT18 KRT8 LGALS3 LGALS8 LMNA LPHN1 “MYO NCL

Imunoloske 0 1 2 1 1 1 1 1 1 0
Neimunoloske 5 5 5 6 7 10 9 9 10 7
Upalne 1 4 2 3 1 1 1 0 2 1
Ukupno ispitanika 6 10 9 10 9 12 11 10 13 8

P2RY11 PECR PLA2R1 PRKCH{ PRKCZ [PTPRO "ROR1 SHC3 SNRPB2 SNRPN

Imuneloske 0 0 0 0 4 1 0 0 1 1
Neimunoleske 11 7 7 3 8 7 8 5 6 6
Upalne 5 2 3 3 5 4 3 1 1 0
Ukupno ispitanika 16 9 10 6 17 12 11 6 8 7

SSB STAT6 THYRO TRANSE\TUBAIB TUBB TUB VCL VEGFA VIM

Imunoloske 2 2 2 1 0 1 0 1 0 1
NeimunoloSke 6 10 11 5 8 8 6 5 5 5
Upalne 3 2 2 0 4 4 0 1 0 1
Ukupno ispitanika 11 14 15 6 12 13 6 7 5 7

Podjela ispitanika prema izlozenosti imuniziraju¢im dogadajima prikazana je u Tablici
15. Napravljena je podjela prema stvorenim protutijelima anti-HLA, 1gG non-HLA i

komplement-vezuju¢im protutijelima non-HLA.
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Tablica 15. Podjela svih ispitanika uklju¢enh u istrazivanje (N = 74) prema izlozenosti

imuniziraju¢im dogadajima.

Serumi s
Skupine ispitanika l9G l9G l9G l9G kofner:JeTr:esnt- kts)fr:u:z:nbeenzt- nesr a(Z)Js?)st?rinsl;m
upine Ispitanika 1o i HEA | anti-HLA | non-HLA | non-HLA plem e posobn:
ovisno o izloZenosti ele . . ele . .. vezuyjucim Vele_]IlCIh vezanja
R pozitivni | negativni | pozitivni | negativni v N
imuniziraju¢im . . . . protutijelima [‘protutijelanon- | komplementa
. serumi, serumi, serumi, serumi, .
dogadajima N = 32 N = 42 N = 68 N=6 non-HLA HLA protutijela
N =34 N =26 non-HLA
N=14
Skupina ispitanika koja 2 17 18 1 9 7 3
nije bilaizloZenani | (1059) | (895%) | (94,7%) | (5:3%) (47,4 %) (36,8 %) (15,8 %)
jednom od
imuniziraju¢ih dogadaja P <0,00001 P < 0,00001 P =0,50932 Np*
(N = 19)
Skupina ispitanika koji 25 24 44 5 29 18 9
su bili izlozen (51,0%) | (49,0%) |«(8958%) | (10,2%) (44,9 %) (36,7%) (18,4%)
imunizirajué¢im
dogadajima putem P =0,8415 P < 0,00001 P =0,4122 Np*
transfuzije (N = 49)
Skupina ispitanica koje 13 5 16 2 7 4 7
su bile izlozene (72,2%) 4| (27,8%) % (88,9%) | (11,1%) (38,9.%) (22,2 %) (38,9 %)
imunizirajué¢im
dogadajima putem P._= 0,0076 P < 0,00001 P=0,2757 Np*
trudnoée (N = 18)
Skupina ispitanica koje 10 4 12 5 5 4 4
su bile izloZene
0, 0, 0, 0, 0 0 0
imunizirajucird (74,4 %) (28,6 %) (85,7 %) (143 %) (42,9 %) (28,6 %) (28,6 %)
dogadajima putem 1
transfuzije'1 trudnoce P =0,0232 P =.0,0002 P =0,4295 Np*
(N=14)
Skupina ispitanika koji
su bili 1zloZeni 16 2 16 2 9 5 4
imUfzirajuCty 889%) | (1L1%)al (889%) | (11,1%) (50,0 %) (27,8 %) (22,2 %)
dogadajima putem
prethodne
transplantacije bubrega,

HLA (N = 18)

* Np = nije primjenjivo. Usporedba je napravljena primjenom Fisherovog egzaktnog testa, s jednim stupnjem
slobode, statisticka znacajnost p < 0,05

S obzirom na anamnestic¢ke podatke vezane za primljene transfuzije krvnih pripravaka nadeno

je da je 49 (66,2 %) ispitanika primilo transfuziju krvnih pripravaka, dok njih 25 (33,8%) nije.

Usporedbom ovih dviju skupina nije utvrdena statisticka znacajnost (Tablica 16.).
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Tablica 16. Srednja vrijednost, medijan, minimum i maksimum broja IgG protutijela na razlicite
specifi¢nosti non-HLA u skupinama ispitanika u ovisnosti o tome jesu li primili transfuziju
krvnih pripravaka.

Transfuzija krvnih pripravaka u anamnezi ispitanika Da Ne

Broj ispitanika 49 23
11sp (66:2%) [ (33,8%)

Srednja vrijednost razlicitih specifi¢nosti protutijela non-HLA 8,80 6,96
Medijan razli¢itih specificnosti protutijela non-HLA 3 3
Minimum 0 0

Maksimum 59 57

Usporedba dviju skupina ispitanika* p =0,683

*Usporedba je napravljena primjenom Mann-Whitney U testa;statisticka znacajnost p < 0,05,
N =74,

Usporedbom skupina ispitanica s obzirom na'to jesu li imale trudnocu ili ne.nadeno je da ih je
18 bilo trudno (75,0 %), a 6_nije (25,0 %). Nije utvrdena statisti¢ka znaéajnost (Tablica 17.).u
srednjim vrijednostima razlicitih specifiénosti protutijela non-HLA i razli¢itim specificnostima
protutijela non-HLA (Tablica 17.).

Tablica 17. Srednja vrijednost,medijan, minimum i maksimum-broja |gG protutijela na razlicite

specificnosti non-HLA ugkupinama ispitanica (N = 24) koje sudmalefrudnocu i onih koje nisu.

Trudnoca u anamnezi ispitanica Da Ne
Broj ispitanica 18 0
) 15p (750%) (25,0 %)
Srednja vrijednost razlicitih specifi¢nosti protutijela non-HLA 7,89 19,71
Medijan razlicitih specifi¢nosti protutijelanoen-HLA 2.5 15
Minimum 0 2
Maksimum 58 57
Usporedba dviju skupinaispitanika * p =0,083

*Usporedba je napravljena primjenom Mann-Whitney U testa, statistiCka znacajnost p < 0,05,
N = 24.
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Statistickom analizom broja specifi¢nosti protutijela non-HLA sa svakim od
imuniziraju¢ih dogadaja, koje pojedini ispitanik ima evidentirane u svojoj anamnezi, odreden
je point-biserijalni koeficijent korelacije. Na osnovi vrijednosti koeficijenata, i razine
znacajnosti za svaki od imuniziraju¢ih dogadaja nije utvrdena, korelacija izmedu broja
specifi¢nosti protutijela non-HLA i imuniziraju¢ih dogadaja u ispitivanej populaciji. (Tablica
18.).

Tablica 18. Korelacija broja specifi¢nosti protutijela non-HLA 1 imunizirajuc¢ih dogadaja.

Imunizirajuci dogadaj Koeficijent korelacije* i razina znacajnosti
Trudnoda 0.01, p > 0,05
Transfuzija -0.07, p > 0,05
Transplantacija 0.011, p > 0,05

* Point-biserijalni koeficijent korelacije izracunat je na temelju broja specifi¢nosti protutijela
non-HLA u serumu pojedinog ispitanika.

U ispitivanoj ‘populaciji/60 (81,1 %) ispitanika je dijeCenopostupkom dijalize. Od njih, 15
ispitanika lijjeceno je peritonejskom dijalizom (25,0 %), a 45 1spitanika hemodijalizom (75,0
%). Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u usperedbi broja IgG protutijela non-HLA u
serumima ispitanika koji nisu zapoceli dijaliticko lije€enjei 1 bilo koje promatrane vrste

dijalitickog lijecenja (Tablica 19.).
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Tablica 19. Srednja vrijednost, medijan, minimum i maksimum broja 1gG protutijela na razlicite

specifi¢nosti non-HLA u skupinama ispitanika (N = 74) prema vrsti dijalitickog lijecenja.

Bez dijalitickog  Peritonejska

Dijaliti¢ki postupak u anamnezi ispitanika Hemodijaliza

lijecenja dijaliza
Broj ispitanika 14 R A
) 1P (18,9 %) (20,3%) (60,8 %)
Srednja vrijednost
razli¢itih specificnosti protutijela non-HLA 10.4 122 6.2
Medijan 48 3 3
razliCitih specificnosti protutijela non-HLA '
Minimum 0 0 0
Maksimum 59 57 58
Usporedba skupina ispitanika bez dijalitickog ~ 0.965
lijeenga i na peritonejskoj dijalizi P=5
Usporedba skupina ispitanika bez/dijalitickog ~0.306
lijeCenja i na hemodijalizi P ’
Usporedba skupina ispitanika na peritonejskoj 0326
dijalizi i hemodijalizi P =5
Usporedba svih.triju skupina ispitanika p =0,445

*Usperedba je napravljena primjenom testa Kruskal-Wallis, statistiéka znacajnost p < 0,05,
N =74,

Raspodjela duljine trajanja dijalitickog lijeéenja ‘doyprikupljanja seruma pojedinog
ispitanika prikazana je u Tablici 20. Najveci broj,ispitanika na peritonejskoj dijalizi lijecen je
izmedu 13 i 24 mjeseca (8,3 %)suz medijan 19 mjeseci, dok je najveci broj ispitanika na
hemodijalizi lijeCen izmedu 25 i 60 mjeseci (38,3 %) uz medijan 34 mjeseca. Od svih ispitanika
na dijalizi, najvec¢i broj ispitanika lijecen je izmedu 25 1 60 mjeseci (38,3 %) uz medijan 30

mjeseci.
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Tablica 20. Duljina trajanja dijalitickog lijeenja u skupinama ispitanika (N = 60) koji su bili

lijeceni peritonejskom dijalizom i hemodijalizom.

3 &
Duljina gV g8
trajanja & gg g £
dijalitickog | 1-6 7-12 13-24 25-60 61-102 Ukugno | > @5 8 g E
lije¢enja Z2ESE 2 E
(u mjesecima) 5 z 2
7] s S
Ispitanici
lijeceni 2 3 5 3 2 15
peritonejskom | 33% 50% 83% 50%. \33% 2800 |21 1 S5 1
dijalizom
Ispitanici
pranic 5 2 8 23 7 45
lijeCeni 0 0 0 o 0 o 381 34 %9 102
hemodijalizom| 3% 33% 133%383% 1179%  750%
Broj ispitanika 5 13 2 9 60 |354 80 1 102
ukupno
Utestalost (%)| 11,7. £ 83 “h21,7 433 150  100,0
o
9%"252%‘5’3' 48 — 28— 121 - 306 — 71 -
P (%) * 2260, 184 342 568 26,6

* 95%-tni intervalpouzdanosti proporcije odredénbinomnom aproksimacijom.

U nastavku je prikazana korelacija duljine trajanja dijalitickog lijeCenja i broja

razlicitih specifi¢nosti IgG protutijela non-HLA,U serumima ispitanika lijecenih peritonejskom
dijahzom (N = 15, Slika 12.), hemodijalizom (N =45, Slika 13.) te ukupno za sve ispitanike na

dijalitickom lijecenju (N = 60, Slika 14).
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frajenis Hecana 0 1 2do10 11do 30 31do 50 51do0 60

”2:;: r:jexj:':om specifiénosti specifiénost specificnosti specifiénosti specifinosti specifiénosti ':::‘::::‘
1gG non-HLA IgG non-HLA IgG non-HLA I§G non-HLA 1gG non-HLA 1gG non-HLA
w16 mjesecl 0 0 0 2 0 0 2
~8-7-12 mjeseci 0 0 2 0 0 1 3
~a-13-24 mjeseci 1 o 3 1 o 0 5
—8-25-60 mjeseci 0 0 2 0 1 [} 3
~—61-102 mjeseci 1 0 1 0 0 0 2
=8=Ukupno ispitanika 2 0 8 3 1 1 15

Slika 12. Korelacija duljine trajanjaydijalitickog lijecenja i broja razli€itih,specificnosti I1gG

protutijela non-HleAsu serumima ispitanika lijecenih peritongjskem dijalizom (N = 15).

Trajanje lije€enja 0 3 2do 10 11do 30 31do 50 51do 60

hemodijalizom specificnosti specificnost specificnosti specificnosti specificnosti specificnosti Isl:)'::az’::a
1gG non-HLA 1gG non-HLA 1gG non-HLA IgG non-HLA IgG non-HLA IgG non-HLA
—o—1-6 mjeseci | 0 0 a 1 [ 0 [ 5
—8-7-12 mjeseci 0 2 0 0 0 2
—8-13-24 mjeseci 0 2 6 0 0 0 8
—8—25-60 mjeseci 2 4 12 3 1 1 23
-8=61-102 mjeseci 1 2 4 0 0 0 7
== Ukupno ispitanika 3 8 28 4 1 1 45

Slika 13. Korelacija duljine trajanja dijalitickog lijeCenja i broja razlicitih specifi¢nosti 1gG

protutijela non-HLA u serumima ispitanika lije¢enih hemodijalizom (N = 45).
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0 1 2do 10 11do 30 31do50 51do 60

Trajanje dijalitikog Bt ) AN 2o ) A X e ) e ) Ukupno
lijecenja specificnosti specificnost specificnosti specificnosti specificnosti specificnosti [enitaniEe
1gG non-HLA 1gG non-HLA 1gG non-HLA 1gG non-HLA 1gG non-HLA 1gG non-HLA
«&-1-6 mjeseci 0 (] 4 3 0 0 7
~8-7-12 mjeseci 0 0 4 0 0 1 5
=#-13-24 mjeseci 3 | 2 9 1 0 0 13
—8-25-60 mjeseci 2 4 14 3 2 1 26
-—61-102 mjeseci 2 2 5 0 0 0 9
- Ukupno ispitanika 5 8 36 7 2 2 60

Slika 14. Korelacija duljine trajanjaydijalitickog lijecenja i broja razli€itih,specificnosti I1gG

protutijela non-HlzAsu serumima svih ispitanika na dijalitickomslijecenju(N = 60).

U Tabliei 21. prikazan je broj razli¢itih speeificnosti?lgG protutijela non-HLA u
serumima ispitanika koji nisu zapoceli‘s dijalitickim lijjecenje do trenutka uzimanja uzorka
seruma. Naposljetku, Tablica 22. prikazujesusporedbu broja razlicitih specifi€nosti 1gG
protutijela non-HLA u serumima ispitanika koji su zapoceli s dijalitickim lijeCenjem (N = 60) i
onih koji nisu (N = 14) do trenutka uzimanja uzorka seruma. Za ispitivanu populaciju nije
utvrdena statisticki znacajnayrazlika uusporedbi broja razli¢itih specifi¢nosti IgG protutijela
non-HLA u serumima ispitanikakoji su' zapoceli s dijalitickim lije¢enjem i onih koji nisu ( p >

0,05).
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Tablica 21. Broj razli¢itih specifi¢nosti IgG protutijela non-HLA u serumima ispitanika koji
nisu zapoceli s dijalitickim lijeCenjem (N = 14) do trenutka uzimanja uzorka seruma.

Ispitanici koji nisu zapoceli

s dijalitickim lijetenjem Broj ispitanika

= . 0 1
EE=25¢ 11-30 3
S8 &8¢ 31-50 0
R 51— 60 1

Ukupno 14

Tablica 22. Usporedba broja razli¢itih specifi¢nosti, IgG protutijela non-HLA u serumima
ispitanika koji su zapoceli s dijalitiCkim lije¢enjem (N'= 60) i onih koji nisu (N = 14) do trenutka
uzimanja uzorka seruma.

Duljina trajanja ~8 7=12 13-24 25-60 61102 Sy

p* dijalitickog lijecenja . . : . . . . . . N W
(U mjesecima) mjeSeci mjeseci mjeseci mjeseci 4 mjeseci ispitanici

o0 Hirlqof'i‘;')'za 1,000 1,000 0598 0983/ 0782 0,602
= . ¥
S 5 Pe“to?lfljikig”a"za 0417 0718  1,0007790;532  1,0,567 0,830
58, 4

o Z Svi ispitanici na
2" | dijalitiekom lijecenju 0,855 0,745 4, 0,851 0944 0576 0827

(N = 60)

* Usporedba je napravljena primjenom /Eisherovog egzakinog testa, uz 5 stupnjeva slobode,
statisticka znaCajnest p < 0,05.
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5. RASPRAVA

Kroni¢na bubrezna bolest dovodi postupno do terminalnog stadija belesti i potrebe za
nadomjestanjem bubrezne funkcije dijalizom ili, Sto je bolje za“kwalitetu zivota bolesnika,
transplantacijom bubrega [60]. Transplantacija se smatra zlatnimgStandardom udijecenju
zavrS$nog stadija zatajenja organa. Zbog imunizacije oboljele osobe imaju smanjenu priliku za
pronalazenje podudarnog davatelja, a ujedno je i povec¢an imunoloSKirizik, $to rezultira losijim
ishodima transplantacije [88, 94-98]. Za sprjecavanjé akutnog, ili kroni¢nog odbacivanja
presatka nakon transplantacije vazno je svesti na minimum nepodudarnosti izmedu primatelja i
davatelja organa te odrediti specifi¢nosti neprihvatljivih antigenatedovitim praéenjem pacijenta
na listi ¢ekanja za transplantaciju, a $to se uobi¢ajeno Cini odredivanjem postotka panel
reaktivnih protutijela (PRA) usmjerenih.na ljudske leukocitne antigene (HLA). Visoki postotak
PRA velika je prepreka pri transplantacijiyorgana, dok specifiéna imunizacija ukazuje na
potpunu neprihvatljivost organa [78]. J posljednjih nekoliko godina objavljena su istrazivanja
na transplantiranim bolésnicima kodyKkojih je dokazano¢ da je = odbacivanje presatka
posredovanog protutijelima bez dokazanog prisustva protutijela’ anti-HEA,. Sto ukazuje na
¢injenicu da na ishodyprezivljavanja presatka vaznu ulogu meguimati i protutijela na molekule
izvan,sustava/HLA tzv. protutijela non-HLA [100-102].

W ovoistrazivanje bila su uklju¢ena 74 ispitanika prosjecne starosti od 56,1 godine koji
su obeljeli“od kroniéne bubrezne bolesti u terminalnomsstadiju."Svi ispitanici su se tijekom
2022. godine nalazili na listi cekanja za transplantaciju u KBC-u Rijeka. Prema anamnestickim
podacima ispitanici su bili podijeljeni u tri kategorije dijagnoza: imunoloske (17,6 % ispitanika),
neimunoloske (59,5% ispitanika) i upalne bolesti (23,0 % ispitanika). Na osnovu anamnestickih
podataka utvrdeno je da su transfuzije krvnih pripravaka bile imuniziraju¢i dogadaj u 66,2 %
Ispitanika, od kojih su ve¢ihabili muski ispitanici. Trudnoca se smatra uzrokom imunizacije u
75,0 % ispitanica, a kombinacija transfuzije i trudnoce u 54,2 % ispitanica. Prethodno opisani
imuniziraju¢i dogadaji mogu rezultirati stvaranjem protutijela anti-HLA. Istrazivanja na
razli¢itim populacijama bolesnika koji se nalaze na listama ¢ekanja za transplantaciju organa

pokazala su da oko 60% tih bolesnika imaju prisutna protutijela anti-HLA [89,90].
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5.1. Karakterizacija protutijela anti-HLA

Protutijela usmjerena na nepodudarne antigene HLA mogu uzrokovati skra¢eno vrijeme
prezivljavanja presadenog bubrega, razli¢ite oblike odbacivanja presatka, porémecaj funkcije te
veéu ucestalost nuspojava na imunosupresivnu terapiju. Ona ‘senstvaraju kao posljedica
izlozenosti primatelja stranim antigenima HLA tijekom prethodnihgtransplantacija_ili drugih
imuniziraju¢ih dogadaja, premda su dokazani i kod osoba bez poznatog, imunizirajuceg

dogadaja [6, 61 ].

Testiranje seruma metodom CDC odredena su protutijéla anti-HLA u serumima 28,4 %
ispitanika, $to upucuje na potencijalni imunosni_rizik. Probirnim testom Luminex tehnologije
utvrden je znacajno veéi broj ispitanika pozitivaih za razred 1 i/ili 11, njih 52,7 %, S$to je
potvrdeno 1 usporedbom dviju proporcija gdje je utvrdena statisticki znacajna razlika u
dobivenim rezultatima (p = 0,003)¢ Razlika u veCem broju pozitivnih rezultata, testiranja
potvrdila je puno vecu osjetljivost 1 specificnost Luminex tehnologije u odosu na metodu,CDC
§to je sukladno podacima iz iterature/[61]

U serumima 351 % ispitanika utvrdena je specificnost protutijela anti-HLA razreda I,
a u 28,4 % ispitanika specifi¢nost protutijela anti-HLA razreda Il. Antigent HLA=B70, Cw11,
Cw13 i DR53 jedine swiznimke u ispitivanoj populaciji keje za koje nisu u ovom istrazivanju
utvrdena protutijela anti-HLA. Do sada su objavljena Cetiri istrazivanja vezana za odredivanje
ucestalostialela HLA idhaplotipova u kojimase oni nalaze na populacijama ispitanika koji zive
usRepublici “Hrvatskoj [58,59,91,92]. Usporedbom, rezultata tih istrazivanja s ucestalostima
specificnih protutijela anti-HLA u ispitivanoj populaciji uo€eno je da najvecu ucestalost u
ispitivanoj‘populaciji je imalo protutijelo anti-HLA-A2 (14,9 %) dok aleli koji kodiraju antigen
HLA-A2 imaju najveéu ucestalostiu populaciji Hrvatske (30,3 %) [58]. Nadena je tatisticki
znacajna razlika u usporedbi ovih dvijwucestalosti (p=0,004). Nadalje, i za ostale najucestalije
alele u Hrvatskoj vrijedi da je, ucestalost'tih alela u pravilu veca od dobivene ucestalosti
specifi¢nog protutijela anti-HLA"na'produkte tih alela u ispitivanoj populaciji, bez obzira na
statisticki znacaj te razlike. S druge strane, aleli lokusa HLA-A s najmanjom ucestalosti u
Hrvatskoj, manjom od 0,1 % (HLA-A*34, A*69, A*74 i A*80) kodiraju za antigene koji poti¢u
stvaranje protutijela anti-HLA sa relativno ve¢om ucestalosti u ovom istrazivanju (5,4 % do
12,2 %, Tablica 1). Dobiveni rezultati mogu se objasniti ¢injenicom da upravo zato Sto su Cesti

u populaciji manja je vjerojatnost za pojavu nepodudarnosti antigena HLA izmedu primatelja 1
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davatelja pa stoga i manje bolesnika stvara aloprotutijela na produkte tih alela nakon
imuniziraju¢eg dogadaja. Jednako tako, ukazuju i na mogucu vecu imunogenost produkata
rijetkih alela te time i ¢e$¢i imunosni odgovor. Sli¢ne rezultati o omjerima «icestalosti alela
HLA i specifi¢nih protutijela anti-HLA opisani su i u ranijim istrazivanjima [104,105].

U ovom istrazivanju najveca ucestalost protutijela anti-HLA utvrdena je za anti-HLA-
B15 (67,6 %, Tablica 2.). Radi se o broad antigenu koji obuhvaca vise antigena lokusa HLA-
B. Zbog preciznijeg pra¢enja ucestalosti s ucestalosti alela sva protutijela u serumima ispitanika
stvorena na antigene HLA-B62, B63, B71, B72, B75, B76 I B77 ebjedinjena su pod antigensku
specificnost HLA-B15 kodiranom alelima iz alelne skupiné HLA-B*15. Nazalost, to je za
posljedicu imalo porast te ucestalosti jer su pojedini ispitanici stvorili jedno ili vise specifi¢nih
protutijela anti-HLA iz skupine B15. Za neke druge broad antigene postoji zasebna alelna
skupina za svaki antigenkao $to je (na primjer HLA-B12 koji ukljucuje antigene HLA-B44 i
B45 kodirane alelima HLA-B*44¢i -B*45 [58]. Antigeni ostalih ispitivanih lokusa HLA
pokazuju sli¢ne pravilnosti. Od antigena HLA-Cw najvecu ucestalost u populaciji Hrvatske
pokazuju aleli odgovorni«za ekspresiju antigena Cw4, CwZ 1 Cwl2, dok su ucestalosti
specifi¢nog protutijelaanti-HLA u ispitivanoj populaciji redovito'manje I's, u pravilu, statisticki
znacajnom razlikom (za Cw4 p=0,0226; za Cw7 p=0,0002 i za Cwi12=< 0,00001). Analogni
rezultati su dobiveni za antigene HLA-DR, konkretnijefza HLA-DR11 i DR13. Kao i na
primjeru_ antigenske specificnosti HLA-A2, 1 u sluc¢aju DQ2¢pokazana je statisti¢ki znacajna
razlika u“ucestalostivalela koji ga kodira u populaciji Hrvatske 1 ucestalosti specifi¢nog
protutijela anti-HLA u ispitivanoj populaciji {p=0,0011). Protutijelo anti-HLA-DQ2 nadeno je
u 1,4 % seruma , dok je ucestalost alela koji kodiraju antigen HLA-DQ2 15,7 % [59]. Takoder,
i za najcesce antigene HLA-DQ vrijedi da je ucestalost specifinog protutijela anti-HLA u
1spitivanoj populaciji znac¢ajno manja (p < 0,05).

U Hrvatskoj postoje dva medunarodno akreditirana imunogeneticka laboratorija, u
KBC-u Zagreb, kao referentni centar i;u KBC-u Rijeka koji su dio sustava Eurotransplanta.
Svaki centar unutar Eurotransplanta ima vlastitu listu ¢ekanja za transplantaciju bubrega i
drugih solidnih organa. Za pacijente na listi ¢ekanja u KBC-u Zagreb napravljeno je istrazivanje
o raspodjeli gena HLA i imunizaciji, odnosno stvaranju protutijela anti-HLA [106]. U
navedenom istrazivanju najveCa ucestalost protutijela anti-HLA stvorenih na antigene
ispitivanih lokusa (HLA-A, -B, -C i -DRB1) nadenaje za anti-HLA-A24 (9,09 %), anti-HLA-
A23 (7,93 %), anti-HLA-A25 (7,16 %), anti-HLA-B27 (4,71 %), anti-HLA-B44 (3,40 %), anti-
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HLA-Cws5 (12,24 %), anti-HLA-Cw2, Cw7 i Cw17 (svako sa po 9,18 %), anti-HLA-DR1, DR4,
DR9 i DR15 (svako sa po 8,55 %), anti-HLA-DQ9 (16,31 %) te anti-HLA-DQ8 (15,80 %)
[106]. Rezultati ovog istrazivanja vrlo su sliéni po redoslijedu ucestalosti’ za ‘antigenske
specifi¢nosti HLA-A s rezultatima prethodno spomenutog istrazivanja. U ispitivanoj populaciji
najveca ucestalost bila za je anti-HLA-A2, dok su sljede¢a najucestalijasprotutijela bila upravo
anti-HLA-A24, A251 A23 (uz A32 i A69 jednake ucestalosti). Za razliku od rezultata dobivenih
na lokusu A, usporedbom dobivenih rezultata studije na ispitanicimas liste ¢ekanja KBC Zagreb
i rezultata ove studije nije nadena podudarnost u ucestalosti protutijela anti-HLA-B [106].
Nadalje, ucestalost protutijela anti-HLA-CwS5 bila je najmanja (1,4%), a i preostala protutijela
na antigene lokusa HLA-C s najve¢om ucestale§éu u Zagrebu imala su, u pravilu, najmanju
ucestalost u ovom istrazivanju. Jednako kao i u Zagrebu, protutijela anti-HLA-DR15 (10,8 %)
1 DR1 (8,1 %) imala su najvecu ucestalost i u ovom istrazivanju, medutim, u ovom istrazivanju

anti-HLA-DR4 i DR9 nisu utvrdend s velikem ucestalosti u serumu ispitanika.

5.2. Specifi¢nosti 1gG protutijela non-HLA u ispitivanoj populaciji

Posebno vazamhaspekt ovog, istrazivanja bilo je odredivamje IgG protutijela prema
antigenima non-HLA. lako,odbacivanje alogenog presatka uobi¢ajeno uzrokuju HLA-DSA
(ABMR), patoloske promjene mastaju i u situacijama kad ne postoji prisutnost cirkulirajuéih
HLA-DSA u bolesnika, $to upucuje na antigene 1zvan sustavalHLA kao potencijalne ¢imbenke
koji mogu doprinijeti-odbacivanju presatka[9,.62,63,]. lako se"posljednjih desetak godina
protutijela non-HLA intenzivno proucavaju,jos$ uvijek nijesu potpunosti istrazen mehanizam
njihova razvoja 1 djelovanja pri oSteCenju presatka [64-66]. Isto tako, na klini¢ku vaznost
protutijela non-HLA stvorenih na modificirani aloantigen koja uzorkuju aloimuni odgovor i
posljedi¢no odbacivanje presatka bubrega ukazuju nedavno objavljena istrazivanja [71-73].
Rezultati nedavnih istrazivanja ukazuju na moguéi sinergisticki u¢inak HLA-DSA i protutijela
non-HLA, koji ima za posljedicuskraceno vrijeme prezivljenja presatka [69,70]. Najvise se je
do sada istrazivao AT1R, a u posljednje vrijeme istrazuje se i sve veéi broj drugih antigena non-
HLA, poput miozina, tubulina, agrina, vimentina, ARHGDIB i drugih [67-69]. Za AT1R ne
postoji konsenzus oko klini¢ke vaznosti buduc¢i da sama prisutnost tog protutijela nije uvijek
dovoljna za odbacivanje presatka.

Rezultati odredivanja specificnost protutijela non-HLA u ispitivanoj populaciji

bolesnika u okviru ovog istrazivanja pokazali su da je ¢ak 91,9 % ispitanika razvilo IgG-
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protutijela non-HLA, $to je usporedivo s rezultatima dobivenim u istrazivanju Shin i sur. koje
je ukljucivalo bolesnike oboljele od terminalne bubrezne bolesti ,a prije transplantacije bubrega
[72]. Shin i sur. pokazali su da je od 32 antigena non-HLA iz ispitivanog panéla u,pojedinog
ispitanika bilo prisutno od 0,4 % do 97,1 % protutijela na te antigene. Ul ovom/istrazivanju
testiranje je napravljeno na panelu od 60 antigena non-HLA. U ispitivanoj populaciji protutijelo
na svaki testirani antigen non-HLA dokazano je u serumima minimalno Cetiriju 1spitanika. Od
svih testiranih antigena non-HLA 13,6 % bilo je pozitivno za lgG-protutijelo. U 58,1 %
ispitanika utvrdene su viSestruke specifi¢nosti (2-10)<protutijela non=HLA. Ovaj rezultat
takoder se podudara s istrazivanjem Shin i sur., u kojem je takoder najveci broj ispitanika stvorio
izmedu dviju i deset specifi¢nosti protutijela non-HLA [74]. Moguce je da je viSestrukom
specificnosti  povetana imunogena sposobnosty ukupnih protutijela non-HLA za

posttransplantacijski aloimuni odgovor.

5.3. Odredivanje komplement-vezujugéih protutijela non-HLA

Nepodudarnost u_sustavima 'krvnih grupa ABO i antigena (HLA glavni su izvor
imunosnog rizika kodsalogene transplantacije. Prirodna protutijela,na antigene sustava ABO
ukljucena su u humoralni‘imunosni odgovor na presatke. Ona su primarno IgM razreda, koji su
jaki aktivatori komplementa ‘[75,76]. Protutijela anti-HLAA stvaraju se u bolesnika s HLA-
nepodudarnim présatkom, a posebno u ve¢ imuniziranih, kaosto su viserotkinje ili viSestruko
transfundirani bolesnicCi, a sto moze dovesti  do, hiperakutnog ilitakutnog ABMR te gubitka
presatka [77]."Pocetni je korak vezanje veé postojeéih ili novostvorenih nakon transplantacije
HLA-DSA za epitop(e) na antigenu HLA™I pokretanje, puta aktivacije komplementa preko
proteinasC1q [78]. S obzirom na znacaj komplementa u“transplantaciji te vezanju IgG
protutijela, u ovom istrazivanju odrédene su specifinosti i svojstva aktivacije komplementa za
IgG protutijela non-HLA. Kako u literaturi do sada nisu opisane grani¢ne vrijednosti, jedan od
zadataka bio je odrediti granicnewvrijednosti u testu LNHLA+C3d za razlu¢ivanje komplement-
vezujuca IgG protutijela non-HLA"(C3d-pozitivni uzorci) od onih koja ne vezu komplement
(C3d-negativni uzorci) u uzorcima seruma ispitanika. To je bilo posebno vazno buduci da ne
postoje drugi klini¢ki podaci za istrazivanu skupinu ispitanikakoji bi mogli upucivati na tocan
rezultat testiranja. 1z tog razloga su se u prvoj fazi istrazivanja nakon dobivenih
vrijednosti MFI u testu LNHLA+C3d, odredile grani¢ne vrijednosti na nacin analogan

testovima ¢vrste faze s mikrosferama za IgG protutijela anti-HLA i komplement-vezujuca
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protutijela anti-HLA. U testu za odredivanje specificnosti protutijela anti-HLA grani¢na
vrijednost je odredena, ne isklju¢ivo vrijednoséu MFI, ve¢ 1 omjerom vrijednosti MFI i najnize
vrijednosti MFI za antigen istog lokusa HLA (koja u ovom kontekstu ,,simulira® pozadinski
sum). U testu za odredivanje komplement-vezujucih protutijela anti-HLA grani¢na vrijednost
odredena je kao trostruka vrijednost pozadinskog Suma mikrosfere za svaku specifi¢nost HLA.
Oba pristupa su prvobitno primijenjena na rezultate ovog istrazivanja (vrijednosti MFI u testu
LNHLA+C3d), medutim, dobivene vrijednosti nisu bile ujednacene.Zbog toga takav istovjetan
pristup nije bio primjenjiv za rezultate MFI u testu LNHLA+C3d."Pozadinski Sum bilo bi
moguce odrediti usporednim viSestrukim testiranjem C3d-negativnihiuzoraka ispitanika.
Statistickom analizom odredena je struktura raspodjele rezultata MFI u testu
LNHLA+C3d u I1gG-negativnih i 1gG-pozitivaih, ispitanika. Upotrebom prilagodenog
Matthewsovog koeficijenta korelacije (MCCagj) zavrsnosu se definirale grani¢ne vrijednosti.
Koeficijent MCCagj definiran je zato Sto u kontekstu ovog istrazivanja, vrijednost ENwu matrici
konfuzije ne predstavlja pogreSnu klasifikaciju, ve¢ to¢nu identifikaciju IgG-pozitivnih
ispitanika sa stvorenim IgGprotutijelima non-HLA koja ne vezukomplement, odnesno bioloski
C3d-negativnih. Zbogdoga je u formuli za koeficijent MCCagqj, definiranoj u poglavlju 3.3.2.3,
varijabla FN zanemarena kako ne bi utjecala na konac¢nu vrijednest koeficijenta MCCagj.
Drugim rije¢ima, prilagodene wrijednosti koeficijenta MCC (MCCaqj) za svaki antigen u
ispitivanom panelu izracunate su uz pretpostavku da rezultati FN n¢ umanjuju izvedbu testa.
Grani¢ne vrijednosti's'koeficijentom MCCadj = 1 pokazuju savrsenu ucinkovitost klasifikacije
béz razmatranjaivarijable FN kao pogreske. Sto jeniza vrijednost MCCagj, niZa je uéinkovitost
klasifikacije samo na temelju varijabli TP; TN FP. Teoretskiraspon za koeficijent MCCag; je
0d "0 dol, pri ¢emu 0 zna¢i da nema prediktivaudvaznost ‘osim slucajnosti (Svi uzorci su
predvideno pozitivni ili negativni), dok 1 oznacava savrSenu izvedbu klasifikacije [56,57].

U kontekstu ovoggistrazivanjass prikladno definiranim koeficijentom MCCaqj, visa
vrijednost tog koeficijenta zna€ila je da su i osjetljivost i specifi¢nost visoke, a stopa lazno
pozitivnih rezultata niska. Visoka vrijednost MCCagj ukazuje na ¢injenicu da je koristeni test
bio prikladan za identifikaciju uzoraka koji su doista C3d-pozitivni, odnosno onih koji stvarno
vezu komplement [103]. Nadalje, visoka vrijednost koeficijenta MCCaqj sugerira da je u
istrazivanju upotrebljavan test s kojim je moguce pouzdano identificirati uzorke koji su doista
C3d-negativni, $to, uz IgG-negativne ukljucuje i one IgG-pozitivne ispitanike cija IgG
protutijela non-HLA uistinu ne vezu komplement. Veca vrijednost koeficijenta MCCagj Ukazuje
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na snazno slaganje izmedu predvidanja analize i stvarnog statusa uzoraka, odnosno analizu s
visokom dijagnostickom tocnos¢u za specifi¢nu svrhu identifikacije IgG protutijela non-HLA
koja vezu komplement u odnosu na ona koja ne vezu komplement. To znaci daje upetrijebljeni
test vrlo pouzdan u razlikovanju C3d-pozitivnih od C3d-negativnih(ukljucujuci i IgG-pozitivne
ispitanike ¢ija IgG protutijela non-HLA ne vezu komplement), Sto je'bilo od kfiticne yaznosti
za ovo istrazivanje. Na temelju iznesenog, odredene su tri kategorije u koje su svrstani pojedini
antigeni non-HLA: C3d-pozitivni (s grani¢nom vrijednosti MCCagj = 1),-'C3d-negativni
(grani¢na vrijednost nije odredena; MCCa < 0,7) te/C3d-diskutabilni (nije bilo moguce
pouzdano odrediti postoji 11 grani¢na vrijednost ili ne; 0,7 > MCCqgj 2,1).

Za odredenu skupinu antigena non-HLA a ispitivanom panelu (23/60, 38,3 %) grani¢na
vrijednost MFI za C3d nije odredena te oni nisu pokazali sposobnost stvaranja IgG protutijela
koja vezu komplement. Serumi svih ispitanika su bilidefinitivno C3d-negativni za svaki od
antigena non-HLA iz te skupine. Razlozi nemogucénosti definiranja grani¢ne vrijednosti mogu
biti dvojaki. Moguce je da u ispitivanojpopulaciji nije postojao ispitanik koji u.serumu ima IgG
protutijelo koje veze komplement iako bi oha teoretski trebala,postojali u toj situacijis U tim
slucajevima grani¢na vrijednost bilabi definitivno veéa od najveée vrijednosti MFI za pojedini
antigen u testu LNHLA+C3d odredene za IgG-negativnog ispitanika. Jednako tako, druga je
mogucnost dd ti antigeni uopée nemaju sposobnost stvaranja IgG protutijela koja vezu
komplement (Tablica 7.). Za njih su potrebna dodatna istrazivanja na yecem broju uzoraka kako
bi se s puno veéom preciznos¢u mogle potvrditi ilivopovrgnuti 1znesene pretpostavke za
objasnjenje rezultata dobivenih u ovom istrazivanju.

Antigeni non-HLA (14/60, 23,3 %), prikazani u Tablici 8., pripadaju skupini C3d-
diskutabilnth, buduéi da, unutar ispitivane populaeije, nije bilo moguce pouzdano odrediti
postoji li grani¢na vrijednost ili nesRazlozi zbog kojih nije bilo moguce pouzdano odrediti
grani¢nu vrijednost ukljucwju: mali razmak izmedu najviSe vrijednosti MFI za C3d IgG-
negativnog ispitanika i najnize vtijednosti MFI za C3d IgG-pozitivnog ispitanika (uobicajeno <
30 %), iznimno niske vrijednosti MFFza C3d IgG-pozitivnih ispitanika (uobi¢ajeno < 200 MFI)
bez prisutne odredene izrazito visoke vrijednosti MFI za C3d preostalih IgG-pozitivnih
ispitanika, normalna raspodjela zajednicke distribucije vrijednosti MFI za C3d IgG-pozitivnih
i 1gG-negativnih ispitanika bez formiranja dviju zasebnih skupina podataka.

Sto se ti¢e dobivenih C3d-pozitivnih rezultata (23/60 antigena, u 34/74 ispitanika),

rezultati ovog istraZivanja definitivno potvrduju sposobnost vezanja komplementa IgG
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protutijela stvorenih na te antigene (Tablica 9). Odredivanje protutijela stvorena na brojne
antigene izvan sustava HLA u razli¢itim bolestima i stanjima zaokuplja interes strucne i
znanstvene zajednice u protekla gotovo dva desetlje¢a[101,102]. Za mnogobrojne antigene non-
HLA utvrdena je imunogenost koja za posljedicu moze imati i odbaeivanje presatka. Medutim,
sam mehanizam djelovanja pojedinih protutijela non-HLA nije defiitivno razjasnjen. Osim
vezanja komplementa, 1gG protutijela mogu djelovati i kroz druge imunosne procese, poput
opsonizacije 1 neutralizacije antigena, §to omogucuje razvoj djelotvornog imunosnog odgovora
[107] Svojim Fc krajem, IgG protutijela vezu se i prenosefsignal na Fc receptore koji su prisutni
na mnogobrojnim stanicama imunosnog sustava (limfociti B, plazma,stanice, makrofazi, NK
stanice) i drugih stanica u krvi (eozinofili, peutrofili, trombogiti) [107]. O tome ovisi i
mehanizam imunomodulatornog efekta 1gG protutijela, koja tako mogu potaknuti ili suzbiti
upalne i imunosne odgovore.

U ovom istraZzivanju najveéa ucestalost u serumima ispitanika imala su protutijela anti-
PRKCZ (12,2 %), anti-DEXI (8,1 %) te anti-STAT6 ( 5,4 %). Sva ostala pretutijela imala su
ucestalost manju od 5 %. Rrezultati ovog istrazivanja ukazuju na Sposebnost vezanja
komplementa protutijela anti-PRKCZ. Protein PRKCZ je tip protein-kinaze C koji ima vaznu
ulogu u upalnim procesimaalstrazivanjem Sutherlanda i sur. pokazane je da bi protutijela anti-
PRKCZ mogla biti povezana s odbacivanjem i gubitkom presatka, no-da nema dovoljno
podataka za definitivnu potvrdu njihove aktivne uloge u adbacivanju presatka [108]. Suprotno
tome, Nadalje, za protutijelo anti-DEXI dokazana jessposobnest za vezanje komplementa.
Slican rezultat dobiven je 1 u multicentriénom “istrazivanju populacije odraslih primatelja
presatka srca gdje je utvrdena statisticki znacajna povezanost's odbacivanjem presatka [109].
Ovimistrazivanjem potvrdena je njegova sposobnestivezanja komplementa u serumima Sest
ispitanika na listi Cekanja za™ fransplantaciju bubrega, cetvoro uvrStenih u skupinu
neimunioloskih, a dvoje usskupinu upalnih dijagnoza. Pregledom anamnestickih podataka
utvrdeno je da su zajednicki patoloski/pokazatelji kod ispitanika bili povezani s krvozilnim
sustavom, poput hipertenzije i anemije. Protutijelo anti-STAT6 povezano je s ABMR u
odsutnosti HLA-DSA [113]. U ovom istrazivanju komplement-vezujuée protutijelo anti-
STAT6 utvrdeno je u serumima Cetiriju ispitanika, troje ispitanika bilo je u imunoloskoj skupini
dijagnoza, a jedno u neimunoloskoj. Za ispitanike u imunoloskoj skupini zajednicka dijagnoza
bila je IgA nefropatija. Troje ispitanika je razvilo protutijela anti-HLA, od kojih dvoje imaju
imunizirajuc¢i dogadaj u anamnezi, dok je tre¢i ispitanik muskog spola koji je stvorio protutijela
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anti-HLA nepoznate etiologije. Jedan ispitanik nema protutijela anti-HLA u serumu, iako i u
njegovoj anamnezi postoji imunizirajuéi dogadaj (transplantacija). S obzirom na rezultate
istrazivanja Seneva i sur. [110], kao i rezultate ovog istrazivanja, prisutnest komplement-
vezujucéeg protutijela anti-STAT6 u serumu ovog ispitanika moglo i biti uzrokom/dbacivanja
presatka nakon iduce transplantacije.

U nedavno objavljenim studijama opisani su nacini djeloyanja protutijela stvorenih na
pojedine antigene non-HLA, a koji su bili prisutni i u panelu iz'ovog istrazivanja. Isto tako,
opisani su i antigeni H-Y, MICA, perlekan kao antigeni keji mogu potaknuti stvaranje
komplement-vezujucih protutijela, a ATIR i ETAR kao antigeni ¢ijiyje mehanizam djelovanja
neovisan o komplementu [44,69,79-82]. Autori Sorohan. i sur. napravili su 2022. godine
preglednu analizu u kojoj spominju mehanizam aktivacije komplementa koju poticu razliciti
antigeni non-HLA, od kojih su neki bili ispitivani i u'@vom istrazivanju [38]. Vimentin je u
ranijim istrazivanjima pokazao rezultate pedudarne s rezultatima ovog istrazivanjay[115]. U
ranijim je istrazivanjima mehanizam djélovanja,definiran kao ovisan o komplementu, dok je u
ovom istrazivanju unutar ispitivane populacije nedvojbeno pokazana sposobnost stvaranja [gG
protutijela koja vezu kemplement. Za ovaj antigen uobicajeno je dapotice stvaranje IgG i [gM
protutijela, ponajprije kod kandidata za transplantaciju srca dok su IgG protutijela najceséa su
kod bubreznihi bolesnika [42]. Za kolagen I u navedenim/ranijim istrazivanjima nije definiran
mehanizam djelovanja ovisan o komplementu (112,114) sto,je potvrdeno i ovim istrazivanjem.
Za antigene, non-HEA, ARHGDIB, agrin 1 PECR, w ranijimistrazivanjima mehanizam
djelovanja definiran je kao ovisan o komplementu(116), dokwu ovom istrazivanju za te antigene
nije bilo mogucée pouzdano utvrditi njihovu sposobnest, stvaranja 1gG protutijela koja vezu
komplement. Za grani¢ne vrijednosti MFI za C3d odrédene u ovom istraZivanju za te antigene,
najveca vrijednost MCCadj bila‘jewu rasponu 0,7 do 1, te su, prema Kriterijima, ti antigeni
svrstani u skupinu C3d-diskutabilnih, Budu¢i da je u ovom istrazivanju doista statisticki
odredena grani¢na vrijednost za eve antigene, vjerojatno je da bi u populaciji s ve¢im brojem
ispitanika bilo moguce utvrditi ispitanike koji stvaraju komplement-vezujuc¢a protutijela, ¢iji
rezultati bi bili izvjesni. Ovim istrazivanjem je za razliku od rezultata prethodno objavljenih
istrazivanja (113) za antigene PRKCZ, kolagen III, kolagen IV i fibronektin utvrdena
sposobnost stvaranja IgG protutijela koja vezu komplement.

Ispitanici s najve¢im brojem specificnosti IgG protutijela non-HLA posebno su bili

zanimljivi za sveobuhvatnu analizu podataka dobivenih ovim istrazivanjem. U skupini
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ispitanika s 51 do 60 specifi¢nosti IgG protutijela non-HLA u ovom istrazivanju bila su tri
ispitanika, dvije zene i jedan muskarac. Njihova zajedni¢ka obiljezja bila su: neprisutnost
protutijela anti-HL., Iz anamnestickih podataka vidljivo je da spadaju u skuping neimunoloskih
dijagnoza te da do uzimanja uzorka seruma nisu bili lijeceni transplantacijom. Jedna ispitanica
(A) nije imala evidentiran imuniziraju¢i dogadaj, druga ispitanica (B) imala je trudnocu i
transfuziju krvnih pripravaka, dok je preostali ispitanik (C)/ primao transfuziju krvnih
pripravaka. Sto se ti¢e dijalitickog lijeGenja, jedna ispitanica, je lijeSena 12 mijeseci
peritonejskom dijalizom, a druga 34 mjeseca hemodijalizom, dok preostali Ispitanik u trenutku
uzimanja uzorka seruma nije bio na dijalitickom lijecenju.

Od testiranih specifi¢nosti protutijela nen-HLA, u'serumu ispitanice A dokazano je 57
specifi¢nosti IgG protutijela non-HLA (sve osim kolagena I i kolagena Il te PRKCZ). U serumu
ispitanice B odredeno je 59 specifi¢nosti IgG protutijelamon-HLA (sve osim kolagena 1), a u
serumu ispitanika C odredeno je 58'specifiénosti IgG protutijela non-HLA (sve osimikolagena
Ii kolagena V). Zanimljivo je da je specificnost kolagen I bila negativna uSva tri ispitanika s
ukupno pojedina¢no najve€imhbrojem razli€itih IgG protutijela non-HLA. Svojstvo vezanja
komplementa dokazane.je u ispitanice B za anti-PRKCH te u ispitanika C za anti-LMNA, dok
u ispitanice A nije utvrdenomni za jednu antigensku specificnost non-HLA iz panela. Zanimljiv
je i podatak da u serumu ispitanice A, u kojem je utvrdena prisutnost 57 specifi¢nosti IgG
protutijela non-HLA, nije odredeno protutijelo anti-PRKCZ. To protutijelo je u ovom
istrazivanjuhodredeno v serumima 17 ispitanika, te u mjih 9 pokazalo i sposobnost vezanja
komplementa,  §to predstavlja najvecu hucestalost pojedinog protutijela sa dokazanom

sposobnoscu vezanja komplementa u ispitivanoj populaciji (12,2 %).

5.4. Korelacija izmedu 1gG protutijela non-HLA i komplement vezujuéih protutijela
non-HLA

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je 91,9 % (68/74) ispitanika stvorilo 1gG
protutijela na istrazivane antigene non-HLA, sto je svojevrstan kuriozitet. Prema dobivenim
rezultatima i upotrebljavanom algoritmu, u 45,9 % ispitanika (34/74) dokazana su 1gG
protutijela non-HLA koja imaju sposobnost vezanja komplementa. U vise od Cetvrtine
ispitanika, 20/74 (27,0 %), dokazana su 1gG protutijela non-HLA koja nisu imala sposobnost

vezanja komplementa.
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U ispitivanoj populaciji za svaki antigen iz testiranog panela postojala su barem cetiri
ispitanika koji su stvorili IgG protutijelo non-HLA. Ujedno su kod odredenog broja ispitanika
svi amtigeni u panelu pokazivali nesposobnost vezanja komplementa, odnosno-za svaki antigen
u panelu, barem neki ispitanici bili su C3d-negativni. To znaci dassvaki od 60 antigena non-
HLA u testiranom panelu, barem kod nekih bolesnika, ne¢e potakmuti imunosni ©dgovor
aktivacijom komplementa. Obrnuto, za 23 antigena kod kojih je pokazana spesobnest iniciranja
imunosnog odgovora IgG protutijelima non-HLA koji vezu komplement, ujedno’je utvrdeno da
takav imunosni odgovor nije bio prisutan u svim ispitanieima koji. su stvorili 1gG protutijelo na
taj antigen non-HLA. Rezultati ovog istrazivanja nedvojbeno’pokazuju i da ni za jedan antigen
non-HLA koji potice stvaranje IgG protutijela, ona ne¢e u 100 % slucajeva vezati komplement.
To ukazuje da je potrebno provoditi testiranja na‘komplement-vezujucéa protutijela non-HLA
kako bi se u konkretnom slucaju kod konkretnog bolesnika utvrdila priroda imunosnog

odgovora, odnosno vezu li ta IgG protutijela komplement ili ne.

5.5. Korelacija izmedu 1gG_protutijela anti-HLA i protutijela non-HLA

U ovom istrazivanju su u32,(43,2 %) ispitanika utvrdene specificnosti IgG protutijela
anti-HLA na gotovo sve poznate antigene HLA, osim HLA-B70, Cwl1, Cw13t DR53. Zbog
njihove iznimne rasprSenosti 1 raznolikosti u pojedinih ispitanika, te posljedicno malog broja
ispitanika sa dokazanom pojedinom specifi¢nosti protutijela.anti-HLA, iz dobivenih podataka
nije bilo mogucée 1zviuéi relevantne zakljucke o povezanesti pojédinth specificnosti protutijela
anti-HLA i protutijela non-HLA.

Gledajuc¢i ‘ukupnu ispitivanu populaciju, 3/74 (4,1 %) ispitanika nisu stvorila niti
protutijela anti-HLA, a ni protutijela non-HLA. Qdynjih jedan nije imalo nikakav evidentirani
imunizirajuéi dogadaj, dok su ‘undvoje ispitanika zabiljezeni podaci o imunizirajuéim
dogadajima (transfuzija krynih pripravaka za oba ispitanika i trudnoca za jednu ispitanicu).
Moguce je da konkretni ispitani€inemaju sposobnost imunosnog odgovora protutijelima (engl.
non-responders). Jednaki broj ispitantka, 3/74 (4,1 %) stvorio je samo protutijela anti-HLA, a
ne i non-HLA. U toj skupini za jednog ispitanika evidentirani su podaci o tri imunizirajuca
dogadaja (transfuzija krvnih pripravaka, trudnoca i prethodna transplantacija), za jednog
ispitanika o dva imunizirajua dogadaja (transfuzija krvnih pripravaka i prethodna
transplantacija), a za jednog ispitanika o jednom imuniziraju¢em dogadaju (transfuzija krvnih
pripravaka).
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U ovom istrazivanju sudjelovala su dvojica ispitanika koji nisu imali evidentirani
podatak niti o jednome imunizirajuéem dogadaju, a stvorili su protutijela anti-HLA i non-HLA,
Sto je posebno zanimljivo, budu¢i da se radi o bolesnicima muskog spola. Postoje istrazivanja
koja potvrduju stvaranje protutijela anti-HLA u muskaraca koji nisa,primili transfaziju krvnog
pripravka niti su bili prethodno transplantirani [83,84] Testom za odredivanje specifi¢nosti
protutijela anti-HLA seruma jednog ispitanika dobiven je rezultat slabe, iakonedvojbeno,
pozitivnog protutijela na specifi¢cnost HLA-A3, koje pripada u istt CREG (1C, u koji spadaju
antigeni HLA-A1, A3, All, A23, A24, A29, A30, A31, A36.i A80) [85]. Zanimljivo da
istrazivanje Morales-Buenrostro i sur., provedeno_na meksickoj pepulaciji, navodi upravo
specificnosti HLA iz tog CREG-a kao najces¢e kod muskaraca bez imunizirajué¢ih dogadaja u
anamnezi [83]. U serumu tog ispitanika odredeno jenl4 razliCitih specificnosti IgG protutijela
non-HLA, medutim niti jedno protutijelo ne veze komplement. Drugom ispitaniku je u serumu
odredena specifi¢nosti protutijela anti-HLA DR52 te, ve¢ ranije spomenuto, anti-STAT6, koji
je bio jedino odredeno IgG protutijelo non-HLA, a ujedno i komplement-vezujuce., Ova
prirodna protutijela anti-HLEAwajvjerojatnije nastaju kao posljedica Krizne reakcije epitopa
antigena HLA s antigenima iz okoline, poput hrane ili mikroorganizama [86,87].

Nadalje, unutar skupine od 68/74 (91,9 %) ispitanika, koji su stvorili 1gG protutijela
non-HLA, njih 29 (39,2%) je dedatno razvilo i protutijela anti-HLA, dok je njih 39 (52,7 %)
bilo negativne nafprisutnost protutijela anti-HLA. Od ukupno‘39,2% ispitanika s protutijelima
anti-HLA"I non-HLA; U njih 13 (17,6 %) dokazana je sposobnost1gG protutijela non-HLA za
yvezanje komplementa. To ima za posljedicusmoguce klini€ke implikacije, koje je potrebno u
buducénosti| utvrditi, za svaki antigen non-HLA posebno. ‘Medutim, ve¢ je dosadasnjim
istrazivanjima ustanovljen sinergisticki u¢inak protutijela anti-HLA i non-HLA pri mogué¢em
riziku od odbacivanja presatka [69,70]. Zbog toga je vazno ovo imati na umu tijekom
posttransplantacijskog praéenje bolesnika. Zatim, unutar skupine anti-HLA negativnih
ispitanika s dokazanim IgG protutijelima non-HLA u serumu (52,7%), najveca pojedina¢na
podskupina, u kojoj je bio 21 ‘ispitanik, bila je ona s dokazanom sposobnosti vezanja
komplementa 1gG protutijela non-HLA. . Prema rezultatima dosadasnjih istrazivanja, poput
onoga provedenog od Seneva i sur. [110], i za te bolesnike utvrden je odredeni rizik od
odbacivanja presatka nakon transplantacije. Ti rezultati zajedno s utvrdenom sposobnosti
vezanja komplementa IgG protutijela non-HLA u serumima tih ispitanika upucuju na dodatan

oprez pri pracenju bolesnika, kako prije transplantacije tako i nakon nje, zbog eventualne
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prilagodbe primjene imunosupresivnog lijeenja. Rezultati ovog istrazivanja podudarni su s
istrazivanjem Zhang i sur., koje zakljucuje da su protutijela usmjerena na antigene izvan sustava
HLA dio ukupnog imunosnog odgovora pri disfunkciji presatka [42]. Ona‘se najcesce se
utvrduju bas u bolesnika sa supsektnim odbacivanjem posredovanim, protutijelimar odsutnosti
HLA-DSA. Autori zaklju¢uju da postoji potreba za odredivanjem  protutijela non-HLA u
bolesnika s visokim rizikom od odbacivanja.

Za potrebe kvantifikacije imunizacije odnosno sposobnosti stvaranja protutijela (engl.
responder) pojedinog ispitanika napravljena je korelacija izmedu broja specificnosti pojedinih
protutijela anti-HLA, 1gG protutijela non-HLA i komplement-vezujuéih protutijela non-HLA
(Tablica 13.) pomo¢u Mann-Whitney U testa i Spearmanav koeficijenta korelacije rangova. .
Mann-Whitney U testom bilo je omoguéeno testiranje razlika medijana broja stvorenih
specificnosti pojedine grupe protutijela. Tim testom utvrdena je statistiCki znacajna razlika
izmedu broja stvorenih specifi¢nosti IgG protutijela non-HLA i protutijela anti-HLAwI razreda
Ii1I (p <0,001). Pri usporedbi broja stworenih specificnosti komplement-v€zujucih protutijela
non-HLA i protutijela antisHLA i razreda L4 11 nije utvrdena statisticka znacajnost (p > 0,05).
Mogucée je da u toj situaciji nije postignuta statisticka znacajnostwispitivanoj populaciji zbog
malog broja ispitanika kojima je utvrdena sposobnost vezanja komplementa za pojedinu
specificnost noN-HLA, Sto ukazuje na potrebu povecanja broja-ispitanikarkako bi se dobili
statisticki znacajniji rezultati Spearmanov koeficijent korela¢ije rangova odreduje korelaciju
izmedu pojedinih skupina. U ovom istrazivanju na_ konkretnoj  ispitivanoj populaciji nije
utvrdena statisticka znacajnost pri usporedbiyniti jednog para skupina protutijela. 1 za ovaj
1zracun vrijedi da je mogu¢ utjecaj malog brojaispitanik ukupno, kao 1 u pojedinim skupinama,

na znacajnost rezultata.

5.6. Povezanost protutijela non-HILLA sa osnovnom bolesti, prethodnim imuniziraju¢im
dogadajima i metodom dijalitiCkog lijecenja

Prema dijagnozama ispitanici su bili raspodijeljeni u tri skupine: imunoloske,
neimunoloske i upalne. Ukupno je u ispitivanoj populaciji utvrdeno 605 1gG protutijela
specifiénih na antigene non-HLA. Najveci udio imala je skupina neimunoloskih dijagnoza
71,4%.

Usporedbom ucestalosti ispitanika s protutijelima anti-HLA i bez razvijenih protutijela

anti-HLA uocena je statisticki znaCajna razlika izmedu te dvije skupine bez obzira na
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imunizirajué¢i dogadaj kojem su bili izlozeni (p<0,00001), osim za ispitanike koji su bili izlozeni
transfuziji krvnih pripravaka. Ve¢ su ranije opisana dvojica ispitanika (10,5 %) koji nisu bili
izloZeni ni jednom od imuniziraju¢ih dogadaja, a imala su razvijena protutijela anti-HLA. Taj
fenomen je opisan i u prethodnim istrazivanjima [86,87,112]. 1z debivenih rezultata proeizlazi
da trudnoca, kao zaseban imunizirajuci dogadaj ili zajedno u kombinaeiji,s transfuzijom krvnih
pripravaka, te prethodna transplantacija su ¢imbenici u poticanju Imunosnog odgovora
protutijelima anti-HLA.

Usporedbom ucestalosti ispitanika s protutijelima non-HLA 'bezrazvijenih protutijela
non-HLA uocena je statisticki znacajna razlika (p<0,00001) izmedu te,dvije skupine bez obzira
na imuniziraju¢i dogadaj kojemu su ispitanici bili izlozeni. Jedno od ogranicenja statistickog
izracuna bila je skupina negativnih IgG non-HLA seruma u samo 6 ispitanika. Posebno je
zanimljivo $to i u skupini ispitanika koji nisu bili izlozeni ni jednom od imuniziraju¢ih dogadaja,
njih 94,7 % ima razvijena protutijela 1gG nen-HLA. Djelomic¢no se ta ¢injenica moze,objasniti
podatkom da je znatan broj protutijela non-HLAporijeklom autoprotutijelo{79,81]. Zbagitoga,
razlozi koji su doveli do takvessituacije u tih ispitanika mogu biti ili da'su ovim istrazivanjem
odredena moguca autoprotutijelanon-HLA ili jednostavno podatak e imuniziraju¢em dogadaju
nije bio evidentiran u anamnezi.

Uspotedbom ucestalosti ispitanika sa sposobnosti‘razvijenih 1gG protutijela non-HLA
da vezu komplement ili ne, nije utvrdena statisti€ki znacajna‘razlika izmedu te dvije skupine
bez obzira na imunizirajuci dogadaj kojemu su ispitanici biliizloZeni. Taj podatak ide u prilog
ifukazuje na vaznost testiranja sposobnostidprotutijela non-HLA za vezanje komplementa.
Naime, prema dobivenim rezultatima ni za jedan od), imuniziraju¢ih dogadaja ne postoji
statisti¢ki'znacajna razlika izmedu broja ispitanika safili bez komplement-vezujucih protutijela
non-HLA.

Iz rezultata ovog istrazivanja moze se uociti da u ispitivanoj populaciji ne postoji
statisti¢ki znacajna razlika izmedu broja IgG protutijela na razlicite specifiénosti non-HLA u
skupinama ispitanika koji su primilitransfuziju krvnih pripravaka i onih koji je nisu primili
(p = 0,683). Jednako tako, u usporedbi ispitanica koje su imale trudnocu i onih koje nisu nije
utvrdena statisticka znacajnost u razlici izmedu broja specificnosti IgG protutijela non-HLA
(p = 0,083). Medutim, zbog malog broja ispitanica (N = 24), a pogotovo onih koje nisu imale
trudnocu (N = 6), moguce je da nije bilo moguce odrediti statisticki znac¢ajnu razliku izmedu tih

dviju skupina, a koja bi se mogla odrediti u istrazivanju s ve¢om skupinom ispitanica. Iz istog
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je razloga moguce da je u ovom istrazivanju broj razlicitih specifi¢nosti protutijela non-HLA
vedi (srednja vrijednost 19,71) od onih koje su imale trudnocu (srednja vrijednost 7,89).

Na temelju rezultata o broju specificnosti protutijela non-HLA pri svakome od
imuniziraju¢ih dogadaja koje pojedini ispitanik ima evidentitane u/8§vojoj anamnezi,
statistiCkom je analizom odreden point-biserijalni koeficijent korelacije. U ispitivanoj
populaciji, ne samo da nije utvrdena statistiCka znacajnost nifza jedan ed imunizirajucih
dogadaja (tudnoca, transfuzija krvnih pripravaka, transplantacija), ve¢ vrijednost koeficijenta
korelacije upuc¢uje na potpuni izostanak korelacije izmedu broja,specifiénosti protutijela non-

HLA i imunizirajuc¢ih dogadaja (Tablica 18.).

Vezano za vrste dijaliti¢kog lijecenja, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u broju
razlicitih specifi¢nosti IgG protutijela non-HLA koji'sustvorili ispitanici koji jo$ uvijek nisu na
dijalitickom lije¢enju i onih koji jesu, bez obzira radi li se o peritonejskoj, dijalizi ili
hemodijalizi. Jednako tako, nije atvrdena niti statisticki znacajna razlika u usporedbi broja
razli¢itih specificnosti IgG protutijela non-HLA koji su stvorili ispitanici na peritonejskoj
dijalizi i na hemodijalizi, kao niti u usporedbi svih triju skupina ispitanika (Tablica 19).
Primjeceni nedostatak korelacije za sve pracene imunizirajué¢e dogadaje u ispitivanoj populaciji
sugerira da na nastanak protutijela non-HLA mogu utjecati idindividualni parametri imunosnog
odgovora i genomske karakteristike, a ne samo izloZenost imuniziraju¢im dogadajima ili vrsta
i trajanjedijalitickog lije€enja.

Jedamrod pracenih parametara dijalitiCkog lijecenja ispitanika bila je duljina njegova trajanja do
trenutka uzimanja,uzorka seruma (Tablica 20.). Ispitanici lijeceni hemodijalizom naj¢esce su
bili,na lije€enju 25 do 60 mjeseci (23 od 45 ispitanika), s medijanom 34 mjeseca, dok su
ispitaniet lijeceni peritonejskom dijalizom najcesce bili na lije€enju 13 do 24 mjeseca (5 od 15
Ispitanika), s medijanom 19 mjesect, Usporedbom duljine trajanja dijalitickog lijeCenja i broja
razli¢itih specifi¢nosti IgG protutijela non=HLA u serumima ispitanika lije¢enih peritonejskom
dijalizom (N = 15, Slika 12.), hemedijalizom (N = 45, Slika 13.) te ukupno za sve ispitanike na
dijalitickom lije¢enju (N = 60, Slika 14 nadeno je da kod vecine ispitanika, neovisno o duljini
trajanja 1 vrsti dijalitickog lijeCenja, broj utvrdenih razlicitih specifi¢nosti IgG protutijela non-
HLA bio izmedu dviju i deset. Uocen je irast broja ispitanika od skupina ni sa jednom ili jednom
specifi¢nosti IgG protutijela non-HLA do skupine s dvije do deset specificnosti za sve ispitanike

na dijalitickom lijecenju te za skupinu ispitanika na lijeCenju hemodijalizom, neovisno o duljini
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trajanja lijeCenja. U tim skupinama ispitanika nakon toga slijedi drasti¢an pad broja ispitanika
kroz skupine sa 11 ili viSe specifi¢nosti IgG protutijela non-HLA, a takoder neovisno o duljini
trajanja lijeCenja. Taj rezultat podudara se s ranije navedenim rezultatima istrazivanjaShin i sur.
[74]. Moguce objasnjenje za takav rezultat leZi u ¢injenici da je manje vjerojatnofpronaci veci
broj ispitanika s brojem specificnosti HLA ve¢im od 10, te da se takvaypravilnost uo¢ava bez
obzira na trajanje dijalitickog lijeCenja. Vjerojatnost da je pojediniispitanik dulje na
dijalitickom lije¢enju takoder pada s protokom vremena, buduci da ¢e odredent broj ipak biti
podvrgnut transplantaciji u nekom vremenskom razdoblju od pocetka dijalitickog lijeCenja.
Zbog tih razloga nije neocekivano da je ukupan broj ispitanika s timwkarakteristikama trajanja
lijeenja i broja razlicitih specifi¢nosti non-HLA 1znimno ‘malens Za ispitanike u skupini koja
se lijecila pertitonejskom analizom takva pravilnostnije uocena, Stovise, graficki prikazi su vrlo
nepravilni jer za pojedine duljine trajanja lijeCenja pokazuju naizmjence trendove pada i rasta
broja ispitanika kako raste broj razli€itih ‘specificnosti IgG protutijela non-HLA. Takav rezultat
mogucéa je posljedica malog broja ispitanika,u pojedinim skupinama.<Naime, u skupini
ispitanika lijeCenih peritonejskom dijalizom; maksimalni broj ispitanika bio je 3, 4.to u_skupini
s odredenih dvije do deset specifinosti protutijela non-HLA i duljinom trajanja lije¢enja od 13

do 24 mjeseca.

5.7.90granicenja istrazivanja

Ovo. istrazivanje ukljucivalo je cjelokupnu populacijurbolesnika na listi ¢ekanja za
transplantaciju KBC-u Rijeka koji su zadoveljili ukljucne kriterije, a ne samo uzorak iz te
populacije. Broj tih bolesnika nije bio velik mapsolutnem iznosu, stoga nisu bile ocekivane
visokeémbrojke bolesnika Cija bi protutijela “nom=HLA pokazivala sposobnost vezanja
komplementa (C3d-pozitivnih). U evom istrazivanju, protutijela stvorena na 23/60 (38,3 %)
antigena non-HLA pokazivala su sposebnost vezanja komplementa. Medutim, broj ispitanika s
komplement-vezuju¢im IgG protutijelom pojedine specifi¢nosti non-HLA najcesce je bio 1, i
to u 15/23 specificnosti . Upravo je to bio najveci izazov pri preciznijem definiranju same
grani¢ne vrijednosti ili statisticki definiranog raspona u kojem se nalazi. Naime, ve¢i broj C3d-
pozitivnih ispitanika u ispitivanoj populaciji ujedno bi znacio bolju definiciju grani¢nih

vrijednosti.
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5.7. Buduca istrazivanja

U kontekstu posebnosti ovog istrazivanja potrebno je napomenuti da je jedan od ciljeva
bio odrediti grani¢ne vrijednosti MFI za C3d budu¢i da trenutno ne postoje definirane
vriednosti, a ne postoji ni zlatni standard s kojim bi se testiranje napravljeno u ovom istrazivanju
moglo direktno usporediti. Ne postoje niti drugi klinicki podaeirza vistrazivanu' skupinu
pacijenata koji bi mogli upudéivati na toCan rezultat testiramja za sposobnost vezanja
komplementa. S obzirom da nema dostupnih objavljenihgpodataka vezanih za grani¢ne
vrijednosti, ovo istrazivanje daje pocetne rezultate /8 preliminarno statisticki odredenim
grani¢nim vrijednostima, kao pocetnu tocku za njihovo buduce preciziranje. U sljedecoj fazi
ispitivanja grani¢nih vrijednosti, bilo bi uputno napraviti ‘odgovarajuci algoritam koji ne bi
trebao nuzno biti vezan za vrijednosti MFI za C3d, veé moguce i za pozadinski Sum pojedine
mikrosfere ili vrijednosti MFI negativnog kontrolnog seruma, ili sli¢no.

Nadalje, ovim istrazivanjem dobiveni /Su podaci koji omogucavaju dublje razumijevanje
dinamike procesa razvoja protutijela non-HLA kao i sposobnosti pojedinih za vezanje
komplementa. Dokazana je sposobnast velikog broja (23) ‘@antigena non-HLA za‘vezanje
komplementa u sklopu‘njihovog imunosnog odgovora. Dobiveni rezultati ujedno. ukazuju i na
potrebu daljnjih@naliza i istrazivanja na ve¢em broju ispitanika, Kako bi'se.dobili jos pouzdaniji
podaci o grani¢nim’ vrijednostima za pojedine specifi¢nosti non-HILA, sposobnosti vezanja
komplementa te povezanosti s osnovnim boléstima i‘imunoloskim statusom ispitanika.

Unatoéyprethodno navedenim ograni¢enjima, rezultati ovog istrazivanja dobar su temelj za
Sveobuhvatnije testiranje protutijela non-HLA'i opis pestupka za testiranje njihove sposobnosti
vezanja komplementa. Ovo istrazivanje upucuje i na potrebu dodatnih istrazivanja klinicke
vaznostt testiranje protutijela non-HLA u bolesnika koji ¢ekaju na transplantaciju solidnih

organa.
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6. ZAKLJUCCI
Na osnovi rezultata provedenog istrazivanja procjene imunoloskog rizika od odbacivanja
bubreznog presatka odredivanjem i karakterizacije protutijela non-HLA i HLACU bolesnika s

terminalnom bubreznom bolesti na listi ¢ekanja za transplantaciju moze se zakljuditi:

1. Bolesnici s terminalnom bubreznom bolesti razvili"su IgG protutijela specificna za
antigene non-HLA, od kojih je gotovo polovina‘'sposobna aktivirati komplement.

2. U ispitivanoj populaciji najucestalija su 1gG protutijela non-HLA, anti-PRKCZ , anti-
DEXI i anti-STATS6, koja su pokazala spasobnost vezanja komplementa.

3. Vise od polovice ispitanika razvilo je protutijela anti-HLA razli¢ite specifi¢nosti od
kojih su najcesce specificnostitHRA-A2 , HLA-B15 , HLA-Cw3 , HLA-DR15 te HLA-
DQ6 i HLA-DQS8 .

4. Postoji znacajna razlika izmeda broja specificnosti IgG protutijelanon-HLA i protutijela
anti-HLA razreda I' i 1I"koja ukazuje na kompleksnost imunosnog odgovera kod ovih
ispitanika te na waznost ‘detaljne imunosne procjene u ‘kontekstumpripreme za
transplantaciju bubrega.

5., Najvecéa ucestalost svih IgG protutijela¢ghon-HLA prisutnage u skupini ispitanika s
neimunoloskim dijagnozama. Imunoloske dijagnoze su.u manjem broju povezane s IgG
protutijelima specificnim za antigene non=HLA, dek su upalne dijagnoze povezane u
nesto vecem broju.

6. Vise od polovine ispitanika ima zabiljezen barem jedandmuniziraju¢i dogadaj, a najcesci
je bila transfuzija krvnihw pripravaka. Veéi dio zenskih ispitanika bio je izloZen
imuniziraju¢im dogadajima —trudnodi i transfuziji krvnih pripravaka.

7. Nedostatak statisticki znacajne razlike u broju razli¢itih specifi¢nosti IgG protutijela
non-HLA medu skupinamapispitanika prema vrsti dijalitickog lijeCenja sugerira da
metoda dijalize nije bila znacajan faktor u stvaranju protutijela non-HLA u serumima u
ispitivanoj populaciji.

8. Nedostatak korelacije za sve pracene imunizirajuée dogadaje u ispitivanoj populaciji

sugerira da na nastanak protutijela non-HLA mogu utjecati i individualni parametri
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imunosnog odgovora i genomske karakteristike, a ne samo izlozenost imuniziraju¢im
dogadajima ili vrsta i trajanje dijalitickog lije¢enja.

9. Otkric¢e visokog postotka pacijenata s protutijelima koja vezu kompl

potencijalnu ulogu tih protutijela u mehanizmima odbaci
povezani sa sustavom HLA.
10. Ovim istrazivanjem dan je doprinos razumijevanju di j jelovanja
protutijela non-HLA te njihove sposobnosti za vezanje ka 0 MoZe pruziti
nove uvide u mehanizme odbacivanja transpl pristup lije¢enju

bolesnika na ¢ekanju za transplantaciju bubr:

Q 0’\
\\
0

ON
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8. SAZETAK
Uvod: Kroni¢na bubrezna insuficijencija zavr$nog stadija najcesce se lijeCiftransplantacijom
bubrega za ¢iji uspjeh je izrazito znacajna imunogeneticka podudarnost izmedu davatelja i
primatelja organa. Uz probir seruma na prisutnost i specifi¢nosti protutijela anti-HLA,
dokazivanje prisutnosti i karakterizacija protutijela usmjerenih na antigene izvan sustava HLA
(protutijela non-HLA) od velikog je znacaja za imunosnu procjenu iobradu bolesnika na listi
¢ekanja za transplantaciju.
Ciljevi ovog istrazivanja bili su: (1) ispitati specifi€nosti i'svojstava aktivacije komplementa
protutijela non-HLA, kao i protutijela HLA u obeljelih od termihalne bubreZne bolesti koji se
nalaze na listi Cekanja za transplantaciju bubrega; (2) odrediti korelaciju izmedu protutijela non-
HLA i komplement vezujucih protutijela non-HLA; (3) odrediti korelaciju izmedu odredenih
specifi¢nosti anti-HLA i protutijela non-HLA; (4) odrediti korelaciju protutijela non=HLA sa
osnovnom bolesti, prethodnim imuniziraju¢im dogadajima, metodom i vremenskim periodom
dijalitickog lijeCenja.
Metode: U istrazivanje su bila ukljuéena 74 ispitanika prosjecne starosti 0d:56,1 godine koji su
oboljeli od terminalne bubrezne bolesti i nalazili se na listi Cekanja za transplantaciju bubrega
u KBC Rijeka. Probirsseruma na protutijela anti-HLA usporedno se vrSio metodom
limfocitetoksi€nosti ovisne o komplementu, (CDC), 1 Duminex tehnologijom. KoriStenjem
Luminex tehnologije analizirane su specifi¢nosti,protutijela anti-HLA razreda I i 1l kao i za
odredivanje.prisutnosti i specifi¢nosti IgG ptotutijelanon-HLA te za odredivanje sposobnosti
IgG protutijela non-HLA da vezu komplement. Dobiveni rezultati obradeni su primjerenim
statistickim metodama.
Rezultati: Metodom CDC odredena su protutijela anti-HLA u serumima 28,4 % ispitanika, dok
je probirnim testom LuminéX tehnologije utvrdeno da je 52,7 % ispitanika pozitivnih za razred
1 i/ili I1. Veéina ispitanika (91,9 %)razvila je IgG protutijela non-HLA. Za 45,9 % tih protutijela
nadeno je da vezu komplement. Nadalje, 43,2 % ispitanika razvilo je protutijela anti-HLA.
Najcesce specificnosti protutijela anti-HLA po ispitivanom lokusu HLA bile su HLA-A2 (u
14,9 %), broad B15 (67,6 %), broad Cw3 (12,2 %), DR15 (10,8 %) te DQ6 i DQ8 (s po 10,8%).
Najveca ucestalost medu IgG protutijelima non-HLA koja su pokazala sposobnost vezanja
komplementa nadena je za anti-PRKCZ (12,2 %), anti-DEXI (8,1 %) i anti-STAT6 (5,4 %). U
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serumima 28,4 % ispitanika utvrdena su protutijela non-HLA koja vezu komplement, ali nisu
utvrdena protutijela anti-HLA. Obje vrste protutijela, anti-HLA i komplement-vezujuéa non-
HLA, odredena su u serumima 17,6 % ispitanika. Nije utvrdena korelacija izmedu IgG
protutijela non-HLA i komplement-vezujuéih protutijela nom=HLA ha temelju broja
specifiCnosti protutijela u ispitivanoj populaciji kao i izmedu broja razlicitih IgG protutijela
non-HLA i prethodnih imuniziraju¢ih dogadaja (transfuzije krvuih pripravaka 1 trudnoca) te
vrsta dijalitiCkog lije¢enja. Odredene su grani¢ne vrijednosti za\vecinu testiranih skupina
antigena non-HLA kao i struktura raspodjele rezultata® MFI u, testu' ENHLA+C3d u IgG-

negativnih i 19G-pozitivnih ispitanika.

Zakljucak: Rezultati ovog istrazivanja isticll vaznost praéenja protutijela usmjerenih na
antigene non-HLA u bolesnika na listi ¢ekanja za transplantaciju bubrega. Otkri¢e visokog
postotka pacijenata s protutijelima keja vezu komplement sugerira potencijalau ulogu tih
protutijela u mehanizmima odbacivanja transplantata koji nisu povezani sa sustavom HLA. Ova
spoznaja otvara put daljnjim istrazivapjima koja bi mogla dovesti do razyojanevih strategija u
pretransplantacijskoj obradi 1 posttransplantacijskom pracenjus sskonacnim ciljem peboljsanja
ishoda transplantacije. Primjeceni nedostatak korelacije za sve pracene imunizirajuce dogadaje
u ispitivanoj populaciji.sugerira da na nastanak protutijela non=HLA moguutjecati i individualni
parametri imunosnog odgovora 1 genomske karakteristike, @ ne samo izloZenost imuniziraju¢im
dogadajima ili vrsta i/trajanje dijalitickog, lijeCefija. Razumijevanje dinamike razvoja i
djelevanja protutijela non-HLA te njihoye spos@bnosti za, vezanje komplementa moze pruziti
nove uvidesu mehanizme odbacivanja ‘transplantata, $to- ée unaprijediti pristup lijeCenju

bolesnika na cekanju za transplantaciju bubrega.

Kljué¢ne rijeci: protutijela_non-HLA, 'specifi¢nosti IgG protutijela non-HLA, komplement-
vezujuca protutijela non-HLA, protutijela anti-HLA, kroni¢na bubrezna insuficijencija,

transplantacija
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9. SUMMARY
Introduction: Chronic end-stage renal failure is most commonly treated with kidney
transplantation, the success of which is extremely important for immunogenetic compatibility
between organ donor and recipient. In addition to serum screening for the presence and
specificity of anti-HLA antibodies, the detection and characterization of antibodies directed
against antigens outside the HLA system (non-HLA antibodies) i§ of great importance for the

immunological assessment and treatment of patients on the transplant waiting list.

The aims of this study were: (1) To investigate the specificities and characteristics of
complement activation of non-HLA antibodies as well as HLA antibodies in patients with end-
stage renal disease who are on the waiting list for kidney transplantation; (2) To determine the
correlation between non-HLA antibodies and complement-binding non-HLA antibodies; (3) To
determine the correlation between certain specificities of anti-HLA and non-HLA antibodies;
(4) To determine the correlation/of non-HLA antibodies with underlying disease, previous

immunization events, method and‘period of dialysis treatment.

Methods: The study involved 74 subjects with a mean age of 56.1 years who had end-stage
renal disease and were on the waiting list for kidney transplantation‘at KBC Rijeka. Screening
of serum foranti-HLA antibedies was performed comparatively using, the complement-
dependent lymphocytotoxicity (CDC) method and Luminex technology. Luminex technology
was usedto.analyze thespecificities of anti-HLA class band 1l antibedies as well as the presence
and specificity of non-HLA 1gG antibodies and the,ability of non-HLA 1gG antibodies to bind

complement. Theresults obtained were analyzed using appropriate statistical methods.

Results:'Using the CDC method, anti-HLA antibodies were determined in the sera of 28.4% of
subjects, while the screening test using Luminex technology was positive for class | and/or Il in
52.7% of subjects. The majarity of subjects (91.9%) developed non-HLA 1gG antibodies. 45.9%
of these antibodies were foundyto bind complement. In addition, 43.2% of the subjects
developed anti-HLA antibodies. The most frequent specificities of the anti-HLA antibodies
according to the HLA locus examined were HLA-A2 (at 14.9%), broad B15 (67.6%), broad
Cwa3 (12.2%), DR15 (10.8%) as well as DQ6 and DQ8 (at 10.8% each). The highest frequency
among non-HLA-1gG antibodies that showed the ability to bind complement was found for anti-
PRKCZ (12.2%), anti-DEXI (8.1%) and anti-STAT6 (5.4%). Complement-binding non-HLA
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antibodies, but not anti-HLA antibodies, were detected in the sera of 28.4% of the subjects.
Both types of antibodies, anti-HLA and complement-binding non-HLA, were detected in the
sera of 17.6% of the subjects. No correlation was found between non-HLA 1gG antibodies and
complement-binding non-HLA antibodies based on the number of antibody specificitiesiin the
population tested and between the number of different non-HLA 1gG antibodies and previous
immunizing events (transfusions of blood products and pregnancy) and‘the type of dialysis
treatment. Cut-off values were determined for most of the tested groups of non-HLA antigens,
as well as the structure of the distribution of MFI results in the LNHEA+C3d test in 1gG-
negative and IgG-positive subjects.

Conclusion: The results of this study show the importance efdmonitoring antibodies against
non-HLA antigens in patients on the waiting list for kidney transplantation. The finding of a
high percentage of patients with complement-binding antibodies suggests a possible role for
these antibodies in mechanisms of transplant.rejection that are not related to the HCAsystem.
These findings pave the way for further research that could lead to the, development of new
strategies for pre-transplant treatment ‘and-post-transplant monitoring, with the ultimate goal of
improving transplant outcomes. The observed lack of correlation for all monitered immunizing
events in the population studied suggests that the developmentiofinon-HLA antibodies may be
influenced by individual immune response parameters and genomic characteristics and not only
by exposure to immunizing events or the typesand duration‘of dialysis treatment. Understanding
the.dynamics of the development and action of‘non-HLA antibodies and their ability to bind
complement.may provide new insights into the mechanisms of,graft rejection that will improve

the.treatment approach for patients awaiting Kidney transplantation.

Keywords: non-HLA antibodies, »specificities of 1gG non-HLA antibodies, complement-

binding non-HLA antibodies, anti-HLAsantibodies, chronic renal failure, transplantation
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10. PRILOZI

Prilog 1. Najucestalije dijagnoze ispitanika podijeljene prema skupinama

NEIMUNOLOSKE

IMUNOLOSKE

UPALNE

Policisti¢ni bubreg

IgA nefropatija

Esencijala hipertenzija

Poliklonska
hipergamaglobulinemija

Bilateralna nefrolitiaza

ointersticijski nefritis

Adenom prostate

Difuzni glomerulonefritis s
polumjesecima (crescent)

Sekundarni
hiperparatireoidizam

Sekundarna anemij

Kalkulozni pije
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Prilog 2. Tablica s popisom svih 60 ispitivanih antigena non-HLA i opisom djelovanja
protutijela usmjerenih na te antigene (1/16)

Naziv antigena non-HLA
(kratica)

Opis

Aktin

Aktin je strukturni protein kljucam, u ve€ini Stanicnih funkcija
poput pokretljivosti stanica, odrzayvanja, strukture i medustani¢ne
signalizacije. IstraZivanja su pokazala povezaneost anti-aktinskih
protutijela sa odbacivanjem srcanog presatka:

Agrin

Agrin je veliki proteoglikan vazan u razvoju neuromuskularnog
spoja tijekom embriogeneze. Moze imati potencijalnu ulogu u
lijeCenju neuroloskih™ poremecaja i ozljeda ledne mozdine.
Protutijela protiv agrina,.glomerularne bazalne membrane
povezuju se s razvojem glomerulopatije bubreznog presatka.

Apolipoprotein L,2 - APOL2

Apolipoprotein L dio je lipoproteina visoke gustece koji se nalazi
ulcitoplazmi i ima sredi$nju ulogu u metabolizmu, i transportu
lipidadAntilipoproteinska protutijela dio su.panela cirkulirajucih
protutijela/cije odredivanje prije transplantacije moze ukazivati
na povecani rizik povrata fokalne segmentne glomeruloskleroze
(ESGS) u bubrezni presadak.

Inhibitor disocijactje
gvanozin nukleotida (engl
Rho GDP-dissociation
inhibitor 2.- ARHGDIB)

G-proteini poznati su kao guanin-vezuju¢i nukleotidi koji
predstavljaju skupinu signalnihsproteina edgovornih za regulaciju
1 koordinaciju razlic¢itih''stanicnih aktivnosti, ukljucujucéi stani¢nu
signalizaciju, proliferaciju, i dr. ARHGDIB je jedan od ¢imbenika
koji sudjeluje‘unregulaciji ciklusa izmedu aktivnih i neaktivnih
formi. Autoantitijela_ protivu ARHGDIB znacajno su povezana s
gubitkom “presatka “ked primatelja bubrega od preminulog
davatelja.
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Prilog 2. Tablica s popisom svih 60 ispitivanih antigena non-HLA i opisom djelovanja
protutijela usmjerenih na te antigene (2/16)

Naziv antigena non-HLA
(kratica)

Opis

ATP sintaza, H+ transport,
mitohondrijski F1 kompleks,
beta polipeptid - ATP5B

ATP sintaza, H+ transport, mitohondrijski F1 kompleks i beta
polipeptid su svi dijelovi mitohondrijske membrane{ ATP sintaza
je enzim koji katalizira sintezu ATP-a. H+transport se odnosi na
prijenos protona preko membrane. Mitohondrijski F1 kompleks je
jedan od pet dijelova kompleksa ATP sintaze 3,a beta polipeptid
je jedan od tri polipéptida koji. ¢ine F1 kompleks. Protutijela
ATP5B mogu biti.biljegom razvoja glomerulonefritisa.

Ciklieki citrulinski peptid -
cCcP

Cikli¢ki citrulinirani protein’ (CCP) je protein u kojoj je
postupkom citrulinacije aminokiselina arginin promjenjena u
citrulin $to dovodi dospromjene antigenskih svojstava vlastitih
proteina:, Posljedi¢no se razvijaju autprotutijela ma citrulinirane
peptide’¢ije,se prisustvo povezuje sa predispozicijom za razvoj
reumatoidnog artritisa (RA). Postojanje anti CCP protutijela prije
transplantacije pluca povezuje se §a moguéim ostecenjem i
odbacivanjem presatka.

Moalekula CD40

Molekula CD40 je ¢lan superobitelji TNF-receptora, prisutana je
na membrani antigen pfedocnihystanica, kao receptor bitan u
posredovanju Sirokog spektradmuneloskih i upalnih odgovora.

Protutijela"CD40 dioxsu panelaprotutijela cije odredivanje prije
transplantacije moze ukazivati na povecani rizik povrata fokalne
segmentne glomeruloskleroze (FSGS) u bubrezni presadak.
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Prilog 2. Tablica s popisom svih 60 ispitivanih antigena non-HLA i opisom djelovanja
protutijela usmjerenih na te antigene (3/16)

Naziv antigena non-HLA
(kratica)

Opis

Korionski gonadotropin,
beta polipeptid 5 (engl.
chorionic gonadotropin, beta
polypeptide 5 - CGB5)

Korionski gonadotropin je heterodimer Koji/se sastoji od alfa i
beta podjedinice koja mu daje biolosku specifiénost. Hormon
proizvode stanice trofoblasta posteljice i vazan je za odrzavanje
trudnoc¢e. Protutijela CGBS5 dio, su panmela protutijela Ccije
odredivanje prije transplantacije moze tikazivati na povecani rizik
povrata fokalne segmentne glomeruloskleroze (FSGS) u bubrezni
presadak.

Kolagen tip |

Kolagen tip I je fibrilarni protein koji se nalazi u veéini vezivnih
tkiva i ima ga u izebilju u kostima, roznici, dermisu i tetivama.
Post-transplantacijska protutijela na kolagen tip,l su potencijalni
novi biljeg odbacivanja bubreznog presatka. posredovanog
protutijelimas Post-transplantacijska protutijela na kolagen tip 11
su potencijalni novi biljeg odbacivanja bubreznog “presatka
posredevanog protutijelima.

Kolagen tip 11

Fibrilarni protein koji se nalazi u hrskavici i staklastom tijelu oka.

Kolagen.tip 111

Fibrilarni protein koji sefnalazi u tkivimakao Sto su koza, pluca,
crijevna stijenka 1 stijenke &krvnih zila, u kostima, hrskavici,
dentinu iadrugims, vezivnim tkivima. Post-transplantacijska
protutijela nas kolagen tip Il su potencijalni novi biljeg
odbacivanja,bubreznog presatka posredovanog protutijelima.
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Prilog 2. Tablica s popisom svih 60 ispitivanih antigena non-HLA i opisom djelovanja
protutijela usmjerenih na te antigene (4/16)

Naziv antigena non-HLA
(kratica)

Opis

Kolagen tip IV

Glavna je strukturna komponenta bazalnih membrana, sudjeluje u
stani¢noj adheziji, migraciji, #proliferaciji* iwrdiferencijaciji.
Protutijela na kolagen tip IV [identificirana su u bolesnika sa
glomerulopatijom presatka.

Kolagen tip V

Molekule fibrilarnog/kolegena nalaze se u tkivima koja sadrze
kolagen tipa | pretpostavija se da regulira formiranje
heterotipskih vlakana sastavljenih od kolagena tipa I i tipa V.

Protutijela na kolagen tip V su cimbenik rizika oStecenja plucnog
presatka.

Kolagen tip VI

Kolagen VI je glavna strukturna komponenta mikrofibrila.

U patoloskim stanjima poput kronicnesbubrezne bolesti, njegovo
aktivhostdlozZenje u bubrezimd je znatno poveéanoyLijekom sinteze
kolagena tip VI, oslobada se dio molekule (C5 domena a3 lanca)
iz ‘meposrednog pericelularnog matriksa koji se istrazuje kao
neinvazivni rani biomarker fibroze bubrega.

Cimbenik stimilacije
kolonija 2.(engl.Celony
stimulating factor -2 -
CSF2)

Citokin koji kontrolira proizvodnju, diferencijaciju i funkciju
granulocita bmakrofaga.

CSF2-protutijela vkorisnay, su u dijagnostici kronicne bolesti
bubrega povezane sa:aterosklerozom.
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Prilog 2. Tablica s popisom svih 60 ispitivanih antigena non-HLA i opisom djelovanja
protutijela usmjerenih na te antigene (5/16)

Naziv antigena non-HLA
(kratica)

Opis

Kemokin (engl.chemokine
(C-X-C motif) ligand 11 —
CXCL11)

Kemokini imaju temeljne uloge u razvoju, hemeostazi i funkciji
imunoloskog sustava, te imajufucinke, na “stamice srediSnjeg
zivéanog sustava kao 1 na [endotelne’ stanice ukljuene u
angiogenezu ili angiostazu, Dijele se u 2 velike podobitelji, CXC
i CC. Pracenje ekspresije genaxCXCL I'i CXCL13 mogla bi imati
ulogu za neinvazivino
alografta.

imunoloskog statusa i odbacivanje

Kemokin 9- CXCL9

Kemokin 9 je proteinska signalna molekula koji pripada obitelji
kemokina. Naziva“ Se_joS i monokinom induciranom gama
interferonom. Ima vaznu ulogu u privlacenju i aktivaciji
imunoloskih stanica, kao Sto su citotoksicni limfociti, NK stanice,
I makrofagi.nKemokinski ligandi CXCL9vima kljuénu ulogu u
Inicijaciji /I razvoju odbacivanja presadtka. Visoke" razine
protutijela na CXCL9 prije, transplantacije povezuju se s
oStecenjem presatka, te se pracemje njihove razine istrazuje kao
moguci biomarkeri za predvidanje kronicnog odbacivanja.

Deksametazon inducirana
transkripcija
(engl.dexamethasoneinduced
transcript —DEXI)

DEXI predstavlja gen koji kodira protein’GILZ (glukokortikoid
inducirani leucmn zipper protemn). Kada se deksametazon veZe za
glukokortikoidni receptor (GR)_u stanicama, aktivira se DEXI
gen. GILZ protein ima, ulogu u regulaciji upalnih procesa i
imunoloskog odgovora u'tijelu.

Endomucin - EMCN

Endomucin Je integralni membranski glikoprotein tipa | koji se
eksprimira u endotelnim stanicama vena i kapilara

Identificiran je kao antiadhezijska molekula i marker endotelnih
stanica. Ima ulogu u bioloskim procesima kao §to su interakcija
stanica, molekularna stani¢na signalizacija, angiogeneza i stani¢na
migracija.
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Prilog 2. Tablica s popisom svih 60 ispitivanih antigena non-HLA i opisom djelovanja
protutijela usmjerenih na te antigene (6/16)

Naziv antigena non-HLA
(kratica)

Opis

Enolaza 1 - ENO1

Poznatija kao alfa-enolaza, je glikoliticki enzim izrazen u vecini
tkiva, jedan od izoenzima enolaze. Multifunkecionalni enzim koji
ima uloga u glikolizi, Stimulira proizvodnju, imunoglobulina. U
mnogim slucajevima predstavljaju specificne markere koji se
koriste u klinickoj prakst. Pokazalo se da a-enolaza inducira
imunoloski odgovor kod transplantacije srca.

Fas receptor (engl.Fas cell
surface death receptor —
FAS)

FAS receptor (CD95) je protein‘koji se nalazi na povrsini stanica
i ima ulogu u regulaciji procesa apoptoze. Kada se FAS receptor
veze na svoj ligand,) FAS ligand (FasL), pokre¢e se signalna
kaskada koja dovodi do aktivacije enzima kaspaza i na kraju do
apoptoze 'stanice. FAS receptor ima vaznu uloga, u regulaciji
periferne imunotolerancije.

Osim \ Stetne uloge u unistavanju (tkiva presatka; Fas/FasL
interakcije mogu imati korisnu ulogu u transplantaciji, ali isto
takoniz izvjeséa pokazuje da prekomjerna ekspresija FasL-a moze
dovesti do pojacanog imunoloskog wedgovora i odbacivanja
presatka.

Fibronectin 1 -FN1

Gen je kojinkodiratprotein fibronektin. Bolesti povezane s FN1
ukljuc¢uju spondilometaphyseal “displaziju i glomerulopatiju s
naslagama fibronektina 2. Ukljucen u stani¢nu adheziju 1 procese
migracije, embriogenezu, zacjeljivanje rana, koagulaciju Krvi,
obranu domacina i mectastaze. Predstavlja aktivni element u
procesu aktivacije T stanica u imunoloskoj kaskadi potaknutoj
transplantacijom organa.

103




Prilog 2. Tablica s popisom svih 60 ispitivanih antigena non-HLA i opisom djelovanja
protutijela usmjerenih na te antigene (7/16)

Naziv antigena non-HLA
(kratica)

Opis

Transmembranski protein
bogat
leucinom(engl.Leucine-rich
repeat transmembrane
protein - FLRT2)

Gen je koji kodira c¢lana obitelji. ttansmembranskih proteina
bogatih fibronektinom leucinom (FLRT).

Gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenaza
(engl.Glyceraldehyde- 3-
phosphate dehydrogenase —
GAPDH)

GAPDH je enzipw koji katalizira Sesti korak glikolize, procesa
razgradnje glukoze radi oslobadanja energije.Takoder je uklju¢en
u druge metaboliéke procese, kao Sto su apoptoza, autofagija i
stani¢ni rast. Ima vaZznu ulogu u mnogim bioloskim procesima,
procjenu kyalitete presatka nakon transplantacije,te se takoder
moze koristiti.kao cilina molekula za terapiju protiv-edbacivanja
presatka.

Neurotrofni ¢imbenik
izveden iz glija stanica
(engl.glial cell derived
neurotrephic factor - GDNF

GDNF je protein koji se prirodne, proizvodi u mozgu i podrzava
prezivljavanje mnogih vrsta stanica u mozgu, ukljucujuci stanice
koje se gube kod Parkinsonovesbolesti.w/strazivanja pokazuju da
gen GDNF poboljsava sposobnost bubreine mikrocirkulacije
putem signalnog puta i nakon toga inhibira proces i bubreznu
fibrogenezu, »sto bi trebalovimati veliki utjecaj u dizajniranju
buducih lijekovayi lijeéenju kronicne bubrezne bolesti.
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Prilog 2. Tablica s popisom svih 60 ispitivanih antigena non-HLA i opisom djelovanja
protutijela usmjerenih na te antigene (8/16)

Naziv antigena non-HLA
(kratica)

Opis

Glutation S- Transferaza
theta-1- GSTT1

GSTT1 je protein koji pripada skupinienzimazvanim glutathione
S-transferaze. Ovaj protein katalizira, konjugaciju smanjene
glutatione s razli¢itim elektrofilnim i hidrofobnim spojevima.
Protutijela protiv enzima_Glutation S-transferaze T1 (GSTT1)
pojavljuju se u primatelja’bez gena GSTT1 koji prime transplantat
od GSTT1-pozitivnog donora. Postoji povezanosti izmedu pojave
kronicnog odbdecivanja ( bubreznog presatka posredovanog
protutijelima i‘pojave de novoproizvodnje anti-GSTT1 antitijela,
u nedostatku anti-HLA protutijela specificnih za davatelja. Ova
Cinjenica sugerira-_potencijalnu ulogu GSTTI sustava u
odbacivanju bubreznog presatka. Mehanizmii, kojima GST
genotipovin utjecu na razvoj poremecaja u tramsplantiranih
pacijénata vazilikuju se od poremecaja do'peremecaja: eni mogu
sudjelovati na nacin da smanjuju metabolizam lijekova koji se
daju “transplantiranim pacijentima, a zatim ik izlazu vecoj
toksicnosti

Histidin tRNAsintetaza -
HARS

Histidin-tRNA sintetaza (HARS)j;, takoder poznata kao histidin-
tRNA ligaza, jesenzim Koji u ljadima kodira gen HARS. HARS je
citoplazmatski enzim koji pripada klasi Il obitelji aminoacil tRNA
sintetaza i odgovoran je za sintezu histidil-transfer RNA, koja je
neophaodna za ugradnju-histidina u proteine. Jo-1 je autoantitijelo
koje se povezuje s polimiozitisom, upalnom misi¢nom boles¢u
koja uzrokujeyslabost misica i bol. HARS je identificiran kao
potencijalni biomarker za akutno odbacivanje bubrega, te se
pokazalo da su razine HARS-a u urinu bile znacajno vise u
bolesnika s akutnim odbacivanjem u usporedbi s onima bez
odbacivanja.
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Prilog 2. Tablica s popisom svih 60 ispitivanih antigena non-HLA i opisom djelovanja
protutijela usmjerenih na te antigene (9/16)

Naziv antigena non-HLA
(kratica)

Opis

Protein toplinskog Soka
beta-1 (engl.Heat shock
protein beta-1 - HSPB1)

Protein koji se proizvodi u stanicama kao odgovor na stresne
uvjete, ukljucujuéi toplinu, oksidativni stres 1 upalu. HSPB1 se
moze naéi u mnogim tkivima, uklju¢ujuci misice, srce, mozak i
kozu. Ima vaznu ulogu u_zastiti stanica od ostecenja, regulaciji
apoptoze i upalnih procesa. U. transplantaciji, HSPBI1 se moze
koristiti kao biomarker za “procjenu kvalitete presatka i
predvidanje uspjésnosti transplantacije.

Intracelularna adhezijska
molekula 1
(engl.Intracellular Adhesion
Molecule 1 - ICAM1)

Protein koji se nalazi na povrSini stanica i sluzi kao molekula za
adheziju stanica. ICAM-1 se nalazi na povrSini mnogih stanica,
ukljucujuéi stanice imunoloskog sustava, endotelne stanice i
druge. ITma vaznu ulogu u upalnom odgovoru i imunoloskom
sustavd. Protutijela anti-ICAM-1, usmjerena protiv.pelimorfnih
ostataka, mogla biti jedna komponentasantiendotelnih protutijela
pronadenih nakon transplantacije srca.

Interferon Gamma - IEFNG

Citokin koji se proizvodi u stanicama kao odgovor na stresne
uvjete, ukljucujuéi toplinski§oks IFN=yiima vaznu ulogu u zastiti
stanica od oSteenja 1 smrti, tea4l odczavanju homeostaze stanica.
Upala posredovana hladnom'pohranom presatka i transplantacije
bubrega donora, moze doprinijeti‘ zatajenju presadenog organa.
Ekspresija gena, IFN=y»kao [ amplifikacija inducibilne sintaze
dusikoveg@ksida znacajne su poveéani nakon hladne pohrane +
ponovnog zagrijavanja.

Interleukin 21 - 1L21

Citokin koji mma snazne regulatorne ucinke na stanice
mmunoloskog sustava, ukljucujuci prirodne ubojice (NK) stanice i
citotoksi¢ne T stanice. Inducira proliferaciju u svojim ciljnim
stanicama; te se izrazava u aktiviranim ljudskim CD4 + T
stanicama i NK T stanicama koje reguliraju funkciju tih stanica.
Povecane razine IL-21 u slezeni izazivaju proliferaciju CD4+ T
stanica i CD19+ B stanica Sto upucuje na kriticnu funkciju IL-21
u transplantaciji bubrega i potencijalnu ukljucenost puta IL-

21/1L-21R u lijecenju akutnog odbacivanja.
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Prilog 2. Tablica s popisom svih 60 ispitivanih antigena non-HLA i opisom djelovanja
protutijela usmjerenih na te antigene (10/16)

Naziv antigena non-HLA
(kratica)

Opis

Interleukin 8, CXCLS8 - IL8

Clan CXC obitelji kemokina. Jedam,je od /glavnih medijatora
upalnog odgovora, te izlucuje neKoliko vrsta stanica. Djeluje kao
kemoatraktant, a takoder je i snazan anglogenetski faktor. To je
kemotakticki faktor koji privlaci neutrofile, bazofile i T-stanice,
ali ne 1 monocite. Takoder je, ukljuéen u aktivaciju neutrofila.
Visok sadrzaj IL-8 U urinu uzorkovanom prvog dana nakon
transplantacije bubrega nepovoljan pokazatelj rane i dugorocne
(visegodisnje)funkcije presatka.

Citokeratin 18 - KRT18

Keratin 18, zajedno sa svojim filamentnim partnerom keratinom
8, mozda su najceSce pronadeni Clanovi obitelji, intermedijarnih
filamentnih gena. IzraZeni su u jednoslojnom epitelnom tkivu.
Mutacije U Ovom genu povezane su s kriptogenom-girozom. Za
ovaj gen pronadene su dvije varijante transkripta koje kodiraju isti
protein:

Citokeratin 8 - KRTS8

Protein koji pripada keratinima tipa I I kodiraga-KRT8 gen. CK8
se obi¢no uparuje s keratinomnl8 da bi, formirao intermedijarne
filamente u jednostavaim jednoslojnim” epitelnim stanicama.
Smatra se korisnim u ‘identificiranju mikroskopskih metastaza
karcinoma‘dojke ulimfnim €vorovima i u razlikovanju Pagetove
bolesti od zloéudnog melanoma.

Galektin 3-Lektin
specifi¢an za galaktozu -
LGALS3

Lektin specifican za galaktozu koji veze IgE. Ovaj protein igra
ulogu u brojnim staniCnimy funkcijama ukljucujuéi apoptozu,
urodenu imunost, stani¢nu adheziju i regulaciju T-stanica. Gal-3
Se  koristi za otkrivanje imunoloskog statusa donora i
potencijalnog primatelja protiv niza klinicki znacajnih infektivnih
organizama, ukljucujuci viruse poput HIV-a, citomegalovirusa
(CMY) i Epstein-Barr virusa (EBV), ¢ime se odreduje potencijal
za ponovnu infekciju ili reaktivaciju infekcije nakon
imunosupresije.
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Prilog 2. Tablica s popisom svih 60 ispitivanih antigena non-HLA i opisom djelovanja
protutijela usmjerenih na te antigene (11/16)

Naziv antigena non-HLA
(kratica)

Opis

Galektin 8- LGALSS

Galectin 8 je protein koji pripada obitelji/ beta-galaktozidnih
proteina i1 igra vaznu ulogu ugadheziji, stanicay’ interakcijama
stanica i matrice, aktivaciji makrofaga, angiogenezi, metastazama
i apoptozi. Cesto se koristi kao marker za odredivanje stanja raka,
Sto moze biti korisno ugprocjeni.zdravljadonora i primatelja

Lamin — LMNA

Lamini su kompenente jézgrene lamine, vlaknastog sloja na
nukleoplazmatskoj stranilunutarnje jezgrene membrane. Mutacije
u LMNA genu povezane su s nekoliko bolesti, ukljucujuci
Hutchinson-Gilfordow, sindrom, misi¢nu distrofiju, kongenitalnu
lipodistrofiju i Charcot-Marie-Toothovu bolest.

Latrofilin 1 - LPHN1

Clan obitelji, latrofilina G protein-spregnutih receptora (GPCR).
Latrefilini mogu djelovati i na stani¢nu adheziju i na transdukciju
signala.

Miozin

Miozin je heksamerni protein koji, sadfZzin2. podjedinice teskog
lanca, 2 alkalne podjedinice. lakog . lanca 1 2 regulacijske
podjedinice lakog lancad Mutacije u ovom genu povezane Su S
obiteljskom ipertroficnom ~kardiomiopatijom, miopatijom
skladiStenjay, miezina, * dilatacijsSkom kardiomiopatijom i
Laingovom distalnomymiopatijom s ranim pocetkom. Srcani
miozin‘je,autologni kontraktilni protein kojeg prepoznaju i T i B
stanice tijekem odbacivanja presatka.

Nukleolin - NCL

Glavni nukleolarniprotein rastucih eukariotskih stanica. Utvrdeno
je.. da je povezan s intranukleolarnim kromatinom i pre-
ribesomalnim cCesticama. Inducira dekondenzaciju kromatina
vezanjem na histon H1. Protutijela protiv nukleolina inhibiraju i
proizyode apoptozu proliferirajucih endotelnih stanica. Ta su
antitijela pronadena kod pacijenata s transplantiranim organima
i ¢ini se da su povezana s odbacivanjem presatka bubrega i s
boleséu koronarne arterije kod primatelja transplantiranog srca.
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Prilog 2. Tablica s popisom svih 60 ispitivanih antigena non-HLA i opisom djelovanja
protutijela usmjerenih na te antigene (12/16)

Naziv antigena non-HLA
(kratica)

Opis

Gen je koji kodira protein
nazvan P2Y
(engl.Purinergic receptor
P2Y, G- protein coupled, 11
- P2RY11)

Gen je koji kodira protein nazvan P2Y 11 koji pripada obitelji G-
protein spregnutih receptora. Izfazen je,u razli¢itim tkivima i
organima, te je povezan sa imunoloskim edgovorima i upalnim
procesima. Mogu imati _ulogu su imunoloskim odgovorima
povezanim s odbacivanjem presadenih organa.

Peroksisomalna trans-2-
enoil-CoA reduktaza
(engl.Peroxisomal trans-2-
enoyl- CoA Reductase —
PECR)

Enzim koji sudjeluje u beta-oksidaciji masnih kiselina.Zbog uloge
u metabolizmumasnih kiselinaazan je za odrZavanje energetske
ravnoteze u tijelu ppovezan je sa razli¢itim metabolickim stanjima
i bolestima. Protutijela protiv PECR-a povezana su s akutnim i
kroni¢nim odbacivanjem posredovanim protutijelima, neovisno o
donor specificnim protutijelima. U transplantaciji, pluca, anti-
PECR protutijela u snaznoj su korelaciji, s pojavem, kronicne
disfunkcije \presatka pluca .

Receptor za fosfolipazu A2
(engl.phospholipase A2
receptor 1 - PLA2R1)

Ovaj gen predstavlja receptor za fosfelipazu A2.
Transmembranski receptor moze higrati ulogu u uklanjanju
fosfolipaze A2, ¢ime inhibirafijezino djelovanje. Polimorfizmi na
ovom lokusu . povezani su s osjetljivos¢éu na idiopatsku
membransku nefropatiju. <AVisoke razine PLA2R protutijela
povezane su s aktivaom bolescu i vecim rizikom od pada bubrezne
funkcije.

Protein Kinase C Eta
(engl.Protein kinase C, eta —
PRKCH)

Clanova je \PKC obitelji proteina. Aktivnost protein kinaze C
neovisna o kaleiju, ukljucena u regulaciju stani¢ne diferencijacije
u keratinocitima_ 1 pre-B stani¢nom receptoru, posreduje u
regulaciji integriteta tijesnog spoja epitela. Visoki titar anti-
PKCzeta ukazuje da je on marker ozbiljne ozljede presatka, a ne
da je sampo sebi patogen. Vjerojatno kriticna ozljeda bubrega i
upala’ povezana s ovim podtipom odbacivanja dovode do
imunoloske izloZenosti PKCzeta s posljedicnim stvaranjem
protutijela.
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Prilog 2. Tablica s popisom svih 60 ispitivanih antigena non-HLA i opisom djelovanja
protutijela usmjerenih na te antigene (13/16)

Naziv antigena non-HLA
(kratica)

Opis

Protein kinaza C zeta
(engl.protein kinase C, zeta —
PRKCZ)

Clan PKC obitelji serin/treonin kinaza koje st ukljuéene u razne
stani¢ne procese kao S$to su proliferacija, diferencijacija i
sekrecija. Za razliku od klasi¢nih PKC izoenzima koji su ovisni o
kalciju, PKC zeta pokazuje aktivnost kinaze koja je neovisna o
kalciju i diacilglicerolu; ali ne.i o fosfatidilserinu. Izrazava se u
mozgu i igra vaznu ulogu u dugorocnoj memoriji. Visoki titar anti-
PRKCzeta ukazuje da‘je on marker ozbiljne ozljede presatka, a ne
da je sam po sebi patogen. ¥jerojatno kriticna ozljeda bubrega i
upala povezana' s, ovim podtipom odbacivanja dovode do
imunoloSke izloZenosti PKCzeta s posljedicnim stvaranjem
protutijela.

Receptor tipa tirozin
fosfataza (engl.Receptor-
type Tyrosine-protein
Phosphatase U=PILPRO)

Ovaj gen kodira Clana obitelji podtipa R3 proteinskih tirozin
fosfataza tipa receptora. Ti su proteini lokalizirani na apikalnoj
povrsinispolariziranih stanicaiimogu imati funkeijespecificne za
tkivo putem aktivacije kinaza obitelji._ Src. PTPRO aktivira
(engl.Nuclear Factor Kappa B - NF-xB) na nacin pozitivne
povratne sprege i igra dvostruku, ulogu, u ozljedi reperfuzijske
ishemije jetre.

Receptor tirozin kinaze
poput Orphan Receptora
(engl.Reeeptor Tyrosine
KinaseLike Orphan Receptor
1-ROR1)

Kodirani protein je glikoziliranimembranski protein tipa | koji
pripada, podobitelji ROR receptora stani¢ne povrSine. To je
pseudokinaza kojojinedostaje kataliticka aktivnost 1 moZze stupiti
u interakciyu,.s nekanenskim \Wnt signalnim putem. Povecana
ekspresija oveg,gena povezana je S B-staniénom kroni¢nom
limfocitnom leukemijom. Mogao bi biti biomarker za B-stanicnu
limfocitnu leukemiju i rak bubrega. Cirkulirajuce (izvanstanicne
vezikule.— EV) vrio su obecavajucéi biomarker za karakterizaciju
odbacivanja sr¢anog presatka.

Adapterski protein 3
(engl.Transforming Protein
3-SHC3)

Signalni adapter koji povezuje aktivirane receptore faktora rasta
sa signalnim putem u neuronima. Uklju¢en u puteve prijenosa
signala Trk receptora aktiviranih neurotrofinom u kortikalnim
neuronima.
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Prilog 2. Tablica s popisom svih 60 ispitivanih antigena non-HLA i opisom djelovanja
protutijela usmjerenih na te antigene (14/16)

Naziv antigena non-HLA
(kratica)

Opis

Mali nuklearni
ribonukleoprotein
polipeptid B (engl.small
nuclear ribonucleoprotein
polypeptide B - SNRPB2)

Protein kodiran ovim genom povezuje se s maticnom petljom IV
ribonukleoproteina male jezgre u prisutnesti SNRNP-A'.
Autoantitijela pacijenata sa sistemskim eritemskim lupusom cesto
prepoznaju epitope na kodiranom proteinu. Mogu imati ulogu u
imunoloskim odgovorima povezanim s'odbacivanjem presadenih
organa.

Mali nuklearni
ribonukleoprotein
polipeptid N (jezgrena
sekvenca smithovog
antigena) - (engl.Small
Nuclear Ribonucleoprotei n
Polypeptide N (smith
antigen core sequence)’=
SNRPN)

Protein koji kodira gen SNRPN: Ovaj protein je jedan polipeptid
malog nuklearnog, ribonukleoproteinskog kompleksa i pripada
snRNP SMB/SMN abitelji. Ovaj protein igra ulogu u procesiranju
pre-mRNK, a moguée1u alternativnom spajanjustkiva.

Sjogrenovsindrom antigen
B (engl.Sjogren syndrome
antigen B(autoantigen La)
- SSB)

Protein kodiran ovim genommukljuéen je u razlic¢ite aspekte
metabolizma RNK, ukljucujucit vezanje'1 zastitu poli(U) krajeva
novonastalih transkripata .RNK polimeraze Il od probave
egzonukleazom,, djelujucikao RINA pratilac i vezne virusne RNA
povezane s vifusom hepatitisa C. Autoantitijela koja reagiraju s
ovim proteinom nalaze se u.serumima bolesnika sa Sjogrenovim
sindromom i, sistemskim “eritemskim lupusom. Alternativna
uporaba prometora zezultiratu dvije razlicite varijante transkripta
koje kodiraju isti protein. Ova protutijela mogu biti biomarker kod
primatelje srcanog presatka kod kojih postoji rizik od
odbacivanja.

Pretvornik signala i
aktivator transkripcije 6 -
(engl.Signal Transducer
And Activator Of
Transcription 6 - STAT6)

QOvaj/protein prenosi signale od receptora do jezgre stanice i
aktivira ekspresiju gena. STAT6 utjeCe na izraZzavanje gena
vezanih uz upalu, alergijske reakcije i imunoloski odgovor. Prema
studijama eritropoetin (EPO) ima renoprotektivni ucinak kod
ishemije/reperfuzijske ozljede nakon transplantacije bubrega
putem STAT6/MAPK/NF-«B puta.
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Prilog 2. Tablica s popisom svih 60 ispitivanih antigena non-HLA i opisom djelovanja
protutijela usmjerenih na te antigene (15/16)

Naziv antigena non-HLA
(kratica)

Opis

Tireoglobulin

Tireoglobulin je protein koji nastaje w,Stitnjaci 1 neophodan je za
sintezu hormona S§titnjace. Koristi se¢ kao tumorski marker i za
procjenu uéinkovitosti lije¢enja raka Stitnjaée. Thymoglobulin je
poliklonsko protutijelo koje se koristi u podrucju transplantacije.
Danas se koristi u prevenciji i lijecenju odbacivanja nakon
transplantacije bubrega.

Transferin

Funkcija ovog' proteina. je/ transport Zeljeza iz crijeva,
retikuloendotelnog, sustava 1 stanica jetrenog parenhima do svih
proliferiraju¢ih stanica u tijelu. Takoder moze imati fiziolosku
ulogu.kao protein koji veze granulocite uklju¢en u uklanjanje
odredenihy organskih tvari i alergena iz seruma. Pokazalo se da
anti- ZfR monoklonsko protutijelo (mAb) produljuje prezivljavanje
presatka mijenjanjem odgovora T stanica heterotopnom
nevaskulariziranom modelu sréanog presatka.

Tubulin alfa 1b -
(engl.tubulin,alpha,1b -
TUBAILB)

Tubulin je glavni sastojak mikrotubula.“Veze dva mola GTP-a,
jedan na izmjenjivom _mjestu. u beta lancu i jedan na
neizmjenjivom mjestu u‘alfa lancu.

Tubulin beta razredd -

Tubulin jedglavni¢sastojak mikrotubula. Veze dva mola GTP-a,
jedan na izmjenjivom mjestt u beta lancu i jedan na

TUBB N .

neizmjenjivem mjestu u-alfa lancu.

Tubulin je glavni sastojak mikrotubula. Veze dva mola GTP-a,
Tubulin jedan na izmjenjivom mjestu u beta lancu i jedan na

neizmjenjivom mjestu u alfa lancu.

Proteinykoji veze aktinski filament (F-aktin) ukljuen u adheziju
Vinkulin — VCL izmedu Stanica i matrice te se smatra da funkcionira kao jedan od

nekoliko proteina koji sudjeluju u pri¢vr§¢ivanju F-aktina na
membranu.
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Prilog 2. Tablica s popisom svih 60 ispitivanih antigena non-HLA i opisom djelovanja
protutijela usmjerenih na te antigene (16/16)

Naziv antigena non-HLA
(kratica)

Opis

Vaskularni endotelni faktor
rasta A (engl.Vascular
endothelial growth factor A
- VEGFA)

Signalni je protein koji se proizvodi w tijelu ifigra vaznu ulogu u
angiogenezi, odnosno stvaranju novih kevnih zilazOvaj protein se
proizvodi u razli¢itim oblicima, a svaki oblik ima specifi¢nu
funkciju. Vazan je za rast i razvoj krvnih zila u embrionalnom
razvoju, kao i za stvaranje novih krvaihiZila nakon ozljeda.

Vimentin - VIM

Clan obitelji intezmedijarnih filamenata. Intermedijarni filamenti,
zajedno s mikrotubulima i /mikrofilamentima aktina, cine
citoskelet. Ukljucen je u imunoloski odgovor i kontrolira transport
kolesterola izvedenog,iz lipoproteina niske gustoce od lizosoma
do myjesta esterifikacije. Djeluje kao organizater niza kriti¢nih
pfoteina uklju¢enih u pricvrs¢ivanje, migraciju, i stanicnu
signalizacijus, Dokazalo se da vimentim, regulira’ imunoloski
odgovor T stanica u reakciji na transplantacijuskostane srzi.
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Prilog 3. Usporedni rezultati svih ispitanika u ovom istrazivanju za stvaranje IgG protutijela

non-HLA i njihove sposobnosti da vezu komplement.

Redni Rezultat Rezultat Redni Rezultat Rezultat Redni Rezultat Rezultat
broj IgG C3d broj IgG C3d broj 19G C3d

ispitanika | non-HLA | non-HLA | ispitanika | non-HLA | non-HLA | ispitanika“| nen-HLA/| “non-HLA
1 POz NEG 26 POz POz 51 POz POZ
2 POz NEG 27 POz POz 52 POz NEG
3 POz POz 28 POz DIS 53 POz POz
4 POz DIS 29 POz NEG 54 POZ POZ
5 POz NEG 30 POz POZ 55 POZ NEG
6 POz NEG 31 POZ POz 56 POZ NEG
7 POz NEG 32 POz POZ 57 POZ POz
8 NEG NEG 33 POZ POz 58 POZ POZ
9 POz POz 34 POz NEG 59 POZ DIS
10 POz POz 35 POz POz 60 ROZ NEG
11 POz DIS 36 POz NEG 61 POZ NEG
12 POz DIS 37 POz POz 62 POZ NEG
13 NEG NEG 38 NEG NEG 63 POz POZ
14 POz NEG 39 POZ NEG 64 POZ DIS
15 POz NEG 40 POZ DIS 65 POZ POZ
16 NEG NEG 41 POZ POZ 66 POZ DIS
17 POz DIS 42 POZ DIS 67 POZ POZ
18 POZ POZ 43 POZ NEG 68 POZ DIS
19 POZ POZ 44 POz POZ 69 POZ DIS
20 POZ POz 45 POZ DIS 70 POZ POZ
21 POZ POz 46 POZ POZ 71 POZ NEG
22 POZ NEG 47 POz POZ 72 NEG DIS
23 POZ POz 48 POZ POZ 73 POZ POZ
24 NEG NEG 49 POZ POZ 74 POZ POZ

25 POZ POZ 50 POZ pis | UIGNO (91%3 w | ( 45,35" ”

UKUPNO 6 25
NEG (8,1 %) (33,8 %)
UKUPNO 0 15
DIS (0,0 %) (20,3 %)

POZ = pozitivan rezultat testa, NEG = negativan rezultat testa, DIS = diskutabilan rezultat testa
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