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“Virtual” crossmatch quale strumento di selezione
dei potenziali riceventi nel trapianto di rene

a

Antonina Piazza', Elvira Poggi', Giuseppina.Ozzella’,
Annarita Manfreda?, Lucia Spano?, Silvia Sinopoli?,
Andrea Gidffreda?

1. Laboratorio Tipizzazione Tissutale e Immunologia dei Trapianti
del Centro Regionale Trapianti Lazio — CNR IFT UOS di Roma
S. Camillo

2. Laboratorio Tipizzazione Tissutale e Immunologia dei Trapianti
del Centro Regionale Trapianti Lazio

RIASSUNTO

Un’accurata analisi dello stato di presensibilizzazione
anti-HLA dei pazienti in lista d’attesa per trapianto di rene
puo essere ottenuta mediante utilizzo della nuova tec-
nica Luminex Single Antigen beads, altamente sensibile e
specifica. Sulla base degli anticorpi definiti con questa
tecnica, abbiamo attuato nel nostro centro un protocollo
di “virtual” crossmatch al fine di individuare, tra i pazienti
selezionati dal nostro algoritmo di allocazione come pos-
sibili riceventi di un donatore di reni, i soggetti da avviare
al crossmatch “attuale”.

I risultati di questo studio hanno mostrato come il no-
stro protocollo di “virtual” crossmatch sia caratterizzato da
un’elevata sensibilita (100%) nel predire la compatibilita
immunologica donatore-ricevente nel trapianto di rene da
donatore cadavere e sottolineano I'importanza di una cor-
retta valutazione della “forza” degli anticorpi, stretta-
mente correlata alla loro rilevanza clinica, al fine di otti-
mizzare il risultato del “virtual” crossmatch e permettere,
quindi, ’accesso al trapianto di pazienti con alloanticorpi
“funzionalmente” irrilevanti.

Parole chiave: “virtual” crossmatch, anticorpi anti-HLA

donatore specifici, Luminex Single Antigen beads,

trapianto di rene.

SUMMARY -

Virtual crossmatch: a useful tool for

selection of potential recipients in kidney

transplantation

An accurate detection and characterization of preex-
isting HLA donor-specific antibodies may be obtained us-
ing the sensitive and specific Luminex Single Antigen
beads assay. In our center, on the basis of alloantibodies
defined by this technique, a protocol of “virtual” cross-
match was applied to identify, among all patients selected
by our allocation algorithm for kidney transplantation,
those patients in which to perform the “actual” cross-
match.

The results of this study showed high sensitivity (100%)
of our “virtual” crossmatch protocol in predicting
donor/recipient compatibility in cadaver-donor kidney
transplantation. Also, our data underlined the importance
to evaluate antibody “strength” with the purpose of opti-
mizing “virtual” crossmatch results. Moreover, by evalu-
ating the clinical relevance of HLA antibodies in relation to
their “strength”, patients showing “functionally irrele-
vant” alloantibodies were enabled to receive a kidney
transplant.

Key words: virtual crossmatch, anti-HLA donor-specific

antibodies, Luminex Single Antigen beads, kidney

transplantation.

In ricordo del nostro grande maestro
Prof. Domenico Adorno.
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Introduzione

Nel trapianto di rene il fattore pitt importante per una cor-
retta valutazione del “rischio immunologico” del trapianto e
rappresentato da un’attenta analisi dello stato di presensibi-
lizzazione del potenziale ricevente. E noto, infatti, da lungo
tempo, che la presenza nel ricevente di anticorpi anti-HLA do-
natore-specifici (DSA) evidenziati mediante tecniche di cito-
tossicita complemento-mediata (CDC), rappresenta una con-
troindicazione assoluta al trapianto di rene®3. Pertanto una
precisa valutazione della presenza di DSA specifici per le
molecole HLA “non self” espresse sull’organo da trapiantare
e indispensabile per evitare I'insorgenza di rigetto iperacuto
0 accelerato del rene trapiantato.

Negli ultimi anni, sono state introdotte delle nuove me-
todiche, cosiddette “in fase solida”, quali il test Luminex Sin-
gle Antigen (LSA) beads*, molto piti sensibili e specifiche del test
in CDC, che permettono una rilevazione e caratterizzazione
pit accurata dei DSA preesistenti nei pazienti in lista d’attesa
per trapianto d’organo.

Sulla base degli anticorpi anti-HLA rilevati mediante tec-
nica LSA, ¢ possibile attuare un “virtual” crossmatch (v-XM),
come metodo predittivo dei risultati del “actual” crossmatch
(a-XM) che si esegue prima di ogni trapianto di rene da do-
natore cadavere5?®,

Tale v-XM, basato sui DSA evidenziati con tecnica LSA, da
un lato facilita I’allocazione dell’organo nei riceventi allo-
sensibilizzati e dall’altro pud contribuire al successo del tra-
pianto minimizzando il rischio immunologico.

Tuttavia, I’elevata sensibilita del test LSA nel rilevare an-

- che bassi livelli di DSA rende a volte difficile predire corret-

tamente i risultati dell’a-XMs, cioeé valutare la reale rilevanza
clinica di DSA preformati che presentano differente forza
elo specificitd HLA7™,

Lo scopo di questo studio & stato quello di analizzare
’accuratezza del nostro protocollo di v-XM nel predire i ri-

sultati dell’a-XM nel trapianto di rene da donatore cadavere.

Materiali e metodi
Sui potenziali riceventi rene provenienti dalla lista d’attesa

unica regionale, selezionati, in presenza di un potenziale do-
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natore di rene mediante I’algoritmo in uso nel Centro Regio-
nale Trapianti — Lazio (CRTL), sono identificati i pazienti da
avviare all:a-XM sulla base di un risultato negativo del nostro
protocollo di v-XM. Secondo tale protocollo sono considerati
“mismatches inaccettabili” le molecole HLA di classe I e di
classe II del donatore verso le quali i potenziali riceventi mo-
strano DSA, evidenziati mediante LSA, con valori normalizzati
d’intensitd media di fluorescenza (MFI) > 5000. Tutti i DSA
con MFI inferiore al cut-off stabilito sono definiti come “DSA
accettabili” e, di conseguenza, vengono eseguiti gli a-XM.
Poiché i donatori cadavere sono di norma tipizzati per le
molecole HLA-A, -B, -DR e -DQB mediante tecnica di ampli-
ficazione del DNA con primer sequenza-specifici (PCR-SSP),
nell’esecuzione del v-XM non vengono considerati i DSA di-
retti verso le molecole HLA-C, -DQA, -DPB; tuttavia, in rela-
zione alla caratterizzazione della risposta anticorpale anti-
HLA dei pazienti selezionati, la tipizzazione dei donatori
viene allargata anche a queste molecole HLA, se pertinenti.
Nel periodo gennaio 2007 - dicembre 2012, sulla base di
un v-XM negativo, sono stati eseguiti, nel Laboratorio di Ti-
pizzazione Tissutale e Immunologia dei Trapianti del CRTL,
507 a-XM tra i sieri di 256 candidati al trapianto renale che
presentavano uno stato di presensibilizzazione (% PRA [me-
dia + DS]: anti-HLA classe I, 48+39; anti-HLA classe II,
59+31) ei linfociti T e B di 302 donatori cadaveri. Tutti gli a-
XM sono stati eseguiti sia mediante tecnica CDC sia con la pit
sensibile tecnica di citometria a flusso (FC). In tabellaI'sono
riportate le caratteristiche dei 256 pazienti arruolati nello

studio.

Risultati
Lanalisi dei risultati degli a-XM, in relazione all’assenza
di DSA/presenza di DSA “accettabili” nei pazienti con v-XM

negativi (tabella IT), ha evidenziato una pili che buona corri-

‘spondenza tra i risultati predetti negativi dal v-XM e quelli ot-

tenuti mediante CDC-XM o FC-XM (rispettivamente 97% e
90%).

Lelevata sensibilita (100%) del nostro protocollo di v-
XM era dovuta all’assenza di risultati falsi negativi per DSA

definiti dalla tecnica LSA.
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Una ridotta specificita del v-XM con entrambe le tecniche
di a-XM (CDC-XM, 74%; FC-XM, 79%) era da noi attesa poi-
ché in alcuni pazienti erano presenti DSA “accettabili”. In par-
ﬁcofare, in 145 dei 507 a-XM i sieri dei pazienti presentavano
DSA accettabili e/o DSA anti-DQA/DPB. Come riportato in ta-
bella III, 16 (3%) a-XM davano risultati positivi con entrambe
le tecniche di cross match (CDC e FC); 13 casi erano presenti

DSA specifici per molecole HLA di classe I e/o II del donatore,

Tabella I. Caratteristiche dei 256 pazienti selezionati come potenziali
riceventi di trapianto di rene sulla base di un risultato negativo del
v-XM per i quali sono stati eseguiti gli a-XM sia con tecnica di
citotossicita sia con tecnica citofluorimetrica.

Caratteristiche Potenziali riceventi (%)

Sesso: maschi 113 (44%)
femmine 143 (56%)
eta (anni) 50413
Eventi sensibilizzanti:
trasfusioni 146 (57%)
gravidanze/aborti 96 (37%)
pregressi trapianti 72 (28%)
Positivitd al PRA:
classel 222 (87%)
classe ll 128 (58%)
Positivita per DSA “accettabili”
classe | 76 (30%)
classell 52 (20%)
classe l eclasse ll 17 (7%)

mentre nei restanti 3 casi erano presenti DSA anti-DPB con
elevati valori di MFI.

In 35 a-XM (7°/<:) sono stati ottenuti risultati positivi solo
con FC-XM; 31 sieri contenevano DSA “accettabili” anti-HLA-
A, -B, -DR e -DQ; i restanti 4 sieri contenevano DSA anti-DPB
con valori di MFI sopra il livello da noi definito accettabile.

Novantaquattro (9o%) a-XM hanno dato risultati negativi
con entrambe le tecniche di crossmatch utilizzate: in 89 casi
erano presenti “DSA accettabili” diretti verso molecole HLA-
A, -B, -DR e -DQ, mentre in 5 casi i risultati erano negativi no-
nostante la presenza di DSA anti-DQA o -DPB con valori
Tabella Il. Correlazione tra i risultati di a-CDC-XM ed a-FC-XM eseguiti

in pazienti negativi al v-XM che presentavano assenza di DSA o
presenza di DSA “accettabili” rilevati con tecnica LSA.

~ DsA Assenza di
“accettabili” DSA
™M ~ Pos . G o
cbc ; - o 561
: Pos : 1 o
C-XM ! 5
FCX - ‘Neg: ' 04 362
~ a-XMs totali. 145 362
Confronto tra C FCXM
negativita del v-XM R
Sensibilita 100% 100%
Specificita 74% 79%

Tabella II1. Specificit HLA e forza (MFI) dei DSA “accettabili” e dei DSA anti-DQA/-DPB (MFI>5000) presenti in 145 sieri utilizzati per

eseguire gli a-XM.

a-XMs DSA “accettabili” (MFI) anti-DQA/DPB (MFI)

CDCXM +/FCXM + A2(2200/2200), ﬂAi1(4300), A31(4600), A32(4825), A29(1800)+B44(2500), DPB1*13(12140),

(n=16) 'B51(2847), B58(3800), CW2(4555)+Cw4(2892), B37(1200)+B63(4300), DPB1*17(16500),
DR2(4500), DQ2(4500) DR14(2000)+DPB1*09(9200)

CDCXM -[FCXM + A2(1500/2200), A3(3000), A33(2200), B8(2081), B13(1100), B18(3600), DPB1*01(13000),

(n=35) B35(3500), B38(3700), B44(2100, 2500), B51(3200, 2931), B57(1900), DPB1*02:02(6000),
B58(2598/2900), B63(4500), A11(1280)+B51(1890), DPB1*03(20600/20600),
A24(2000)+B38(4000), DR8(2500), DR10(2400), DR14(2300), DPB1*13(17300)
DQ4(3158), DQ7(4200), DQ9(1785), DR4(1300)+DR8(1400),
DR8(3500)+DQ4(4800), A32+B52+DR16(tutti 1200), B51(2100)+
DQ6(2481)

CDCXM -[FCXM - A1(1400/2110), A2(1000/1100/2700/1000/2100/3012), A11(2800), DQA1*05:05(13800),

(n=94) A24(1000/2397/3000/3000), A26(2000), A20(1100/1200), A30(1000/1000), DPB1*04:02(g107),
A31(1050/2000/3880), A32(2500), B7(1500/2000), B18(1200), DPB1*05(18700),
B27(1000/3700/1100), B35(1800/1836/1900/2000), B44(1020/1300/2068), DPB1*09(gg00),
B49(1200), B51(2500), B52(1000), B55(1920), B60(1200), B61(2000), A25(1500)+DPB1*14(11200)

B63(1000), A3(1500)+ B51(4500), A24(1200)+A31(1200),
A25(4500)+B51(1600), DR1(3600), DR4(1070), DR7(2000/2200),
DR11(1500/ 1500/1800/1800/2000/3000/3500/2000), DR16(2200), DR17(2000),
DQ5(1630/1846), DQ6(1200), DQ7(1000/1457), DQ8(1900), DPB1*10(3300),
DR15(1100)+DQ1(1300), DR7(3500)+ DRB3(1000), DR4(2200)+DQ7(2000),
A1(2000)+DR17(1700)+ DPB1*03(4300),B7(1000) + DQ6(1400), B63(1800) +

DR15(2700)

Trapianti + Vol19, n.2, aprile-giugno 2015
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inaccettabili di MFL. E comunque importante sottolineare
come la presenza di DSA anti-DQA o -DPB con valori inac-
cettabili di MFI, abbia determinato una maggiore percen-
tuale di a-XM positivi, sia con tecnica CDC sia con tecnica FC,
rispetto a quelli negativi (rispettivamente 14% vs 5%). Durante
il periodo dello studio, 171 dei 256 pazienti sensibilizzati te-
stati con a-XM hanno ricevuto un trapianto di rene; il 30% (51)
di questi presentavano “DSA accettabili” verso le molecole del
potenziale donatore.

Per tutti i 171 pazienti il follow up clinico minimo e stato
di 12 mesi; i 51 pazienti trapiantati in presenza di “DSA ac-
cettabili” presentavano invece un tempo di follow-up (me-
dia+SD) di 41+17 mesi.

Durante il periodo di osservazione non é stato osservato
alcun episodio di rigetto anticorpo-mediato del rene tra-

piantato dovuto a DSA preformati.

Discussione

Scopo del presente studio e stato quello di analizzare
’accuratezza del nostro protocollo del v-XM, basato sulla ri-
levazione/caratterizzazione dei DSA mediante tecnica cito-
fluorimetrica LSA, nel predire i risultati degli a-XMs nel tra-
pianto di rene da donatore cadavere.

Molti studi hanno evidenziato che non tutti i DSA rilevati
mediante tecnica LSA sono “funzionalmente” rilevanti™=, §
stata, infatti, documentata una notevole discrepanza tra pre-
senza di DSA rilevati con tecnica LSA e risultati di crossmatch
eseguiti sia mediante tecnica CDC sia mediante tecnica FC.
Tale discrepanza pud essere ricondotta in primo luogo a una
diversa densita degli antigeni HLA adesi alle biglie utilizzate
nella metodica LSA rispetto all’espressione degli stessi anti-
geni sulle cellule del donatore; un’elevata densita antigenica
sulle microbiglie rispetto a quella normalmente pre‘sente
sulle cellule potrebbe determinare una risposta positiva del
test LSA sovrastimata®. Infatti, come evidenziato nel nostro
studio, una scarsa o assente reattivita del siero nel test di
crossmatch (CDC o FC), in presenza di alti livelli (MFI>5000)
di DSA specifici per le molecole HLA-DQA e -DPB, puo essere
ricondotta alla costitutiva bassa espressiohe di tali molecole

a livello cellulare.

Trapianti « Vol 19, n.2, aprile-giugno 2015

Inoltre non ¢ ancora ben definita la corrispondenza tra
“forza” dei DSA evidenziati con tecnica LSA e reattivita degli
anticorpi presenti nei sieri dei pazienti con le cellule del do-
natore™. I risultati del nostro studio evidenziano che la soglia
di positivita da noi stabilita per i DSA “accettabili” (MFI<
5000) non ¢ sostanzialmente discrepante con la predizione di
un risultato negativo dell’a-XM (v-XM vs CDC-XM o FC-XM:
90% e 97%, rispettivamente). La presenza di alcuni cross-
match positivi (?1% con CDC e 24% con FC) in presenza di
DSA da noi definiti “accettabili”, ci conforta nel ritenere di
non aver escluso dal trapianto pazienti con DSA clinicamente
irrilevanti.

Tuttavia la presenza di DSA “accettabili” specifici per pit
di una molecola HLA del donatore puo amplificarne I'effetto
citotossico, come evidenziato in due a-XM risultati positivi al
CDC-XM per la contemporanea presenza di pit DSA
(Cw2+Cw4 e B37+B63).

Trentacinque (24%) a-XM sono risultati positivi con la
sola tecnica FC. In 5 di questi casi, erano presenti, nei sieri dei
pazienti, anticorpi anti-DPB con elevati valori di MFI (>5000);
in altri 6 casi erano presenti pit di un DSA “accettabile”,
mentre nei restanti 24 casi P’espressione antigenica, sulle
cellule del donatore era d’intensita tale da determinare posi-
tivita solamente con la pili sensibile tecnica del FC-XM.

La correttezza del nostro approccio conservativo, che
considera come possibili riceventi tutti i pazienti che pre-
sentano DSA con un valore di MFI<5000, € supportata dal
fatto che 94 (65%) degli a-XM, eseguiti con sieri contenenti
DSA “accettabili”, sono risultati negativi con entrambe le
tecniche di crossmatch utilizzate. Di conseguenza, I’ado-
zione di un protocollo di v-XM puo essere considerato come
strumento idoneo per la corretta selezione di potenziali rice-
venti di trapianto di rene, senza escludere la possibilita di tra-

pianto a pazienti con presenza di DSA “funzionalmente irri-

levanti”.

In conclusione, i risultati di questo studio evidenziano
come il nostro protocollo di v-XM sia caratterizzato da un’ele-
vata sensibilitd nel predire la compatibilita immunologica do-
natore-ricevente nel trapianto di rene da donatore cadavere e

sottolineano I'importanza di valutare la “forza” dei DSA al
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fine di ottimizzare il risultato del v-XM. Tuttavia il valore pre-
dittivo del v-XM basato sulla caratterizzazione degli anticorpi
mediante LSA beads puo risentire della densita degli antigeni
sulle beads che pud non essere rappresentativa della densita,
soprattutto per molecole HLA di alcuni loci quali il DQA e il
DPB, di quegli stessi antigeni sulle cellule del donatore, per-
ché costitutivamente poco espressi.

La rilevazione di anticorpi anti-DPB/DQA in pazienti sen-
sibilizzati evidenzia la necessita di definire tutte le molecole
HLA del donatore al fine di eseguire un accurato v-XM.

1l buon andamento del trapianto nei pazienti con bassi li-
velli di DSA e crossmatch negativo sia citotossico che cito-
fluorimetrico, sottolinea inoltre ’'importanza di definire, nel-
’esecuzione del v-XM, un valore soglia di “forza” degli
anticorpi, al fine di permettere l’accesso al trapianto di pa-

zienti con alloanticorpi anti-HLA clinicamente irrilevanti. ©
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