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Bevezetés: A gyermekkori mdjtranszplanticiok hosszi tava kimenetelének javitisa érdekében az immunoldgiai mecha-
nizmusok keriiltek a kutatdsok kézéppontjaba. A donorspecifikus antitesteknek (DSA-k) fontos szerepiik van a graft
talélésében a szervtranszplantdcidk utin, a majtranszplanticio esetén azonban ez még vitatott.

Célkitiizés: Tanulmanyunk célja majtranszplantalt gyermekeknél a DSA-k meghatdrozasa, valamint a DSA-k jelenléte
és a graft dllapota kozotti Osszetiiggés vizsgalata volt.

Modszer: A Semmelweis Egyetem 1. Sz. Gyermekgyogydszati Klinikdjain gondozott 54 méjtranszplantilt gyermek
vérmintajabol tortént a human leukocytaantigén (HLA) elleni antitestek meghatirozasa. Vizsgaltuk, hogy a labora-
tériumi vérvizsgdlat eredményei — szérumbilirubin (6sszes, direkt), alkalikus foszfatiz (ALP), transzamindzok, gam-
ma-glutamil-transzferdz (GGT), immunglobulin-G (IgG) —, az aszpartit-aminotranszferdz,/thrombocyta hanyados-
index (APRI) és a 4 tényez6n alapuld fibrosisindex (FIB4) tekintetében van-e eltérés a DSA-pozitiv, illetve a
HLA-immunizalt betegek esetén a nem immunizalt csoporthoz képest.

Eredmények: A vizsgilt paraméterekben nem taldltunk szignifikins kiilonbségeket a DSA-pozitiv, a HLA-immunizilt
¢és a nem immunizdlt betegek csoportjai kozott.

Kovetkeztetés: Bir a jelen vizsgalatban nem volt szignifikins kiilonbség a vizsgilt paraméterek esetén, de ez a kis eset-
szambol is adédhat. A DSA-knak a graftfibrosis kialakuldsdban valé szerepe tisztazdsira tobb paciens vizsgalata sziik-
séges, ezért megkezdtiik az Osszes paciensnél a DSA- és HLA- (donor, recipiens) meghatirozast, valamint ennek a
Kklinikai gyakorlatunkba val6 beépitését.
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Importance of donor-specific antibodies in the long-term outcome
of liver-transplanted children

Introduction: To improve the long-term survival of liver-transplanted children, immunological mechanisms became
the main interest of researchers. Donor-specific antibodies (DSAs) play a significant role in graft survival after solid
organ transplantation, although their role in liver transplantation is controversial.

Objective: The aim of our study was to determine the presence of DSAs in liver-transplanted children and to examine
their effect on graft’s condition.

Method: The determination of anti-human leukocyte antigen (HLA) antibodies was performed using the blood sam-
ples of 54 liver-transplanted children. We analysed the difference between the results of the laboratory blood exami-
nation — serum bilirubin (all, direct), alkaline-phosphatase (ALP), transaminases, gamma-glutamyl transferase (GGT),
immunoglobulin-G (IgG) —, aspartate aminotransferase to platelet ratio index (APRI) and fibrosis-4 index (FIB4)
according to DSA and HLA immunization.

Results: We did not find any significant difference in the examined parameters regarding DSA and HLA immuniza-
tion.

Conclusion: Although this study was not able to provide significant difference in the examined parameters, this can
be explained with the low number of cases. To clarify the significance of DSA in graft fibrosis, we need a larger data-
set. We started regular DSA and HLA (donor and recipient) determination during follow-up in liver-transplanted
children.
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Roviditések

ALP = (alkaline phosphatase) alkalikus foszfatiz; APC = (anti-
gen-presenting cell) antigénprezentald sejt; APRI = (aspartate
aminotransferase to platelet ratio index) aszpartit-amino-
transzferdz /thrombocyta hianyadosindex; CD = (cluster of dif-
ferentiation) differenciacios klaszter; DSA = donorspecifikus
antitest; FIB4 = (fibrosis index based on 4 factors) 4 tényezén
alapulé fibrosisindex; GGT = gamma-glutamil-transzferdz;
GOT = glutamat-oxalacetit-transzaminaz; GPT = glutamdt-pi-
ruvdt-transzamindz; HLA = humdn leukocytaantigén; IgG =
immunglobulin-G; MFI = mediian fluoreszcens intenzitds;
PCR = polimeriz-lincreakcié; PFIC = progressziv familiaris
intrahepaticus cholestasis; SAB = single antigen bead; SSO =
szekvenciaspecifikus oligonukleotid; SSP = szekvenciaspecifi-
kus primer

A sebészeti technikik, a perioperativ gondozas és az im-
munszuppressziv terapiak fejlédésének koszonhetSen a
gyermekkori majtranszplanticiok rovid tiva kimenetele
kedvezd. A legtobb transzplanticids kézpontban a pdci-
ensek 1 éves talélési ardnya tobb mint 90%, az 5 éves
talélési arany pedig tobb mint 80% [1]. Az utébbi évek-
ben megjelent kutatasok a hossz tivir poszttranszplan-
tacios kimenetel javitdsinak céljabél az immunoldgiai
mechanizmusokra, kiilonosképp a donorspecifikus anti-
testek (DSA-k) szerepére is fokuszalnak.

A human leukocytaantigének (HLA) olyan sejtfelszini
tehérjék, melyek elsGdleges feladata az antigénprezenta-
ci6. Az 1. osztilyba tartoznak a HLA-A, -B és -C fehér-
jék, melyek minden magvas sejt felszinén jelen vannak.
Feladatuk az intracellularis peptidek (példaul virusfert6-
zések esetén) bemutatisa a CD8+ citotoxikus T-lympho-
cytaknak. A II. osztilytak kozé tartoznak a HLA-DQ,
-DR és -DP-fehérjék, melyek az antigénprezentalo sejtek
(APC-k) felszinén, a lymphocytikon, a dendritikus sejte-
ken és a monocytikon vannak jelen. Az extracelluldris
peptideket mutatjak be a CD4+ T-helper lymphocytik-
nak [2].

A DSA-k a recipiens szervezetében kering6 donorspe-
cifikus HLA-ellenes antitestek. Azokat a DSA-kat, me-
lyek mar a transzplanticiét megelézGen is jelen vannak
— egy kordbbi immunizaciés esemény, példaul korabbi
transzplanticio, transzfizié vagy varanddssig miatt —,
preformalt antitesteknek nevezziik. A méjtranszplanticié
kivételével mir az Osszes szolid szerv transzplanticidja
esetén bebizonyosodott, hogy a preformalt antitestek je-
lenléte csokkenti a korai poszttranszplantacios idGszak-
ban a graft talélését, valamint nagyobb eséllyel kovetke-

zik be a graft antitestmedidlt rejekcidja, ami a graft
ereinek thrombosisihoz, majd a graft elégtelenségéhez
vezet. DSA-k keletkezhetnek de novo, a transzplanticié
utan is, amelyek f6ként kronikus rejekciot idéznek el
[3]. Bir a mijtranszplanticiok esetén a de novo DSA-k
szerepe még nem tisztazott, vesetranszplanticibban mar
bizonyitottan csokkentik a graft talélését [4].

A DSA-k monitorozasinak célja a graft elégtelenségé-
nek korai felismerése. Az id6ben megkezdett célzott ke-
zelés nagy jelentGséggel bir a hosszi tavia szovédmények
rizikéjanak csokkentése és a paciens, valamint a graft var-
haté élettartamanak javitdsa szempontjabol.

Tobb nemzetkozi tanulmdny is vizsgilta a gyermek-
korban majtranszplantacion dtesett paciensek esetében a
DSA-k jelenléte és a klinikai dllapot kdzotti Gsszefiiggést,
de a hazai piciensek vonatkozdsiban még nem tortént
ilyen jellegii vizsgalat. Magyarorszigon a mdjtranszplan-
talt gyermekek utinkovetési protokolljanak koribban
nem volt része a DSA-vizsgilat, igy munkank célja, hogy
osszegezziik kezdeti tapasztalatainkat.

Betegek és modszerek

Kutatasunkba 54 pacienst vontunk be, akiknek a maj-
transzplanticidja 18 éves koruk elstt, 1997 és 2019
kozott tortént, a transzplanticiét kovetd gondozasuk az
1. Sz. Gyermekklinikan zajlik, és tortént ndluk HLA-elle-
nes antitest meghatirozas.

A HLA-tipizilas, valamint a HLA-ellenes antitestek és
a DSA-k detektilasa az Orsziagos Vérellaité Szolgilat
Transzplantaciés Immungenetikai Laboratériumaban
tortént. A donor és a recipiens HLA-tipizalasa polime-
raz-lancreakciot kovetd szekvenciaspecifikus primer és/
vagy szekvenciaspecifikus oligonukleotid (PCR-SSP/
PCR-SSO) technika hasznalatival tortént. A recipiens
szervezetében keringd HLA-ellenes antitesteket ’single
antigen bead’ (SAB) technikaval vizsgaltuk. HLA-im-
munizaltnak tekintettiik azokat a betegeket, akiknél leg-
alibb egy HLA ellen 1000 MFI feletti értékkel antitest
volt kimutathat6. A DSA-pozitivitis kiiszobértéke 500
MFI volt. A vizsgalatokhoz sziikséges vérminta levétele a
regularis éves kontrollvizsgilatkor tortént, igy pluszvé-
napunkciét nem jelentett a gyermekek szamara.

A graft allapotinak felmérésére a biokémiai mutaté-
kon tal hasi ultrahangot és Doppler-ultrahangot, vala-
mint a noninvaziv fibrosismarkerek koziil az aszpartat-
aminotranszferdz/thrombocyta hianyadosindexet (APRI)
¢és a 4 tényez6n alapuld fibrosisindexet (FIB4) hasznal-
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tuk. Az APRI meghatarozasa a [(GOT/GOT fels6 nor-
malérték] x 100) / thrombocytaszam képlettel torténik
(a GOT fels6é normalértékeként 40 U /I-t hatiroztunk
meg). A FIB4 meghatirozisa az (életkor x GOT) /
(thrombocytaszam x GPT'?) képlettel torténik. Nem
alkoholos eredetd steatohepatitises felnétt paciensek ese-
tében az elérehaladott fibrosis azonositasira a javasolt
hatarértékek APRI>1,5 és FIB4>2,67, ezek az értékek
azonban gyermekek esetén alacsonyabbak lehetnek [5].

Tanulmanyunkban a rutinszerd laboratériumi vérvizs-
galatok sorabdl a szérumbilirubin (6sszes, direkt), az al-
kalikus foszfatiz (ALP), a glutamat-oxdlacetit-transza-
mindz (GOT), a glutamdt-piruvit-transzaminiz (GPT),
a gamma-glutamil-transzferiz (GGT) és az immunglo-
bulin-G (IgG) értékeit hatiroztuk meg.

Felmértiik, hogy a laboratériumi vérvizsgalat eredmé-
nyeiben, a graft tipusiban (él6 donortdl vagy kadiver
donortdl szarmazd), valamint az APRI és a FIB4 érté-
kében van-e szignifikins eltérés a DSA-k és a HLA-im-
munizdltsig tiikrében. Ehhez a vizsgalathoz kétmintds
T-prébit alkalmaztunk, a szignifikanciaszintet 0,05-ban
hatdroztuk meg, 95%-o0s konfidenciaintervallum mellett.

Eredmények

Az 54 péciens 57%-a lany és 43%-a fid volt. A DSA-vizs-
galat idején a betegek atlagéletkora 10,9 év (tartomany
1,4-23,3 év) volt (1. 4bra). A transzplanticio és a DSA-
vizsgilathoz sziikséges vérminta levétele kozott eltelt id6
medidnja 8,6 év (tartomany: 48-8162 nap) volt. A bete-
gek transzplanticibhoz vezetd alapbetegsége 72%-ban
biliaris atresia, 7%-ban 2-es tipust progressziv familiaris
intrahepaticus cholestasis (PFIC2), 4%-ban Alagille-
szindroma, 4%-ban hepatoblastoma és 13%-ban egyéb
betegség (vena portae fejlédési rendellenesség, auto-
immun hepatitis és szklerotizilé cholangitis — *overlap’
(atfed8) szindroma, neonatalis haemochromatosis,
Wilson-kér, alfa-1-antitripszin-hidny, cryptogen majcirr-
hosis, primer szklerotizdlé cholangitis) volt (2. dbra).
A vizsgilatba bevont betegek tobbségének, 89%-anak
kilfoldi transzplanticiés centrumban, mig 11%-dnak
Magyarorszigon, a Semmelweis Egyetem Sebészeti és
Transzplantciés Klinikajan tortént a transzplanticidja.
A Dbetiltetett graft a paciensek 67%-dban ¢él6 donortol
szarmazott. A vizsgilat idején az immunszuppressziv ke-
zelés a vizsgilt betegek 80%-aban takrolimusszal, 20%-
dban ciklosporinnal tortént. Osszesen 7 esetben volt
szlikség kombindlt immunszuppressziv kezelésre: a tak-
rolimuszterdpia mellett 5 gyermek mikofenolat-mofetil-,
1 beteg szteroid- és 1 beteg mikofenolit-mofetil + szte-
roid kezelésben is részesiilt.

Az 54 gyermekbdl 32-nél (59%) detektaltunk HLA-
ellenes antitesteket (MFI>1000), azonban csupan 10
paciensnél tortént DSA-meghatirozds (vagyis a HLA-
antitest donorspecificitisinak meghatarozisa), koziliik
8-an DSA-pozitivak (MFI>500) voltak. 32 gyermeknél
osszesen 244 HILA-ellenes antitestet detektaltunk, me-
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lyek 64%-a II. osztilyt (anti-HLA-DQ [43%], anti-
HLA-DR [35%], anti-HLA-DP [22%]) (3. dbra), mig
36%-a 1. osztilyt volt. A HLA-DQ ellen termel6dott
antitestek kozil a HLA-DQ2 (12%), a HLA-DQ7
(12%), a HLA-DQS8 (12%) és a HLA-DQ9 (12%) elleni
antitestek, mig a HLA-DR ellen termel$dott antitestek
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koziil a HLA-DR4 (19%) elleni volt a leggyakoribb. A 8
DSA-pozitiv paciensnél 0sszesen 13 DSA-t detektaltunk,
melyek kozil 9 II. osztilya antitest (67%: anti-HLA-
DQ) volt.

Betegeinket a HLA és a DSA-pozitivitas alapjan 3 cso-
portra osztottuk: I. DSA-pozitiv (n = 8), II. HLA-im-
munizalt (n = 24) és III. nem HLA-immunizalt (n = 22)
gyermekek.

A vizsgalt laboratériumi paraméterek — szérumbiliru-
bin (dsszes, direkt), ALP, GOT, GPT, GGT, IgG —, vala-
mint az APRI és a FIB4 esetén nem talaltunk szignifi-
kans kiillonbségeket az egyes csoportok kozott. Az 1.
csoportban a III. csoporthoz képest magasabb volt a
GOT (51,88,/43,14 U/l;p = 0,713),a GPT (67 /30,95
U/l; p = 0,452), az APRI (0,73/0,63; p = 0,803) és a
FIB4 (0,41/0,35; p = 0,594) értékeinek dtlaga. A II. és
a II1. csoport 6sszehasonlitasakor a I1. csoportban maga-
sabb volt ugyan a GPT (32,67 /30,95 U/1; p = 0,857),
az IgG (11,44/11,2 g/1; 0,779), az 0Osszbilirubin
(16,54/11,72 pmol/l; p = 0,273), a dircktbilirubin
(5,04,/3,18 pmol/1; p = 0,359), az APRI (0,64,/0,63;
p = 0,96) és a FIB4 (0,47,/0,35; p = 0,762) értékeinek
atlaga (1. tablazat), szignifikins kiilonbség azonban
nem igazolddott.

A graft tipusa (él6 vagy kadaver donor) és a DSA-k
jelenléte kozott sem taldltunk szignifikins kapcsolatot
(I. csoport: 13% vs. II1. csoport: 36% kadaver donor,
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p = 0,162; I1. csoport: 33% vs. I11. csoport: 36% kadaver
donor, p = 0,834).

A graft dllapotinak felmérésére a biokémiai mutato-
kon tdl hasi ultrahangot, Doppler-ultrahangot, valamint
a noninvaziv fibrosismarkerek koziil az APRI-t és a
FIB4-et hasznaltuk. 4 gyermek esetében jelentGsen ma-
gasabb volt az APRI értéke (3,19; 3,10; 4,85; 1,55),
melyekhez a FIB4 vonatkozdsaban is az atlagnil (0,41)
magasabb értékek (1,05; 1,88; 2,18; 0,85) tarsultak.
Ezen gyermekeknél ultrahangon fokozott inhomogeni-
tasa graft abrazolédott, valamint a biokémiai mutaték is
a graft allapotanak romlasat jelezték. 2 betegnél (APRI:
3,19; 3,10) biopsziaval igazolt rejekcié zajlott. Az egyik
esetben celluldris, mig a masik esetben krénikus rejekcid
talajan kialakult akut celluldris rejekci6 jelei mutatkoztak.
A 3. piciens (APRI: 4,85) esetében a majtranszplanticio
utan az alapbetegség (szklerotizdlé cholangitis) kitjuld-
sat, kovetkezményeként a graft dllapotromlasat tapasztal-
tuk. A 4. paciens (APRI: 1,55) esetében pedig epetti
anasztomozissziikiilet talajin kialakult graftkarosodas
allt a hattérben. A 4 gyermek kozil 1 nem HLA-immu-
nizdlt és 3 HLA-immunizalt volt, akik kozil az egyik
gyermek bizonyitottan DSA-pozitiv volt. Vizsgalatunk
soran a sulyos fibrosis gyakrabban fordult el6 a HLA-
immunizilt paciensek esetén. A graft allapotinak felmé-
résében sem a laboratériumi paraméterek, sem az ultra-
hang, az APRI vagy a FIB4 nem bizonyult elég érzékeny
mutaténak a kis- és kdzepes foka fibrosis kimutatasaban.

1. tablazat | A laboratériumi vérvizsgalat eredményei és az aszpartit-aminotranszferdz,/thrombocyta hinyadosindex
Csoport Atlag Szignifikancia (p) Csoport Atlag Szignifikancia (p)
ALP (U/1) I 2445 II. 257,17
0,088 0,166
II1. 315,55 II1. 315,55
GOT (AST) (U/1) I 51,88 II. 40,33
0,713 0,812
II1. 43,14 II1. 43,14
GPT (ALT) (U/1) L 67,00 II. 32,67
0,452 0,857
II1. 30,95 II1. 30,95
GGT (U/1) I 51,63 II. 40,21
0,823 0,626
II1. 62,50 I11. 62,50
IgG 1 I 10,74 II. 11,44
8G e/ 0,680 0,779
II1. 11,20 II1. 11,20
Bilirubin (6sszes) (umol /1) I. 9,25 II. 16,54
0,177 0,273
II1. 11,72 II1. 11,72
Bilirubin (direkt) (umol /1 1. 2,29 11. 5,04
( G ) 0,272 0,359
II1. 3,18 II1. 3,18
APRI I. 0,73 II. 0,64
0,803 0,96
II1. 0,63 II1. 0,63
FIB4 I. 0,41 II. 0,47
0,594 0,762
II1. 0,35 II1. 0,35

ALP = alkalikus foszfatiz; ALT = alanin-aminotranszferdz; APRI = aszpartit-aminotranszferdz/thrombocyta hinyadosindex; AST = aszpartit-
aminotranszferdz; FIB4 = 4 tényezén alapul6 fibrosisindex; GGT = gamma-glutamil-transzferaz; GOT = glutamdt-oxdlacetit-transzaminaz; GPT

= glutamat-piruvit-transzamindz; IgG = immunglobulin-G
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Megbeszélés

A vizsgalt paciensek tobb mint felénél (32 /54, 59%) de-
tektaltunk HLA-ellenes antitesteket. 10 piciensnél tor-
tént DSA-meghatarozas, kozilik 8-an DSA-pozitivak
voltak, azaz a 32 HLA-immunizalt paciens kozil csak 8
esetben tudtuk bizonyitani a DSA-pozitivitist. Mivel
gyermekek esetén kevésbé szamitunk kordbbi immuniza-
ciés események (példaul varanddssag, vetélés, transzfa-
zi6) miatt preformalt HLA-ellenes antitestek 1étrejotté-
re, feltételezhetd, hogy az esetek tobbségében a detektalt
HLA-cllenes antitestek donorspecifikusak. Ez alapjan a
vizsgilt gyermekek kozel fele DSA-pozitiv lehet, ennck
bizonyitasa azonban tovabbi vizsgilatokat igényel. Nem-
zetkozi tanulmanyok eredményeit dttekintve a detektalt
HLA-ellenes antitestek nagy része donorspecifikus, azaz
a vizsgilt pdciensck kozel felénél (41-52%) észleltek
DSA-pozitivitast [6-10].

Vizsgilatunkban 32 betegnél 244 HILA-ellenes anti-
testet detektdltunk, melyek 64%-a I1. osztalyt volt. Tobb
nemzetkozi tanulmdny a II. osztilya HLA-ellenes anti-
testek még nagyobb aranyu jelenlétét igazolta a jelen
vizsgilati eredményeinkhez képest [6, 9, 10].

A betegek klinikai allapota, a graft esetleges fibrosisa és
a DSA-, HLA-antitestek kozotti kapesolat tekintetében a
vizsgdlt laboratériumi paraméterek kozott — szérumbili-
rubin (6sszes, direkt), ALP, GOT, GPT, GGT, IgG — és
a szamitott APRI, FIB4 értékében nem talaltunk szigni-
fikidns kiilonbséget a vizsgalt idGszakban az egyes beteg-
csoportok kozott; am a nemzetkozi kutatasokkal egybe-
hangzé az az eredményiink, hogy a DSA-pozitiv
paciensek csoportjiban — bir nem szignifikinsan, de —
magasabb volt a GOT- és a GPT-értéknek az atlaga a
DSA-negativak csoportjahoz képest [6, 8, 10].

Megfigyeléstink szerint sulyos fibrosis gyakrabban for-
dult el6 a HLA-immunizilt paciensek korében. Tobb
nemzetkozi tanulmany beszamolt mar arrél, hogy 6ssze-
fiiggést talaltak a DSA-k jelenléte és a graft dllapota ko-
zott. Kiveli és mtsai tanulmdnyaban a DSA-pozitiv paci-
ensek kozott szignifikinsan gyakoribb volt a portalis
gyulladas, valamint nem szignifikinsan, de tobb esetben
detektaltik a graft fibrosisat [6]. Miyagawa—Hayashino és
mitsai vizsgalatiban a DSA-pozitiv gyermekeknél a graft-
fibrosis vagy a cirrhosis jelentésen nagyobb arinyban
fordult el6 [8]. Tokodai és misai kutatdsa sordn azon
gyermekeknél, akiknél a majgraft fibrosisat detektiltak,
szignifikinsan magasabb volt a II. osztalyia HLA-ellenes
antitestek jelenléte [11].

A jelen vizsgilat tapasztalatai alapjan az Orszagos Vér-
ellit6 Szolgalat Transzplanticiés Immungenetikai Labo-
ratoriuma és a Transzplanticiés Koordinaciés Iroda
egytittmiikodésével minden gondozottunkndl szeret-
nénk megteremteni a DSA-meghatirozas lehet8ségét és
beépiteni klinikai gyakorlatunkba, amihez a sziikséges
recipiens- és donor-HLA-tipizdlasokat megkezdtiik.

EREDETI KOZLEMENY

Anyagi tamogatds: A kozlemény megirasa, illetve a kap-
csol6dd kutatdmunka anyagi timogatasban nem része-
stilt.

Szerzdi munkamegosztis: E.-P. E.: Adatgy(jtés, statiszti-
kai elemzés, a kézirat megirasa. Sz. A.: HLA-tipizdlas, a
HILA-ellenes antitestek és a DSA-k detektaldsa. Sz. D.:
Témavezetd, a kutatas szakmai feligyelete, kritikai észre-
vételek. D. A.: Témavezetd, a beteganyag biztositisa, a
kutatas szakmai feltigyelete, kritikai észrevételek. A cikk
végleges valtozatat valamennyi szerz§ elolvasta és jova-
hagyta.

Erdekeltségek: A szerzéknek nincsenek érdekeltségeik.
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