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1 Imi¦ i nazwisko

Gra»yna Moszkowska

2 Posiadane dyplomy, stopnie naukowe z podaniem nazwy, miej-
sca i roku uzyskania oraz tytuª rozprawy doktorskiej

- 2008: tytuª specjalisty w zakresie laboratoryjnej immunologii medycznej

- 1992: dyplom doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej, WL Aka-
demii Medycznej w Gda«sku, tytuª rozprawy doktorskiej �Fibronektyna tkankowa
i osoczowa w rakach sutka�

- 1976: dyplom magistra biologii, Uniwersytet Gda«ski, Wydziaª Biologii i Nauk o
Ziemi, kierunek biologia

3 Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach
naukowych

- 2008 � dzi±: st. specjalista, Katedra i Zakªad Immunologii Medycznej Gda«ski
Uniwersytet Medyczny

- 2008 � dzi±: kierownik Laboratorium Immunologii i Transplantologii Klinicznej,
Uniwersyteckie Centrum Kliniczne w Gda«sku

- 1986 � 2008: specjalista, Zakªad Immunopatologii, Akademia Medyczna Gda«sk

- 1976 � 1986: mªodszy asystent, Samodzielna Pracownia Immunologii/Zakªad Im-
munopatologii, Pa«stwowy Szpital Kliniczny Nr 1 w Gda«sku

4 Omówienie osi¡gni¦¢, o których mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wy»szym
i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pó¹n. zm.).

4.1 Tytuª osi¡gni¦cia naukowego

Szacowanie ryzyka transplantacji nerek w oparciu o badania im-
munologiczne.

Osi¡gni¦cie naukowe stanowi zbiór 6 powi¡zanych tematycznie publikacji, zawieraj¡cy ory-
ginalne artykuªy opublikowane w recenzowanych czasopismach znajduj¡cych si¦ w bazie Jo-
urnal Citation Reports (JCR), o ª¡cznej punktacji IF: 11.73 MEiN: 197.00

3



Zaª¡cznik 2: Autoreferat Gra»yna Moszkowska

4.2 Wykaz publikacji stanowi¡cych cykl habilitacyjny

1 Zieli«ska Hanna, Moszkowska Gra»yna, Zieli«ski Maciej, D¦bska-�lizie« Alicja, Rut-
kowski Bolesªaw, Trzonkowski Piotr: Algorithm to manage highly sensitized kidney
transplant recipients in Poland; Transplant. Proc.; 2011 : vol. 43, s. 2903-2907.
Impact Factor: 1.005; Punktacja MEiN: 20.000
Mój wkªad w powstanie pracy polegaª na opracowaniu koncepcji pracy, udziale w opra-
cowaniu protokoªu bada«, przeprowadzeniu analiz statystycznych, wspóªautorstwie ma-
nuskryptu i ostatecznej wersji

2 Moszkowska Gra»yna, Zieli«ska Hanna, Zieli«ski Maciej, Dukat-Mazurek Anna, D¦bska-
�lizie« Alicja, Rutkowski Bolesªaw, Lewandowska Dorota, Danielewicz Roman, Trzon-
kowski Piotr: Identi�cation of patients with increased immunological risk among poten-
tial kidney recipients in the Polish population; Hum. Immunol.; 2014 : vol. 75, nr 7, s.
650-655.
Impact Factor: 2.138; Punktacja MEiN: 20.000
Mój wkªad w powstanie pracy polegaª na opracowaniu koncepcji pracy, udziale w opraco-
waniu protokoªu bada«, przeprowadzeniu analiz statystycznych, autorstwie manuskryptu
i ostatecznej wersji artykuªu

3 Moszkowska Gra»yna, Zieli«ski Maciej, Zieli«ska Hanna, Dukat-Mazurek Anna, D¦bska-
Zielkowska Joanna, D¦bska-�lizie« Alicja, Rutkowski Bolesªaw, Trzonkowski Piotr: Eva-
luation of pretransplant donor-speci�c alloantibodies with di�erent crossmatch techni-
ques; Transplant. Proc.; 2018 : vol. 50, nr 6, s. 1625-1630.
Impact Factor: 0.959; Punktacja MEiN: 15.000
Mój wkªad w powstanie pracy polegaª na opracowaniu koncepcji pracy, udziale w opra-
cowaniu protokoªu bada«, przeprowadzeniu analiz statystycznych, , autorstwie manu-
skryptu i ostatecznej wersji

4 Moszkowska Gra»yna, Zieli«ska Hanna, Zieli«ski Maciej, Goª¦biewska Justyna, Bzo-
ma Beata, Sakowska Justyna, D¦bska-�lizie« Alicja, Trzonkowski Piotr: The utility of
cytolytic �ow cytometry crossmatch before kidney transplantation ; Transpl. Immunol.;
2021 : vol. 68, art. ID 101426, s. 1-5.
Impact Factor: 1.708; Punktacja MEiN: 70.000
Mój wkªad w powstanie pracy polegaª na opracowaniu koncepcji pracy, udziale w opraco-
waniu protokoªu bada«, przeprowadzeniu analiz statystycznych, autorstwie manuskryptu
i ostatecznej wersji

5 Moszkowska Gra»yna, Zieli«ska Hanna, Zieli«ski Maciej, Dukat-Mazurek Anna, D¦bska-
Zielkowska Joanna, Lewandowska Dorota, Durlik Magdalena, D¦bska-�lizie« Alicja, Trzon-
kowski Piotr: Immune algorithm optimization for organ transplantation in Poland; Trans-
plant. Proc.; 2020 : vol. 52, nr 7, s. 2026-2032.
Impact Factor: 1.066; Punktacja MEiN: 40.000
Mój wkªad w powstanie pracy polegaª na opracowaniu koncepcji pracy, udziale w opraco-
waniu protokoªu bada«, przeprowadzeniu analiz statystycznych, autorstwie manuskryptu
i ostatecznej wersji

6 Trzonkowski Piotr, D¦bska-�lizie« Alicja, Jankowska Magdalena, Wardowska Anna, Carvalho-
Gaspar Manuela, Hak �ukasz, Moszkowska Gra»yna, Bzoma Beata, Mills Natalie,
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Wood Kathryn J., My±liwska Jolanta, Rutkowski Bolesªaw: Immunosenescence increases
the rate of acceptance of kidney allotransplants in elderly recipients through exhaustion
of CD4+ T-cells; Mech. Ageing Dev.; 2010 : vol. 131, s. 96-104.
Impact Factor: 4.857; Punktacja MEiN: 32.000
Byªam w tej pracy kierownikiem projektu badawczego wªasnego N N402 420738 (Grant
MNiSW/NCN). Mój wkªad w powstanie pracy polegaª na opracowaniu koncepcji pracy,
udziale w opracowaniu protokoªu bada«, przeprowadzeniu analiz statystycznych, wspóª-
autorstwie manuskryptu i ostatecznej wersji

O±wiadczenia wspóªautorów, okre±laj¡ce indywidualny wkªad ka»dego z nich w powstanie
publikacji, zawarto w Zaª¡czniku 5.

4.3 Omówienie celu naukowego ww. pracy i osi¡gni¦tych wyników wraz z

omówieniem ich ewentualnego wykorzystania:

Transplantacje s¡ od wielu lat ustabilizowan¡ i jak dot¡d najlepsz¡ metod¡ leczenia skrajnej
niewydolno±ci nerek. Immunologiczna diagnostyka transplantacyjna jest istotnym narz¦dziem
umo»liwiaj¡cym dobór tkankowy, ocen¦ ryzyka odrzucania i monitorowanie funkcji przeszcze-
pu wyprzedzaj¡ce do wyst¡pienia objawów jego niewydolno±ci. Zimmunizowanie potencjalnego
biorcy narz¡du antygenami HLA ogranicza jego szans¦ na przeszczep z powodu trudno±ci do-
boru wªa±ciwego dawcy, a wydªu»ony czas na li±cie oczekuj¡cych zwi¦ksza ryzyko pogorszenia
jego stanu zdrowia i ±mierci. Wcze±niejsze uczulenie mo»e równie» negatywnie wpªywa¢ na
bliskie i odlegªe wyniki potransplantacyjne. Zastosowanie nowych immunosupresyjnych leków
na przeªomie lat 80. i 90. XX w. umo»liwiªo kontrol¦ immunologicznej odpowiedzi zale»nej od
limfocytów T i pozwoliªo na skuteczne obni»enie odsetka epizodów ostrego odrzucania typu
komórkowego. Niemniej wyzwaniem pozostaje odrzucanie zale»ne od przeciwciaª, a dªugoter-
minowe wyniki po transplantacji nerek nadal nie s¡ zadowalaj¡ce. Wykazano wiele czynników
uczestnicz¡cych w stopniowym pogarszaniu si¦ czynno±ci alograftu i jego ostatecznej utra-
cie. Badania wykazaªy, »e ponad 60% przypadków pó¹nej utraty przeszczepu ma zwi¡zek z
zale»nym od przeciwciaª uszkodzeniem tkanki. Prawidªowa ocena immunizacji chorego oczeku-
j¡cego na przeszczepienie nerki powinna pozwoli¢ na wªa±ciwy dobór dawcy, ze zminimalizo-
wanym ryzykiem odrzucania zale»nego od przeciwciaª (AMR, Antibody Mediated Rejection),
równocze±nie bez zabierania szansy biorcy na jak najszybsz¡ transplantacj¦. Przy niedoborze
narz¡dów do przeszczepu nie bez znaczenia jest tak»e post¦powanie maj¡ce na celu najlepsze
ich wykorzystanie czyli przewidywan¡ jak najdªu»sz¡ funkcj¦ graftu. Lista pacjentów immu-
nizowanych ro±nie wraz z upªywem lat realizacji programu przeszczepiania nerek. Dlatego
niezb¦dnym wsparciem ze strony laboratorium powinien by¢ zrozumiaªy i obszerny program
ilo±ciowej i jako±ciowej identy�kacji aloprzeciwciaª u potencjalnych biorców narz¡dów unaczy-
nionych.

Brak jednolitych ±wiatowych wytycznych algorytmu alokacji nerek sprawia, »e konieczne
jest wypracowanie wªasnych, krajowych zasad post¦powania oraz potrzeba opracowywania i
wprowadzania nowych metod usprawniaj¡cych badania laboratoryjne.

Wa»ne dla poprawy powodzenia transplantacji nerek, jest tak»e wskazanie zale»nych od im-
munosenscencji biomarkerów odrzucania immunologicznego, w celu okre±lenia w sposób zindy-
widualizowany dla pacjenta optymalnych dawek i typów leków immunosupresyjnych. Decyzje
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terapeutyczne lekarza o tym jakie leki i w jakiej dawce zastosowa¢ wynikaj¡ z charakterystyki
biorcy (zgodno±¢ tkankowa, ilo±ciowa i jako±ciowa obecno±¢ aloprzeciwciaª, wcze±niejsze prze-
szczepienia, choroby wspóªistniej¡ce), charakterystyki dawcy (dawca optymalny � marginalny,
czas niedokrwienia), do±wiadczenia transplantologa i dost¦pno±ci leków immunosupresyjnych.
W okresie potransplantacyjnym dawki leków mody�kowane s¡ w zale»no±ci od ich st¦»e« we
krwi, objawów niepo»¡danych i sytuacji klinicznej. Wspóªczesne leki immunosupresyjne po-
zwalaj¡ zmniejszy¢ wyst¦powanie ostrego odrzucania u biorców przeszczepów narz¡dowych,
jednak wci¡» wa»nym problemem s¡ dziaªania niepo»¡dane, zwªaszcza u chorych w podeszªym
wieku. Zbyt maªa immunosupresja stanowi ryzyko odrzucania, a zbyt silna sprzyja wyst¡pieniu
infekcji oraz nowotworów. W zwi¡zku z coraz wi¦kszym odsetkiem dializowanych pacjentów
w podeszªym wieku, wzrasta liczba starszych chorych, poddawanych przeszczepieniu nerki.
Wyzwaniem jest wi¦c zastosowanie optymalnej immunosupresji. Niestety stan ukªadu immu-
nologicznego biorcy nie jest rutynowo monitorowany. Z tych wzgl¦dów poznanie cech ukªadu
immunologicznego chorych w podeszªym wieku i by¢ mo»e okre±lenie przydatnych wska¹ni-
ków okre±laj¡cych gª¦boko±¢ immunosupresji ma du»e znaczenie kliniczne mog¡ce by¢ u»yte
do przewidywania ryzyka zachorowalno±ci i ±miertelno±ci u starszych. Teoretycznie wraz z wie-
kiem sªabnie odpowied¹ immunologiczna, czy jednak przekªada si¦ to na mniejsz¡ skªonno±¢
do odrzucania przeszczepionego narz¡du nie jest jasne. Niedobory w ukªadzie odporno±cio-
wym osób starszych, które mogªyby w zaªo»eniu da¢ mo»liwo±¢ stosowania mniejszej dawki
immunosupresji, nie maj¡ jednak jedynie zwi¡zku ze starzeniem si¦ jego struktur takich jak
inwolucja grasicy, zmniejszona aktywno±¢ krwiotwórcza szpiku. Starzenie indukuje mechani-
zmy kontroluj¡ce, gªównie dotycz¡ce odporno±ci nabytej, tzw. starzenia komórkowego (ang.
immunosenescence) maj¡ce znaczenie dla sªabszej odpowiedzi w wieku starszym. Wykaza-
no, »e je±li limfocyty dziel¡ si¦ na skutek podprogowych bod¹ców prozapalnych, zwi¡zanych
z nosicielstwem patogenów wewn¡trzkomórkowych, stymulacj¦ cytokinami lub chemokinami
homeostatycznym, to podziaªy doprowadzaj¡ do rozrostu klonów limfocytów, które zwykle nie
s¡ aloreaktywne, a cz¦sto charakteryzuj¡ si¦ anergi¡ zmniejszaj¡c¡ aktywno±¢ caªego ukªadu
odporno±ciowego. Ten sposób podziaªów komórkowych (proliferacja homeostatyczna) dopro-
wadza do wytworzenia du»ej ilo±ci komórek, które gromadz¡ si¦ w narz¡dach limfatycznych i
hamuj¡ podziaªy puli komórek naiwnych, potencjalnie zdolnych do indukcji reakcji odrzucania.
Zakªadaj¡c, »e starzenie si¦ ukªadu immunologicznego mo»e by¢ jedn¡ z przyczyn braku od-
rzucania lub co najmniej jego znacznego opó¹nienia, okre±lenie cech ukªadu odporno±ciowego
odpowiedzialnych za jego reaktywno±¢ wobec przeszczepionej nerki i znalezienie wiarygodnych
markerów, mogªoby pozwoli¢ na ocen¦ ryzyka, siªy immunosupresji i optymalizacj¦ dawki le-
ków.

Zasadniczym celem prezentowanego cyklu artykuªów byªo szacowanie ryzyka
transplantacji nerek w oparciu o badania immunologiczne, który realizowano po-
przez:

1 Wykazanie rzeczywistej liczby pacjentów zimmunizowanych zgªoszonych na Krajow¡ Li-
st¦ Oczekuj¡cych w Ustawowych Rejestrach Transplantacyjnych oraz wynikaj¡cej z tego
konieczno±ci wprowadzenia zmian w rutynowej diagnostyce immunologicznej nerek w
Polsce poprzez wprowadzenie nowych testów (publikacje nr 1 i 2)

2 Udowodnienie, »e przed-transplantacyjny dobór dawca/biorca nerek wymaga ró»nych
metod wery�kuj¡cych znaczenie wykrytych aloprzeciwciaª i wskazanie potrzeby opra-
cowywania i wprowadzania nowych metod poprawiaj¡cych czuªo±¢ i swoisto±¢ bada«
laboratoryjnych (publikacja nr 3)
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3 Wskazanie na kliniczn¡ u»yteczno±¢ oceny ryzyka odrzucania immunologicznymi testami
diagnostycznymi (publikacja nr 4)

4 Zaproponowanie zmian w krajowym algorytmie przed-transplantacyjnej oceny immuni-
zacji biorcy w celu uzyskania dokªadniejszej informacji o ryzyku odrzucania przekazy-
wanej przez diagnost¦ laboratoryjnego klinicznemu zespoªowi transplantacyjnemu (pu-
blikacja nr 5)

5 Retrospektywn¡ analiz¦ wpªywu starzenia ukªadu immunologicznego (immunosenescen-
cji) u biorców nerki na ryzyko ostrego odrzucania aloprzeszczepu oraz potencjalne wska-
zanie biomarkerów tego procesu (publikacja nr 6)
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Prawidªowe wykrywanie i ocena klinicznie wa»nych aloprzeciwciaª jest kluczowym para-
metrem w realizacji programu przed-przeszczepowej identy�kacji pacjentów podwy»szonego
ryzyka immunologicznego, pozwalaj¡cej na odpowiednie przygotowanie biorcy oraz optymal-
ny dobór dawcy. Okre±lony przed przeszczepem pro�l aloprzeciwciaª biorcy, pozwala ponadto
monitorowa¢ wytwarzanie przeciwciaª anty HLA po przeszczepie i pomaga w ocenie skutecz-
no±ci leczenia immunosupresyjnego w przypadkach humoralnego odrzucania. W Polsce status
zimmunizowania pacjentów zakwali�kowanych do przeszczepienia nerki i zgªoszonych do Kra-
jowej Listy Oczekuj¡cych (KLO), standardowo oceniany byª do pa¹dziernika 2017 r. wyª¡cznie
testem PRA CDC (Panel Reactive Antibodies Complement Dependent Cytotoxicity). Test
ten, stosowany od lat 60-tych XX wieku, obarczony jest kilkoma wadami. Pozwala zbada¢
obecno±¢ przeciwciaª anty HLA, ale nie identy�kuje ich klasy ani swoisto±ci. Czuªo±¢ testu
zale»y od »ywotno±ci komórek i jako±ci komplementu. Niski odsetek limfocytów B we krwi
obwodowej sprawia, »e sªabo wykrywalne s¡ przeciwciaª anty HLA klasy II. Test wykonywany
jest z komórkami od losowych dawców. Przy maªo zró»nicowanym panelu limfocytów u»ytych
do testu wynik nie odzwierciedla prawdziwego stopnia uczulenia chorego, a ocena tej samej
surowicy w kilku o±rodkach mo»e by¢, w zale»no±ci od u»ytych komórek, skrajnie ró»na. Do-
datkowym problemem s¡ faªszywie pozytywne wyniki spowodowane obecno±ci¡ aloprzeciwciaª
nie-HLA wi¡»¡cych dopeªniacz oraz autoprzeciwciaª, prawdopodobnie nieistotnych dla losów
przeszczepu. Wymienione ograniczenia oznaczaj¡, »e stopie« uczulenia pacjenta nie powinien
by¢ okre±lany jedynie w oparciu o test PRA CDC, a stosowana rutynowo metoda mo»e by¢
przyczyn¡ niepeªnego oszacowania grupy pacjentów podwy»szonego ryzyka immunologiczne-
go.

Ocena aloprzeciwciaª wysokoczuªymi testami fazy staªej zostaªa wprowadzona na ±wiecie
od pocz¡tku XXI wieku. Z ró»nych wzgl¦dów, gªównie �nansowych, nie byªy wprowadzone
do standardów diagnostyki przed-transplantacyjnej w Polsce. Nasze badania, przedstawione
w publikacjach nr 1 oraz nr 2 staªy si¦ ostatecznym dowodem na konieczno±¢ wprowadzenia
zmian w tym zakresie.

* Publikacja nr 1: Algorithm to manage highly sensitized kidney trans-

plant recipients in Poland. Transplant. Proc.; 2011 : vol. 43, s. 2903-

2907.

Cel: Wery�kacja liczby pacjentów wysokoimmunizowanych, wpisanych na Krajow¡ List¦
Oczekuj¡cych. Badanie wst¦pne, wykonane na niewielkiej grupie populacji, nast¦pnie rozsze-
rzone i potwierdzone du»ym badaniem, opisanym w pracy opublikowanej w Human Immuno-
logy, 2014 (publikacja nr 2 cyklu)

Zimmunizowani biorcy przeszczepu stanowi¡ trudn¡ grup¦, wobec której na ±wiecie sto-
sowanych jest wiele programów przynosz¡cych istotne dla tych biorców korzy±ci w postaci
prze»ycia przeszczepu porównywalnego z biorcami nieimmunizowanymi. Identy�kacja tej gru-
py chorych umo»liwia podj¦cie wªa±ciwej strategii przygotowania chorego do przeszczepienia
i doboru najlepszego dla niego dawcy.

Zgodnie z danymi publikowanymi w Biuletynie Poltransplantu (2010 r.) w Polsce zakwali-
�kowani biorcy z PRA-CDC>50% stanowili ok. 3,8 %, podczas gdy w UNOS biorców takich
raportowano ok. 16%. S¡dzili±my, »e przyczyn¡ niedoszacowania grupy zimmunizowanych w
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Polsce jest inny rodzaj technik sªu»¡cych ocenie alloprzeciwciaª.
W celu zwery�kowania liczby wysokozimmunizowanych potencjalnych biorców zgªoszo-

nych do Krajowej Listy Oczekuj¡cych wykonali±my ocen¦ obecno±ci aloprzeciwciaª anty-HLA
wysokoczuªymi testami fazy staªej. Zbadali±my 55 biorców zgªoszonych do przeszczepu z wyni-
kiem PRA-CDC > 50%. Ocena immunizacji wykonana zostaªa testem przesiewowym Luminex
screen wykrywaj¡cym obecno±¢ przeciwciaª anty-HLA oraz testem oznaczenia swoisto±ci - Lu-
minex Single Antigen. Obliczono stopie« immunizowania przy u»yciu kalkulatora virtual PRA
oraz przeanalizowano akceptowalne niezgodno±ci HLA (HLAMatchmaker R©).

Badania nasze wykazaªy, »e wszyscy biorcy posiadali przeciwciaªa anty-HLA klasy I, a
94,5% klasy II. W grupie PRA-CDC 50-79% oraz >80% ±rednia warto±¢ wynosiªa 62,2% i
89,5%. U tych samych biorców wyniki virtual PRA wynosiªy 95,7% oraz 97,2%. Stwierdzili-
±my równie», »e 77% biorców posiadaªo przeciwciaªa anty-HLA-Cw, 84% anty-DQ oraz 51%
anty-DP. W±ród badanych zimmunizowanych zgªoszonych do retransplantacji, tylko wobec
68% wszystkich MM stwierdzili±my przeciwciaªa w badanej grupie. Dla wszystkich badanych
biorców za pomoc¡ HLAMatchmaker R© mo»liwe byªo oznaczenie dodatkowych, akceptowal-
nych niezgodno±ci: 152 swoisto±ci dla locus A i 252 dla locus B.

Podsumowanie Uzyskane wyniki uprawniªy nas do stwierdzenia, »e ocena immunizacji
chorych zakwali�kowanych do transplantacji powinna by¢ standardowo wykonana przy u»y-
ciu wysokoczuªych testów oceniaj¡cych nie tylko obecno±¢ ale tak»e swoisto±¢ alloprzeciwciaª.
Wiedza o swoisto±ciach aloprzeciwciaª pozwala na ustalenie bezpiecznych niezgodno±ci z po-
tencjalnym dawc¡. Ujemny cross-match z tak okre±lonym dawc¡ dla wysokozimmunizowanego
umo»liwia wykonanie przeszczepu z wiedz¡ o skali ryzyka i wskazówk¡ co do protokoªu le-
czenia w oparciu o monitorowanie odpowiedzi po przeszczepie. Potwierdzili±my nisk¡ czuªo±¢
testu PRA-CDC i istotne zani»enie liczby chorych wysokozimmunizowanych oszacowanych
t¡ metod¡. Wskazali±my na prawdopodobie«stwo wykonywania w przyszªo±ci doboru wg ak-
ceptowalnych nieimmunogennych niezgodno±ci przy u»yciu oprogramowania HLAMatchmaker
Eurotransplantu.

* Publikacja nr 2: Identi�cation of patients with increased immunological

risk among potential kidney recipients in the Polish population Hum.

Immunol.; 2014 : vol. 75, nr 7, s. 650-655.

Cel: Poprawa doboru dawca /biorca do przeszczepu nerek. Okre±lenie rzeczywistej licz-
by pacjentów zimmunizowanych zgªoszonych na Krajow¡ List¦ Oczekuj¡cych w Ustawowych
Rejestrach Transplantacyjnych i wskazanie konieczno±ci wprowadzenia testów fazy staªej do
rutynowej diagnostyki transplantacyjnej w Polsce

Wspóªczesne technologie z u»yciem oczyszczonych rekombinowanych cz¡steczek HLA w
testach fazy staªej, niestety w Polsce w tym czasie rutynowo nie stosowane, w sposób znacz¡-
cy poprawiªy wykrywanie i mo»liwo±¢ charakterystyki aloprzeciwciaª u pacjentów uczulonych.
W celu zwrócenia uwagi na problem stosowania zbyt maªo czuªych, przestarzaªych metod,
zwery�kowali±my dane dotycz¡ce liczebno±ci grupy zwi¦kszonego ryzyka utraty przeszczepu
w±ród pacjentów zgªoszonych do transplantacji nerek na Krajow¡ List¦ Oczekuj¡cych. Wyko-
nali±my badania wysokoczuª¡ metod¡ X-Map Luminex, umo»liwiaj¡c¡ okre±lenie klasy i swo-
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isto±ci aloprzeciwciaª i porównali±my z wynikiem uzyskanym w te±cie PRA CDC. Pacjentom z
dodatnim wynikiem testu przesiewowego Luminex screen (L-screen), zgªoszonym do retrans-
plantacji, okre±lili±my swoisto±ci na poziomie pojedynczych antygenów przeciwciaª anty-HLA
(Luminex Single Antigen, L-SA), co pozwoliªo sprawdzi¢ obecno±¢ przeciwciaª przeciw po-
przednim niezgodno±ciom HLA (MM), a tak»e wykaza¢ post¦puj¡c¡ immunizacj¦ u biorców
kolejnych transplantacji.

Badaniem obj¦li±my 1460 chorych (529 kobiet i 931 m¦»czyzn) zakwali�kowanych do prze-
szczepienia nerek i zgªoszonych do Krajowej Listy Oczekuj¡cych w Ustawowych Rejestrach
Transplantacyjnych POLTRANSPLANT we wrze±niu 2012 roku. W±ród badanych do pierw-
szej transplantacji zgªoszonych byªo 1225 chorych (447 kobiet i 778 m¦»czyzn), do retransplan-
tacji 235 chorych (82 kobiety i 153 m¦»czyzn). Dla oceny stopnia zimmunizowania wykonali-
±my oznaczenie aloprzeciwciaª metod¡ multipleksu �uorymetrii przepªywowej (Luminex 200 z
oprogramowaniem HLA Fusion R©) w zakresie testu przesiewowego wery�kuj¡cego obecno±¢ i
klas¦ przeciwciaª anty-HLA klasy I i II oraz anty-MICA (LABScreen R©Mixed, One Lambda,
USA) a nast¦pnie zgodnie z wynikiem testu przesiewowego, oznaczenie swoisto±ci przeciwciaª
w odpowiedniej klasie (LABScreen R© Single Antigen, One Lambda, USA)

Wyniki oznaczenia PRA CDC w surowicy bie»¡cej (PRA ostatnie) i historycznej (PRA
maksymalne) oraz dane dotycz¡ce niezgodno±ci (MM) z poprzednimi dawcami chorych zgªo-
szonych do retransplantacji pochodziªy z bazy danych Krajowej Listy Oczekuj¡cych PO-
LTRANSPLANT. Oznaczenie PRA CDC wykonywane jest w Pracowniach Zgodno±ci Tkanko-
wej w Regionalnych O±rodkach Transplantacyjnych metod¡, zgodnie z przyj¦tym standardem,
z limfocytami od 30 losowych dawców. Oznaczenie wykonywane jest co 12 tygodni i wprowa-
dzane do bazy danych Krajowej Listy Oczekuj¡cych Poltransplant. Oznaczenie aloprzeciwciaª
testami fazy staªej Luminex screen (L-screen) oraz Luminex single antigen (L-SA) wykonane
byªo w próbkach surowic, które równolegle byªy oznaczone w testach PRA CDC i wprowa-
dzone do bazy KLO. Do oceny stopnia immunizacji badanych chorych wykorzystano równie»
dane dotycz¡ce wyników maksymalnego (historycznego) PRA CDC okre±lonego u tych samych
chorych w przeszªo±ci.

Nasza praca wykazaªa gª¦bokie niedoszacowanie grupy pacjentów zimmunizo-
wanych zgªoszonych na Krajow¡ List¦ Oczekuj¡cych. We wrze±niu 2012 roku w Polsce,
na Krajowej Li±cie Oczekuj¡cych na przeszczepienie, testem PRA CDC wykazano, »e chorych
immunizowanych byªo zaledwie 17% , chocia» historycznie (maksymalne PRA CDC) aloprze-
ciwciaªa obecne byªy u 35% chorych (dla porównania: badania wykonane w Wielkiej Brytanii
wykazaªy, »e w marcu 2009 roku na li±cie krajowej oczekuj¡cych na transplantacj¦, byªo uczu-
lonych 41% dorosªych i 58% pediatrycznych pacjentów). Przebadanie przez nas tych samych,
bie»¡cych próbek surowic wysokoczuªym testem fazy staªej L-screen wykazaª, »e odsetek pa-
cjentów uczulonych byª znacznie wy»szy i wynosiª 50% dla caªej grupy oczekuj¡cych, 41%
dla chorych zgªoszonych do pierwszego przeszczepienia i 96% u chorych do retransplantacji.
Dodatni wyniki PRA CDC wyst¦powaª odpowiednio u 10% chorych do pierwszego przeszcze-
pienia i 52% do retransplantacji. W badaniach PRA CDC historycznie badana grupa chorych
wykazaªa odpowiednio 28% do pierwszego przeszczepienia i 72% do retransplantacji. Uzyskane
dane potwierdzaj¡ znacznie wy»sz¡ czuªo±¢ metody L-screen i gª¦bokie niedoszacowanie gru-
py podwy»szonego ryzyka immunologicznego. Test L-screen pozwala ju» przy jednokrotnym
badaniu pacjenta wykry¢ obecno±¢ aloprzeciwciaª niewykrywanych w te±cie CDC � zarówno z
powodu niskiego st¦»enia, jak i zbyt maªego panelu swoisto±ci HLA wzorcowych limfocytów.
Czuªo±¢ metody L-screen sprawia, »e a» 39% spo±ród chorych do pierwszej transplantacji i
92% chorych do retransplantacji z wynikiem PRA CDC 0% miaªo obecne aloprzeciwciaªa. Z
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kolei dodani wynik PRA CDC przy braku aloprzeciwciaª w te±cie L-screen stwierdzono zale-
dwie u 3% chorych (41 chorych do pierwszego przeszczepienia i 1 chory do retransplantacji).
Prawdopodobnie dodatni wynik PRA CDC spowodowany byª obecno±ci¡ przeciwciaª wi¡»¡-
cych dopeªniacz, ale nieswoistych dla HLA.

Analiza wyników L-screen wykazaªa, »e kobiety w badanej grupie byªy cz¦±ciej immunizo-
wane ni» m¦»czy¹ni (64% vs 36%). Ró»nica ta nie byªa tak wyra¹nie zaznaczona w badaniu
PRA CDC (20% vs 15%) oraz w maksymalnym PRA CDC (42% vs 31%). Badanie to potwier-
dza uczulaj¡c¡ rol¦ ci¡» oraz poronie« skutkuj¡cych obecno±ci¡ niskich st¦»e« aloprzeciwciaª
anty HLA, niewykrywalnych w te±cie cytotoksyczno±ci zale»nej od dopeªniacza.

Technika L-screen umo»liwia identy�kacj¦ klasy antygenów HLA wobec których potencjal-
ny biorca wytworzyª przeciwciaªa. Badania nasze wykazaªy, »e pacjenci zgªoszeni do pierwszej
transplantacji cz¦±ciej uczuleni byli wobec HLA klasy I (35%) ani»eli klasy II (24%). Pacjenci
do retransplantacji w podobnym stopniu immunizowani byli wobec obydwu klas HLA � 89%
chorych miaªo przeciwciaªa przeciw kl. I i 83% przeciw klasie II. Wynik wskazuje na silnie uczu-
laj¡c¡ rol¦ wcze±niejszych transplantacji i pokazuje jak maªy odsetek chorych do ponownego
przeszczepienia jest wolnych od ryzyka odrzucania zale»nego od przeciwciaª (AMR). Badanie
testem fazy staªej pozwala przy jednokrotnym oznaczeniu oceni¢ obecno±¢ aloprzeciwciaª anty
HLA. Test PRA CDC wymaga wielokrotnego powtarzania i nadal mo»e nie obj¡¢ wszystkich
swoisto±ci HLA, czego dowodem jest wykrycie ab anty-HLA u chorych z wynikiem 0% PRA
CDC w surowicy bie»¡cej i historycznej.

Odpowied¹ humoralna biorcy dotyczy¢ mo»e nie tylko HLA dawcy, ale równie» caªej grupy
innych antygenów. Nale»¡ do nich obecne na nabªonku kanalików nerkowych antygeny MICA.
Przeciwciaªa anty MICA nale»¡ do czynników zwi¦kszaj¡cych ryzyko odrzucania. Antygenów
MICA nie ma na limfocytach, a w zwi¡zku z tym przeciwciaªa przeciw nim skierowane s¡
niewykrywalne w te±cie PRA CDC oraz w przed przeszczepowej próbie krzy»owej. Wykazano,
»e przeciwciaªa anty MICA produkowane s¡ po przeszczepieniu, a cz¦sto±¢ jest wi¦ksza w±ród
biorców, którzy odrzucili przeszczep wobec tych, którzy nie mieli odrzucania. W przeprowa-
dzonych badaniach wykazali±my, »e 26% chorych do retransplantacji miaªo przeciwciaªa anty
MICA. Równie» w±ród zgªoszonych do pierwszego przeszczepienia, 11% chorych miaªo prze-
ciwciaªa anty MICA. Prawdopodobnie nieswoiste pobudzenie ukªadu immunologicznego przez
krzy»owo reaguj¡ce antygeny uªatwia produkcj¦ przeciwciaª anty MICA. Chocia» cz¦sto±¢ in-
cydentów wczesnego humoralnego odrzucania zwi¡zanego z tymi przeciwciaªami jest maªa, to
jednak wykazano zwi¡zek mi¦dzy obecno±ci¡ przeciwciaª anty MICA a ostrym humoralnym
odrzucaniem i utrat¡ przeszczepu. Zwi¡zek ten szczególnie wyra¹nie wida¢ u chorych zalicza-
nych do grupy niskiego ryzyka, tj. biorców pierwszego przeszczepu, nieuczulonych (PRA 0%) i
z dobr¡ zgodno±ci¡ tkankow¡ z dawc¡. Z tego powodu postuluje si¦ konieczno±¢ badania anty
MICA u chorych na li±cie oczekuj¡cych jako dodatkowy parametr okre±lania grupy ryzyka.

W celu unikni¦cia przeszczepienia narz¡du od dawcy z nieakceptowanymi niezgodno±ciami,
pacjenci z grupy zwi¦kszonego ryzyka immunologicznego, powinni mie¢ przed transplantacj¡
dokªadnie okre±lone swoisto±ci antygenowe przeciwciaª anty HLA. Metoda Luminex SA umo»-
liwia u chorych z dodatnim wynikiem L-screen oznaczy¢ swoisto±ci HLA w peªnym zakresie
klasy I oraz klasy II. Badania nasze wykazaªy, »e ±rednia liczba swoisto±ci przeciwciaª an-
ty HLA wzrasta w kolejnych transplantacjach. Oznacza to, »e ka»de kolejne przeszczepienie
pacjenta jest obarczone wy»szym ryzykiem immunologicznego odrzucania, poniewa» kolejna
immunizacja dotyczy coraz szerszego spektrum epitopów krzy»owo reaguj¡cych z ró»nymi swo-
isto±ciami HLA. Przedtransplantacyjna charakterystyka przeciwciaª w zakresie swoisto±ci anty
HLA powinna pozwoli¢ przewidzie¢ reaktywno±¢ pacjenta na dawc¦ z okre±lonymi HLA. W
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badaniu Luminex SA wykazali±my, »e 56 % chorych zgªoszonych do retransplantacji ma prze-
ciwciaªa anty HLA Cw, 79% anty HLA DQ i 39% anty HLA DP. Ekspresja antygenów z tych
loci na limfocytach jest maªa i uwa»a si¦ , »e antygeny te s¡ sªabo immunogenne. Znaczenie
kliniczne wykrytych wysokoczuªym testem przeciwciaª nie jest do ko«ca poznane, zwªaszcza,
»e na mikrosferach w te±cie SA g¦sto±¢ tych antygenów jest wi¦ksza ni» �zjologicznie. Chocia»
prawdopodobnie immunologiczne ryzyko odrzucenia przeszczepionej nerki jest niskie, utra-
ta przeszczepu u pacjentów przy peªnej zgodno±ci HLA A,B,DR, (0 MM) wskazuje na rol¦
przeciwciaª anty HLA Cw, DQ i DP. Identy�kacja aloprzeciwciaª, a nast¦pnie dobór dawcy
w rozszerzonym ukªadzie HLA A, B, Cw, DR, DQ, DP byªoby wi¦c korzystne dla pacjentów
wysokiego ryzyka immunologicznego.

Wprowadzenie testów dla pojedynczych antygenów (SA, Single Antigen) pozwoliªo na pre-
cyzyjne okre±lenie u chorych immunizowanych nieakceptowanych niezgodno±ci HLA. Identy�-
kacja przeciwciaª anty HLA umo»liwia sprawdzenie obecno±ci DSA wobec poprzedniego dawcy.
Chorzy zgªoszeni do retransplantacji maj¡ w historii choroby informacj¦ o poprzednich nie-
zgodno±ciach (MM). Zgodnie z przyj¦tym algorytmem w przypadku gdy kolejny dawca ma
powtórzon¡ niezgodno±¢, chory wykluczony jest z doboru, niezale»nie od przyczyny i okolicz-
no±ci utraty poprzedniego przeszczepu. Badania nasze wykazaªy, »e nie ka»dej niezgodno±ci
towarzyszy obecno±¢ swoistych przeciwciaª wykrywalnych w te±cie Luminex SA. W wi¦kszo-
±ci przypadków, zwªaszcza MM dotycz¡cych HLA klasy I obecne byªy swoiste przeciwciaªa
anty MM HLA, ale wobec 69 MM z locus A, 96 MM locus B oraz 99 MM z locus DR nie
wykryto swoistych przeciwciaª. Badanie to mo»e wskazywa¢ na potrzeb¦ zwery�kowania zasa-
dy bezwzgl¦dnego wykluczania z doboru do przeszczepienia biorców na podstawie informacji
o powtórzonym MM z poprzednim dawc¡. Problem dotyczy zwªaszcza chorych z niezgod-
no±ciami populacyjnie bardzo cz¦stych antygenów HLA, którzy utracili nerk¦ szybko, np. z
powodu powikªa« chirurgicznych. Stwierdzenie czuªym testem braku przeciwciaª o tej swo-
isto±ci i ujemny wynik próby krzy»owej potwierdzaj¡cy brak DSA, zwi¦kszyªby szanse takich
chorych na przeszczep i dobór dla nich protokoªu immunosupresji. Niektórzy chorzy z czasem
trac¡ aloprzeciwciaªa, inni zachowuj¡ je w wysokim mianie i szerokim spektrum przez wie-
le lat. Mechanizmy reguluj¡ce naturalne obni»enie poziomu przeciwciaª wci¡» nie s¡ w peªni
zrozumiaªe. Wykazano, »e w przypadku pacjentów z funkcjonuj¡cym przeszczepem, ale wy-
magaj¡cych transplantacji kolejnego, innego narz¡du (serce-nerka, nerka-trzustka) poprzednie
niezgodne antygeny nie powinny by¢ wymienione jako nieakceptowane, za wyj¡tkiem tych,
wobec których wykazano obecno±¢ przeciwciaª.

Podsumowanie Dla poprawy wyników przeszczepiania nerek, kliniczne programy roz-
woju transplantacji powinny by¢ równolegle wspierane przez laboratoryjny program bada«.
Wykazali±my, »e przyj¦ta i refundowana w Polsce metoda PRA CDC jako jedyny test do oceny
pacjentów podwy»szonego ryzyka immunologicznego jest, w ±wietle wspóªczesnych technolo-
gii, dalece niewystarczaj¡ca. Testy fazy staªej umo»liwiaj¡ zwi¦kszenie czuªo±ci wykrywania
niskich st¦»e« przeciwciaª anty HLA i tym samym lepsz¡ ocen¦ przynale»no±ci pacjenta do
grupy podwy»szonego ryzyka immunologicznego. Ocena kwartalna wszystkich chorych zgªo-
szonych do przeszczepienia pozwoliªaby uzyska¢ dokªadn¡ informacj¦ o statusie biorcy i wska-
zaªa chorych, którym nale»y okre±li¢ swoisto±¢ przeciwciaª anty HLA. W grupie pacjentów
wysokozimmunizowanych okre±lenie st¦»enia i swoisto±ci przeciwciaª anty HLA pozwoliªoby
monitorowa¢ ich usuwanie przy odczulaniu i wskaza¢ odpowiedni moment na dokonanie trans-
plantacji, a ustalenie akceptowalnych antygenów HLA poprzez okre±lenie prawdopodobie«stwa
wytworzenia przeciwciaª na podstawie liczby niezgodnych immunogennych miejsc pomogªoby

12



Zaª¡cznik 2: Autoreferat Gra»yna Moszkowska

w przyszªo±ci wybra¢ dawc¦ optymalnego.

Nast¦pstwem pracy byªo:

* wprowadzenie we wszystkich Pracowniach Zgodno±ci Tkankowej przy Regionalnych O±rod-
kach Transplantacyjnych w Polsce nowych technik badawczych z wykorzystaniem testów
fazy staªej. Finansowanie rutynowych bada« odbywa si¦ w ramach realizacji programu
wieloletniego Narodowego Programu Rozwoju Medycyny Transplantacyjnej, zadania do-
tycz¡cego rozwoju przeszczepiania w grupach biorców o podwy»szonym ryzyku immu-
nologicznym w celu poprawy wyników leczenia transplantacyjnego

* wprowadzenie do systemu informatycznego bazy danych w Ustawowych Rejestrach Trans-
plantacyjnych nowych zakªadek z danymi o obecno±ci i swoisto±ci przeciwciaª anty-HLA
pacjentów oczekuj¡cych na transplantacj¦

* wprowadzenie do krajowego algorytmu alokacji narz¡du wirtualnego cross-match (vXM)
jako pierwszego etapu doboru dawca � biorca nerki

Powy»sze zmiany zostaªy uwzgl¦dnione w opracowaniu z moim wspóªautorstwem: �Zalecenia
dotycz¡ce leczenia immunosupresyjnego po przeszczepieniu narz¡dów unaczynionych� w roz-
dziale �Ocena ryzyka immunologicznego u biorców nerek oparciu o dost¦pne w Rejestrach
Ustawowych wyniki bada« obecno±ci alloprzeciwciaª�; Polskie Towarzystwo Transplantacyjne
pod redakcj¡ Magdaleny Durlik i Krzysztofa Zieniewicza, Warszawa, grudzie« 2016, st r.27-34
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Zapotrzebowanie na transplantacje nerek zapocz¡tkowaªo w poªowie XX wieku intensyw-
ny rozwój diagnostyki immunologicznej i immunogenetycznej w celu zapewnienia lepszego
doboru pary dawca/biorca i tym samym zwi¦kszenia szansy na powodzenie zabiegu. Niezb¦d-
nym etapem doboru dawca/biorca do przeszczepienia nerki jest wykonanie próby krzy»owej
(cross-match) surowicy biorcy z limfocytami dawcy. W roku 1969 Patel i Terasaki opubli-
kowali fundamentaln¡ prac¦, w której wykazali, »e przyczyn¡ nadostrego odrzucania graftu
s¡ wykrywane w badaniu cytotoksyczno±ci zale»nej od dopeªniacza XM CDC (cross-match
Complement Dependent Cytotoxicity) obecne w surowicy biorcy przeciwciaªa anty-HLA wo-
bec dawcy (DSA - Donor Speci�c Antibodies). Udowodniono, »e przy pozytywnym XM CDC
w 80% wykonanych transplantacji nast¦powaªa utrata graftu. Przyj¦to wi¦c, obowi¡zuj¡c¡ do
dzi± zasad¦, »e dodatni wynik XM CDC z caª¡ pul¡ lub limfocytami T dyskwali�kuje chorego
do przeszczepu. Negatywny crossmatch z limfocytami T i pozytywny z limfocytami B nie jest
bezwzgl¦dnym przeciwwskazaniem do transplantacji. Nadal jednak istnieje ryzyko nadostrego
odrzucania z powodu obecno±ci przeciwciaª anty-HLA kl. II, a tak»e zwi¦kszone ryzyko od-
rzucania przyspieszonego ostrego i ostrego, w zwi¡zku z obecno±ci¡ niskich st¦»e« przeciwciaª
skierowanych przeciw HLA kl. I. W celu zwi¦kszenia czuªo±ci badania zaproponowano wiele
wariantów testu XM CDCm.in. wydªu»enie czasów inkubacji, wzmocnienie reakcji anty-ludzk¡
globulin¡ (AHG � Anti-Human Globulin), dodatkowe pªukania. Wprowadzono nowe metody
z u»yciem cytometru przepªywowego (FCXM, Flow Cytometry Cross-Match) wykrywaj¡cego
przeciwciaªa anty HLA w kl. I i II oraz zmody�kowan¡ metod¦ cFCXM (cytolytic FCXM)
wykrywaj¡c¡ lityczne aloprzeciwciaªa. Identy�kacja swoisto±ci przeciwciaª anty-HLA testami
fazy staªej (Luminex Single Antigen) pozwoliªa na wprowadzenie wirtualnej próby krzy»owej
(vXM, virtual Cross-Match).

Rozbie»ne wyniki bada« ocenianych ró»nymi testami wpªywaj¡ znacz¡co na ostateczna
decyzj¦ klinicysty o przeszczepieniu lub o rezygnacji. Mo»e to równie» oznacza¢ niesªuszne
zabranie szansy choremu na transplantacj¦. Dotyczy to zwªaszcza sytuacji mniej oczywistych
np. pacjentów sªabo immunizowanych, do pierwszego przeszczepienia.

W kolejnych dwóch publikacjach cyklu (nr 3 oraz nr 4) zaj¦ªam si¦ problemem bada«
laboratoryjnych poprawiaj¡cych mo»liwo±¢ szacowania ryzyka wyst¡pienia AMR u biorców
nerek.

* Publikacja nr 3: Evaluation of pretransplant donor-speci�c alloantibo-

dies with di�erent crossmatch techniques Transplant. Proc.; 2018 : vol.

50, nr 6, s. 1625-1630.

Cel: Porównanie ró»nych technik przed-trasplantacyjnego cross-match: XM-CDC, FCXM,
cFCXM w celu sprawdzenie ich przydatno±ci dla prawidªowego dopasowania immunologiczne-
go do transplantacji nerki oraz wery�kacja poziomu cut-o� MFI przeciwciaª anty-HLA swo-
istych dla dawcy (DSA) stosowanego w wirtualnej próbie krzy»owej (vXM)

Metody umo»liwiaj¡ce wykonanie przed-transplantacyjnej próby krzy»owej ró»ni¡ si¦ czu-
ªo±ci¡ i swoisto±ci¡. XM-CDC wykrywa jedynie aloprzeciwciaªa wi¡»¡ce dopeªniacz, natomiast
FCXM i vXM wykrywa wszystkie aloprzeciwciaªa swoiste dla dawcy. Niestety mo»e to skutko-
wa¢ odmiennymi wynikami testów, prowadzi¢ do rozbie»nej interpretacji danych i ostatecznie
wpªywa¢ na podj¦cie decyzji o alokacji nerek. Skªoniªo to nas do wykonania bada« ró»ny-
mi technikami : v-XM, XM-CDC, FCXM oraz cFCXM w celu ich porównania i sprawdzenia
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czy nowo opracowane techniki mog¡ by¢ korzystne dla immunologicznego dopasowania prze-
szczepu. Celem badania byªa równie» wery�kacja poziomów MFI aloprzeciwciaª swoistych dla
dawcy (cut-o�), które s¡ stosowane w wirtualnej próbie krzy»owej.

Zaprojektowali±my wirtualny immunologiczny dobór zmarªych dawców z �hipotetycznymi
biorcami�. Dla ka»dego dawcy wybrali±my minimum 3 �biorców�. Ka»dy �biorca� miaª przynaj-
mniej 1 przeciwciaªo swoiste dla dawcy (DSA, Donor Speci�c Antibody)) na minimalnym po-
ziomie 5000 MFI (mean �uorescence intensity), co zgodnie z przyj¦tym algorytmem oznaczaªo
pozytywny vXM. Dla ka»dej pary dawca/biorca wykonano prób¦ krzy»ow¡ trzema metodami:
XM-CDC, FCXM oraz cFCXM. Limfocyty uzyskiwane byªy z w¦zªów chªonnych zmarªych
dawców. Do testu XM-CDC u»yli±my caªej puli limfocytów oraz wzbogacon¡ immunomagne-
tycznie pul¦ limfocytów B. FCXM wykonali±my z peªn¡ pul¡ limfocytów. Oznaczenie HLA
-A*, -B* i �DRB1*, dawcy byªo na poziomie niskiej rozdzielczo±ci. Status zimmunizowania
biorców zbadali±my testami fazy staªej Luminex SA (bez uwzgl¦dnienia efektu prozonalnego).
Nast¦pnie dobrali±my surowice do dawców tak, by obecne byªo co najmniej 1 przeciwciaªo
swoiste dla dawcy (DSA) na minimalnym poziomie 5000 MFI. Pomin¦li±my pacjentów z au-
toprzeciwciaªami.

W badaniu, wszystkie dodatnie wyniki XM-CDC byªy równocze±nie dodatnie w FCXM, ale
nie wszystkie dodatnie FCXM byªy pozytywne w XM-CDC. Co wa»ne, przypadki pozytywne w
obydwu testach miaªy wy»sze warto±ci MFI DSA w porównaniu z XM-CDC ujemnym/FCXM
dodatnim, chocia» dokªadnej warto±ci cut-o� nie zidenty�kowano. Dodatkowo zastosowali±my
metod¦ cFCXM, w której mo»liwe jest oszacowanie »ywotno±ci komórek uszkodzonych przez
aloprzeciwciaªa wi¡»¡ce dopeªniacz. Niestety, nie wszystkim dodatnim wynikom XM-CDC to-
warzyszyª dodatni cFCXM, 3 spo±ród 22 wyników (14%) byªo XM-CDC dodatnich a cFCXM
ujemnych. Dla tych 3 przypadków uznali±my, »e byªy faªszywie ujemne, jako »e DSA byªy
obecne i test CDC byª dodatni. Co ciekawe pozostaªe wyniki XM-CDC i cFCXM w naszym
badaniu korelowaªy ze sob¡. W badaniach obserwowali±my, »e silniejszej reakcji CDC towa-
rzyszyª wy»szy odsetek martwych komórek, zarówno CD3 jak i CD19 mierzonych cytometrem
przepªywowym.

W rutynowych badaniach vXM sªu»y do starty�kacji ryzyka zwi¡zanego z obecno±ci¡ alo-
przeciwciaª i mo»e przewidywa¢ ujemny wynik XM-CDC u nieimmunizowanych biorców nerki.
W naszym badaniu stwierdzili±my, »e DSA o warto±ci >7000 MFI przewidywaª dodatni XM-
CDC z akceptowaln¡, na podstawie analizy ROC, czuªo±ci¡ i swoisto±ci¡. Nale»y jednak zazna-
czy¢, ze niekompletna informacja o HLA dawcy (rutynowo typowane jest tylko HLA-A,B,DR)
mogªa wpªyn¡¢ na wyniki. Nale»y tak»e zauwa»y¢, »e warto±¢ cut-o� dla DSA musi by¢ dla
immunizowanych pacjentów bardzo uwa»nie rozwa»one, zwªaszcza, »e tylko 9 z 22 przypadków
byªo dodatnich w XM-CDC przy zastosowaniu warto±ci cut-o� 5000 MFI dla DSA, zgodnie z
polskim krajowym systemem alokacji.

Podsumowanie Przeprowadzone badania wykazaªy, »e immunologiczny dobór dawca/biorca
do przeszczepu nerek wymaga ró»nych metod wery�kuj¡cych znaczenie wykrytych aloprze-
ciwciaª. Wci¡» istnieje potrzeba opracowania i wprowadzania nowych metod usprawniaj¡cych
badania laboratoryjne. Przykªadem jest cFCXM, który mo»e rozstrzyga¢ rozbie»no±ci mi¦dzy
XM-CDC i FCXM. Dobra identy�kacja klinicznie wa»nych aloprzeciwciaª jest szczególnie wa»-
na dla pacjentów immunizowanych du»¡ liczb¡ swoisto±ci HLA. vXM u»ywany jako wst¦pny
�ltr przy doborze od zmarªego dawcy powinien utrzyma¢ w równowadze prawdopodobie«stwo
pomy±lnej transplantacji i ryzyko dodatniego wyniku przed-przeszczepowej biologicznej próby
krzy»owej.
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* Publikacja nr 4: The utility of cytolytic �ow cytometry crossmatch

before kidney transplantation Transpl. Immunol.; 2021: vol. 68, art. ID

101426, s. 1-5.

Cel: Ocena przydatno±ci testu cFCXM wery�kuj¡cego kliniczne znaczenie
przed-transplantacyjnych dodatnich wyników FCXM w pi¦cioletniej obserwacji incydentów
ostrego odrzucania.

Serologiczna próba krzy»owa (XM-CDC, Crossmatch � Complement Dependent Cytoto-
xicity) jest mniej czuªa ni» FCXM (Flow Cytometry Crossmatch) i mo»e przewidzie¢ jedynie
wczesn¡ odpowied¹ In vivo, poniewa» wykrywa wysokie miana przeciwciaª wi¡»¡cych dopeª-
niacz, wystarczaj¡ce do wywoªania nadostrego odrzucania. FCXM wykrywa znacznie ni»sze
st¦»enia aloprzeciwciaª, a pozytywny wynik uzyskiwany jest u ok. 13% biorców przeszcze-
pionych z ujemnym wynikiem XM-CDC. Ujemny wynik FCXM zmniejsza ryzyko wczesnego,
zale»nego od przeciwciaª odrzucania, ale odbywa si¦ to kosztem wyników faªszywie dodatnich
(np. obecno±¢ nielitycznych podklas IgG2/IgG4 lub faªszywie dodatnie tªo limfocytów B).
Badania wykazaªy, »e uzyskane wyniki FCXM mog¡ niesªusznie wykluczy¢ z transplantacji
blisko 30% pacjentów, u których w pierwszym roku po transplantacji nie stwierdzono odrzu-
cania zale»nego od przeciwciaª. Jedn¡ z wad FCXM jest brak oceny klinicznego znaczenia
aloprzeciwciaª (lityczne/nielityczne) oraz wysoki sygnaª tªa dla komórek B. Stwierdzono, »e
a» poªowa wyników FCXM B(+)/ T(-) mo»e by¢ zwi¡zana z obecno±ci¡ powierzchniowych
receptorów immunoglobulin (FcR) na limfocytach B. Z drugiej strony wynik FCXM B(+)
mo»e cz¦±ciowo przewidywa¢ pojawienie si¦ ostrego odrzucania. Podejmowano próby zwi¦k-
szenia swoisto±ci FCXM poprzez blokowanie FcR pronaz¡, poprzez trawienie enzymatyczne,
ale takie dziaªanie mo»e uszkadza¢ antygeny powierzchniowe, prowadz¡c do ekspozycji ukry-
tych determinant HLA i dawa¢ faªszywie dodatnie wyniki FCXM.

W poszukiwaniu lepszej, by¢ mo»e rozstrzygaj¡cej metody, opracowali±my w oparciu o do-
±wiadczenia innych badaczy, technik¦ cytolitycznej próby krzy»owej z u»yciem cytometru prze-
pªywowego cFCXM (cytolytic Flow Cytometry Crossmatch), która zapewnia wysok¡ czuªo±¢
wykrywania klinicznie wa»nych aloprzeciwciaª wi¡»¡cych dopeªniacz. Test cFCXM za pomoc¡
barwnika »ywotno±ci 7-AAD wykrywa martwe komórki, co ±wiadczy o obecno±ci swoistych
litycznych aloprzeciwciaª. Celem naszego badania byªa ocena klinicznej u»yteczno±ci cFCXM.
Zaªo»yli±my, »e cFCXM rozró»ni pacjentów CDC (-)/FCXM(+) na grupy cFCXM ujemni i
cFCXM dodatni. Ponadto test cFCXM powinien wykrywa¢ przeciwciaªa cytotoksyczne u sªa-
bo immunizowanych pacjentów, co mogªoby by¢ pomocne w ocenie ryzyka immunologicznego
w tej grupie biorców nerki.

Przebadali±my retrospektywnie 135 biorców nerki od dawców zmarªych. Transplantacje
wykonane byªy w latach 2011-2013 w O±rodku Transplantacyjnym Uniwersyteckiego Szpitala
Klinicznego w Gda«sku. Dobór dawca/biorca do przeszczepu wykonano metodami XM-CDC,
FCXM oraz cFCXM. Do obserwacji klinicznej wybrano biorców wg kryteriów takich jak wiek,
pªe¢, cechy kliniczne, status immunizacji oraz niezgodno±ci HLA przed transplantacj¡. Gªów-
nym kryterium wyboru byªa niska immunizacja potwierdzona w przed-transplantacyjnym ba-
daniu jako maksymalne historyczne PRA CDC równe lub poni»ej 10%. Wykluczeni zostali
pacjenci wymagaj¡cy odczulania lub biologicznego leczenia anty-B limfocytom. Innym wyklu-
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czaj¡cym kryterium byª przeszczep wielonarz¡dowy oraz przeszczep od dawcy »ywego. Pa-
cjenci byli obserwowani do 5 lat po przeszczepieniu pod k¡tem odrzucania graftu i zostaªo to
skorelowane z immunologicznym statusem dawca/biorca.

W badaniu ocenili±my przydatno±¢ testu cFCXM jako wska¹nika aloimmunizacji pacjentów
z przeszczepion¡ nerk¡. Wyniki zostaªy zestawione z klinicznymi danymi w 5-letniej obserwacji.
Jest to, wedªug naszej wiedzy, pierwsze badanie oceniaj¡ce jak ten zmody�kowany test mo»e
uªatwi¢ decyzj¦ o doborze dawca/biorca dla sªabo zimmunizowanych pacjentów oczekuj¡cych
na przeszczepienie nerki.

Najwa»niejsz¡ obserwacj¡ naszego badania jest fakt, »e cFCXM mo»e oceni¢ znaczenie
kliniczne dodatnich wyników FCXM. Pi¦cioletnia obserwacja incydentów ostrego odrzucania
wykazaªa, »e cFCXM mo»e zwery�kowa¢ znaczenie kliniczne dodatnich wyników FCXM, po-
niewa» biorcy z dodatnim FCXM, ale ujemnym CDC-XM mieli takie samo ryzyko odrzucenia
jak pacjenci z obydwoma ujemnymi wynikami CDC-XM/FCXM. Uzyskane przez nas wyniki
sugeruj¡, »e test cFCXM mo»e zapewni¢ bardziej precyzyjn¡ ocen¦ ryzyka immunologicznego
u biorców przeszczepu nerki. S¡dzimy, »e cFCXM mo»e by¢ u»ywany jako test rozstrzygaj¡-
cy w przypadkach, gdy FCXM jest niespodziewanie pozytywny. Ma to szczególne znaczenie
w przypadku biorców sªabo zimmunizowanych, z niskimi mianami alloprzeciwciaª (ujemna
wirtualna próba krzy»owa), ale dodatnimi w FCXM. Bior¡c pod uwag¦ ±cisªe zasady dopusz-
czenia do przeszczepu, biorcy ci maj¡ zmniejszone szanse na przeszczepienie nerki. Dlatego
niezb¦dny jest kolejny, poza XM-CDC i FCXM, test laboratoryjny umo»liwiaj¡cy wery�kacj¦
alloprzeciwciaª. Wykazali±my, »e pacjenci po przeszczepieniu z ujemnym XM-CDC i dodatnim
FCXM nie mieli wy»szego ryzyka odrzucenia narz¡du w krótkim (30 dni) lub wydªu»onym
do pi¦ciu lat okresie obserwacji po transplantacji. U sªabo zimmunizowanych pacjentów, z
ujemnym vXM, dodatnim FCXM i ujemny XM-CDC ryzyko odrzucania nerki wynosi tylko
0.32. Jest to wa»na obserwacja, któr¡ mo»na by wykorzysta¢ w post¦powaniu diagnostycznym
pozwalaj¡cym rozszerzenie puli biorców dla zgªoszonego dawcy. Obecnie szacowanie zdolno±ci
wi¡zania dopeªniacza wykonywane jest w oparciu o rutynow¡ metod¦ CDC oraz dodatko-
wo Luminex C1q. Jednak obie metody maj¡ swoje ograniczenia. Wiemy, równie» w oparciu
o badania wªasne, »e XM-CDC odzwierciedla tylko wysokie st¦»enia przeciwciaª o warto±ci,
mierzonej metod¡ Luminex Single Antigen, równej lub wy»szej ni» 7000 MFI. Jest to oczy-
wista wada, poniewa» niskie st¦»enia przeciwciaª s¡ równie» wa»ne do straty�kacji ryzyka. Z
kolei test fazy staªej C1q, przy wysokich st¦»eniach aloprzeciwciaª jest podatny na wyniki faª-
szywie dodatnie. Kolejn¡ wa»n¡ obserwacj¡ w naszym badaniu byªo stwierdzenie, »e cFCXM
mo»e rozstrzygn¡¢ tylko przypadki B(+) FCXM. Powszechnie uwa»a si¦, »e dodatni FCXM
z komórkami B jest raczej artefaktem laboratoryjnym wynikaj¡cym z ekspresji FcR, a zatem
ryzyko odrzucenia narz¡du jest ograniczone. Jednak limfocyty B maj¡ siln¡ ekspresj¦ cz¡-
steczek HLA klasy II, wa»ny antygen immunizuj¡cy. W przeprowadzonym przez nas badaniu
ka»dy dodatni FCXM byª dodatni dla komórek B, a pó¹niejsza ocena z cFCXM nie wykaza-
ªa, »eby wi¡zanie przeciwciaªa anty-HLA z powierzchni¡ komórki B powodowaªo zmniejszon¡
»ywotno±¢. Dlatego wydaje si¦, »e kolejn¡ zalet¡ cFCXM jest zmniejszona potrzeba trawienia
enzymatycznego komórek B.

Niestety badanie miaªo kilka ogranicze«. Uzyskali±my a» 20% dodatnich wyników FCXM
z komórkami B, przy równoczesnym ujemnym wyniku XM-CDC z limfocytami B. Cz¦±ciowo
mo»na to wyja±ni¢ zbyt maª¡ czuªo±ci¡ metody XM-CDC lub niewªa±ciwie dobran¡ warto±ci¡
odci¦cia sygnaªu MFI. Maªa liczba pozytywnych FCXM pomimo stosunkowo du»ej liczby zre-
krutowanych osób (n=135) byªa by¢ mo»e spowodowana ustalonymi kryteriami vXM, które
skutecznie wyeliminowaªy potencjalnych biorców, którzy byliby w FCXM dodatni. Ostatecznie

17



Zaª¡cznik 2: Autoreferat Gra»yna Moszkowska

niewielka liczba pacjentów zimmunizowanych nie pozwoliªa na wykonanie dobrej statystycznej
analizy pozwalaj¡cej na interpretacj¦ ró»nic pomi¦dzy wynikami FCXM B dodatnimi i T/B
dodatnimi.

Podsumowanie Uwa»amy, »e cFCXM mo»e by¢ przydatn¡ metod¡ doboru immunolo-
gicznego dla biorców nisko zimmunizowanych, gdy stosowane dotychczas metody XM-CDC
/ FCXM nie daj¡ jednoznacznego wyniku. Nasza 5-letnia obserwacja klinicznych losów pa-
cjentów pozwala pozytywnie oceni¢ wprowadzenie testu do przed-przeszczepowej rutyny labo-
ratoryjnej. Przed wprowadzeniem do rutynowej diagnostyki transplantacyjnej konieczna b¦-
dzie standaryzacja metody cFCXM, a tak»e rozszerzenie grup badanych. Interesuj¡ce byªoby
sprawdzenie korzy±ci z zastosowania testu cFCXM dla pacjentów wysoko zimmunizowanych
przy doborze narz¡du od dawcy »ywego.
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Dynamiczny post¦p wiedzy i mo»liwo±ci technologicznych sprawia, »e standardy oceny im-
munizacji biorcy nerki wymagaj¡ ci¡gªych zmian. Brak jednolitego na ±wiecie sposobu okre-
±lania nieakceptowalnych niezgodno±ci (UAMs, unacceptable antigen mismatches) dla zim-
munizowanego biorcy nerki sprawia, »e istnieje wiele algorytmów doboru dawca/ biorca do
przeszczepu. Na podstawie do±wiadczenia ró»nych o±rodków przeszczepiaj¡cych, a tak»e wy-
tycznych wykrywania i charakteryzowania klinicznie wa»nych dla alotransplantacji przeciw-
ciaª, przedstawili±my nasz¡ propozycj¦ zmian w dotychczasowym algorytmie diagnostycznej
oceny immunizacji potencjalnego biorcy nerki z listy KLO (publikacja nr 5). Zmiany dotycz¡
rozszerzenia zakresu bada« w ukªadzie HLA (dodatkowe loci), wykrywania i charakteryzowa-
nia aloprzeciwciaª na etapie aktywacji chorego na li±cie oczekuj¡cych, ±ledzenia zmian przed
przeszczepieniem i na etapie odczulania oraz monitorowania po wykonanej transplantacji. Po-
wodzenie nowego algorytmu opartego o rozszerzone badania diagnostyczne wymaga nowego
systemu informatycznego w Ustawowych Rejestrach Transplantacyjnych. Elektroniczny trans-
fer rozszerzonych danych immunologicznych o pacjencie i ich przetwarzenie na etapie doboru
do przeszczepienia pozwoli na dokªadn¡ analiz¦ wyników bada« laboratoryjnych i podj¦cie
wªa±ciwej decyzji klinicznej.

* Publikacja nr 5: Immune algorithm optimization for organ transplan-

tation in Poland Transplant. Proc.; 2020: vol. 52, nr 7, s. 2026-2032.

Cel: Opracowanie propozycji zmian w krajowym algorytmie oceny immunizacji potencjal-
nego biorcy nerki z listy KLO w celu straty�kacji grup ryzyka immunologicznego odrzucania
i szacowania indywidualnego ryzyka pacjenta

Przed-transplantacyjna identy�kacja przeciwciaª anty-HLA jest kluczowa dla wªa±ciwego
doboru dawca/biorca w celu unikni¦cia nie tylko odrzucania nadostrego, ale tak»e zale»ne-
go od przeciwciaª odrzucania ostrego oraz lepszego prze»ycia graftu w dªu»szej perspektywie
czasowej. Wykrywanie i identy�kacja aloprzeciwciaª oraz okre±lenie ich klinicznego znaczenia
wymaga zastosowania wielu metod badawczych, a prawidªowa ocena wyników bada« mo»liwa
jest na podstawie wiedzy o przyczynie ich wytworzenia. Medyczne laboratorium diagnostyczne
musi stosowa¢ metody umo»liwiaj¡ce ilo±ciowe i jako±ciowe wykrywanie przeciwciaª anty-HLA,
rozró»nienie klas IgG od IgM oraz stosowa¢ techniki umo»liwiaj¡ce ocen¦ wyników faªszywie
dodatnich i ujemnych. Laboratorium na bie»¡co powinno wprowadza¢ nowe technologie, a do
bada« powinna by¢ u»yta kombinacja ró»nych testów, w tym przynajmniej jeden test fazy
staªej. Do wªa±ciwej interpretacji uzyskanych wyników niezb¦dna jest wspóªpraca klinicysty z
diagnost¡ laboratoryjnym.

W Polsce dobór dawca/biorca nerki odbywa si¦ w systemie Ustawowych Rejestrów Trans-
plantacyjnych. Przewa»aj¡ca wi¦kszo±¢ (ok. 97%) narz¡dów do przeszczepu pochodzi od daw-
ców zmarªych, rocznie jest ich ok. 500. Zgodnie z danymi z 2019 r. ±rednio rocznie przeszcze-
pianych jest ok. 900 chorych, przy zgªoszonych ok. 1200 potencjalnych biorcach. Wszyscy po-
tencjalni biorcy musz¡ by¢ wpisani na Krajow¡ List¦ Oczekuj¡cych w Ustawowych Rejestrach
Transplantacyjnych. Po zgªoszeniu dawcy w regionalnym o±rodku transplantacyjnym wybór
najlepszego biorcy odbywa si¦ wobec wszystkich chorych z krajowej listy, zgodnie z przyj¦ty-
mi zasadami alokacji. Dobór immunologiczny jest nieodª¡czn¡ cz¦±ci¡ procedury. Odbywa si¦
w lokalnym (dla miejsca zgªoszenia dawcy) laboratorium medycznym posiadaj¡cym, zgodnie
z ustaw¡, pozwolenie Ministra Zdrowia na wykonywanie bada« z zakresu diagnostyki trans-

19



Zaª¡cznik 2: Autoreferat Gra»yna Moszkowska

plantologicznej. Krajowy system alokacji narz¡du wymaga peªnej harmonizacji post¦powania
diagnostycznego. Obecnie badanie ukªadu HLA dawcy i biorcy wykonywany jest w zakresie lo-
ci - A,-B, -DRB1, na poziomie niskiej rozdzielczo±ci. Status immunizacji pacjenta badany jest
raz na kwartaª w te±cie PRA-CDC wobec puli limfocytów od 30 losowych, niespokrewnionych
osób, oraz testami fazy staªej (SPA, Solid Phase Assay) wykrywaj¡cymi obecno±¢ przeciwciaª
anty-HLA (Luminex screen) oraz ich swoisto±¢ (Luminex SA, Single Antigen). Pierwsza selek-
cja potencjalnych biorców opiera si¦ o wirtualny cross-match (vXM) przy stwierdzonych DSA
o warto±ci >5000 MFI dla pojedynczej swoisto±ci przeciwciaª anty-HLA. Biorcy z ujemnym
vXM zakwali�kowani zostaj¡ do biologicznej próby krzy»owej ( XM-CDC). Ujemny wynik
wskazuje na mo»liwo±¢ wykonania transplantacji. Pomimo liberalnych zaªo»e« granicznej war-
to±ci MFI, wykluczenie pacjentów wysokiego ryzyka przez vXM znacz¡co zwi¦kszyªo liczb¦
biorców z maªa szans¡ na transplantacj¦ i wykazaªo potrzeb¦ zmian dotychczasowych stan-
dardów. Kieruj¡c si¦ wytycznymi ±wiatowymi zaproponowali±my wprowadzenie nowych bada«
pozwalaj¡cych oszacowanie ryzyka immunologicznego odrzucania u potencjalnych biorców, a
w konsekwencji warunkuj¡cych popraw¦ powodzenia przeszczepu.

Zakres typowania HLA

W nowym zakresie bada« zaproponowali±my rozszerzenie typowania antygenów HLA o
dodatkowe loci -C, -DQB1/A1, -DPB1/A1, co pozwoli na wªa±ciw¡ interpretacj¦ obecno±ci
przeciwciaª anty-HLA wobec zgªoszonego dawcy (DSA). Dzi¦ki typowaniu dawcy metod¡ real
time PCR w po±redniej rozdzielczo±ci (tzw. SARB �single antigen resolution beads�), mo»-
liwe b¦dzie po-przeszczepowe monitorowanie uwzgl¦dniaj¡ce ocen¦ �epitope antibody analy-
sis� i dokªadn¡ wery�kacj¦, czy de novo przeciwciaªa anty-HLA s¡ wynikiem immunizacji
antygenami przeszczepu. W dalszej perspektywie, przy upowszechnianiu technik sekwencjo-
nowania (NGS: New Generation Sequencing), wprowadzenie typowania na poziomie wysokiej
rozdzielczo±ci pozwoli zastosowa¢ algorytm doboru opartego o analiz¦ zgodno±ci epitopów
HLA-matchmaker (http://www.epitopes.net), a w konsekwencji przy alokacji, rezygnacj¦ z
punktów przyznawanych za brak niezgodnych HLA na korzy±¢ doboru uwzgl¦dniaj¡cego licz-
b¦ niezgodnych epletów (mismatch eplets, mmEp), znacznie lepiej opisuj¡cego potencjaln¡
aloreaktywno±¢ biorcy na przeszczep.

Aktywacja pacjenta na li±cie oczekuj¡cych (nadanie statusu �aktywny�)

Obecnie nadanie pacjentowi statusu �aktywny� na li±cie KLO nast¦puje po wykonaniu
oznaczenia HLA i wprowadzeniu wyników PRA CDC z jednego pobrania. Dla unikni¦cia
pomyªek, dla bezpiecze«stwa pacjenta, proponujemy »eby aktywacja nast¦powaªa dopiero po
dwukrotnym oznaczeniu PRA CDC wraz z badaniem Luminex screen z 2 ró»nych próbek krwi,
a przy wpisywaniu biorcy na list¦ badanie HLA powinno by¢ równie» powtórzone. Surowice
potencjalnego biorcy nerki powinny by¢ regularnie badane testem przesiewowym nie rzadziej
ni» co 6 miesi¦cy. Brak bada« aktualnych dyskwali�kuje czasowo do przeszczepu. Dwa tygodnie
po incydencie immunizuj¡cym pacjenta surowica powinna by¢ ponownie zbadana.

Przeciwciaªa anty HLA w surowicy potencjalnego biorcy
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Obecno±¢ w surowicy biorcy przeciwciaª anty-HLA klasy I i/lub II wi¡»e si¦ z gorszym
wynikiem po przeszczepieniu nerki. Zaproponowali±my kilka zmian w schemacie bada« ozna-
czania przeciwciaª anty-HLA, pozwalaj¡cych na lepsze monitorowanie potencjalnych biorców
przed transplantacj¡. Nie ka»de przeciwciaªo wykryte w testach fazy staªej niesie za sob¡ to
samo ryzyko kliniczne. Metaanalizy z ostatnich lat wskazuj¡ wyra¹nie na znaczenie DSA, a
zwªaszcza wi¡»¡cych dopeªniacz, dla pojawienia si¦ odrzucania zale»nego od przeciwciaª oraz
czasu prze»ycia graftu w dªu»szym, bo 8-10 letnim przedziale czasowym. Zgodnie z proponowa-
nym algorytmem status pacjentów w zakresie obecno±ci aloprzeciwciaª byªby badany testami
PRA CDC i Luminex screen kwartalnie, natomiast identy�kacja swoisto±ci anty-HLA (L-SA,
Luminex Single Antigen) zmniejszona zostaªaby z kwartalnych do póªrocznych bada«, ale z
doª¡czeniem badania identy�kuj¡cego aloprzeciwciaªa wi¡»¡ce dopeªniacz wykrywane testem
Luminex C1q. Do wªa±ciwej oceny wykrytych aloprzeciwcial zaproponowali±my dodatkowo
badania wery�kuj¡ce obecno±¢ przeciwciaª klasy IgM oraz identy�kacj¦ faªszywie dodatnich
przeciwciaª przeciw zdenaturowanym epitopom (anty-dHLA). Wa»ne zmiany w identy�kacji
aloprzeciwciaª b¦d¡ obejmowaªy przy badaniu L-screen oraz L-SA post¦powanie w celu wy-
kluczenie efektu prozonalnego, mog¡cego mie¢ wpªyw na faªszywie ujemne wyniki.

Wprowadzenie badania oceniaj¡cego lityczno±¢ wykrywanych swoisto±ci anty-HLA metod¡
Luminex (L-SA C1q+) b¦dzie najbardziej istotn¡ zmian¡ w algorytmie oceny immunizacji.
Plany wdro»enia badania L-SA C1q przed transplantacj¡ warunkowane s¡ narastaj¡c¡ liczb¡
zimmunizowanych biorców wykluczonych z mo»liwo±ci transplantacji z uwagi na cut o� MFI
dla DSA >5000 przy jednoczesnym braku programów odczulania. Maj¡c na uwadze wysok¡
warto±¢ predykcyjn¡ dla AMR przy obecnych DSA C1q+ zdecydowano o wdro»eniu badania
zachowuj¡c asekuracj¦ w postaci zalecenia monitorowania biorców DSA+ C1q-. Proponujemy,
»eby badanie L-SAB C1q wykonywane byªo pocz¡tkowo u wszystkich zimmunizowanych bior-
ców z wcze±niej wykrytymi przeciwciaªami IgG anty-HLA (Luminex SAB) celem ustalenia w
krajowej populacji bezpiecznego poziomu odci¦cia MFI.

W nowym algorytmie krajowym planowana jest wery�kacja przeciwciaª IgM, których obec-
no±¢ nie ma szkodliwego klinicznego wpªywu na transplantacj¦, o ile nie jest wynikiem im-
munizacji w ci¡gu ostatnich 3 tygodni, przed konwersj¡ do IgG. IgM wpªywa na wynik próby
krzy»owej biologicznej XM-CDC oraz PRA-CDC. W celu potwierdzenia IgM, biorca kwali-
�kowany byªby do próby krzy»owej autologicznej, celem wykluczenia autoprzeciwciaª klasy
IgM. U biorców z obecnymi aloprzeciwciaªami IgM wskazujemy na konieczno±¢ wykonania
dodatkowo biologicznej próby krzy»owej CDC z DTT (ditiotreitol). Wynik XM-CDC IgG (-)
/IgM (+) nie byªby przeciwwskazaniem do przeszczepienia.

Okre±lenie nieakceptowalnych niezgodno±ci (UAMs, unacceptable antigen mismatch) z
dawc¡ na podstawie wykrytych w surowicy biorcy przeciwciaª anty-HLA

Kluczowe dla dalszych losów potencjalnego biorcy jest okre±lenie nieakceptowalnych nie-
zgodno±ci z dawc¡. Zbyt du»a liczba UAMs zmniejsza szans¦ biorcy na zalezienie odpowiednie-
go dawcy i znacz¡co wydªu»a czas dializoterapii, zwªaszcza w przypadku chorych silnie immu-
nizowanych. Nieprawidªowo wykryta maªa liczba UAMs nara»a chorego na zªy dobór, zwi¦ksza
ryzyko odrzucania zale»nego od przeciwciaª i skraca czas prze»ycia graftu. Badanie L-SAB C1q
stanowi �lar nowego programu oceny ryzyka i ustalenia nieakceptowalnych niezgodno±ci HLA
(UAMs). Tylko przeciwciaªa anty-HLA C1q(+) wyznaczaªyby nieakceptowalne niezgodno±ci
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HLA (UAMs). W proponowanym algorytmie bada« wykryte, na etapie cyklicznych bada«,
swoisto±ci przeciwciaª anty-HLA oraz anty-HLA C1q(+) b¦d¡ wpisane do indywidualnych pli-
ków biorców w bazie danych Ustawowych Rejestrów Transplantacyjnych. Na podstawie tych
danych, po zgªoszeniu dawcy mo»liwe b¦dzie okre±lenie UAMs, b¦d¡cych podstaw¡ do vXM i
wykluczenie biorcy z biologicznego cross-match CDC, gdy takie nieakceptowane niezgodno±ci
b¦d¡ stwierdzone. Takie post¦powanie umo»liwi okre±lenie czy potencjalny biorca ma swoiste
DSA i czy s¡ one przeciwwskazaniem do transplantacji (aloprzeciwciaªa wi¡»¡ce dopeªniacz,
C1q+) czy tylko czynnikiem podwy»szonego ryzyka immunologicznego odrzucania (aloprze-
ciwciaªa niewi¡»¡ce dopeªniacza, C1q-).

Wirtualne PRA (vPRA) � rzeczywista ocena szansy na przeszczepienie pacjenta
immunizowanego

Wykryte UAMs byªyby podstaw¡ dla prawidªowej oceny stopnia immunizacji potencjalne-
go biorcy poprzez zastosowanie kalkulatora, opracowanego przez Eurotransplant, porównuj¡ce-
go szanse na znalezienie dawcy w zbadanej i wprowadzanej do bazy danych ok. 8 tysi¦cy osób z
populacji kaukaskiej. Kalkulacja vPRA wykonywana b¦dzie w oparciu o wykryte przeciwciaªa
IgG anty-HLA (C1q+). Na podstawie wyniku vPRA mo»liwe b¦dzie wskazanie potencjalnych
biorców z najmniejsz¡ szans¡ na przeszczep (vPRA>85%) i rozszerzenie wobec nich diagno-
styki. Identy�kacja w klasie IgM z rozró»nieniem przeciwciaª auto- (wykonanie autologicznej
próby krzy»owej) i allo- (test PRA CDC z DTT), a tak»e wery�kacja obecno±ci przeciwciaª
przeciwko zdenaturowanym epitopom (anty-dHLA) pozwoliªoby na korekcj¦ UAMs i zwi¦k-
szenie szansy na przeszczep. Grup¡ wymagaj¡c¡ dodatkowej wery�kacji w zakresie obecno±ci
przeciwciaª klasy IgM s¡ tak»e chorzy ujemni lub sªabo dodatni w testach Luminex screen
(przeciwciaªa klasy IgG), ale w sposób powtarzalny odrzucani z listy kandydatów do prze-
szczepienia z powodu dodatnich biologicznych prób krzy»owych CDC.

Obecnie przy alokacji dodatkowe punkty za ryzyko immunologiczne otrzymuje pacjent w
oparciu o niedoskonaªy test PRA CDC. Przy ujemnej próbie krzy»owej CDC i PRA CDC
>80% transplantacja jest obligatoryjna, przy warto±ciach PRA CDC 50-79%, pacjent otrzy-
muje dodatkowo 7 punktów. W proponowanych algorytmie dodatkowe punkty przy alokacji
oparte byªyby o warto±ci vPRA , tj. przy warto±ci vPRA > 85% i ujemnej próbie krzy»owej -
przeszczep obligatoryjny, przy vPRA 50-84% dodatkowe punkty.

Wirtualny cross-match (vXM) � jako wyznacznik prawdopodobie«stwa wyst¡pienia dodatniej
biologicznej próby krzy»owej i pierwsza selekcja pacjentów w procesie doboru dawca/biorca

Obecnie stosowany vXM na etapie doboru dawca � biorca oparty jest o warto±¢ MFI
przeciwciaª anty-HLA wobec dawcy (DSA) wykrytych testem Luminex-SAB. Dla kategoryzacji
ryzyka immunologicznego odrzucania przyj¦to nast¦puj¡ce warto±ci cut-o� MFI:

* < 2000 MFI (vXM negatywny). Minimalne ryzyko HR, zwi¡zane z niskim st¦»eniem
DSA, ale wy»sze i» w standardowym ryzyku. Wykonanie decyduj¡cego o transplantacji
CM-CDC

* 2000-5000 MFI (vXM pozytywny). Niskie ryzyko HR, ale zwi¦kszone ryzyko wczesnego
odrzucania typu humoralnego z uszkodzeniem graftu. Wykonanie decyduj¡cego o trans-
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plantacji CM-CDC

* >5000 MFI (vXM pozytywny). Przeciwwskazanie do transplantacji. Pacjent czeka na
innego dawc¦, z innymi HLA. Biologiczny CM-CDC nie jest wykonywany.

W nowym algorytmie zaproponowali±my rezygnacj¦ z przedziaªów cut-o� MFI. Wirtualny
cross-match b¦dzie okre±lony jako dodatni tylko w przypadku obecno±ci litycznych przeciwciaª
anty-HLA wobec dawcy (DSA) okre±lonych w badaniu Luminex C1q (+). Dodatni vXM ozna-
czaªby dla pacjenta, ze wzgl¦du na obecno±¢ litycznych DSA, oczekiwanie na innego dawc¦.
Takie post¦powanie pozwala jeszcze bez komórek dawcy przewidzie¢ z wysokim prawdopo-
dobie«stwem dodatni¡ biologiczn¡ prób¦ krzy»ow¡ lub ryzyko powikªa« pó¹niejszych. Biorca
z ujemnym vXM b¦dzie zakwali�kowany do biologicznej próby krzy»owej XM-CDC z pul¡
limfocytów T i B oraz B, a u biorców z wcze±niej potwierdzonymi przeciwciaªami IgM do-
datkowo XM-CDC DTT. Zgodnie z przyj¦tymi od lat ±wiatowymi wytycznymi przeciwciaªa
anty-HLA klasy IgG swoiste dla dawcy, wykrywane testem CDC, uznaje si¦ za przeciwwskaza-
nie do transplantacji, podczas gdy DSA wykryte innymi metodami traktowane s¡ jako wyraz
ró»nego stopnia ryzyka.

Obecno±¢ nielitycznych DSA (C1q-) u pacjentów z ujemn¡ prób¡ krzy»ow¡ CDC byªoby
informacj¡ o podwy»szonym ryzyku immunologicznym. Przy ujemnym wyniku (XM-CDC)
dopuszczaj¡cym pacjentów do retransplantacji z obecnymi L-SAB DSA >3000 MFI, oraz pa-
cjentów do pierwszej transplantacji z DSA >5000 MFI zalecane byªoby wykonanie opcjonalnie
próby krzy»owej metod¡ cytometrii przepªywowej (FCXM) . W razie akceptacji przez trans-
plantologa zwi¦kszonego ryzyka immunologicznego konieczne dobranie odpowiedniego proto-
koªu immunosupresji oraz monitorowanie po transplantacji.

Równie» opcjonalnie, dla pacjentów wysokiego i najwy»szego ryzyka immunologicznego,
nale»aªoby rozwa»y¢ powtórzenie XM-CDC w surowicy nie starszej ni» 24 godziny oraz, z
du»¡ ostro»no±ci¡, u biorcy do re-tx dopuszczenie przeszczepienia wobec powtórzonej niezgod-
no±ci HLA (MM) pod warunkiem, »e znana jest historia poprzedniego przeszczepu np. szybka
utrata narz¡du z przyczyn nieimmunologicznych, brak historycznych i aktualnych przeciwciaª
anty-DSA wobec powtórzonego MM, a biorca przeszedª graftektomi¦ i nie przyjmuje immu-
nosupresji. W razie akceptacji zwi¦kszonego ryzyka immunologicznego przez transplantologa i
przeszczepieniu biorców z obecnymi nielitycznymi DSA powinno by¢ wª¡czone monitorowanie
produkcji de novo przeciwciaª anty-HLA, zwªaszcza DSA, z ocen¡ wi¡zania skªadowej dopeª-
niacza C1q.

Straty�kacja grup ryzyka immunologicznego odrzucania

Prawidªowa ocena wykrytych w laboratorium przeciwciaª, mo»liwa jest wyª¡cznie w ko-
relacji z kliniczn¡ informacj¡ o przyczynie ich produkcji (transplantacje, transfuzje, ci¡»e,
graftektomie, masywne zaka»enia, bie»¡ce szczepienia, leki biologiczne). Bie»¡ca wery�kacja
pozwoli na przed-przeszczepowe wyodr¦bnienie grup ryzyka immunologicznego odrzucania i
odpowiednie post¦powanie diagnostyczne przy doborze dawca-biorca, post¦powanie kliniczne
w zakresie odczulania i zastosowania protokoªu immunosupresji oraz monitorowanie po trans-
plantacji. W zale»no±ci od ilo±ci i rodzaju wykrytych przeciwciaª, zaproponowali±my podziaª
na cztery grupy ryzyka immunologicznego odrzucania graftu: standardow¡, ±rednia, wysok¡
i najwy»sz¡. Do grupy standardowej, najªatwiejszej do przeszczepienia z immunologicznego

23



Zaª¡cznik 2: Autoreferat Gra»yna Moszkowska

punktu widzenia, zaliczyli±my chorych, u których PRA CDC nie przekracza 5%, a w te±cie L-
screen s¡ ujemni. Statystycznie na li±cie oczekuj¡cych jest to ok. 60% potencjalnych biorców.
Uzyskanie ujemnego wyniku w przed-przeszczepowej próbie krzy»owej CDC oznacza zgod¦
na transplantacj¦ ze standardowym ryzykiem immunologicznego odrzucania. Grupa ±redniego
ryzyka, to pacjenci zgªoszeni do pierwszego przeszczepienia, ale immunizowani innymi czyn-
nikami ni» wcze±niejsza transplantacja, z warto±ci¡ vPRA poni»ej 85%. Pacjenci z vPRA w
granicach 50-84% powinni otrzyma¢ dodatkowe punkty w zasadach alokacji. Ujemny vXM,
ujemny biologiczny cross-match CDC oraz brak DSA pozwalaªby na transplantacj¦. Przy obec-
no±ci nielitycznych DSA >5000 MFI nale»y opcjonalnie rozwa»y¢ dodatkowo wykonanie próby
krzy»owej metod¡ cytometrii przepªywowej a po przeszczepie monitorowanie dynamiki zmian
przeciwciaª anty-HLA, a zwªaszcza produkcji de novo.

Do grupy wysokiego ryzyka immunologicznego nale»y zaliczy¢ pacjentów zgªoszonych do
re-transplantacji. Identy�kacja aloprzeciwciaª tak jak w grupie ±redniego ryzyka. Dodatkowe
badanie FCXM, rozwa»enie odczulania (zwªaszcza przy vPRA 50-84%) oraz monitorowanie
aloprzeciwciaª po transplantacji przy obecnych nielitycznych DSA o warto±ci >3000 MFI.

Grupa najwy»szego ryzyka immunologicznego odrzucania i utraty przeszczepu, to pacjenci
najsilniej immunizowani (vPRA>85%) i wielokrotnie odrzucani z listy biorców z powodu do-
datniego biologicznego CM CDC. Wg Eurotransplantu zazwyczaj jest to ok.2% liczby zgªoszo-
nych chorych. Jest to grupa bardzo trudna, wymagaj¡ca szczególnego programu identy�kacji
przeciwciaª w zakresie swoisto±ci, lityczno±ci oraz eliminacji faªszywie dodatnich przeciwciaª
przeciw zdenaturowanym antygenom. W celu poprawnej interpretacji znaczenia wykrytych
przeciwciaª i doboru w zakresie akceptowalnych niezgodno±ci badania powinny by¢ wykonane
w szerokim zakresie HLA (A,B,C,DR,DQA/DQB, DPA/DPB) i na poziomie wysokiej roz-
dzielczo±ci. Obligatoryjne powinno by¢ odczulanie pacjenta z monitorowaniem oraz wykonanie
obydwu biologicznych testów cross-match � XM CDC i FCXM. Ze wzgl¦du na czas potrzebny
do przygotowania biorcy do zabiegu przeszczepienia oraz precyzyjne dobranie dawcy, najlep-
szymi dawcami byliby »ywi dawcy rodzinni lub z programu przeszczepów ªa«cuchowych.

Korzy±ci wynikaj¡ce z proponowanych zmian w algorytmie diagnostycznym oceny immunizacji
potencjalnego biorcy przeszczepu nerki

* wykrycie istotnych klinicznie przeciwciaª anty-HLA o wªa±ciwo±ciach litycznych i okre-
±lenie nieakceptowalnych niezgodno±ci (UAMs) potencjalnego dawcy

* obliczenie vPRA, oszacowanie szansy biorcy na transplantacj¦, przyznanie dodatkowe
punkty w alokacji

* wskazanie biorców standardowego ryzyka immunologicznego z obecnymi auto/allo prze-
ciwciaªami IgM - obecnie z nisk¡ szans¡ na transplantacj¦ z powodu powtarzaj¡cych si¦
dodatnich CM CDC

* wykonanie vXM � analiza HLA dawcy wobec wykrytych u biorcy litycznych DSA (C1q+)
w celu wskazania biorców do biologicznej próby krzy»owej (CM-CDC)

* w wybranych przypadkach (obecno±¢ nielitycznych DSA u biorcy z ujemnym CM CDC)
wskazanie opcjonalnych, dodatkowych bada« (FCXM, monitorowanie po przeszczepie
wytwarzania de novo przeciwciaª anty-HLA)
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* przyporz¡dkowanie chorych z KLO do grupy ryzyka immunologicznego odrzucania w
celu podj¦cia odpowiedniego post¦powania klinicznego

Podsumowanie Prezentowany cykl publikacji okazaª si¦ mie¢ du»e zastosowanie w prak-
tyce klinicznej. Zaproponowany projekt po wielu konsultacjach z przedstawicielami trans-
plantologów klinicznych oraz diagnostów laboratoryjnych (konferencje, Kongres PTT 2019)
uzyskaª pozytywn¡ opini¦ Krajowego Konsultanta ds. Immunologii, przedstawicieli Krajo-
wej Rady Transplantacyjnej oraz przedstawicieli Centrum Koordynacyjno-Organizacyjnego
ds. Transplantacji �Poltransplant�. Przygotowywane obecnie nowe Ustawowe Rejestry Trans-
plantacyjne b¦d¡ uwzgl¦dniaªy omówione aspekty immunologicznej laboratoryjnej diagnostyki
transplantacyjnej � zarówno przed-transplantacyjnej jak i (co jest nowo±ci¡) monitorowania
po-transplantacyjnego. Przy nowej funkcjonalno±ci informatycznej mo»liwe b¦dzie ±ledzenie
wyników przeszczepienia i lepsza interpretacja zarówno w zakresie doboru dawca � biorca im-
munizowany, jak i mody�kacji post¦powania leczniczego w celu poprawy i przedªu»enia funkcji
przeszczepionej nerki.
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Jednym z osi¡gni¦¢ wspóªczesnej medycyny jest zniesienie bariery wieku dla wykonywa-
nia procedur medycznych. Przykªadem s¡ przeszczepienia narz¡dowe, w tym gªównie nerek,
u ludzi starszych. Jednym z wa»niejszych medycznych problemów pacjentów po przeszczepie
s¡ efekty uboczne leczenia podtrzymuj¡cego, wa»ne ze wzgl¦du na wspóªistniej¡ce schorzenia,
które mog¡ ujawni¢ si¦ lub ich przebieg mo»e zosta¢ zaostrzony na skutek stosowanych leków
immunosupresyjnych. Narastaj¡ca niewydolno±¢ ukªadu odporno±ciowego w wieku starszym
powoduje, »e w wielu przypadkach dawkowanie immunosupresji jest niedostosowane i daw-
ki odpowiednie dla mªodszych pacjentów mog¡ doprowadza¢ do ci¦»kich powikªa« u biorców
w wieku starszym. Niedobory immunologiczne zwi¡zane z wiekiem w transplantacjach mog¡
teoretycznie oznacza¢ mo»liwo±¢ zmniejszenia dawek przy teoretycznie mniejszym ryzyku od-
rzucania. Ocena przeprowadzona na 80 000 pacjentów po przeszczepie nerki pochodz¡cych z
ameryka«skiego rejestru dawców (UNOS) wykazaªa istotnie mniejszy odsetek ostrego odrzu-
cania w tej grupie wiekowej, co zasugerowaªo mo»liwo±¢ obni»enia supresji w terapii podtrzy-
muj¡cej u ludzi starszych, chocia» nie wszystkie prace potwierdzaj¡ te obserwacje. Populacja
jest zbyt heterogenna, by wiek byª jedynym wyznacznikiem pozwalaj¡cym na przewidywanie
wyniku transplantacji.

Publikacja nr 6 wª¡czona przeze mnie do prezentowanego cyklu prac z zakresu immuno-
logii przeszczepiania nerek dotyczy oceny wpªywu immunosenescencji na ryzyko odrzucania
graftu (byªam w tej pracy kierownikiem projektu badawczego wªasnego, N N402 420738, grant
MNiSW/NCN)

* Publikacja nr 6: Immunosenescence increases the rate of acceptance

of kidney allotransplants in elderly recipients throught exhaustion of

CD4+T-cells Mech. Ageing Dev.; 2010 : vol. 131, s. 96-104.

Cel: Retrospektywna analiza biorców nerki w wieku > 60 r.». i ich par <60 r.». stymulowa-
nych aloantygenami od tego samego dawcy. Celem byªo porównanie w tych parach wska¹ników
ukªadu odporno±ciowego umo»liwiaj¡cych ocen¦ wpªywu starzenia ukªadu immunologicznego
na ryzyko ostrego odrzucania aloprzeszczepu oraz wskazanie potencjalnych biomarkerów tego
procesu.

Zale»ne od wieku niedobory immunologiczne, tzw. immunosenescencja, u starszych pacjen-
tów mo»e by¢ sojusznikiem w uzyskaniu lepszego wyniku po transplantacji narz¡du. Zaªo»yli-
±my, »e starzenie si¦ ukªadu immunologicznego mo»e by¢ jedn¡ z przyczyn, braku odrzucania
lub co najmniej jego znacznego opó¹nienia. Proces starzenia dotyczy odporno±ci nabytej i
okre±lony mo»e zosta¢ jako akumulacja anergicznych, terminalnie zró»nicowanych limfocytów,
gªównie z powodu starcia ich telomerów i braku aktywnych naiwnych komórek. Uwa»a si¦, »e
gªównym czynnikiem przyspieszaj¡cym starzenie si¦ ukªadu odporno±ciowego s¡ przewlekªe,
subklinicznie przebiegaj¡ce infekcje CMV. Ma to szczególne znaczenie dla osób przeszczepio-
nych. Infekcje CMV mog¡ by¢ dla przeszczepionych, b¦d¡cych na przewlekªej podtrzymuj¡cej
terapii immunosupresyjnej pacjentów, bardzo gro¹ne, a nawet ±miertelne. Z tego powodu szcze-
gólny nadzór immunologicznego statusu jest wa»ny dla dostosowania dawki immunosupresji,
zwªaszcza u chorych z immunosenescencj¡. Niektóre cechy immunostarzenia, nazywane ogól-
nie jako �immunologiczny pro�l ryzyka�, s¡ szczególnie mocno zwi¡zane z klinik¡ i mog¡ by¢
u»yte do przewidywania ryzyka zachorowalno±ci i ±miertelno±ci u starszych. Nale»¡ do nich
zwªaszcza obecno±¢ przeciwciaª anty-CMV (seropozytywno±¢), ekspansja klonów limfocytów
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T CD28- ze �startymi� telomerami, obni»enie liczby komórek T CD4+ kosztem dysfunkcjo-
nalnych, terminalnie zró»nicowanych CMV-swoistych komórek T CD8+CD28-, zmniejszonej
liczby limfocytów B i sªab¡ odpowiedzi¡ proliferacyjn¡ limfocytów T. Wida¢ wi¦c wyra¹nie,
»e mo»liwe jest dokªadne rozró»nienie i ustalenie cech immunostarzenia zwi¡zanych ze stanem
klinicznym.

Wierz¡c, »e takie swoiste markery mog¡ by¢ równie» zaznaczone u starszych biorców na-
rz¡du, poszukiwali±my w naszym badaniu cech immunostarzenia, które byªyby zwi¡zane z
przebiegiem po-transplantacyjnym u biorców allogenicznego przeszczepu nerki bez obecno±ci
odrzucania, w wieku starszym (>60 lat) oraz w grupie mªodszej (<60 lat).

Badania wykonali±my u 36 biorców podzielonych na dwie grupy: 19 chorych �starszych�
>60 r.». i 17 �mªodszych� <60 r.»., a obie grupy wiekowe podzielono wedªug historii ostrego
odrzucenia. Nale»y podkre±li¢, »e 10 par, ka»da skªadaj¡ca si¦ ze starszego i mªodego bior-
cy, otrzymaªo nerki od tych samych dawców, co byªo wa»ne w aspekcie zmniejszenia wpªywu
dawcy na wyniki. �aden z biorców nie otrzymaª leczenia indukcyjnego. Nasze badania wyko-
nali±my w okresie 1-3 lat po transplantacji u chorych, którzy mieli udowodnione biopsj¡ ostre
odrzucanie w pierwszym roku po przeszczepieniu. Potwierdzonych byªo 14 przypadków ostre-
go odrzucania, po 7 dla ka»dej grupy wiekowej. Wszystkie epizody odrzucania byªy wra»liwe
na steroidy i ust¡piªy po leczeniu. Funkcjonowanie przeszczepu monitorowano wg kryteriów
klinicznych, a pacjentów podzielono wedªug pogorszenia funkcji przeszczepu. Brak wykona-
nia w tym czasie biopsji, w wi¦kszo±ci przeszczepów nie pozwoliª na ustalenie ostatecznej
diagnozy ±ródmi¡»szowego zwªóknienia/zaniku kanalików (IF/TA) lub zgodnie z wcze±niejsz¡
klasy�kacj¡ �przewlekªej nefropatii alloprzeszczepowej� (CAN). Z tego powodu w odniesieniu
do przewlekªych zmian w przeszczepie w trakcie badania, u»yli±my tylko terminu roboczego
�przewlekªa dysfunkcja przeszczepu� (ChAD, Chronic Allograft Dysfunction).

W badaniach zastosowali±my metody cytometrii przepªywowej, FISH, ELISA, hodowli
(MLC), real-time PC r. W populacjach limfocytów T CD4+ i CD8+ zbadany zostaª fenotyp,
dªugo±¢ telomerów, ekspresja FoxP3 i odpowied¹ proliferacyjna. Dodatkowo zmierzono IL-6,
IL-10 i TGF beta, na poziomie mRNA oraz biaªek w surowicy.

Otrzymane wyniki bada« wykazaªy, »e krótkie telomery limfocytów T CD4+ zwi¡zane
byªy z brakiem historii ostrego odrzucenia u starszych biorców przeszczepu nerki. Pacjenci w
podeszªym wieku bez ostrego odrzucenia w wywiadzie, wykazali zmniejszon¡ odpowied¹ limfo-
cytów T CD4+ in vitro. Podwy»szony poziom IL-6 byª kolejnym markerem immunostarzenia
si¦ u osób w podeszªym wieku bez ostrego odrzucenia. Historia ostrego odrzucenia byªa zwi¡-
zana z ró»nicami w ekspresji CD28 w subpopulacjach limfocytów T CD4+ u osób starszych.
Zwi¦kszone obci¡»enie CMV byªo zwi¡zane z niskim poziomem limfocytów T CD4+CD28+ u
pacjentów w podeszªym wieku bez ostrego odrzutu. Ekspresja czynników supresyjnych (FoxP3,
TGF beta) byªa zaburzona u starszych biorców bez historii ostrego odrzucania.

Sprawdzenie zwi¡zku pomi¦dzy przewlekª¡ dysfunkcj¡ przeszczepu alogenicznego (ChAD)
a badanymi parametrami nie wykazaªo w wi¦kszo±ci ró»nic istotnych statystycznie. Najbli»sze
istotno±ci statystycznej byªa ekspresja FoxP3.

Porównali±my wpªyw terapii immunosupresyjnej, chorób wspóªistniej¡cych i wieku na ba-
dane parametry. Nie stwierdzili±my znacz¡cego wpªywu stosowanych leków w terapii na badane
parametry. Ponadto, »adna z zastosowanych kombinacji leków nie wykazaªa lepszej ochrony
zarówno przed odrzucaniem ostrym jak i ChAD. W odniesieniu do wieku stwierdzono znacz-
ne skrócenie telomerów w limfocytach T CD4+ oraz miano przeciwciaª anty-CMV IgG u
pacjentów >60 r.». (Spearman odpowiednio: p=0.04 i 0,03). Starzenie wpªyn¦ªo na proporcj¦
komórek naiwnych/pami¦ci; proporcja komórek pami¦ci zostaªa zwi¦kszona kosztem naiwnych
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w obu subpopulacjach T CD4+ i CD8+ (Spearman: p,0,05). Poziomy IL-6 w surowicy, ale nie
poziomy mRNA byªy zwykle wy»sze u starszych biorców (Spearman: p<0,09). Analiza chorób
wspóªistniej¡cych wykazaªa, »e starsi biorcy bez ostrego odrzucania mieli w historii dªu»szy
czas dializoterapii (±rednia 18 miesi¦cy) w porównaniu do grupy z ostrym odrzucaniem (±red-
nia 5 miesi¦cy), p=0,048. Pacjenci nie ró»nili si¦ histori¡ hospitalizacji z powodu epizodów
zaka»e«, w tym klinicznych objawów CMV.

Podsumowanie Starsi biorcy nerki bez epizodów ostrego odrzucania wykazywali obni»e-
nie aktywno±ci ukªadu immunologicznego, charakteryzuj¡ce si¦ zmniejszon¡ liczb¡ limfocytów
T CD28+ zwiazan¡ z CMV-seropozytywno±ci¡, sªabsz¡ proliferacj¡ limfocytów T CD4+ oraz
skróconymi telomerami w tych komórkach. Starsi biorcy z epizodami odrzucania mieli za-
chowan¡ dªugo±¢ telomerów, wy»sz¡ liczb¦ funkcjonalnych komórek CD4+CD28+ oraz siln¡
proliferacj¦ In vitro. U osób w grupie �mªodszych� nie zaobserwowano takiej zale»no±ci. Na tej
podstawie wysnuli±my wniosek, »e zjawisko immunsenescencji znacz¡co wpªywa na zmniejsze-
nie ryzyka reakcji immunologicznej w odpowiedzi na alogeniczny przeszczep nerki. Przy czym
zjawisko to ogranicza si¦ do osób po 60 r.». Osoby starsze, lepiej akceptowaªy przeszczep nerki
ani»eli pacjenci mªodsi z wy»szym poziomem odporno±ci. Immunostarzenie mo»na by wi¦c
traktowa¢ jako �naturalny lek immunosupresyjny�. W przyszªo±ci prospektywne laboratoryjne
badanie wybranych biomarkerów przed transplantacj¡ mogªoby mie¢ zastosowanie przy ocenie
cech immunostarzenia potencjalnego biorcy i ocenie czy s¡ wystarczaj¡co wyra¹ne by uzna¢ je
jako diagnostyczny marker wyst¡pienia ostrego odrzucania. Ocena gª¦boko±ci immunosupresji
by¢ mo»e b¦dzie pomocna w ustaleniu dawki podtrzymuj¡cego leczenia immunosupresyjnego
po przeszczepie (w zaªo»eniu zredukowana dawka w celu ochrony przed zaostrzeniem chorób
ukªadu kr¡»enia, nowotworami i infekcjami) oraz w monitorowaniu zagro»enia odrzuceniem.

5 Informacja o wykazywaniu si¦ istotn¡ aktywno±ci¡ naukow¡
albo artystyczn¡ realizowan¡ w wi¦cej ni» jednej uczelni, in-
stytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczególno±ci za-
granicznej

5.1 Udziaª w realizacji projektów we wspóªpracy z naukowcami z innych

o±rodków

* Klinika Nefrologii, Transplantologii i Chorób Wewn¦trznych GUMed przy realizacji pro-
gramów przeszczepiania nerek (od roku 1980) oraz wysp trzustkowych (od roku 2018)

* Klinika Kardiochirurgii GUMed przy realizacji programów przeszczepiania serca (od
roku 2006) oraz pªuc (od roku 2018)

* Klinika Hematologii i Transplantologii GUMed przy realizacji programów przeszczepia-
nia alogenicznego szpiku / macierzystych komórek krwiotwórczych od dawców rodzin-
nych i niespokrewnionych (od roku 1994)

* Krajowa Lista Oczekuj¡cych POLTRANSPLANT (od roku 1980) � dobory do przeszcze-
pu narz¡dów unaczynionych, monitorowanie bie»¡ce potencjalnych biorców
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Wynikiem wspóªpracy z naukowcami z klinik przeszczepiaj¡cych GUMed s¡ liczne prace
oraz doniesienia konferencyjne dotycz¡ce przeszczepiania narz¡dów unaczynionych oraz szpi-
ku/macierzystych komórek krwiotwórczych w Gda«skim O±rodku Transplantacyjnym przed-
stawione w analizie bibliometrycznej dorobku naukowego

Wspóªpraca z Centrum Organizacyjno-Koordaynacyjnym ds. Transplantacji �Poltransplant�
oraz Krajow¡ List¡ Oczekuj¡cych jest wa»na dla ustalania strategii nowoczesnej diagnostyki
immunologicznej. Owocem tej wspóªpracy s¡ m.in. wygªoszone przeze mnie referaty wymienio-
ne w punkcie �Wygªaszanie referatów na mi¦dzynarodowych i krajowych konferencjach tema-
tycznych�. Rezultatem tej wspóªpracy byª udziaª w przygotowaniu programów ministerialnych
zadania dotycz¡cego rozwoju programu przeszczepiania w grupach biorców o podwy»szonym
ryzyku immunologicznym w celu poprawy wyników leczenia transplantacyjnego realizowane-
go w ramach Programu Wieloletniego na lata 2011-2020 pn. �Narodowy Program Rozwoju
Medycyny Transplantacyjnej�

5.2 Kierowanie mi¦dzynarodowymi i krajowymi projektami badawczymi

Kierownik projektu badawczego wªasnego N N402 420738 (Grant MNiSW/NCN). �Cechy ukªa-
du odporno±ciowego biorców nerki w wieku starszym jako potencjalny marker mo»liwo±ci sto-
sowania zmniejszonej immunosupresji podtrzymuj¡cej po przeszczepie nerki�

6 Dorobek dydaktyczny

6.1 Zaj¦cia dydaktyczne na Uczelni

* Zaj¦cia dydaktyczne (seminaria i ¢wiczenia) w Zakªadzie Immunologii Klinicznej i Trans-
plantologii (obecnie w Zakªadzie Immunologii Medycznej) dla studentów Wydziaªu Le-
karskiego i Oddziaªu Medycyny Laboratoryjnej GUMed. Przedmiot �Immunologia trans-
plantacji� prowadziªam od pocz¡tku historii przeszczepów w naszym szpitalu i rozwi-
jaªam w miar¦ rozszerzania zakresu aktywno±ci klinicznej tj. transplantacje narz¡dów
unaczynionych: nerek od roku 1980, serca 2006, pªuc 2018, wysp trzustkowych 2018 oraz
transplantacje macierzystych komórek krwiotwórczych od 1994.

* Wykªady na kursach specjalizacyjnych GUMed z zakresu immunologii transplantacyjnej
dla diagnostów laboratoryjnych i lekarzy.

* Zaj¦cia dydaktyczne z przedmiotu �Immunologia� (seminaria i ¢wiczenia) dla studentów
Zawodowego Ksztaªcenia Podyplomowego GUMed w zakresie analityki medycznej.

* Wykªady z zakresu immunologii transplantacyjnej na kursach dla koordynatorów trans-
plantacji

* Wykªady z zakresu immunologii transplantacyjnej dla studentów Mi¦dzyuczelnianego
Wydziaªu Biotechnologii (UG / GUMed)
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6.2 Osi¡gni¦cia dydaktyczne w zakresie popularyzacji nauki

* Medyczne Dni Nauki organizowane cyklicznie w maju/czerwcu przez GUMed, (certy�kat
uczestnictwa w V Medycznym Dniu Nauki, 25 maja 2012)

* Prowadzenie lekcji edukacyjnych w klasach maturalnych gda«skich szkóª licealnych na
temat transplantacji narz¡dów unaczynionych i macierzystych komórek krwiotwórczych
(lekcje prowadzone zespoªowo przez chirurga, koordynatora transplantacji i immunologa)

* Wykªady informacyjne o dawstwie szpiku/macierzystych komórek krwiotwórczych dla
potencjalnych dawców w czasie akcji rekrutacyjnych do O±rodka Dawców Szpiku
UCK/CRNPDSiKP

6.3 Opieka nad lekarzami i diagnostami laboratoryjnymi w toku specjali-

zacji

* Kierownik specjalizacji pi¦ciu diagnostów laboratoryjnych w dziedzinie laboratoryjna
immunologia medyczna. Pod moj¡ opiek¡ tytuª specjalisty laboratoryjnej immunologii
medycznej uzyskali: mgr Anna Dukat-Mazurek, mgr Marcelina Grabowska, dr n. med.
Julia Kulczycka, Mgr Joanna D¦bska�Zielkowska, dr n.med. Maciej Zieli«ski

* Prowadzenie sta»y cz¡stkowych dla lekarzy oraz diagnostów laboratoryjnych z zakresu
transplantologii klinicznej, alergologii oraz immunologii klinicznej

6.4 Opieka naukowa nad pracami licencjackimi, magisterskimi oraz dokto-

rantami w charakterze promotora pomocniczego

* Opiekun 3 prac licencjackich studentów Oddziaªu Medycyny Laboratoryjnj Wydziaªu
Farmacji GUMed:

- 2004 r. Anna Morkowska �Metody izolacji DNA z krwi w celu typowania antygenów
zgodno±ci tkankowej�,

- 2005 r. Karolina Rybarczyk �Alloprzeciwciaªa a losy przeszczepionego narz¡du unaczy-
nionego�,

- 2006 r. Marta Rapa �Ksenotransplantacje. Fikcja czy realna perspektywa?�

* Opiekun pracy magisterskiej studentki OML GUMed: 2015 r. � Agnieszka Pisarek �Wy-
krywanie aloprzeciwciaª przy pomocy testów fazy staªej u biorców oczekuj¡cych na prze-
szczep nerki�

* Promotor pomocniczy rozprawy na stopie« doktora nauk medycznych mgr Hanny Zieli«-
skiej �Algorytm oceny poziomu aloprzeciwciaª anty-HLA specy�cznych dla dawcy w su-
rowicy biorców przeszczepu nerki�. Stopie« doktora nauk medycznych nadany 22.01.2015

30



Zaª¡cznik 2: Autoreferat Gra»yna Moszkowska

* Promotor pomocniczy rozprawy na stopie« doktora nauk medycznych mgr Macieja Zie-
li«skiego �Ocena wybranych parametrów immunologicznych zwi¡zanych z infekcj¡ CMV
po przeszczepie nerki w kontek±cie mo»liwo±ci zmniejszenia leczenia immunosupresyjne-
go�. Stopie« doktora nauk medycznych nadany 20.04.2018.

* Promotor pomocniczy rozprawy na stopie« doktora nauk medycznych mgr Anny Dukat-
Mazurek �Mo»liwo±ci poprawy wyników transplantacji komórek krwiotwórczych i narz¡-
dów litych poprzez genetyczn¡ ocen¦ ryzyka wyst¡pienia powikªa« oraz mody�kacj¦
doboru immunologicznego par dawca-biorca przed przeszczepem� Stopie« doktora nauk
medycznych nadany 07.06.2018

7 Sta»e w zagranicznych i krajowych o±rodkach naukowych lub
akademickich

* Instytut Immunologii i Terapii Do±wiadczalnej PAN, Wrocªaw, luty 1977, prof. Henryk
Matej

* Instytut Transplantologii AM w Warszawie, listopad 1978, doc. Ewa Skopi«ska

* Statens Serum Institute, Kopenhaga, Dania, luty-marzec 1979, dr Lars Spaerck

* Tissue Typing Lab, Kopenhaga, Dania, kwiecie«-czerwiec 1979, dr Arne Svejgaard

* Tissue Typing Lab, Guy's Hospital, Londyn, Wlk.Brytania, czerwiec-pa¹dziernik 1996,
dr Robert Vaughan

* International Postgraduate School of Immunogenetics in Transfusion Medicine, Ljublja-
na, Slovenia, 23-26.10.2001

Moje sta»e, zwªaszcza w IIiTD we Wrocªawiu w Pracowni Zgodno±ci Tkankowej u profeso-
ra Henryka Mateja, pioniera w zakresie bada« nad ukªadem HLA w Polsce, oraz w Instytucie
Transplantologii AM w Warszawie ±ci±le wi¡zaªy si¦ z planami rozpocz¦cia programu trans-
plantacji nerek w Gda«sku. Wiedza i umiej¦tno±ci z zakresu immunologicznej/immunogenetycznej
diagnostyki transplantacyjnej musiaªa by¢ zdobywana od podstaw, poniewa» nie byªo jej jesz-
cze w programie nauczania dla studentów Uniwersytetu Gda«skiego ani ówczesnej Akademii
Medycznej (obecnie Gda«ski Uniwersytet Medyczny).

Milowym krokiem byªo moje czteromiesi¦czne stypendium w Kopenhadze, �nansowane
przez du«skie Ministerstwo Edukacji. W czasie pobytu zdobyªam nie tylko potrzebn¡ wiedz¦,
ale kontakty z o±rodkami w Europie zajmuj¡cymi si¦ badaniami ukªadu HLA. Napisanie do
tych o±rodków (Pary», Ulm, Wiede«, Leiden, Kopenhaga) listów z pro±b¡ o przysªanie prze-
ciwciaª do typowania HLA poskutkowaªo uzyskaniem pierwszych, jeszcze przed-komercyjnych,
odczynników do badania ukªadu HLA dawca/biorca. Dzi¦ki wymienionym kontaktom staªo si¦
realne stworzenie od podstaw i rozwini¦cie od roku 1979 Pracowni Zgodno±ci Tkankowej w
strukturze Zakªadu Immunopatologii AMG (pod kierownictwem prof. dr hab. med. Albiny
�óªtowskiej). PZT wª¡czona zostaªa do ±cisªej wspóªpracy z zespoªem Gda«skiego O±rodka
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Transplantacyjnego � dobory dawca- biorca do przeszczepu narz¡dów unaczynionych. Pierw-
szy przeszczep nerki w Gda«sku (z naszym udziaªem) zostaª wykonany 30 marca 1980 roku.

Obecnie Pracownia Zgodno±ci Tkankowej, b¦d¡ca w strukturze Laboratorium Immunologii
i Transplantologii Klinicznej UCK w Gda«sku,w sposób ci¡gªy udoskonala metody badawcze
zgodnie z wymogami Klinik Transplantacyjnych GUMed/UCK oraz wytycznymi krajowymi
i mi¦dzynarodowymi. Wykonujemy diagnostyk¦ transplantacyjn¡ przy przeszczepach narz¡-
dów unaczynionych (nerki, trzuska, wyspy trzustkowe, serca, pªua) a tak»e szpiku / komórek
krwiotwórczych krwi obwodowej.

Pobyt w Londynie w 1996 r. umo»liwiª biegªe opanowanie technik molekularnych (PCR)
w badaniach ukªadu HLA i wprowadzenie nowych metod do rutynowej diagnostyki. Mój po-
byt zaowocowaª wystapieniem na konferencji The Eighth Annual BSHI Conference, Winter
Gardens Conference Centre, Weston-Super-Mare, 12-14 February 1997: Moszkowska G., Kon-
deatis E., Clark A. G. B., �urowska A., Vaughan r. W. HLA-DRB and -DQBI alleles in Polish
patients with hepatitis B associated membranous neprophathy. Eu r. J. Immunogenet. 1997 :
vol. 24, nr 1, ab, s. s. 49.
oraz publikacj¡:
Vaughan r. W., �urowska A., Moszkowska G., Kondeatis E., Clark A. HLA-DRB and -DQB1
alleles in Polish patients with hepatitis B associated membranousnephropathy. Tissue Anti-
gens 1998 : vol. 52, nr 2, s. 130-134. Punktacja Impact Factor: 2,305

8 Czªonkostwo w mi¦dzynarodowych i krajowych organizacjach
oraz towarzystwach naukowych

* Polskie Towarzystwo Immunologii Do±wiadczalnej i Klinicznej (PTIDiK) � od roku 1985
(peªnione funkcje: skarbnik, czªonek komisji rewizyjnej)

* Polskie Towarzystwo Immunogenetyczne (PTIg) � od roku 2001 (peªnione funkcje: czªo-
nek komisji rewizyjnej)

* Polskie Towarzystwo Transplantacyjne (PTT) w latach 1993 � 2009

* British Society of Histocompatibility and Immunogenetics (BSHI) w latach 1996-1998

9 Czªonkostwo w mi¦dzynarodowych i krajowych organizacjach
oraz towarzystwach naukowych

Udziaª w komitetach organizacyjnych mi¦dzynarodowych i krajowych konferencji naukowych

* Czªonek komitetu organizacyjnego 3-go Zjazdu PTIDiK, Gda«sk, wrzesie« 1988

* Czªonek komitetu organizacyjnego 14-tego Zjazdu PTIDiK, Gda«sk, czerwiec 2011
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10 Mi¦dzynarodowe i krajowe nagrody za dziaªalno±¢ naukow¡

* Dyplom �PRO TRANSPLANTATIONIBUS FOVENDIS� przyznany 15.04.2017 r. przez
Polskie Towarzystwo Transplantacyjne i wr¦czony podczas XIII Kongresu Polskiego To-
warzystwa Transplantacyjnego

11 Wygªaszanie referatów na mi¦dzynarodowych i krajowych
konferencjach tematycznych

Moszkowska G. �Immunologiczny dobór do przeszczepu narz¡dów unaczynionych�
14. Zjazd Polskiego Towarzystwa Immunologii Do±wiadczalnej i Klinicznej, Gda«sk 16-
18.06.2011

Moszkowska G. �Przedtransplantacyjna ocena aloprzeciwciaª u biorców podwy»szone-
go ryzyka immunologicznego� Konferencja Naukowo-Szkoleniowej �Badania Immunoge-
netyczne w Transplantologii i Diagnostyce�, X lecie Polskiego Towarzystwa Immunoge-
netycznego, 23-24.11.2012 Otr¦busy k/Warszawy

Moszkowska G. �Wirtualny cross-match: czy jest miejsce do zastosowania w prze-
szczepianiu serca i pªuc?�, XII Kongres Polskiego Towarzystwa Transplantacyjnego, 3-5
wrze±nia 2015r., Gda«sk

Moszkowska G. �Cut-o� a wirtualny crossmatch� Spotkanie w Centrum Organizacyjno-
Koordynacyjnym ds. Transplantacji POLTRANSPLANT po±wi¦cone nowym metodom
kwali�kacji immunologicznej chorych oczekujacych na przeszczepienie nerki. 29.10.2015,
Warszawa

Moszkowska G. �Immunologiczny dobór nerek od dawców zmarªych. Przed-transplantacyjna
ocena ryzyka odrzucania zale»nego od przeciwciaª w oparciu o test XM-CDC i wykry-
te DSA. Czy w Polsce potrzebne s¡ wytyczne w tym zakresie?� Konferencja Naukowo-
Szkoleniowa �Aktualne trendy w immunogenetyce jako wsparcie wspóªczesnej transplan-
tologii�, XV-lecie Polskiego Towarzystwa Immunogenetycznego, 19-20.04.2017, Warsza-
wa

Moszkowska G. �O±rodek Dawców Szpiku UCK w Gda«sku�, Konferencja Szkoleniowo-
Naukowa podsumowuj¡cych coroczne wyniki transplantacji w UCK Gda«sk. 14.03.2017,
Gda«sk

Moszkowska G. �Aktywno±¢ ODS UCK. Poszukiwania i dobór niespokrewnionych daw-
ców komórek krwiotwórczych� Konferencja Szkoleniowo-Naukowa podsumowuj¡cych co-
roczne wyniki transplantacji w UCK Gda«sk 27.03.2018, Gda«sk

Moszkowska G. �Wirtualne PRA i wirtualny crossmatch� �Kliniczne i laboratoryjne
aspekty oznaczania i identy�kacji przeciwciaª anty-HLA� Konferencja KCBTiK 30.11.2018,
Warszawa
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Moszkowska G. ��Przeszczepy nerek � rola immunologa w procesie transplantacji�,
Konferencja KIDL �Medycyna laboratoryjna � interdyscyplinarna rola Medycznego La-
boratorium Diagnostycznego w systemie ochrony zdrowia� 22.11.2019, Gda«sk

Moszkowska G. �Biorcy wysokozimmunizowani � identy�kacja, leczenie i monitorowa-
nie�, Spotkanie kierowników o±rodków kwali�kuj¡cych i przeszczepiaj¡cych nerki, pra-
cowni typowania tkankowego oraz koordynatorów transplantacyjnych, Poltransplant,
18.06.2019, Warszawa

Moszkowska G. �Diagnostyka immunologiczna chorych oczekuj¡cych na przeszczepie-
nie nerki� w sesji �Wspóªczesna diagnostyka immunologiczna� 14. Kongres Polskiego
Towarzystwa Transplantacyjnego, 17-19.10.2019, Zakopane

Moszkowska G. �Diagnostyka immunologiczna chorych oczekuj¡cych na przeszczepie-
nie nerki � nowy algorytm bada« i kryteria wyboru biorcy nerki' Spotkanie on-line
kierowników o±rodków kwali�kuj¡cych I przeszczepiaj¡cych nerki oraz trzustk¦, koor-
dynatorów transplantacyjnych z tych o±rodków oraz kierowników pracowni zgodno±ci
tkankowej, Poltransplant, 10.11.2020r., Warszawa

12 Uczestnictwo w programach europejskich, informacja o wspóª-
pracy mi¦dzynarodowej habilitanta

* Wspóªpraca z Tissue Typing Laboratory, Guy's Hospital, Londyn przy realizacji bada«
zwi¡zku immunogenetycznej predyspozycji do nefropatii bªoniastej po infekcji hepatitis
B u dzieci. Wynik wspóªpracy m.in. publikacja : Vaughan R.W., �urowska A., Mosz-
kowska G., Kondeatis E., Clark A.G.B. �HLA-DRB and DQB1 alleles in hepatitis B
membranous nephropathy in children� Tissue Antigens, 1998, vol. 52, nr 2, s. 130-134

* Wspóªpraca z Transplantation Research and Immunology Group (TRIG), Nu�eld De-
partment of Surgery Uniwersytetu Oksfordzkiego. Wynik wspóªpracy praca oryginalna z
zakresu biologii limfocytów T regulatorowych: Trzonkowski P., D¦bska-�lizie« A., Jan-
kowska M., Wardowska A., Carvalho-Gaspar M., Hak �., Moszkowska G., Bzoma B.,
Mills N., Wood K. J., My±liwska J., Rutkowski B.: �Immunosenescence increases the
rate of acceptance of kidney allotransplants in elderly recipients throught exhaustion of
CD4+T-cells�: Mech. Ageing Dev., 2010 : vol. 131, s. 96-104

13 Kursy i udziaª w konferencjach szkoleniowych

* IV Konferencja Naukowo-Szkoleniowa Polskiego Towarzystwa Transplantacyjnego, 5-
7.05.2000, Jurata

* EFIS-CIG Educational Session on �Proin�ammatory cytokines in diagnosis and disease�
26.10.2000, Pozna«
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* Kurs, 12th Biotest HLA Workshop, Frequent Alleles, Potsdam, Germany 27-30.05.2001

* European Immunology Congress, Educational Lecture, 8-9.06,2003. Rhodes, Greece

* Transplant Histocompatibility Workshop, The University of Texas Health Science Center
at Houston and Transplantation Institute, WarsawMedical School, Warszawa, 09.05.2005

* Konferencja naukowo-szkoleniowa �Immunogenetyka w Hematologii Transplantacji Ko-
mórek Macierzystych, 8-10.02.2006, Wrocªaw

* IX Warsztaty Transplantacji Szpiku, 17-18.11.2006, Warszawa

* Sympozjum �Eozyno�le � przyczyny, rozpoznawanie, leczenie, Oddziaª Gda«ski Polskie-
go Towarzystwa Alergologicznego, 02.12.2006, Gda«sk

* Sympozjum �Standaryzacja w immunologii� , 17-18.05.2007 r. Pozna«

* Sympozjum �Molecular Approach to the Diagnosis and Monitoring of Blood Neoplasia�
09.01.2008, Warszawa

* Szkolenie Transplantologiczne dla pracowników banków tkanek I komórek, osób kwali�-
kuj¡cych dawców I pobieraj¡cych tkanki oraz oznaczaj¡cych zgodno±¢ HLA, 27-29.09.2009,
Zamo±¢

* Donor Recipient Matching and Cellular Therapy In Transplantation: Technological and
Clinical Aspects, 23-24.04.2009, Wrocªaw

* Kurs podyplomowy w ramach Konferencji EFI 2011, 04.04.2011, Praga, Czechy

* Certy�kat: �Szkolenie osób, których czynno±ci bezpo±rednio wpªywaj¡ na jako±¢ komó-
rek, tkanek i narz¡dów, a tak»e bezpiecze«stwo dawców i biorców� , Centrum Organizacyjno-
Koordynacyjne ds. Transplantacji �Poltransplant�, 8-9.12.2011, Warszawa

* Certy�kat uczestnictwa �Testy komórkowe: metody i narz¦dzia do badania odpowiedzi
komórkowej�, Cykl seminariów 2012, Promega, 09.10.2012, Mannheim Niemcy

* Konferencja Naukowo-Szkoleniowa �Badania Immunogenetyczne w Transplantologii i
Diagnostyce�, X lecie Polskiego Towarzystwa Immunogenetycznego, 23-24.11.2012 Otr¦-
busy

* Certy�kat uczestnictwa 1st Immunode�ciency Meeting CSL Behring, Intercontinental
�Immunoterapia. Interdyscyplinarne studium przypadków, 23-24.05.2013 Sopot

* Spotkanie w Centrum Organizacyjno-Koordynacyjnym ds. Transplantacji POLTRAN-
SPLANT po±wi¦cone nowym metodom kwali�kacji immunologicznej chorych oczekuj¡-
cych na przeszczepienie nerki, 29.10.2015, Warszawa

* Za±wiadczenie nr 2016/1/214 potwierdzaj¡ce odbycie szkolenia ustawicznego osób, któ-
rych czynno±ci bezpo±rednio wpªywaj¡ na jako±¢ komórek, tkanek lub narz¡dów, a tak»e
bezpiecze«stwo dawców i biorców, Centrum Organizacyjno-Koordynacyjnym ds. Trans-
plantacji POLTRANSPLANT, 03-04.11.2016, Warszawa
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* Za±wiadczenie 17/Z/2016 RCKiK w Gda«sku potwierdzaj¡ce odbycie szkolenia �Inak-
tywacja biologicznych czynników chorobotwórczych � bezpiecze«stwo przetaczania krwi
i jej skªadników�, 29.01.2016, Gda«sk

* Szkolenie ustawiczne KCBTiK, �Organizacja wspóªpracy i leczenie z zastosowaniem he-
matopoetycznych komórek macierzystych�,04-05.12.2017 Zegrze k/Warszawy

* Konferencja Naukowo-Szkoleniowa �Aktualne trendy w immunogenetyce jako wsparcie
wspóªczesnej transplantologii�, XV-lecie Polskiego Towarzystwa Immunogenetycznego,
19-20.04.2017, Warszawa

* Cykliczny udziaª w Konferencjach Szkoleniowo-Naukowych podsumowuj¡cych coroczne
wyniki transplantacji w UCK Gda«sk

* Za±wiadczenie nr 2018/1/13 KCBTiK, potwierdzaj¡ce odbycie szkolenia ustawicznego
�Kliniczne i laboratoryjne aspekty oznaczania i identy�kacji przeciwciaª anty-HLA� 29-
30.11.2018, Warszawa

* Spotkanie kierowników o±rodków kwali�kuj¡cych i przeszczepiaj¡cych nerki, pracow-
ni typowania tkankowego oraz koordynatorów transplantacyjnych 18.06.2019, Poltran-
splant, Warszawa

* Kurs KIDL w ramach szkolenia doskonal¡cego dla diagnostów laboratoryjnych �Medycy-
na laboratoryjna � interdyscyplinarna rola Medycznego Laboratorium Diagnostycznego
w systemie ochrony zdrowia� 22.11.2019, Gda«sk

* Szkolenie w zakresie typowania antygenów zgodno±ci tkankowej HLA metod¡ Next Ge-
neration Sequencing, Copernicus Diagnostics Sp.z o.o./Immucor, 23-25.06.2020

* Certy�kat uczestnictwa �Virtual Extramural Tissue Typers Meeting of Eurotransplant�,
27.11.2020

14 Wykonane ekspertyzy

* Od roku 2016 � jestem upowa»nionym przedstawicielem Ministra Zdrowia wskazanym
przez Konsultanta Krajowego w dziedzinie Immunologii Klinicznej do przeprowadza-
nia kontroli w Medycznych Laboratoriach Diagnostycznych na podstawie art.35 ust. 2
USTAWY (tekst jednolity - Dz. U. z 2015 poz. 793 z pó¹n. zm.).
Kontrole w Medycznych Laboratoriach Diagnostycznych � HLA, w których uczestniczy-
ªam: Wojskowym Instytucie Medycznym w Warszawie (15.01.2016 r.), Instytucie He-
matologii i Transfuzjologii w Warszawie (14.09.2016 r.) , Instytucie CZD w Warszawie
(15.09.2016 r.), Uniwersyteckim Szpitalu Dzieci¦cym w Krakowie (12.01.2017 r.), Szpi-
talu Klinicznym Dzieci¡tka Jezus w Warszawie (17.01.2017 r.)

* Od roku 2016 � jestem upowa»nionym przedstawicielem Ministra Zdrowia wskazanym
przez Konsultanta Krajowego w dziedzinie Hematologii do przeprowadzania kontroli w
O±rodkach Dawców Szpiku na podstawie art.35 ust. 2 USTAWY (tekst jednolity - Dz.

36



Zaª¡cznik 2: Autoreferat Gra»yna Moszkowska

U. z 2015 poz. 793 z pó¹n. zm.)
Kontrole, w których uczestniczyªam: w ODS WIM w Warszawie (14.01.2016 r.), ODS
IHIT w Warszawie (24.02.2016 r.), w Fundacji DKMS Baza Dawców Komórek Macie-
rzystych Polska w Warszawie (04.05.2016 r.).

15 Inne osi¡gni¦cia

Uczestnictwo w konkursach Ministerstwa Zdrowia w zakresie Narodowego Programu Rozwo-
ju Medycyny Transplantacyjnej na lata 2011-2020 (i wcze±niejszych) i pozyskiwanie ±rodków
�nansowych na realizacj¦ zadania �Rozwój programu przeszczepiania w grupach biorców o
podwy»szonym ryzyku immunologicznym w celu poprawy wyników leczenia transplantacyjne-
go�.
Aktywno±¢ ta zaowocowaªa opracowaniem nowych standardów (w których Gda«ski O±rodek
Transplantacyjny odgrywa wa»n¡ rol¦) doboru do przeszczepu narz¡dów unaczynionych pa-
cjentów z grupy podwy»szonego ryzyka immunologicznego i wdro»eniem nowego systemu do-
boru w biorców w Ustawowych Rejestrach Transplantacyjnych Ministerstwa Zdrowia.

* opracowanie rozdziaªu �Ocena ryzyka immunologicznego u biorców nerek oparciu o do-
st¦pne w Rejestrach Ustawowych wyniki bada« obecno±ci alloprzeciwciaª� Zalecenia do-
tycz¡ce leczenia immunosupresyjnego po przeszczepieniu narz¡dów unaczynionych opra-
cowane przez: Polskie Towarzystwo Transplantacyjne pod redakcj¡ Magdaleny Durlik i
Krzysztofa Zieniewicza, Warszawa, grudzie« 2016

* opracowanie rozdziaªu �Ocena ryzyka immunologicznego u biorców nerek oparciu o do-
st¦pne w Rejestrach Ustawowych wyniki bada« obecno±ci alloprzeciwciaª� Zalecenia do-
tycz¡ce leczenia immunosupresyjnego po przeszczepieniu narz¡dów unaczynionych opra-
cowane przez: Polskie Towarzystwo Transplantacyjne pod redakcj¡ Magdaleny Durlik i
Piotra Przybyªowskiego, Warszawa, grudzie« 2018

Znacz¡cy udziaª w pracach nad nowym algorytmem bada« immunologicznych przy doborze
dawca-biorca do przeszczepu narz¡dów unaczynionych, ze szczególnym uwzgl¦dnieniem cho-
rych wysokozimmunizowanych.

Obecnie na poziomie MZ / Poltransplant tocz¡ si¦ prace wdro»eniowe: opracowanie no-
wego systemu informatycznego Ustawowych Rejestrów Transplantacyjnych (wspóªpraca z in-
formatykami z CSIOZ), konkursy ministerialne na sprz¦t dla Pracowni Zgodno±ci Tkankowej,
przewidywane konkursy na dodatkowe badania diagnostyczne, zgodnie z zaªo»eniami nowego
algorytmu, ze szczególnym uwzgl¦dnieniem rozszerzenia o dodatkowe loci typowania HLA,
oraz identy�kacji aloprzeciwciaª wi¡»¡cych dopeªniacz (Luminex C1q) oraz przeciwciaª klasy
IgM wykrywanych w te±cie CDC.

15.1 Osi¡gni¦cia organizacyjne

* Kierowanie Laboratorium Immunologii i Transplantologii Klinicznej Uniwersyteckiego
Centrum Medycyny Laboratoryjnej UCK w Gda«sku od roku 2008. Nadzór i systema-
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tyczne wprowadzanie nowych bada« diagnostycznych w Laboratorium Immunologii i
Transplantologii Klinicznej Uniwersyteckiego Centrum Medycyny Laboratoryjnej UCK
w Gda«sku z zakresu immunologii klinicznej: https://bit.ly/30AH83v

* Stworzenie od podstaw i rozwini¦cie od 1979 r. Pracowni Zgodno±ci Tkankowej w struk-
turze Zakªadu Immunopatologii AMG (pod kierownictwem prof. dr hab. med. Albiny
�óªtowskiej). PZT wª¡czona zostaªa do ±cisªej wspóªpracy z zespoªem Gda«skiego O±rod-
ka Transplantacyjnego � dobory dawca- biorca do przeszczepu narz¡dów unaczynionych
(nerki, trzustka, wyspy trzustkowe, serce, pªuca) oraz szpiku / komórek krwiotwórczych
krwi obwodowej. Pracownia Zgodno±ci Tkankowej, b¦d¡ca w strukturze Laboratorium
Immunologii i Transplantologii Klinicznej UCK w Gda«sku ,w sposób ci¡gªy udoskonala
metody badawcze zgodnie z wymogami Klinik Transplantacyjnych GUMed/UCK oraz
wytycznymi krajowymi i mi¦dzynarodowymi.
Uzyskanie Pozwolenia Ministra Zdrowia (MZ-PZ-TSZ-026-6281-7/SW/11)
dla Pracowni Zgodno±ci Tkankowej na testowanie próbek do bada« oraz te-
stowanie komórek, tkanek i narz¡dów, w rozumieniu art. 37 ust. 1 ustawy o
pobieraniu, przechowywaniu i przeszczepianiu komórek, tkanek i narz¡dów.

* Wspóªudziaª w utworzeniu i bie»¡cej pracy O±rodka Dawców Szpiku Uniwersyteckiego
Centrum Klinicznego (jestem zast¦pc¡ kierownika ds. organizacyjno-administracyjnych
ODS UCK). Dzi¦ki intensywnej pracy i zaanga»owaniu zespoªu LIiTK, we wspóªpracy z
koordynatorami transplantacji UCK, pozyskano w czasie akcji rekrutacyjnych ponad 20
000 potencjalnych dawców szpiku/kk do ODS UCK (stan na dzie« 31 grudnia 2019r),
w±ród których od 36 osób nast¡piªo pobranie materiaªu przeszczepowego dla chorych w
Polsce i na ±wiecie (m.in. USA, Kanada, Hiszpania, Wªochy, W¦gry, Finlandia, Niemcy,
Wielka Brytania) (informacja z dn.04.10.2021).
Uzyskanie Pozwolenia Ministra Zdrowia (MZ-PZ-TSZ-026-6276-12/SW/11)
dla ODS UCK na pozyskiwanie potencjalnych dawców allogenicznego szpiku
i komórek krwiotwórczych krwi obwodowej, w rozumieniu art. 16a ust. 1
ustawy o pobieraniu, przechowywaniu i przeszczepianiu komórek, tkanek i
narz¡dów.

* Uruchomienie w roku 2017 Pracowni Doboru Dawców Komórek Krwiotwórczych w struk-
turze Laboratorium Immunologii i Transplantologii Klinicznej UCK, ze wspóªprac¡ z
rejestrami ±wiatowymi nale»¡cymi do WMDA (World Marrow Donor Association). Jest
to jedna z zaledwie siedmiu tego typu pracowni w caªej Polsce.

* W latach 1999-2005 przedstawiciel grupy pracowników nieb¦d¡cych nauczycielami aka-
demickimi do Rady Wydziaªu Lekarskiego GUMed

* W latach 2000 � 2006 przewodnicz¡ca komisji w salach egzaminacyjnych przy egzami-
nach wst¦pnych kandydatów na studia WL AMG/GUMed

* Certy�kat Audytora Wewn¦trznego Akademii Medycznej w Gda«sku, Centrum Zarz¡-
dzania Technik¡ I Jako±ci¡ Uniwersytetu Loyola Marymount, Los Angeles USA, przy
Politechnice Gda«skiej w Gda«sku, 31.01.2006
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15.2 Otrzymane nagrody i wyró»nienia

Nagrody Rektora AMG/GUMed:

* 1981 � za �szczególnie znacz¡cy udziaª w realizacji programu transplantacji nerek w
Akademii Medycznej w Gda«sku.

* 1992 � za �osi¡gni¦cia w roku 1991�

* 2001 � Zespoªowa Nagroda Naukowa Drugiego Stopnia za zestaw publikacji po±wi¦co-
nych badaniom HLA w gru¹licy

* 2002 � Zespoªowa Nagroda Drugiego Stopnia za immunohistochemiczne badania pato-
genezy chorób nowotworowych

* 2005 � za aktywny udziaª i zaanga»owanie w rozwój przeszczepiania nerek w Gda«skim
O±rodku Transplantacyjnym

* 2008 - Nagroda Naukowa Zespoªowa II-go Stopnia za cykl publikacji dotycz¡cych prze-
szczepiania nerek

* 2008 - Nagroda Naukowa Zespoªowa II-go Stopnia za badania nad analiz¡ antygenów
HLA klasy II w sarkoidozie pªuc

* 2009 � Nagroda za Osi¡gni¦cia Organizacyjne za wkªad pracy wªasnej w propagowanie
i przeprowadzanie przeszczepów nerek w Uniwersyteckim Centrum Klinicznym

* 2011 - Nagroda Naukowa Zespoªowa II-go Stopnia za badania ukªadu odporno±ciowego
biorców nerki w wieku podeszªym

Inne nagrody:

* Zªoty Skalpel 2008 cykliczny konkurs organizowany przez redakcj¦ PULS MEDYCYNY
� nagroda zespoªowa za wdro»enie programu �Wyprzedzaj¡cy przeszczep nerki w trosce
o lepsz¡ jako±¢ »ycia�

* Tytuª �Zasªu»ony diagnosta laboratoryjny� nadany przez Krajow¡ Rad¦ Diagnostów
Laboratoryjnych � 2012 r.

* Dyplom Ministra Zdrowia z dn. 14.10.2016 r. za wkªad pracy i zaanga»owanie w proces
ksztaªcenia kadr medycznych w zwi¡zku z peªnieniem funkcji kierownika specjalizacji
Anny Dukat-Mazurek w dziedzinie laboratoryjnej immunologii medycznej i osi¡gni¦cie
przez ni¡ najlepszego wyniku egzaminacyjnego w 2015 r.

* Dyplom PTT dla zespoªu w skªadzie Hanna Zieli«ska, Gra»yna Moszkowska, Maciej
Zieli«ski, Joanna D¦bska-Zielkowska, Anna Dukat-Mazurek, Piotr Trzonkowski, Alicja
D¦bska-�lizie« za publikacj¦ �Ocena populacyjna lityczno±ci przeciwciaª anty-HLA C1q
u biorców zgªoszonych do przeszczepienia nerki w rejonie pomorskim� � Warszawa 15
pa¹dziernika 2021, XV Mi¦dzynarodowy Kongres Polskiego Towarzystwa Transplanta-
cyjnego
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16 Analiza bibliometryczna (05.10.2021)

Przed doktoratem: 7 prac, bez punktacji IF i MEiN, 5 streszcze« ze zjazdów krajowych
Po doktoracie: 57 prac, w tym 33 prace oryginalne, 2 prace kazuistyczne, 9 prac pogl¡do-
wych, 13 w monogra�ach i podr¦cznikach. Streszcze« zjazdowych 81, w tym 37 ze zjazdów
zagranicznych i 44 ze zjazdów krajowych

* Sumaryczna warto±¢ Impact Factor = 52,087

* Sumaryczna warto±¢ punktów MEiN = 706

* Liczba cytowa« wedªug: Web of Science = 231, bez autocytowa« = 209; Scopus = 303,
bez autocytowa«= 284

* Indeks Hirscha wedªug: Web of Science = 8, Scopus = 8

O±wiadczam, »e nie ubiegaªam si¦ dotychczas o nadanie stopnia doktora habilitowanego.
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