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Estudio de anticuerpos anti-HLA

Microlinfocitotoxicidad Fijadores de C’ 1gG (G3 > G1), IgM
ELISA Fijadores y NO IgG (G1, G2, G3, G4)
fijadores de C’
Luminex Fijadores y NO IgG (G1, G2, G3,G4) Clq
fijadores de C’
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Luminex: microesferas

Microesferas—=> tamaino 5,6um

Eritrocitos (5-7,5um)
Linfocitos (7-15um)
vy —

Monocitos 15-30um

Granulocitos 15-20um
Con un tamano exacto, s!pueden seleccionar / discriminar facilmente por CF
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Luminex: microesferas

Microesferas
- De poliestireno
- Tenidas con una mezcla de colorante rojo e infrarrojo
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Classification 1

Esta combinacion de colores permite su
identificacion cuando la microesfera es
interceptada por el laser rojo
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Luminex: microesferas

Soporte de Poliestireno que permite “incrustar”:

Sondas de ADN

Anticuerpos frente a...

Proteina / Antigeno
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Luminex: microesferas

Soporte de Poliestireno que permite “incrustar”:

Estudio de polimorfismos (Tipaje
Sondas de ADN HLA PCR-SSOP)

Interleucinas, quimiocinas, factores
solubles (multiplexing)

Proteina / Antigeno Anticuerpos

Anticuerpos frente a...
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Luminex: microesferas

Soporte de Poliestireno que permite “incrustar”:

Moléculas
Fluorescentes

Sondas de ADN Estudio de poILTx;fismos (Tipaj

Interleucinas, quimiocinas, factor
solubles,

Proteina / Antigeno Anticuerpos

Anticuerpos frente a...
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Classification 1

Fluorocromo se excita y emite una cantidad
de fluorescencia

Valor semicuantitativo

MFI: Intensidad media de fluorescencia
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Anticuerpos anti-HLA

Utilidad de la determinacion de anticuerpos anti-HLA en el trasplante

— Pacientes en lista de espera (alorreactividad del receptor)
— Alarma de trasplante: Crossmatch Virtual (estratificacion del riesgo)
— Monitorizacion del paciente trasplantado (respuesta humoral anti-donante)
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PRE LISTA ENTRADA EN LISTA MONITORIZACION POST TRAPSLANTE

NO

SENSIBILIZADO SEMESTRAL

Escrutinio
Ac HLA

en 2
sueros

SENSIBILIZADO TRIMESTRAL

t PC virtual

Propuesta HUMV PC (CDC + FCM)
Adaptado de Tait BD et al. Consensus guidelines on the testing and clinical management issues associated with HLA and non-
HLA antibodies in transplantation. Transplantation. 2013;95(1):19-47
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Anticuerpos anti-HLA

Utilidad de la determinacion de anticuerpos anti-HLA en el trasplante

— Pacientes en lista de espera (alorreactividad del receptor)
— Alarma de trasplante: Crossmatch Virtual (estratificacion del riesgo)
— Monitorizacion del paciente trasplantado (respuesta humoral anti-donante)
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Anticuerpos anti-HLA
Utilidad de los anticuerpo anti-HLA en el campo de trasplante

Pacientes en lista de espera

Posible encuentro previo con HLA

- Embarazos

- Retransplantados

- Enfermedad renal (varias transfusiones)

- Clasifica a los pacientes
-- Bajo riesgo (sin sensibilizacion previa = sin anticuerpos anti-HLA)
-- Alto riesgo (con sensibilizacion previa = con anti-HLA)
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Anticuerpos anti-HLA (CDC)

Utilidad de los anticuerpo anti-HLA en el campo de trasplante
-Panel Reactivo de Anticuerpos-

Panel reactivo de anticuerpos (PRA) = Estimacion de lo facil/dificil que lo va a tener
un candidato a trasplante para encontrar un donante
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Anticuerpos anti-HLA (Luminex)

Utilidad de los anticuerpo anti-HLA en el campo de trasplante
-Panel Reactivo de Anticuerpos Virtual-

https.//optn.transplant.hrsa.gov/resources/al
location-calculators/cpra-calculator/

Eurotransplant ; A
http://www.etrl.org/Virtual%20PRA/Default.aspx : PAT H I
0
6870 donantes europeos I 250 donantes
Austria :
Belgica :
Alemania : Canadian cPRA
H © I an d . : https://ctr2.transplantregistry.ca/otd-cpra-client/ctr2.jsp
1700 donantes
OPN |
0
0
0
0
0
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Resultados de anti-AHLA por Luminex
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m Eurotransplant Reference Laboratory Information

Virtual PRA Calculator

T Austria
~Belgium
Population ~Germany

' The Netherlands
OAILET

Example: A1,A2, B7

Antibodies/Specificities
A23, A24, B37

Calculate % PRA

Eurotransplant Reference Laboratory
m Virtual PRA Calculator

Information

Examples

| Clear ||

El suero de este paciente reaccionara con el
24,3 % de donantes

No reaccionara con el 75,6%

Valdecilla
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~Austria
“Belgium
Population ~Germany
~'The Netherlands
OAIET
Example: A1,A2, B7,
Antibodies/Specificities| o PLc: ALA
A23, A24, B37
Caleulate % PRA I 24,33% (973 out of 4000)
AZ A9 A24 B15 Be2 B18 BW6& CW3 CWe CWS DRS DR11 DRE DR13 DRS2 DQ1 DQE DQ3 DQ7
A3 A9 A24 B22 B56 B27 BW4 BWe CW1 CW2 DRE DR13 DR8 DR52 DQ3 DQ7 DQ4
AZ A9 A23 B7 B12 B44 BW4 BWB CW4 CW7 DR2 DR15 DRY DR53 DQ1 DQ6 DQ2
A2 A9 A24 B18 B40 BB0 BW6 CW3 CW10 CWT DR2 DR16 DQ1 DQ6
A2 A11 B13 B37 BW4 CWe DR6 DR13 DR7 DR52 DR53 DQ1 DQ2
A1 A9 A24 B35 BW6 CW4 DR5 DR11 DR6 DR13 DR52 DQ1 DQE DQ3 DQ7
A9 A24 A11 B5 B51 BY BW4 BW8B CW7 DR1 DR2 DR15 DQ1 DQS DQ6
Examples A8 A24 A11 B7 BW6 CW7 DR2 DR15 DR4 DR53 DQ1 DQ6 DQ3 DAS8

A2 A9 A23 B7 B21 B49 BW4 BW6 CW7 DR2 DR15 DR5 DR11 DR52 DQ1 DQ6& DQ3 DQ7
A9 A24 A19 A33 BT B14 BWE CW7 CWE DR1 DR2 DR15 DQ1 DQS5 DQB

A1 AQ A24 B7 B15 B63 BW4 BWE CW7 DR2 DR16 DR5 DR12 DR52 DQ1 DQ5 DQ3 DAY
A9 A24 A10 A26 B8 B12 B44 BW4 BW6B CW7 DRE DR13 DR52 DQ1 DQ6

A1 A9 A24 BB B13 BW4 BW6 CWe CW7 DR3 DR7 DR52 DR53 DQ2

A3 A9 A23 B7 B41 BWE CW7 DR3 DR& DR11 DR52 DQ2 DQ3 DQ7

A1 AQ A24 BB B35 BWE DR3 DRE DR14 DRS2 DQ1 DQ5 DQ2

Clear




La calculadora de PRAvV con el pool de donantes del PATHI tiene la misma capacidad

gue las calculadoras establecidas hasta la fecha

PRAV de 42 pacientes hipersensibilizados

TABLE 2 | Comparison of class |, class Il, and total calculated panel reactive of antibody (cPRA) with different calculators.

cPRA, median (IQR) PATHI United Network for Organ Sharing Eurotransplant CTR p Value
Class | 91 (38.2-99) 89 (37.2-09) 89.8 (38.3-98.6) 89.5 (35-99) 0.99
Class I 86.5 (b5.7-08) 82.5 (60.598.2) 092.4 (61.4-08.5) B9 (60.5-08) 0.80
Total 949 (94-100) 89 (95—100) a9 (94.6-99.9) a9 (94.7-100) 0.96

I0R, inferquartis range.
Kruska—-Walis tast was appiied.
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Anticuerpos anti-HLA
Utilidad de los anticuerpo anti-HLA en el campo de trasplante

Pacientes en lista de espera

Posible encuentro previo con HLA

- Embarazos

- Retransplantados

- Enfermedad renal (varias transfusiones)

- INMUNIDAD HETEROLOGA (Acs de reaccion cruzada HLA-microorganismos)

- Clasifica a los pacientes
-- Bajo riesgo (sin sensibilizacion previa = sin anticuerpos anti-HLA)
-- Alto riesgo (con sensibilizacion previa = con anti-HLA)
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Ausencia de reaccion cruzada entre anticuerpos virales y anti-HLA
La produccidon de Acs anti-HLA post-infecciosa es por activacion de células B memoria

AT mAb 2297
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Anticuerpos anti-HLA
Utilidad de los Acs anti-HLA en el campo de trasplante

Pacientes en lista de espera

Posible encuentro previo con HLA

- Embarazos

- Retransplantados

- Enfermedad renal (varias transfusiones)

- INMUNIDAD HETEROLOGA (Acs de reaccion cruzada HLA-microorganismos)

- Ac anti-HLA en pacientes en lista de espera sin eventos sensibilizantes???

- Clasifica a los pacientes
p
-- Bajo riesgo (sin sensibilizacion previa = sin anticuerpos anti-HLA)
Valdecilla — Alto riesgo (con sensibilizacion previa = con anti-HLA) @),_-_
it IDIVAL



Los anticuerpos POLIRREACTIVOS contribuyen a la reactividad anti-HLA detectada con
Luminex en pacientes en lista de espera
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La polirreactividad de los Ac anti-HLA se explica por
polirreactividad de la IgG frente a ceélulas apoptoticas

- Apoptoti{c Viable

Antibody binding

Gao B et al. Transplantation 2016

@\),:



Un medio inflamatorio (ej., rechazo crénico) en el contexto de un ALOtrasplante puede inducir la
produccion de AUTOanticuerpos

Non-CHR

A cd
ds DNA Insulin ANA
p=0.056 p=0.014 p=0.034
2 3 4 7 ~
‘ -
£ £, -
(=3 o sa4
3. § : 3 B 3 3 -
(=) at - ¥ . 5
o . s o L .i.E : . >
o - i ° ‘.'_ ° “' E'
Non CHR CHR Non CHR CHR Non CHR CHR
HEK 293 Cardiolipin Brain lipid extract
p=0.008 p<0.001 p=0.025
2 75 ' 06 - >
0.5 4
g .50 - = E 0. .
§‘ . 3 r § 0.3 1 <
= & = - - L B
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- - 0.0
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Valdecilla @”-‘-

]n“iEu;‘;igﬁ
S IDIVAI' Porcheray F et al, Transplantation 2010



La produccidon de autoanticuerpos en pacientes hipersensibilizados favorece el rechazo
humoral independiente de aloanticuerpos anti-HLA

Anti-perlecan y —AT1R
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V

Implicaciones de los Acs polirreactivos en la
Interpretacion de los resultados anti-HLA con Luminex

» Deteccion de Ac anti-HLA a pesar de no haber historia de episodios sensibilizantes.

» Desarrollo de NDSA después del trasplante.

» Diferencias de resultados entre métodos para detectar Ac anti-HLA (i.e., Luminex

positivo vs CDC negativo).

» Presencia de Ac polirreactivos con altas MFI en Luminex: especificidades prohibidas en

lista de espera.

» Resultados del trasplante renal a largo plazo: Ac anti-HLA (DSA) y anti-células

apoptoticas (polirreactivos) efecto deletéreo

aldecilla
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Anticuerpos anti-HLA

Utilidad de los anticuerpo anti-HLA en el campo de trasplante
-Prueba Cruzada virtual-

Prueba Cruzada Virtual
-Perfil de anticuerpos anti-HLA de los candidatos

-Tipaje del donante

Valdecilla
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Anticuerpos anti-HLA

Utilidad de los anticuerpo anti-HLA en el campo de trasplante
-Prueba Cruzada virtual-

Tipaje del Donante

de Trasplante Al,2

B7,13
DR1,4

OjO ahora también tipamos locus

DO...



Anticuerpos anti-HLA

Utilidad de los anticuerpos anti-HLA en el campo de trasplante
Al2 -Prueba Cruzada virtual-
’
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Anticuerpos anti-HLA

Utilidad de los anticuerpo anti-HLA en el campo de trasplante
Al,2 -Prueba Cruzada virtual-

B/,1

e | emneens | merns | e _ e . e
BOB0 [ o e e e e e e e e e e e S e S S m e e
SATZ [ [ | e R T
B R e B e | B e e I
I N e T e & et e T e e
3648 [ | WA R T
i R e B B B e e Tl e
o e B e 1 O e e e T e |
1824 [ 1 | I R T S |
R L e R S B B e e T e |
GO \/‘V ——————————————————————————————————————————————————————————— i N

3 45 E-_'u' 8 9 1I:I11121311-151_':'13193321221I]1'321-25352?2533]31323331-359?35151513#95]5152&3555‘5359&]5152551&5&55‘&3&9“]?1TET%T#TSEE#EEEB#SEETEEHTT WS i3 i 7s7ac0s

A B L e e - T R S R R R

B T T T T T B e Ty R e 12 BT 1 B ~p T BT T o e e T B A P b=t o bt o et PPy P P B P Lt e

Bw L L = e e mr i S o o p e p e S S mp e p i o mp  m p O S o i m p i p B S S S e pmp mp mp e mp i mpmp mp mp Ry e m p o o



Anticuerpos anti-HLA

Utilidad de los anticuerpo anti-HLA en el campo de trasplante
-Prueba Cruzada virtual-

Paciente Hipersensibilizado
B E 2B E Al & L E B L d4Summary | 142124 ~lld < b Bl Perez Garci
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Limitaciones de deteccion Ac anti-HLA mediante Lx

CUANTIFICACION

IgG vers Titer

Las MFI <10.000 (semicuantitativo)
se relacionan bien con los titulos o
diluciones (cuantitativo)

\
L] r_
Valdecilla @)
Instituto de
megecin [DIVAL Tampur AR, Wiebe C. Transplantation 2018



Limitaciones de deteccion Ac anti-HLA mediante Lx

COMPLEMENTO

Clq vers Titer

B Saturacion

C1q MFI

é,»\,\ @eo?%yq. USRS E® © R A
Titer
HLA-DRB1 locus

s
. T

et

C1q MFI

| |

A dilucion 1/32-1/64 hay buena
correlacion con C1g SAP en Lx y se
activa complemento

. \
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3 perfiles de riesgo en pacientes hipersensibilizados

Total beads

Instituto de
Investigacion IDIVAL
Sanitaria

(1746)
Negative [ }E\ﬁ » Positive
(47.7%) (52.3%)

I . 1 \\// I A 1]
Negative Positive DIL Negative Positive
797 36 330 583
(45.6%) (2.1%) \/ (18.9%) (33.4%)

R — — N — ——
Negative | | Positive Negative | | Positive Clq Negative | | Positive Negative | | Positive
791 &) 10 26 310 20 292 291
(45.3%) (0.3%) (0.6%) (1.5%) (17.8%) (1.1%) (16.7%) (16.7%)

Mo High Moderate | | Very high RISK Low High Moderate | | Very high
Valdecilla
Irure J et al. PLoS One 2017
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Limitaciones de deteccion Ac anti-HLA mediante Lx

DOS METODOS COMERCIALES: VARIABILIDAD INTRAINDIVIDUAL

[ (R
\

HLA denaturalizado y conformacional
Secundario policlonal

Valdecilla
s IDIVAL

Table 2. General Features of Luminex Platform Kits

Sample preparation
Amount of serum required
Amount of reagent required
Panel composition

Owverall incubation time
Wash steps

Hands on time

MNegative control serum
Positive control serum

Mo. of negative control beads
Mo. of positive control beads

LABScreen
Mixed (L5SM12)

Undiluted

20 L

5 L
12¢classland 7
class Il beads
from multiple
individuals

60 min

3 x 2 times
Up to 120 min
Yes

Mot applicable
]

]

LIFECODES LifeScreen
Deluxe (LMX)

Diluted 13

125 L

3L
Jdass|+5classi
beads with purified

glycoproteins

&0 min

3

Up to 90 min
Yes

Yes

3

1

LIFECODES!

W BEEmen

HLA conformacional
Secundario monoclonal



LabScreen detecta mas especificidades HLA-1y HLA-Il'y con
mayores MFI que Lifecodes

HLA Class-1 HLA Class-I|
Mature of Secondary Nature of Secondary
antibdody FcMonolgG lgHPolyFab Antibody FcMonolgG IgHPolyFab
— = — 1 — — T — — T —N — = 7| — — — | = — | = — | = — | = — | =
@S| |48 3|2 @ | SN a=—T1a |8 @ |9 TS a3 g9 q |2 g2
|18 |88 |8|4 g2 |g|8| |g|2 Types ofBeadsets | & | & 3|4 il il g |4 3 |
TypesofBeadsets | 518 5 |8 5|8 5 (8 518 5|8 ypesoiBeadsels | 5 1 g 5|9 3] o 5 | g 518
[ ] L] 4] ] [ ] 1] [ o | ol [ ] ol ] ol [ ol 4] ol ) ol ] o (]
THEHEHBEHEHEHBE B 2IE| |Z|E| [B|E| |E|E| |2|E| |B|E
35 3 (% 3% 3% 315 3% - 3 4 = = 3
HLA Loci A B Cw A B Cw HLA-I Loci DRE DOADOE DPA/DPE DRE DQADQOE DPA/DPE
Mumber of antigens 28 43 13 28 43 13 Number of antigens 3z 17 14 az 17 14
MGH-001 oo i]o0 i]0 oo 7] 0 oo MGH-001 4 | 0 FIG o]0 o]0 0] 0 0] 0
MGH-002 0|0 1|2 o1 0o 2| 2 oo MGH-002 4 | 0 0| 0 o | 0 2 |0 0| 0 0| 0
MGH-0DE oo oo 11 ol o 1] o 5|0 MGH-005 1| 2 0| 0 0|0 1| 2 0| 0 0| 0
MGH-007 24| 23 2 | 2 8 | 8 25 | 24 3|3 8 8 MGH-008 4 | o 2 | 2 2 | 0 1|0 0|0 0| 0
MGH-00& 6| 6 I oo 6| 6 11 ofo MGH-007 10 | & 8 | B 0|0 10 | 10 8 | 8 0 | o
MGH-010 0|0 3|3 0o 0o 43 oo MGH-008 5 | & 1z | 12 o | o 5 | 7 12 | 12 0| o
MGH-011 alo oo oo AE 2] o oo MGH-010 1|0 0| o o | o 1|0 0|0 0| o
MGH-014 o0 olo 0o oo 3|0 ofo MGH-011 11 [ 12 6 | & o | o 11 [ 12 E | & il o
MGH-015 101 oo o0 1] 1 [H] olo MGH-015 1] 1 0o | 1 1] 0 o [ 1 0|0 1|0
MGH-018 0|0 4 |1 4 0|0 olo0 4| 4 0|0 MGH-018 4 | 4 6 | 5 0| o 4 | a 4 [ 5 o | o
MGH-018 o0 oo 5| 4 oo oo 5|3 MGH-019 2 | 2 0| o o | o 1| 2 0|0 0| o
MGH019 0| 0 o0 1]0 0] 0 1] 0 LU MGH-023 2 |1 o | o 0o | o 2 |1 0| o ol o
MGH-020 0|0 o0 0|0 0l 0 |0 0l 0 MGH-024 FEI 1 0 o lo 3lo FEI 2|l o
MGH-024 0 0 o 0 2 ] 2 ] 5 0 11 0 MGH-025 2 2 o o o ) o ] o o o o
MGH-027 40 4] 3 o[o]| _~ 1 17 ~.|0]0o MGH0Z7 8 | 3 21 0 o | o 1|0 0| 0 0| o
Total alleles recognized ' 38 30 26 15 16 14 / 43 35 53 18 11 Total alloles o T 36 38 34 ) az a1 3z =1 2 0
p value NS NS ns 0.0313 0.0078 Jns N\

LSvsLG LS vsLG LSvs LG WE vsLC p value 0.0254 NS 0313 NS NS
L5-Mona SvsLC LSwsLC LSvsLC LSwelC LSwsLC
p 0.0005 LS -Mono LS -Poly

LS-Maono L5-Po 0.0098
p 0.0625 (NS) LS -Mono LS -Poly

OJO: Ac secundario o3
(LabScreen policlonal y Lifecodes monoclonal)
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LabScreen (azul) tiene antigenos HLA-I nativos y
desnaturalizados mientras que Lifecodes (rojo) no
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LabScreen detecta mas especificidades HLA-I mientras que
Lifecodes detecta mas especificidades HLA-II

Table 3. Class I and Class I Anti-HLA Antibody Test Comparisons of the 2

Vendors
Vendor +M+  +~ -+ A Mo. of Owerall Kc (95% Cl)
ANendor B Serum  Agreement,
Samples %
Evaluated
Class | 40 36 2 236 314 B8 0.61 (0.50-0.73)
Class I 31 10 27 24é 314 28 0.56 (0.43-0.69)

Valdecilla
s IDIVAL

-
Class |l overall

Class | overall

m Vendor A & Vendor B positive

2

50 100 150 200 250 300 350
N* serumsamples

| Vendor A & Vendor B negative

Vendor A positive/Vendor B negative B Vendor A negative/Vendor B positive

\
@)ﬁ:
Minucci PB et al. Exp Clin Transplant 2017



OTROS ASPECTOS TECNICOS DE LX DE
INTERES CLINICO
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Complemento y su interferencia en la deteccion de
anticuerpos anti-HLA con Lx

C1igrs
C3d

Antigen
Bead

HLA
Antigen

HLA
Antibody

PE-Conjugated
e ol
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MFI w/o EDTA

MFI w/o EDTA

Complemento y su interferencia en la deteccion de
anticuerpos anti-HLA con Lx

29,5%
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EDTA (0,1M, 1/10, 10 min):
CelgM

Alternativa: inactivacion por
calor (56°C, 20 minutos)
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P<0.0001
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Wang J, et al. HLA 2017
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Antigenos HLA en las “bolitas” de poliestireno

HLA nativo HLA desnaturalizado
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Antigenos HLA en las "bolitas” de poliestireno

Antigeno nativo Antigeno desnaturalizado

Epitopos Desnaturalizacion @

conformacionales | | > :
@ @ Epitopo lineal
@ Epitopo lineal @
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Los pacientes en lista de espera tienen especificidades frente a dnHLA
gue no se detectan con el screening

14000 4
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MFls

2000 -
500 +
400 4
300 4

200 4
100 -

' Screening SAB \
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Caso #2 (HLA Matchmaker)
 TlosA  llowsB  |lowsC _ |lowsDR __|lousdQ

Receptor *01,*02 *07,*49 *04,*13
Donante *01,*24 *07,%15:17 *07,- *08,*13 *04, *06

-Trasplante pulmonar
-Biopsia: Rechazo Agudo Celular A3 de la WF de la ISHLT

¢ Presencia de anti-HLA?



Tipaje Donante 15:17 (B63)

* Este alelo no esta representado en el panel Lx

267 BG5S Bwe -, -, B"14:02, -, - -

038 |58956 (28,75 237341437 (33781 [1.24

1
108,61 58, b 25,85 0,79 1 .- B*15:01, -, -,
208,92 68,866 10568 118 1 .-, B*15:02, - -
182,74 79,75 b7 88,61 1,15 |1 .-, B*15:03, -, -,
185.21 76,35 7 9448 121 1 .- B*15:10, -, -,
400268 5 60,25 3928,05 33,21 |8 .- B*13512, -, -
135,12 3 79,81 6493 1,02 1 .- B*1513, -, -,
1 .-, B*1316, -, -,
047 |166,69 |2868,75 (77,71 (1437|746 1,07 |1 272 B18& Bwe - - B el - - -
D48 |138,36 |28,75 5337 |1437|7061 |13 1 266 B27 Bwe -, -, B*2708, - - -
049 |1M267 |(28,75 53,74 |1437 (4455 |1,05 1 276 B35 Bwe -, -, B*35:01, -, -, -




B1S— B3

Except
B*15:03(B72),*15:03:01{B72)
B*15:03:04B72),* 1503038
B*15:09{BT70),*15: 10BT1)
BH15:10:01(BT1),*15:
BH15:10:03(BT1),*
B*15:18(BT1), *15
B*15:18:02(B71),*
B*15:18:04(BT1),*
B*15:18:06(BT1),*15:37(B70)|
B*15:46(B72), *15:51{B70)
B*15:68(B35), *15:80(B70)
B*15:93(BT71),*15:103(B70)
B*15:108(B71).*15:114(B70)
B*15:03:04(BT2),*15:03:05 (

B*1304
B*13:00:01:02
B*13:23
B*13:26N
B*15:29
B*15:33
B*15:36
B*15:38
B*15:38:01
B*135:38:02
B*13:40
B*13:42
B*15:43
B*15:44
B*15:47
B*15:47-01
B*15:47.02
B*15:49
B*13:30
B*13:32
B*13:33
B*135:34
B*15:35
B*15:56
B*15:57
B*15:60
B*13:61
B*13:62
B*13:63
B*15:64
B*15:65
B*] 5:66
B*15:67
B*15:69
B*15:72
B*135:74
B*135:75
B*135:T6
B*15:77
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B77

B*15:78
B*15:78:01
B*15:78:02
B*15:78:03
B*15: 79N
B*15:81
B*15:83
B*15:84
B*15:85
B*15:86
B*15:87
B*15:88
B*15:89
B*15:90
B*15:91
B*15:92
B*15:94N
B*15:95
B*15:97
B*15:98
B*15:949
B*15:101
BH15:104
B*15:105
B*15:106
B*15:109
B*15:110
BH1511IN
B*15:112
B*15:113
B*15:115
B*15:116
B*15:117
B*15:118
B*15:119
B*15:120
B*15:121
B*15:122

B*15:123
B*15:124
B*15:125
B*15:126
B*15:127

B*15:134

B*15:135

B*15:137
B*15:138
B*15:13%
BE15:140
B*15:141
B*15:142
B*15:143
B*15:144
B*15:145
B*15:146
B*15:147
B*15:148
BE*15:149N
B*15:150
B*15:151
B*15:152
B*15:153
B*15:154
B*15:155
B*15:156
B*15:157
B*15:158
B*15:15%
B*15:160

B*15:01:01:01,*15:01:01:03,*15:01:02,*15:01.03,*15:01:04

B, *15:01:06,*15:01:07,%15:01:08, *15:01:09 *15:01:10, *15:01:11
B*15:01:12, *15:01:13,415:01:14,%15:01:15,*15.01:16,415:01:17
B*15:01:18,%15,01:19,*15:01:20,%1 5:01:21,*1 5:01:22,*15:
24:02,%15:01:25, 1 5:01:26,*15:01:27
5:00:30,%15:01:31,%15:01:32 *15:01:33
<36,%15:01:37,%15:04,%15:04:01
15:05:02,%15:06,%15:07,%15:07:01
B*15:07:02,*15,07:03%15:15,%15:20,*15:24,%15:24:01,*1 5:24:02,
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B*15:27:03 #15:28,%15:30,*15:32,*15:32:01 *15:32:02

B15:34 415:35 *15:39 #1 5:39:01 *15:39:02 1545 *15:48
BA1S:58 415:70,415:71 #15:73 $15:82, %1 5:84
B*15:96,415:102,415:107

B*15:02,%15:02;01,*15:02:02,%1 5:02:03,*15:02:04,*1 5:02:05
B*15:02:06,*15:02:07,%1 5:02:08,*1 5:02:09,*1 5:08,*15:08:01

B*15:11:05,*
B*15:12,*15:14,*15:19

B*15:13,*15:15:01,*15:13:02

B*15:161  B*15:197 B*15:234 B*15:27IN B*13307
B*15:162  B*15:198 B*15:235 B*15:273 B*15:308
B*15:163  B*15:199 B*15:236 B*15:274 B*15:309
B*15:164  B*15:200  B*15:237 B*15:275
B*15:165  B*15:201  B*15:238 B*15:276
B*15:166  B*15:202  B*15:239 B*15:277
B*15:167  B*15:203  B*15:240 B*15:27%
B*15:168  B*15:204 B*15:241 B*15:279
B*15:169 B*15:205 B*15:242 B*15:280
B*15:170 B*15:206 B*15:243 B*15:281
B*15:171  B*15:207 B*15:244 B*15:282
B*15:172  B*15:208  B*15:245Q B*15:283
B*15:173  B*15:209N B*15:246N B*15:284
B*15:174  B*15:210  B*15:247 B*15:285
B*15:175  B*15:211  B*15:248 B*15:286
B*15:076  B*15:212  B*15:249% B*15:287
B*15:077  B*15:213  B*15:250 B*15:28%
B*15:178  B*15:214  B*15:251 B*15:289%
B*15:179  B*15:215  B*15:252 B*15:290
B*15:179:01 B*15:216  B*15:253 B*15:291
B*15:179:02 B*15:217  B*15:254 B*15:292
B*15:180  B*15:2180) B*15:255 B*15:293
B*1S:18IN B*15:219  B*15:256 B*15:294N
B*15:182N B*15:221  B*15:257 B*15:295
B*15:183  B*15:219  B*15:25BNB*15:29%
B*15:184 B*15:221 B*15:239 B*15:297
B*15:185  B*15:222 B*15:260 B*15:29%
B*15:186  B*15:223  B*15:26l B*15:29% B*15:334
B*15:187  B*15:234  B*15:262NB*15:300 B*15:335
B*15:188  B*15:225  B*15:263 B*15:301 B*15:336
B*15:189  B*15:226N B*15:264 B*15:302N
B*15:190N B*15:227  B*15:265 B*15:303
B*15:091  B*15:228  B*15:266 B*15304N  B*15339
B*15:092  B*15:229  B*15:267 B*15:305

B*15:193  B*15:230 B*15:268 B*15:305

B*15:194 B*15:231  B*15:269% B*15:305

B*15:195  B*15:232 B*15:270 B*15:305

BH15:0%  B*15:233  B*15:271 B*15:306
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B*15:03 B*15:03 BITNT TITTS TRESN BON 113H 1318 183LW
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CONCLUSIONES |

Luminex es el método establecido para el estudio de Ac anti-HLA.
Los resultados se determinan en MFI. Titulacion de utilidad con
MFI elevadas y en tratamientos desensibilizantes.

La interpretacion de los resultados puede afectarse en funcion de
polirreactividad o inhibicidon por complemento y/o IgM.

Dos métodos comerciales de Luminex con relativa buena

concordancia, pero no estandarizacion.
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CONCLUSIONES Il

« HLA matchmaker: utilidad para individualizar (¢, generalizacion?)

« Otras situaciones: mayor densidad de Ag HLA en las beads que
en celulas endoteliales (HLA-C, HLA-DQ, HLA-DP);

tratamientos desensibilizantes (IVIG, timoglobulina).
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El empleo de ELISPOT para detectar células B memoria en pacientes hipersensibilizados

Valdecilla

Instituto de
Investigacion
Sanitaria

IDIVAL

como complemento a los Ac anti-HLA

HLA class | ELISPOT HLA class Il ELISPOT
1. Coating [ 1) .‘ bd bd bd t‘ .‘ .‘ .‘ .:
YYYYYYYYYYYY YYY
2. Washing/blocking
. | | 00200200 ecOELOm0E
- Cell incubation bd bd bd bd bd bd bd bd bd bd

POPPOPOPOR] |yyyyyyyyyyyyyyy

5. Detection bhd bd bd bd B

PUPPPEPPPRSPE  yrryrwyrrrywy

4. Washing

6. Washing

7. Visualization ! b"(.‘ od &g ‘tE¢ oe l-)d‘td od a9 h -i
JUU U U U U U U E2242222222222

Legend

= Streptavidin \{- Antibody produced by activated B cell Y anti-human IgG coating mAb

Bd od

‘. Biotinylated HLA class | molecules ‘?ﬁo HRP labeled antihuman IgG mAb !l Biotinylated HLA class Il molecules

o Activated, Ab producing B cells c substrate ( Streptavidin ALP / substrate

Karahan GE et al, Transplantation 2015
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