-

AIBT XXX

“ammunogmetca | ONOFESSO
Nazionale

e Biologia del Traplanti

Napoli, 10/12 ottobre 2024

Confronto tra diversi metodi per lo studio degli anticorpi anti HLA presso
AOU - Careqgg|

M.L. Mattei 1, M. Betti !, S. Palchetti 1, S. lozzi !, A. Brogi 1, B. Boschi %, C. Ferrari 1, G. Marseglia 1,
T. Morgani 1, E. Baldini %, E. Pelo !
1 SODc Diagnostica Genetica-settore Immunogenetica, AOU Careggi, Firenze

Materiali e Metodi

Introduzione

Nello studio del pazienti candidati a trapianto d'organo solido In
fase pre- e post-trapianto e essenziale la corretta identificazione
delle specificita degli anticorpi anti HLA. In fase pre-trapianto la
presenza di Ab anti HLA aumenta la difficolta di individuare un
donatore compatibile, prolungando il tempo d'attesa in lista
trapianto, mentre in fase post-trapianto il monitoraggio € necessario
per la rivelazione tempestiva di anticorpi anti-HLA donatore-specifici
(DSA), responsabili dellaumentato rischio di rigetto anticorpo
mediato. Per tale ragione nel corso degli anni la comunita
scientifica si e posta il problema di armonizzare l'attivita dei vari
laboratori di validare nuove strumentazioni e metodiche nel
tentativo di migliorare la capacita interpretativa del singolo
laboratorio.

Lo scopo del presente studio e stato quello di confrontare i dati
ottenuti dall'utilizzo di due Kit commerciali per l'identificazione degli
anticorpi anti HLA, uno basato su single antigen chip array system
(BAG Diagnostics, HISTO SPOT® HLA AB), l'altro su Luminex
single antigen bead (Werfen, LIFECODES LSA Single Antigen).
Sono stati raccolti 6 sieri provenienti dai controlli di qualita del
Centro Nazionale Trapianti (CNT) e 52 sieri di pazienti reali
(pazienti iscritti in lista trapianto rene, cuore e polmone), ottenendo
un totale di 49 campioni di classe | e 42 campioni di classe II.

Risultatl

Dai dati ottenuti e stato possibile realizzare una tabella di
contingenza e calcolare sia la percentuale di concordanza (classe |
92.5%, classe Il 93%) che Il Kappa di Cohen (0.8%).
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Attraverso la regressione Passing Bablok e stato possibile
confrontare 1 valori di MFI (Mean Fluorescence Intensity) e di MCI
(Mean Color Intensity), ottenendo | seguenti risultati: classe | R=

0.74; R2= 0.55 e classe || R=0.88; R2=0.78.
Il passo successivo e stato quello di procedere alla realizzazione di

curve di reattivita per la classe | e per la classe Il diluendo a diverso
grado il controllo Pos di HISTO SPOT® e analizzando le diluizioni
ottenute con entrambi i Kit.

Il presente studio ha permesso di evidenziare una significativa
correlazione tra le diverse tecniche attraverso l'elaborazione della
tabella di regressione. Dalle tabelle di regressione Passing Bablok e
stato possibile rilevare la presenza di una buona correlazione tra |
valori di MFI e di MCI (classe | R= 0.74; R2= 0.55 e classe Il R=
0.88; R2= 0.78). | valori ottenuti dai grafici di reattivita hanno
evidenziato la possibilita di estrapolare un fattore di conversione tra
MCI e MFI, al fine di confrontare al meglio i diversi valori di intensita.
E’ necessaria I'analisi di ulteriori campioni per il raggiungimento dei
valori di saturazione e procedere poi al calcolo dell’'IC50.
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Conclusioni

In questo studio e stato effettuato un confronto tra la nuova tecnologia HISTO SPOT® HLA AB e la tecnologia Luminex LIFECODES LSA Single Antigen. Dal
confronto e emersa la possibilita di utilizzo di HISTO SPOT® HLA AB come strumento di confronto con la tecnologia Sigle Antigen Luminex, attualmente gold
standard per lo studio degli anticorpi anti HLA, anche se ulteriori studi sono necessari per incrementare la significativita dei dati ottenuti.
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Introduction Materials and Methods

In the study of solid organ transplant candidates in the pre- and post- The purpose of the present study was to compare data
transplant phase, correct Iidentification of anti-HLA antibody obtained from the use of two commercial kits for anti-HLA
specificities Is essential. In the pre-transplant phase, the presence of antibody identification, one based on single antigen chip
anti-HLA Ab increases the difficulty of identifying a compatible donor, array system (BAG Diagnostics, HISTO SPOT® HLA AB),
prolonging the waiting time in the transplant list, while in the post- the other on Luminex single antigen bead (Werfen,
transplant phase, monitoring is necessary for the timely detection of LIFECODES LSA Single Antigen). Six sera from National
donor-specific anti-HLA antibodies (DSA), which are responsible for Transplant Center (NTC) quality controls and 52 sera from
the increased risk of antibody-mediated rejection. For this reason, real patients (patients enrolled in kidney, heart and lung
over the years, the scientific community has posed the problem of transplant list) were collected, resulting in a total of 49
harmonizing the activities of various laboratories to validate new Class | and 42 Class Il samples.

Instrumentation and methods In an attempt to Iimprove the

Interpretative capacity of the individual laboratory.

From the data obtained, it was possible to make a contingency Florence data class I: Correlation normalized MCI / MFI
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table and calculate both the concordance percentage (Class | o r=0,74, R? = 0,5542
92.5%, Class Il 93%) and Cohen's Kappa (0.8%)
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Through Passing Bablok regression it was possible to compare the
values of MFI (Mean Fluorescence Intensity) and MCI (Mean Color
Intensity), obtaining the following results: class | R= 0.74; R2= 0.55 and 5000 MF]

class Il R=0.88; R2=0.78.

The next step was to carry out reactivity curves for class | and class Il el e oo

by diluting the Pos control of HISTO SPOT® to different degrees and W CE Mot
analyzing the dilutions obtained with both kits.
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The present study revealed a significant correlation between the

MCI/MFI (mean)

different techniques through the development of the regression table. s005- ’

From the Passing Bablok regression tables, it was possible to detect N R

the presence of a good correlation between the values of MFI and MCI TR R e nimeayiient.

(class | R=0.74; R2=0.55 and class Il R=0.88; R2= 0.78). The values e

obtained from the reactivity graphs showed that it was possible to - M <sphas e
extrapolate a conversion factor between MCI and MFI in order to better = g /}

compare the different intensity values. Analysis of additional samples is £ ; ;

needed to reach the saturation values and then proceed to calculate g ’ :

the IC50. e - ‘

Conclusion

In this study, a comparison was made between the new HISTO SPOT® HLA AB technology and Luminex LIFECODES LSA Single Antigen
technology. The comparison revealed the possibility of using HISTO SPOT® HLA AB as a comparison tool with Luminex Sigle Antigen
technology, currently the gold standard for studying HLA antibodies, although further studies are needed to increase the significance of the data
obtained.
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