Postepy Nauk Medycznych, t. XXVIIl, nr 6, 2015 DOI: 10.5604/08606196.1157907

©Borgis

*Monika Dzierzak-Mietta', Mirostaw Markiewicz', Monika Sankowska?, Agnieszka Karolczyk', Patrycja Zielinska',
Anna Koclega', Krzysztof Biatas', Stawomira Kyrcz-Krzemien'

Czy petne typowanie alleliczne HLA rodzenhstwa wykraczajace
poza zakres badania niezbedny dla segregacji haplotypéw
jest uzasadnione?**

High resolution typing of 10/10 HLA alleles in sibling donor/recipient pairs
— is it justified by revealing existing mismatches undetected in standard
matching?
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antygeny uktadu HLA, dobér dawcy, Wstep. Poszukiwanie dawcy do przeszczepienia allogenicznego komaérek krwiotwor-
badanlle doboru w zakresie HLA, czych (allo-HCT) wérdd rodzenstwa wymaga potwierdzenia zgodno$ci haplotypdw uktadu
rodzenstwo zgodnosci tkankowej HLA dawcy i biorcy. Badanie HLA rozpoczyna sie zazwyczaj od typi-

zacji niskiej rozdzielczosci antygenéw HLA-A, -B, -DR rodzenstwa i rodzicow, co moze byé
wystarczajgce dla wyboru zgodnego dawcy.

Cel pracy. Celem pracy byto przeprowadzenie uzupetniajgcego typowania alleliczne-
HLA antigens, donor selection, HLA go dla sprawdzenia wystepowania ukrytych niezgodnosci u tych par rodzenstwa, ktdrych
typing, siblings biorcy doswiadczyli klinicznie istotnej choroby przeszczep przeciw gospodarzowi (GVHD).

Materiat i metody. Badania HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ wysokiej rozdzielczo$ci wykonano
z przechowywanych probek DNA od 30 pacjentéw i ich rodzenstwa — dawcéw zakwalifi-
kowanych na podstawie badan niskiej rozdzielczo$ci. Wskazaniami do allo-HCT wykona-
nych w latach 2003-2012 byly nowotwory hematologiczne. U biorcéw doszio do wystapie-
nia ostrej GVHD stopnia llI-IV (5 chorych), rozlegtej przewlektej GVHD (16) badz tacznie
obydwu rodzajéw GVHD niezaleznie od stopnia (9).

Wyniki. Nie wykryto niezgodnosci allelicznych u zadnej z badanych par dawca-bior-
ca. Ostra GVHD stopnia lll-1V i rozlegta przewlekta GVHD byty obecne odpowiednio u 10
i 21 chorych, pomimo catkowitej zgodnosci 10/10 alleli HLA. U 13 chorych (43%) klinicznie
istotne GVHD doprowadzito do niepomysinego przebiegu po transplantacji zakonczone-
go zgonem, pozostatych 17 chorych zyje.

Whioski. Standardowe procedury stosowane w doborze dawcy sposéréd rodzenstwa
sg wystarczajace, mimo iz nie wykluczajg niezgodnoéci alleli HLA.
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Introduction. Although low resolution HLA-A, -B and -DR typing is usually sufficient
for segregation of haplotypes required for approval of sibling donor for allogeneic hemat-
opoietic cells transplantation (allo-HCT), it does not exclude undetected HLA mismatches.

Aim. The aim of this study was to perform high resolution typing of stored DNA samples
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rom those sibling pairs transplanted in the past, whose recipients experienced clinically
*Monika Dzierzak-Mietta significant GVHD.
Katedra i Klinika Hematologii Material and methods. High resolution HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ typing was performed
i Transplantacji Szpiku SUM in 30 patients and their sibling donors qualified according to low resolution HLA typing,
ul. Dabrowskiego 25, 40-032 Katowice who underwent allo-HCT for hematological malignancies in 2003-2012 and developed
tel. +48 (32) 256-28-58 either grade llI-IV acute GVHD (5 pts), extensive chronic GVHD (16 pts), or both of any
monajkail3@go2.pl degree (9 pts).

**Badanie zostato przeprowadzone w ramach umowy statutowej KNW-1-087/P/2/0 oraz umowy mtodego naukowca KNW-1-015/N/2/0.
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Results. No allelic mismatches were detected in any donor-recipient pair. Acute grade
Il-IV and/or extensive chronic GVHD were present in 10 and 21 pts, respectively, despite
the complete matching of 10/10 alleles HLA alleles. In 13 pts (43%) clinically significant
GVHD has led to fatal post-transplant course, remaining 17 pts are alive.

Conclusions. Standard procedures used for matching of sibling donor-recipient pairs
are sufficient, although they cannot exclude mismatched HLA alleles.

WSTEP

W wielu chorobach rozrostowych uktadu krwiotwor-
czego jedyna szansg na wyleczenie jest allogeniczne
przeszczepienie krwiotworczych komoérek macierzy-
stych (allo-HCT). W ramach procedury doboru daw-
cy w pierwszej kolejnosci przeprowadza sie badania
zgodnosci antygendw HLA potencjalnych dawcéw ro-
dzinnych chorego (rodzenstwo), a w razie ich braku lub
wykrytej niezgodnosci wszczyna sie procedure poszu-
kiwania dawcy niespokrewnionego. Zgodnos$¢ antyge-
now HLA | i Il klasy w przypadku dawcow rodzinnych
bada sie najczesciej metoda serologiczng (z uzyciem
surowic zawierajgcych swoiste przeciwciata dla anty-
gendw powierzchniowych) lub/i metodami biomoleku-
larnymi opartymi na badaniu DNA z uzyciem specyficz-
nych dla DNA primeréw (PCR-SSP) na poziomie niskiej
rozdzielczosci (ang. low resolution). Badanie uktadu
HLA rozpoczyna sie zazwyczaj od typizacji antygenow
HLA-A, -B i -DR u calego posiadanego rodzenstwa
i rodzicow. Poszukiwanie wsrdd rodzenstwa dawcy
komorek krwiotworczych do transplantacji wigze sie
jednoczesnie z koniecznoscig potwierdzenia odziedzi-
czenia po rodzicach tych samych haplotypéw ukfadu
zgodnosci tkankowej HLA (1). Zwiaszcza w przypadku
licznego rodzenstwa i dostepnosci rodzicow ten ogra-
niczony zakres badania moze okaza¢ sie wystarczajg-
cy do dokonania segregacji haplotypdéw HLA i wybo-
ru zgodnego dawcy. Jesli w powyzszych badaniach
uzyska sie zgodnos¢ wynikéw HLA biorcy i dawcy
i jednoczesnie dokona sie segregaciji haplotypow HLA,
potwierdzajac ich jednakowe odziedziczenie, wowczas
traktuje sie dawce rodzinnego jako zgodnego z biorcg
i akceptuje sie go do donacji komérek krwiotworczych.
W razie koniecznosci poszukiwania dawcy niespo-
krewnionego badania antygenow HLA biorcy i dawcy
wykonuje sie dokfadniejszg i bardziej swoistg metodg
PCR wysokiej rozdzielczosci (ang. high resolution) wy-
krywajaca allele kodujgce antygeny HLA. Sposob pre-
zentacji wynikéw przeprowadzonych badan HLA i ich
interpretacji okreslajg wytyczne ustalone przez Euro-
pejska Federacje Immunogenetyki (2). Im wyzsza jest
rozdzielczos¢ badania antygenow HLA, tym wieksze
sg szanse na dobor bardziej zgodnego dawcy, co prze-
ktada sie na poprawe wynikow leczenia alloprzeszcze-
pieniem komorek krwiotworczych i diuzsze przezycie
m.in. poprzez zmniejszenie ryzyka powikfan poprzesz-
czepowych (np. ostrej lub przewlektej choroby prze-
szczep przeciw gospodarzowi — GVHD) i lepszg jako$¢
zycia chorego (3). Chociaz uwaza sie, ze przeszcze-
pienia rodzinne sa bezpieczniejsze od przeszczepien
od dawcéw niespokrewnionych, to jednak w wielu

przypadkach mimo istniejacej zgodnosci dawcy i bior-
cy (zbadanej metodami serologicznymi lub opartymi
na analizie DNA na niskim poziomie rozdzielczosci)
obserwujemy u chorych po przeszczepieniu ciezkie
powiktania zwigzane z ostrg lub przewlekta chorobg
przeszczep przeciw gospodarzowi, ktére w przypad-
ku opornosci na leczenie znacznie pogarszajg jakos$é
zycia i w przypadku wysokiego stopnia zaawanso-
wania moga prowadzi¢ do zgonu. Niektérzy chorzy,
u ktérych w przebiegu rodzinnego przeszczepienia
obserwowano ciezkie powikfania w postaci opornej na
leczenie choroby GVHD nierzadko zakonczone zgo-
nem, w badaniu HLA metodg niskiej rozdzielczosci
wykazano petna zgodno$¢, natomiast w pojedynczych
przypadkach, w ktérych wykonano doktadniejsze ba-
danie HLA Il klasy metoda wysokiej rozdzielczosci, wy-
kazano niezgodnosci alleliczne mogace mie¢ bezpo-
$redni zwiazek z niepowodzeniem leczenia. W jednym
z badan klinicznych realizowanych w naszym o$rodku,
ktére dotyczyto oceny leczenia kondycjonujacego,
wsérod wymogow wiaczenia znalazto sie m.in. przepro-
wadzenie petnej typizacji allelicznej HLA dawcy i bior-
cy. Wsréd 15 wiaczonych par rodzenstwa, w 2 przy-
padkach (13%) pomimo wcze$niejszego zatwierdzenia
dawcy jako zgodnego na podstawie standardowego
badania antygenéw HLA, dodatkowo przeprowadzo-
ne typowanie alleliczne ujawnito pojedyncza niezgod-
no$¢ HLA. W jednym przypadku byta to pojedyncza
niezgodnos¢ alleliczna w antygenie HLA-C, a w dru-
gim réznice w pojedynczym allelu miedzy dawca
i biorcg przeszczepu wykazano w zakresie antyge-
nu HLA-DRB1. W obydwu przypadkach wskazaniem
do wykonania przeszczepienia byta ostra biataczka
szpikowa. Jeden z opisanych biorcéw przeszcze-
pu zmart z powodu powiktah poprzeszczepowych.
Mozna wysuna¢ hipoteze, ze wykonanie badan alleli
HLA metoda genetyczng na wysokim poziomie roz-
dzielczo$ci u dawcow i biorcéw rodzinnych zwiek-
szytoby szanse na wykrycie istniejacych niezgod-
nosci, a tym samym umozliwitoby dobér lepszego
dawcy, przez co mogtoby poprawi¢ jakos¢ zycia
chorych i wyniki leczenia alloprzeszczepieniem.

CEL PRACY

Celem niniejszego badania byto retrospektywne
zbadanie wystepowania niezgodnosci allelicznych
HLA poprzez przeprowadzenie typowania wysokiej
rozdzielczosci alleli HLA 1i Il klasy (HLA-A, -B, -C, -DR,
-DQ) z przechowywanych probek DNA od tych par
rodzenstwa, u ktoérych biorcy doswiadczyli klinicznie
istotnego GVHD.

375



Monika Dzierzak-Mietta i wsp.

MATERIAL | METODY

Badania HLA wysokiej rozdzielczosci wykonano
u 30 pacjentéw i ich rodzenstwa bedacego dawca-
mi. Dawcy byli uprzednio zakwalifikowani na pod-
stawie wynikéw typowania HLA metodami o niskiej
rozdzielczo$ci.

Materiat do badania stanowito DNA wyizolowa-
ne z krwi obwodowej, a nastepnie zamrozone. Ty-
pizacja 10 alleli kodujgcych antygeny uktadu zgod-
nosci tkankowej HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ metoda
biomolekularng na wysokim poziomie rozdzielczo-
$ci przeprowadzona zostata w laboratorium NZOZ
Medigen w Warszawie.

Wskazaniami do przeszczepienia allogeniczne-
go komorek krwiotwoérczych (allo-HCT) byty: ostra
biataczka szpikowa (13 chorych), ostra biataczka
limfoblastyczna (9 chorych), przewlekta biatacz-
ka limfocytowa (3 chorych), przewlekta biataczka
szpikowa (2 chorych), wtéknienie szpiku (2 cho-
rych) i chtoniak ztosliwy (1 chory). Przeszczepienia
zrealizowano w latach 2003-2012 w Katedrze i Kli-
nice Hematologii i Transplantacji Szpiku Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.

U biorcéw doszto do wystapienia ostrej choroby
przeszczep przeciw gospodarzowi (GVHD) stop-
nia llI-IV (5 chorych), rozlegtej postaci przewlektej
GVHD (16 chorych) badz tacznie obydwu rodza-
jow GVHD wymienionego (5 chorych) lub nizsze-
go (4 chorych) stopnia.

WYNIKI

Typowanie HLA wysokiej rozdzielczosci przepro-
wadzone u 30 par dawca-biorca biorgcych udziat
w badaniu nie wykryto rozbieznosci allelicznych.
Ostra GVHD stopnia lll-IV i rozlegta postaé przewle-
ktej GVHD byty obecne odpowiednio u 10 i 21 cho-
rych, pomimo catkowitej zgodnosci 10/10 alleli
HLA-A, -B, -C, -DRi -DQ. U 13 chorych (43%) klinicz-
nie istotne GVHD doprowadzito do niepomysinego
przebiegu po transplantacji zakonczonego zgonem,
pozostatych 17 chorych zyje.

DYSKUSJA

Poniewaz antygeny HLA nalezg do gtéwnych czyn-
nikéw, ktoére inicjujg zarébwno odpowiedz biorcy na
przeszczep, jak i reaktywno$¢ immunologiczna prze-
szczepionych komérek, maksymalng zgodnos$é w ich
zakresie pomiedzy dawcy i biorcg zalicza sie do naj-
istotniejszych czynnikéw wptywajacych na wyniki
allogenicznych przeszczepien komorek krwiotwor-
czych (1, 4). Biorac pod uwage, ze do najczestszych
przyczyn niepowodzen leczenia przeszczepowego
nalezg rozwoj powiktan infekcyjnych i GVHD (30-40%),
zminimalizowanie modyfikowalnych czynnikéw wpty-
wajacych na ich powstanie moze przyczynié¢ sie do
zwiekszenia szans powodzenia leczenia ta metoda (5).
Do takich dziatan naleza eradykacja wszelkich poten-
cjalnych ognisk infekcyjnych u biorcy i dobor jak naj-
lepszego dawcy, tj. zgodnego w zakresie HLA, wieku,
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pfci, statusu serologicznego przeciwciat anty-CMV, jak
i wyboru zrodta komérek krwiotwoérczych, ktére w przy-
padku krwi obwodowej niesie wieksze ryzyko rozwoju
GVHD (z uwagi na wysoki odsetek limofycytow T), ale
jednoczesnie stanowi materiat przeszczepowy daja-
cy najwiekszg szanse na uzyskanie wszczepu, dzieki
wiekszej liczbie komoérek CD34+ (3, 4).

Przed wykonaniem przeszczepienia zgodno$é ro-
dzinnych par oznaczano metodg serologiczng i/lub ge-
netyczna na poziomie niskiej rozdzielczosci (zgodnie
z przyjetymi kryteriami doboru w przeszczepieniach
rodzinnych). W czesci przypadkéw obserwowano ciez-
kie powiktania w postaci ostrej i/lub przewlektej choroby
GVHD znaczaco pogarszajgce jakos¢ zycia, niekiedy
zakonczone zgonem biorcy. Wysunieto hipoteze, ze
oznaczenie antygenéw HLA metoda genetyczng na po-
ziomie wysokiej rozdzielczosci u rodzinnych dawcéw
i biorcéw (podobnie jak standardowo jest to wykonywa-
ne w przypadku doboru dawcéw niespokrewnionych)
by¢ moze pozwolitoby na wykrycie istniejgcych nie-
zgodnosci allelicznych, a przez to zwiekszytoby szan-
se na lepszy dobor, co mogtoby implikowa¢ mniejszym
odsetkiem powiktan poprzeszczepowych i poprawié ja-
kos¢ zycia biorcéw.

Badania biomolekularne wysokiej rozdzielczosci
przechowywanych prébek DNA par rodzenstwa do-
branego na podstawie typowania niskiej rozdzielczo-
éci nie ujawnito jednak obecnos$ci niezgodnych alleli
HLA. Ciezka GVHD odpowiedzialna za niepomys$iny
przebieg potransplantacyjny moze wystgpi¢ pomimo
petnego dopasowania 10/10 alleli HLA-A, -B, -C, -DR,
-DQ, co tym samym oznacza, ze inne czynniki sg od-
powiedzialne za wystepowanie tego powiktania.

Wedtug dostepnych danych literaturowych do czyn-
nikbw wciaz badanych, genetycznie uwarunkowanych
i niezwigzanych z doborem antygenowym w HLA
miedzy dawca i biorcg, a mogacych wptywa¢ na wy-
niki allogenicznych przeszczepieh komoérek krwiotwor-
czych, zalicza sie polimorfizm genéw: NOD2/CARD15
oraz genodw, ktérych produktami ekspresji sg cytokiny:
TNF-alfa, IL-10, IL-6, IFN-gamma, IL-1 i TGF-beta (6).

Do znanych i ciggle badanych czynnikéw, ktére
w zaleznosci od polimorfizmu kodujgcych je gendw
mogg mie¢ rézng ekspresje u dawcy i biorcy, a przez to
wptywaé na wyniki alloprzeszczepien, naleza miedzy
innymi stabe antygeny zgodnosci tkankowej (7).

Staty postep badan immunogenetycznych i dyna-
miczny rozwaj transplantologii z pewnoscig przyczynia
sie do poznania nowych czynnikéw immunogenetycz-
nych wptywajacych na wyniki przeszczepien, co umoz-
liwi wypracowanie i podjecie wysitkbw zmierzajacych
do zapobiegania i leczenia powikfan, a tym samym do
poprawy odlegtych wynikéw transplantaciji.

WNIOSKI

Standardowe procedury stosowane w doborze
dawcy sposréd rodzenstwa sg wystarczajace i wia-
rygodne, chociaz nie mogg one zagwarantowaé
wykluczenia obecnosci niezgodnych alleli HLA.
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