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S t r e s z c z e n i e

Wstęp. Poszukiwanie dawcy do przeszczepienia allogenicznego komórek krwiotwór-
czych (allo-HCT) wśród rodzeństwa wymaga potwierdzenia zgodności haplotypów układu 
zgodności tkankowej HLA dawcy i biorcy. Badanie HLA rozpoczyna się zazwyczaj od typi-
zacji niskiej rozdzielczości antygenów HLA-A, -B, -DR rodzeństwa i rodziców, co może być 
wystarczające dla wyboru zgodnego dawcy.

Cel pracy. Celem pracy było przeprowadzenie uzupełniającego typowania alleliczne-
go dla sprawdzenia występowania ukrytych niezgodności u tych par rodzeństwa, których 
biorcy doświadczyli klinicznie istotnej choroby przeszczep przeciw gospodarzowi (GVHD).

Materiał i metody. Badania HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ wysokiej rozdzielczości wykonano 
z przechowywanych próbek DNA od 30 pacjentów i ich rodzeństwa – dawców zakwalifi-
kowanych na podstawie badań niskiej rozdzielczości. Wskazaniami do allo-HCT wykona-
nych w latach 2003-2012 były nowotwory hematologiczne. U biorców doszło do wystąpie-
nia ostrej GVHD stopnia III-IV (5 chorych), rozległej przewlekłej GVHD (16) bądź łącznie 
obydwu rodzajów GVHD niezależnie od stopnia (9).

Wyniki. Nie wykryto niezgodności allelicznych u żadnej z badanych par dawca-bior-
ca. Ostra GVHD stopnia III-IV i rozległa przewlekła GVHD były obecne odpowiednio u 10 
i 21 chorych, pomimo całkowitej zgodności 10/10 alleli HLA. U 13 chorych (43%) klinicznie 
istotne GVHD doprowadziło do niepomyślnego przebiegu po transplantacji zakończone-
go zgonem, pozostałych 17 chorych żyje.

Wnioski. Standardowe procedury stosowane w doborze dawcy spośród rodzeństwa 
są wystarczające, mimo iż nie wykluczają niezgodności alleli HLA.

S u m m a r y

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 
from those sibling pairs transplanted in the past, whose recipients experienced clinically 
significant GVHD.

Material and methods. High resolution HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ typing was performed 
in 30 patients and their sibling donors qualified according to low resolution HLA typing, 
who underwent allo-HCT for hematological malignancies in 2003-2012 and developed 
either grade III-IV acute GVHD (5 pts), extensive chronic GVHD (16 pts), or both of any 
degree (9 pts).
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WSTĘP
W wielu chorobach rozrostowych układu krwiotwór-

czego jedyną szansą na wyleczenie jest allogeniczne 
przeszczepienie krwiotwórczych komórek macierzy-
stych (allo-HCT). W ramach procedury doboru daw-
cy w pierwszej kolejności przeprowadza się badania 
zgodności antygenów HLA potencjalnych dawców ro-
dzinnych chorego (rodzeństwo), a w razie ich braku lub 
wykrytej niezgodności wszczyna się procedurę poszu-
kiwania dawcy niespokrewnionego. Zgodność antyge-
nów HLA I i II klasy w przypadku dawców rodzinnych 
bada się najczęściej metodą serologiczną (z użyciem 
surowic zawierających swoiste przeciwciała dla anty-
genów powierzchniowych) lub/i metodami biomoleku-
larnymi opartymi na badaniu DNA z użyciem specyficz-
nych dla DNA primerów (PCR-SSP) na poziomie niskiej 
rozdzielczości (ang. low resolution). Badanie układu 
HLA rozpoczyna się zazwyczaj od typizacji antygenów 
HLA-A, -B i -DR u całego posiadanego rodzeństwa 
i rodziców. Poszukiwanie wśród rodzeństwa dawcy 
komórek krwiotwórczych do transplantacji wiąże się 
jednocześnie z koniecznością potwierdzenia odziedzi-
czenia po rodzicach tych samych haplotypów układu 
zgodności tkankowej HLA (1). Zwłaszcza w przypadku 
licznego rodzeństwa i dostępności rodziców ten ogra-
niczony zakres badania może okazać się wystarczają-
cy do dokonania segregacji haplotypów HLA i wybo-
ru zgodnego dawcy. Jeśli w powyższych badaniach 
uzyska się zgodność wyników HLA biorcy i dawcy 
i jednocześnie dokona się segregacji haplotypów HLA, 
potwierdzając ich jednakowe odziedziczenie, wówczas 
traktuje się dawcę rodzinnego jako zgodnego z biorcą 
i akceptuje się go do donacji komórek krwiotwórczych. 
W razie konieczności poszukiwania dawcy niespo-
krewnionego badania antygenów HLA biorcy i dawcy 
wykonuje się dokładniejszą i bardziej swoistą metodą 
PCR wysokiej rozdzielczości (ang. high resolution) wy-
krywającą allele kodujące antygeny HLA. Sposób pre-
zentacji wyników przeprowadzonych badań HLA i ich 
interpretacji określają wytyczne ustalone przez Euro-
pejską Federację Immunogenetyki (2). Im wyższa jest 
rozdzielczość badania antygenów HLA, tym większe 
są szanse na dobór bardziej zgodnego dawcy, co prze-
kłada się na poprawę wyników leczenia alloprzeszcze-
pieniem komórek krwiotwórczych i dłuższe przeżycie 
m.in. poprzez zmniejszenie ryzyka powikłań poprzesz-
czepowych (np. ostrej lub przewlekłej choroby prze-
szczep przeciw gospodarzowi – GVHD) i lepszą jakość 
życia chorego (3). Chociaż uważa się, że przeszcze-
pienia rodzinne są bezpieczniejsze od przeszczepień 
od dawców niespokrewnionych, to jednak w wielu 

przypadkach mimo istniejącej zgodności dawcy i bior-
cy (zbadanej metodami serologicznymi lub opartymi 
na analizie DNA na niskim poziomie rozdzielczości) 
obserwujemy u chorych po przeszczepieniu ciężkie 
powikłania związane z ostrą lub przewlekłą chorobą 
przeszczep przeciw gospodarzowi, które w przypad-
ku oporności na leczenie znacznie pogarszają jakość 
życia i w przypadku wysokiego stopnia zaawanso-
wania mogą prowadzić do zgonu. Niektórzy chorzy, 
u których w przebiegu rodzinnego przeszczepienia 
obserwowano ciężkie powikłania w postaci opornej na 
leczenie choroby GVHD nierzadko zakończone zgo-
nem, w badaniu HLA metodą niskiej rozdzielczości 
wykazano pełną zgodność, natomiast w pojedynczych 
przypadkach, w których wykonano dokładniejsze ba-
danie HLA II klasy metodą wysokiej rozdzielczości, wy-
kazano niezgodności alleliczne mogące mieć bezpo-
średni związek z niepowodzeniem leczenia. W jednym 
z badań klinicznych realizowanych w naszym ośrodku, 
które dotyczyło oceny leczenia kondycjonującego, 
wśród wymogów włączenia znalazło się m.in. przepro-
wadzenie pełnej typizacji allelicznej HLA dawcy i bior-
cy. Wśród 15 włączonych par rodzeństwa, w 2 przy-
padkach (13%) pomimo wcześniejszego zatwierdzenia 
dawcy jako zgodnego na podstawie standardowego 
badania antygenów HLA, dodatkowo przeprowadzo-
ne typowanie alleliczne ujawniło pojedynczą niezgod-
ność HLA. W jednym przypadku była to pojedyncza 
niezgodność alleliczna w antygenie HLA-C, a w dru-
gim różnicę w pojedynczym allelu między dawcą 
i biorcą przeszczepu wykazano w zakresie antyge-
nu HLA-DRB1. W obydwu przypadkach wskazaniem 
do wykonania przeszczepienia była ostra białaczka 
szpikowa. Jeden z opisanych biorców przeszcze-
pu zmarł z powodu powikłań poprzeszczepowych. 
Można wysunąć hipotezę, że wykonanie badań alleli 
HLA metodą genetyczną na wysokim poziomie roz-
dzielczości u dawców i biorców rodzinnych zwięk-
szyłoby szansę na wykrycie istniejących niezgod-
ności, a tym samym umożliwiłoby dobór lepszego 
dawcy, przez co mogłoby poprawić jakość życia 
chorych i wyniki leczenia alloprzeszczepieniem.

CEL PRACY

Celem niniejszego badania było retrospektywne 
zbadanie występowania niezgodności allelicznych 
HLA poprzez przeprowadzenie typowania wysokiej 
rozdzielczości alleli HLA I i II klasy (HLA-A, -B, -C, -DR, 
-DQ) z przechowywanych próbek DNA od tych par 
rodzeństwa, u których biorcy doświadczyli klinicznie 
istotnego GVHD.

Results. No allelic mismatches were detected in any donor-recipient pair. Acute grade 
III-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.
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MATERIAŁ I METODY
Badania HLA wysokiej rozdzielczości wykonano 

u 30 pacjentów i ich rodzeństwa będącego dawca-
mi. Dawcy byli uprzednio zakwalifikowani na pod-
stawie wyników typowania HLA metodami o niskiej 
rozdzielczości.

Materiał do badania stanowiło DNA wyizolowa-
ne z krwi obwodowej, a następnie zamrożone. Ty-
pizacja 10 alleli kodujących antygeny układu zgod-
ności tkankowej HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ metodą 
biomolekularną na wysokim poziomie rozdzielczo-
ści przeprowadzona została w laboratorium NZOZ 
Medigen w Warszawie.

Wskazaniami do przeszczepienia allogeniczne-
go komórek krwiotwórczych (allo-HCT) były: ostra 
białaczka szpikowa (13 chorych), ostra białaczka 
limfoblastyczna (9 chorych), przewlekła białacz-
ka limfocytowa (3 chorych), przewlekła białaczka 
szpikowa (2 chorych), włóknienie szpiku (2 cho-
rych) i chłoniak złośliwy (1 chory). Przeszczepienia 
zrealizowano w latach 2003-2012 w Katedrze i Kli-
nice Hematologii i Transplantacji Szpiku Śląskiego 
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.

U biorców doszło do wystąpienia ostrej choroby 
przeszczep przeciw gospodarzowi (GVHD) stop-
nia III-IV (5 chorych), rozległej postaci przewlekłej 
GVHD (16 chorych) bądź łącznie obydwu rodza-
jów GVHD wymienionego (5 chorych) lub niższe-
go (4 chorych) stopnia.

WYNIKI
Typowanie HLA wysokiej rozdzielczości przepro-

wadzone u 30 par dawca-biorca biorących udział 
w badaniu nie wykryło rozbieżności allelicznych. 
Ostra GVHD stopnia III-IV i rozległa postać przewle-
kłej GVHD były obecne odpowiednio u 10 i 21 cho-
rych, pomimo całkowitej zgodności 10/10 alleli 
HLA-A, -B, -C, -DR i -DQ. U 13 chorych (43%) klinicz-
nie istotne GVHD doprowadziło do niepomyślnego 
przebiegu po transplantacji zakończonego zgonem, 
pozostałych 17 chorych żyje.

DYSKUSJA
Ponieważ antygeny HLA należą do głównych czyn-

ników, które inicjują zarówno odpowiedź biorcy na 
przeszczep, jak i reaktywność immunologiczną prze-
szczepionych komórek, maksymalną zgodność w ich 
zakresie pomiędzy dawcą i biorcą zalicza się do naj-
istotniejszych czynników wpływających na wyniki 
allogenicznych przeszczepień komórek krwiotwór-
czych (1, 4). Biorąc pod uwagę, że do najczęstszych 
przyczyn niepowodzeń leczenia przeszczepowego 
należą rozwój powikłań infekcyjnych i GVHD (30-40%), 
zminimalizowanie modyfikowalnych czynników wpły-
wających na ich powstanie może przyczynić się do 
zwiększenia szans powodzenia leczenia tą metodą (5). 
Do takich działań należą eradykacja wszelkich poten-
cjalnych ognisk infekcyjnych u biorcy i dobór jak naj-
lepszego dawcy, tj. zgodnego w zakresie HLA, wieku, 

płci, statusu serologicznego przeciwciał anty-CMV, jak 
i wyboru źródła komórek krwiotwórczych, które w przy-
padku krwi obwodowej niesie większe ryzyko rozwoju 
GVHD (z uwagi na wysoki odsetek limofycytów T), ale 
jednocześnie stanowi materiał przeszczepowy dają-
cy największą szansę na uzyskanie wszczepu, dzięki 
większej liczbie komórek CD34+ (3, 4).

Przed wykonaniem przeszczepienia zgodność ro-
dzinnych par oznaczano metodą serologiczną i/lub ge-
netyczną na poziomie niskiej rozdzielczości (zgodnie 
z przyjętymi kryteriami doboru w przeszczepieniach 
rodzinnych). W części przypadków obserwowano cięż-
kie powikłania w postaci ostrej i/lub przewlekłej choroby 
GVHD znacząco pogarszające jakość życia, niekiedy 
zakończone zgonem biorcy. Wysunięto hipotezę, że 
oznaczenie antygenów HLA metodą genetyczną na po-
ziomie wysokiej rozdzielczości u rodzinnych dawców 
i biorców (podobnie jak standardowo jest to wykonywa-
ne w przypadku doboru dawców niespokrewnionych) 
być może pozwoliłoby na wykrycie istniejących nie-
zgodności allelicznych, a przez to zwiększyłoby szan-
se na lepszy dobór, co mogłoby implikować mniejszym 
odsetkiem powikłań poprzeszczepowych i poprawić ja-
kość życia biorców.

Badania biomolekularne wysokiej rozdzielczości 
przechowywanych próbek DNA par rodzeństwa do-
branego na podstawie typowania niskiej rozdzielczo-
ści nie ujawniło jednak obecności niezgodnych alleli 
HLA. Ciężka GVHD odpowiedzialna za niepomyślny 
przebieg potransplantacyjny może wystąpić pomimo 
pełnego dopasowania 10/10 alleli HLA-A, -B, -C, -DR, 
-DQ, co tym samym oznacza, że inne czynniki są od-
powiedzialne za występowanie tego powikłania.

Według dostępnych danych literaturowych do czyn-
ników wciąż badanych, genetycznie uwarunkowanych 
i niezwiązanych z doborem antygenowym w HLA 
między dawcą i biorcą, a mogących wpływać na wy-
niki allogenicznych przeszczepień komórek krwiotwór-
czych, zalicza się polimorfizm genów: NOD2/CARD15 
oraz genów, których produktami ekspresji są cytokiny: 
TNF-alfa, IL-10, IL-6, IFN-gamma, IL-1 i TGF-beta (6).

Do znanych i ciągle badanych czynników, które 
w zależności od polimorfizmu kodujących je genów 
mogą mieć różną ekspresję u dawcy i biorcy, a przez to 
wpływać na wyniki alloprzeszczepień, należą między 
innymi słabe antygeny zgodności tkankowej (7).

Stały postęp badań immunogenetycznych i dyna-
miczny rozwój transplantologii z pewnością przyczynią 
się do poznania nowych czynników immunogenetycz-
nych wpływających na wyniki przeszczepień, co umoż-
liwi wypracowanie i podjęcie wysiłków zmierzających 
do zapobiegania i leczenia powikłań, a tym samym do 
poprawy odległych wyników transplantacji.

WNIOSKI

Standardowe procedury stosowane w doborze 
dawcy spośród rodzeństwa są wystarczające i wia-
rygodne, chociaż nie mogą one zagwarantować 
wykluczenia obecności niezgodnych alleli HLA.
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