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SELOWO WSTEPNE

»,Badania diagnostyczne w transplantologii i diagnostyce” to zbiér opracowan
dotyczacych rutynowej dziatalnosci laboratoriéw diagnostycznych, wspétpracu-
jacych z os§rodkami medycznymi i transplantacyjnymi. Znalazly sie w nim réw-
niez doniesienia Autoréw postugujacych sie na co dzier technikami biologii mo-
lekularnej w trakcie realizacji prac badawczych.

Pierwszym z poruszanych zagadniert jest problem optymalnego doboru
dawcy i biorcy alogenicznego przeszczepienia komoérek krwiotwérczych. Dobér
ten jest rutynowo prowadzony w oparciu o potwierdzenie genetycznej zgodno-
$ci miedzy dawcg i biorcg przeszczepienia w zakresie klasycznych loci HLA klasy
I (A, B, C) i klasy II (DRB1 i DQB1). W czterech pierwszych rozdziatach mono-
grafii przedstawiono techniki molekularne wykorzystywane do genotypowania
HLA, okreslono zasady doboru dawcy rodzinnego i poszukiwania dawcy niepo-
skrewnionego oraz oméwiono udzial rejestréw honorowych dawcéw i bankéw
krwi pepowinowej. Przedyskutowano réwniez wyniki, ktére wskazuja na poten-
cjalne znaczenie typowania nieklasycznych loci HLA (np. HLA-E, HLA-G czy MI-
CA/B) dla powodzenia alogenicznego przeszczepienia komorek krwiotwdrczych,
oraz przedstawiono wstepne dane dotyczace monitorowania przeciwcial anty-
HLA u biorcy przeszczepu.

Nastepnym poruszanym zagadnieniem jest dobér dawcy narzadu unaczynio-
nego. Opiera sie on na wynikach typowania HLA loci A, B, DR oraz wynikach
préby krzyzowej. W rozdzialach od piatego do siddmego omdéwiono rutynowaq
procedure doboru dawcy i biorcy oraz przedstawiono trudnosci w znalezieniu
odpowiedniego dawcy dla pacjentéw z grupy podwyzszonego ryzyka immunolo-
gicznego.

Poruszone zostaly aspekty zwigzane ze znaczeniem obecnoS$ci przeciwciat
anty-HLA u biorcy, z koniecznos$cig okreSlania ich swoistosci oraz monitorowa-
nia obecnoS$ci przeciwciat anty-HLA swoistych dla dawcy po transplantacji. W tej
czesci przedstawiono réwniez analize poréwnawcza wynikéw typowania HLA
w grupie potencjalnych biorcéw nerek i w populacji os6b zdrowych.

Dwa nastepne rozdziaty niniejszego zbioru dotycza wykorzystania cytometrii
przepltywowej do wykonania préby krzyzowej oraz analizy wewnatrzkomoérkowej
produkcji cytokin.

Kolejne trzy rozdziaty, od dziesigtego do dwunastego, poSwiecono analizie
zwigzkéw liczby episomalnych czgsteczek DNA powstajgcych podczas rearan-
zacji receptoréw antygenowych limfocytéw T (ang. T cell receptor excision cyc-
les, TREC) oraz specyficzno$ci prezentujacych antygen czasteczek HLA z choro-
bami. Pomiar liczby TREC stanowi pomocne narzedzie diagnostyczne w ocenie



Stowo wstepne

zaburzonego procesu limfopoezy w wielu sytuacjach klinicznych, jak np. u pa-
cjentéw z wrodzonymi lub nabytymi niedoborami odpornos$ci podczas terapii,
pacjentéw po alogenicznym przeszczepieniu komérek krwiotwoérczych oraz pa-
cjentéw z chorobami autoimmunologicznymi. Z kolei typowanie HLA moze by¢
pomocne w prognozowaniu predyspozycji genetycznej do wystapienia pewnych
choréb, dynamiki postepu choroby, jak réwniez w zdefiniowaniu klinicznych ty-
péw choroby. W pracy asocjacje HLA z chorobami przedstawiono na przykltadzie
zwigzkoéw z wybranymi chorobami o podtozu autoimmunizacyjnym, zapalnym
iinfekcyjnym oraz chorobami rozrostowymi uktadu krwiotwoérczego.

Z rozdzialem dwunastym koniczy sie czeSci monografii podkreslajaca role ty-
powania tkankowego oraz istotne znaczenie metod stuzacych do typowania HLA
w klinice cztowieka. W pieciu kolejnych rozdziatach, od trzynastego do siedem-
nastego, przedstawiono techniki biologii molekularnej wykorzystane w bada-
niach zmian budowy materialu genetycznego - poczawszy od liczby i struktury
chromosoméw oraz dlugosci telomeréw, a skoriczywszy na mutacjach wewnatrz-
genowych i zmianach pojedynczych nukleotydach w sekwencji DNA. Techniki te
znajdujg szerokie zastosowanie w diagnostyce hematologicznej. Opisano bada-
nia aberracji zwigzanych z przemieszczaniem duzych fragmentéw DNA i muta-
cji wewnatrzgenowych, prowadzacych do transformacji nowotworowych. Dzieki
nim mozna réwniez analizowa¢ zmienng dtugo$¢ telomeréw i aktywno$¢ telo-
merazy w kontekscie obserwowanych mutacji i wplywu na rozwéj choréb rozro-
stowych. Wyniki tego typu badan pozwalaja zrozumie¢ mechanizmy przedwcze-
snego starzenia komérkowego, osiggania stanu spoczynkowego komérki, apop-
tozy oraz procesu nowotworzenia. Metody biologii molekularnej wykorzysty-
wane sa réwniez do monitorowania przebiegu potransplantacyjnego i postepow
leczenia, w tym do oceny wlasciwej odnowy hematologicznej i Sledzenia cho-
roby resztkowej (markery molekularne, poprzeszczepowy chimeryzm). Dostar-
czaja tez narzedzi badawczych, ukierunkowanych na diagnostyke potransplan-
tacyjnych czynnikéw prognostycznych.

Istotnym zagadnieniem poruszonym w opracowaniu jest diagnostyka labora-
toryjna niepozgdanych immunologicznych reakcji zwigzanych z przetoczeniem
krwi lub jej sktadnikéw. Poswiecono mu rozdzial osiemnasty.

Ostatnie dwa rozdzialy niniejszego zbioru podkre$laja znaczenie udziatu pra-
cowni diagnostycznych i immunogenetycznych w warsztatach kontroli jakos$ci
stosowanych technik laboratoryjnych.

Przedstawione prace podkre$laja udziat pracowni diagnostycznych, typowa-
nia tkankowego i laboratori6w immunogenetycznych w prawidtowym zdiagno-
zowaniu, przygotowaniu pacjenta do transplantacji, doborze odpowiedniego
dawcy, monitorowaniu postepéw leczenia i przebiegu potransplantacyjnego.
Wspdlny wysitek pracownikéw tych instytucji, jak réwniez placéwek klinicz-
nych i o§rodkéw przeszczepowych, przyczynia sie do rozwoju transplantologii
i diagnostyki oraz ma znaczacy wptyw na wdrazanie innowacyjnych technolo-
gii w tych dziedzinach. Wprowadzanie za§ nowego panelu diagnostycznego we
wskazanych sytuacjach klinicznych pozwala rozszerzy¢ badania o nowe czynniki
rokownicze i lepiej zadbaé o dobro pacjenta.
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Niniejszy zbiér opracowan nie powstatby bez zaangazowania i zyczliwosci
wszystkich Autoréw. Dlatego chciatabym serdecznie za to podziekowaé, zyczac
wszystkim Autorom dalszych sukceséw i satysfakcji z wykonywanej pracy.

dr hab. Katarzyna Bogunia-Kubik, prof. nadzw.
Wroctaw, listopad 2012






RozbpziaAL

WYKORZYSTANIE GENOTYPOWANIA HLA
W PROCEDURACH DOBORU DAWCOW
KRWIOTWORCZYCH KOMOREK
MACIERZYSTYCH

Jacek Nowak

Zaktad Immunogenetyki Instytut Hematologii i Transfuzjologii, Warszawa

Streszczenie

Niezgodno$¢ aminokwaséw w czasteczkach HLA pomiedzy dawca i biorca
przeszczepu krwiotwoérczych komérek macierzystych (KKM) sprzyja wystepowaniu
groznych powiktant immunologicznych i infekcyjnych oraz pogarsza przezycie bior-
cow. W pracy przestawiono zasady zastosowania odpowiednich metod badania
HLA w procesie doboru dawcy KKM. Podczas wstepnych i potwierdzajacych badan
chorych posiadajacych wskazania do transplantacji KKM i cztonkéw ich rodzin oraz
wstepnych badan rekrutowanych niespokrewnionych dawcéw wymagane sg przy-
najmniej badania HLA-A, B i DRB1 o niskiej rozdzielczo$ci. Podczas selekcji niespo-
krewnionych dawcéw KKM zachodzi czesto konieczno$¢ wykonania badari dodat-
kowych loci lub badan A, B, DRB1 o wysokiej rozdzielczo$ci, co jest czasochtonne.
W procesie doboru preferowani sg zatem niespokrewnieni dawcy o poziomie wyty-
powania wyzszym od wymagan minimalnych. Ostateczne genotypowanie potwier-
dzajace pary dawca-biorca musi by¢ wykonane na odpowiednio wysokim poziomie
rozdzielczo$ci, pozwalajacym na wykluczenie lub identyfikacje niezgodnoSci alle-
licznych w zakresie HLA-A, B, C, DRB1 i DQB1. Pomimo stosowania nowoczesnych
technik biologii molekularnej otrzymanie niejednoznacznych wynikéw badarn HLA
jest czesto nie do unikniecia. W pracy przedstawiono réwniez przestanki interpreta-
cji oraz zasady walidacji niejednoznacznych wynikéw genotypowania HLA w aspek-
cie wyniku transplantacji. Racjonalne zastosowanie dostepnych metod genotypo-
wania HLA o odpowiedniej rozdzielczo$ci oraz prawidlowa interpretacja wynikéw
sg warunkiem doboru optymalnego dawcy KKM oraz zmniejszenia czestoSci wyste-
powania groznych powiktart immunologicznych i infekcyjnych.

Stowa kluczowe: genotypowanie HLA, rozdzielczo$¢ metod badania HLA, niejedno-
znaczne wyniki badait HLA, immunogenetyczny dobér dawcy szpiku,
alogeniczna transplantacja krwiotwoérczych komérek macierzystych



1. Wykorzystanie genotypowania HLA w procedurach doboru ...
1.1. Wstep

Immunogenetyczna zgodno$¢ dawcy z biorca przeszczepu krwiotwoérczych
komoérek macierzystych (KKM) jest warunkowana sekwencja aminokwaséw
w czasteczkach HLA majacg swe odzwierciedlenie w genotypach dawcy i biorcy,
badanych na poziomie DNA. Niezgodno$¢ HLA lub sekwencji aminokwaséw
w obrebie peptydéw prezentowanych w kontekscie czasteczek HLA sprzyja wy-
stepowaniu groZnych powiklart immunologicznych i infekcyjnych po transplan-
tacji KKM i pogarsza przezycie biorcow. Zastosowanie nowoczesnych tech-
nik biologii molekularnej do typowania HLA biorcéw i dawcéw wplyneto na
znaczng poprawe wynikéw alogenicznych transplantacji KKM [1]. Nadal jed-
nak nie zawsze mozliwe jest uzyskanie jednoznacznych wynikéw genotypowa-
nia w zwigzku z wysokim stopniem zlozonos$ci uktadu HLA. Przyczynia sie do
tego zar6wno niezwykla poligenicznos¢, jak i wysoki stopiefi polimorfizmu wielu
genetycznych loci HLA [2]. Obserwowana jednocze$nie wysoka homologia se-
kwencji wielu alleli [3] i wspéldominujace kodowanie genéw HLA w uktadzie di-
ploidalnym sprzyjaja otrzymywaniu niejednoznacznych wynikéw genotypowa-
nia i utrudniajg wiarygodne dobranie w pelni zgodnego dawcy KKM. W pracy
przedstawiono zasady prawidtowego zastosowania odpowiednio dobranych me-
tod badan HLA i interpretacji otrzymanych wynikéw w procesie doboru aloge-
nicznego dawcy KKM.

1.2. Metody typowania HLA i prezentacji wynikéw

W doborze pary dawca-biorca KKM stosowane sg rézne metody typowania
HLA oparte najczesciej na badaniu DNA [4]. Metoda hybrydyzacji ze swoistymi
sondami oligonukleotydowymi (ang. sequence-specific oligonucleotide probe-
hybridization, SSOP) polega na amplifikacji jednego lub kilku dtugich fragmen-
téw genu HLA odpowiadajgcych eksonom i sondowaniu ich poprzez odwrotna
hybrydyzacje z szeregiem krotkich sond genetycznych o znanych sekwencjach
[5]. Sondy oligonukleotydowe optaszczone sg na mikrokulkach polistyrenowych
(Luminex), mikromacierzach (Histo SPOT, BAG Health Care) lub paskach nitroce-
lulozowych (Innogenetics). Rozdzielczo$¢ metod zalezy od liczby rozréznialnych
no$nikéw (mikrokulek, spotéw lub prazkéw) w tescie oraz od r6znorodnosci sond
oligonukleotydowych immobilizowanych na rozréznialnych nosnikach. Metoda
SSOP bada sie odrebnie kazde locus i najczeSciej mozna w ten sposéb osiagnac
niska rozdzielczo$¢ badania HLA ograniczong do ,rodziny alleli’. Czynione sg
wysitki nad podwyzszeniem rozdzielczo$ci testéw poprzez zwiekszenie pojemno-
$ci no$nikéw sond, lub zastosowanie haplotypowo swoistych sond (tzw. specialty
probes) mogacych rozstrzygna¢ niektére niejednoznacznosci cis/trans.

Metoda amplifikacji ze swoistymi primerami (ang. sequence-specific primers,
SSP) obejmuje wykonanie wielu amplifikacji krétkich fragmentéw genu HLA przy
uzyciu szeregu par primeréw o znanych sekwencjach [6]. Amplifikacja przepro-
wadzana jest w wielu oddzielnych mieszaninach reakcyjnych, a wykrywanie pro-
duktéw amplifikacji zachodzi w elektroforezie na zelu agarozowym. Zestaw pri-
meréw w testach SSP obejmuje kilkanascie lub wiecej fragmentéw jednego lo-
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cus HLA, co pozwala na okre$lenie alleli na poziomie niskiej rozdzielczo$ci. Me-
toda SSP moze by¢ wzbogacona o drugi, doktadniejszy stopien. Wykorzystuje sie
woweczas kilkanascie lub kilkadziesiat par primeréw skierowanych do fragmen-
téw jednej rodziny alleli, co moze znacznie zawezi¢ wynik do jednego lub kilku
alleli tej samej rodziny. Méwimy wéwczas o wyniku na poziomie, odpowied-
nio, wysokiej lub posredniej rozdzielczo$ci. Rzadziej obecnie stosowana metoda
jest elektroforetyczna analiza konformacji po hybrydyzacji z referencyjna nicia
DNA (ang. reference strand-mediated conformation analysis, RSCA) [7]. Pomiar
opiera sie na r6znicy ruchliwos$ci fragmentéw DNA w elektroforezie kapilarnej
na zelu poliakrylamidowym. Wada tej metody jest zalezno$¢ wyniku od szybko-
$ci migracji w elektroforezie, ktéra moze by¢ podobna dla r6znigcych sie alleli,
a dla nowych sekwencji nie jest znana. Zaletg jest separacja haplotypéw i nie
wystepowanie niejednoznacznosci heterozygotycznych cis/trans. Sekwencjono-
wanie (ang. sequencing-based typing, SBT) jest metoda definitywna dla znacz-
nie dluzszych fragmentéw badanych genéw niz wymienione wcze$niej metody.
Polega ono na wstepnej amplifikacji jednego lub kilku kompletnych eksonéw
z zastosowaniem znakowanych fluorescencyjnie trifosforanéw dideoksynukle-
otydéw terminalnych dodanych do mieszaniny amplifikacyjnej w okre§lonych
proporcjach w stosunku do nie znakowanych trifosforanéw ,zwykltych’* nukle-
otydow. Okreslenie sekwencji nukleotydéw amplifikowanych fragmentéw od-
bywa sie na drodze rozwiniecia elektroforetycznego w kapilarach wypetnionych
poliakrylamidem o liniowej czasteczce (LPA) lub specjalnym polimerem rozdziel-
czym (ang. performance optimized polymer 6, POP6) i laserowej analizie fluore-
scencji kolejnych nukleotydéw przy uzyciu sekwenatora DNA. Powyzsza wersja
SBT opiera sie na klasycznej metodzie sekwencjonowania wg. Sangera [8]. Now-
sze wersje SBT, tzw. new generation sequencing (NGS) obejmuja przygotowanie
bibliotek DNA poprzez frakcjonowanie DNA prébki na male fragmenty (najcze-
Sciej, ponizej 1000 bp) o tepych koricach, taczenie z sekwencjami adaptorowymi
(biotynylowanymi primerami), immobilizacje w obrebie mikroreaktorowych be-
ads6éw i klonalng amplifikacje jednoniciowych fragmentéw DNA [9]. Ostatnim
etapem jest sekwencjonowanie przez synteze, czyli pyrosekwencjonowanie [10].
Obydwie metody sekwencjonowania HLA wymagaja zastosowania precyzyjnych
procedur walidacji uzyskanych sekwencji oraz poré6wnawczej analizy bibliotek
znanych alleli HLA przy uzyciu zaawansowanego oprogramowania. Dzieki za-
awansowaniu technicznemu metody SBT pozwalaja znacznie czeSciej niz SSOP
czy SSP uzyska¢ wynik genotypowania HLA na poziomie podwyzszonej lub wy-
sokiej rozdzielczoSci.

1.3. Rozdzielczo$¢ metod genotypowania HLA

Genotypowanie HLA moze dostarczy¢ informacji na poziomie niskiej, posred-
niej, podwyzszonej lub wysokiej rozdzielczo$ci, w zaleznoSci od zastosowanych
testéw. Za badanie o niskiej rozdzielczo$ci jest uznawane okreslenie grupy alleli
o zblizonej sekwencji, przedstawiane w zapisie w postaci nazwy locus, gwiazdki
(Swiadczacej o genetycznym sposobie typowania) i ciagu dwéch cyfr okreslaja-
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cych swoisto$¢ rodziny podobnych alleli (np. A*01 lub DRBI1*15). Badanie o wy-
sokiej rozdzielczo$ci dostarcza jednoznacznej informacji przynajmniej o tej cze-
$ci allelu HLA, ktéra koduje sekwencje aminokwaséw w czgsteczce HLA i odpo-
wiada za efekt biologiczny (jednoznaczna identyfikacja antygenu HLA). Zapis wy-
niku genotypowania o wysokiej rozdzielczosci obejmuje nazwe locus, gwiazdke
i przynajmniej dwa ciagi po 2 lub 3 cyfry, oddzielone dwukropkiem, oznaczajace
odpowiednio, rodzine alleli i kolejny numer sekwencji eksonowej, np. A*02:115
lub DRBI1#13:02. Jednoznaczny zapis allelu moze by¢ dluzszy. Kolejny ciag
cyfr, wystepujacy po drugim dwukropku w zapisie wyniku genotypowania HLA
(np. A*24:02:01 i A*24:02:02) dotyczy tzw. substytucji synonimowych (inny triplet
nukleotydéw koduje ten sam aminokwas), a kolejny czwarty ciag cyfr po trzecim
dwukropku dotyczy polimorfizmu nukleotydéw w intronach, tj. poza obszarem
kodowania biatka (np. A*01:01:01:01i A*01:01:01:02). Niejednoznaczny wynik ge-
notypowania HLA moze obejmowac kilka (czasami wiele) alleli nalezacych do tej
samej rodziny o niskiej rozdzielczo$ci, np. DRB1*04:01/03/04/08 oznacza alterna-
tywna obecno$¢ jednego z 4 alleli DRB1, tj. DRB1*04:01, DRB1*04:03, DRB1%*04:04
lub DRB1*04:08. Brak jednoznaczno$ci wyniku na tym poziomie jest okreslany
mianem wyniku o posredniej rozdzielczo$ci. Zapis wyniku o posredniej rozdziel-
czo$ci moze ulec skréceniu dzigki zastosowaniu tzw. kodé6w NMDBP, czyli dwu,
trzy lub czteroliterowych skrétéw, ktérych ewidencje prowadzi National Marrow
Donor Program na og6lnodostepnej stronie internetowej [11]. Przyktadowo, za-
pis DRBI1%*04:01/03/04/08 mozna skroci¢ uzywajac kodu DRBI#04:EX. OkreSlenie
»wynik genotypowania HLA o podwyzszonej rozdzielczo$ci’‘ oznacza istotne za-
wezenie wyniku o niskiej lub posredniej rozdzielczosci do niewielkiej grupy alleli,
wsréd ktérych znajduje sie tylko jeden allel CWD (pojecie CWD wyjasniono po-
nizej) lub allel typowy dla populacji, z ktérej wywodzi sie badana osoba. Jako
przyktad podwyzszenia rozdzielczosci mozna podaé sytuacje, w ktérej w bada-
niu wstepnym wykryto B*27:02/05/16/28 (B*27:BBV). Jest to wynik o posredniej
rozdzielczoSci, gdyz obejmuje dwa allele - B*27:02 i B*27:05, nalezace do CWD
i czeste rowniez w populacji polskiej. Po wykonaniu $ciélejszego badania otrzy-
mano wynik B*27:02/16/28 (B*27:AXW) o podwyzszonej rozdzielczosci, gdyz al-
lele B*27:16 i B*27:28 nie naleza do CWD i nie wystepuja w polskiej populacji.
Jedynym prawdopodobnym allelem pozostal w tej sytuacji B*27:02, co zbliza taki
wynik pod wzgledem informatywnosci do wyniku o wysokiej rozdzielczo$ci.
Niejednoznaczne wyniki stanowig istotny problem diagnostyczny w zwigzku
m.in. z nieokre§lonym znaczeniem praktycznym dodatkowych alleli niewyklu-
czonych w badaniu o posredniej rozdzielczo$ci. Prébujac rozwiazac¢ niedogod-
nos$ci zwigzane z wykonywaniem wielu dodatkowych typowan wymaganych nie-
kiedy przez transplantologéw pragngcych oprzec sie na jednoznacznych wyni-
kach, przeprowadzono szerokie badania allelicznego poziomu HLA metodami
definitywnymi i okre§lono zakres niejednoznacznosci, ktére zawsze byly roz-
strzygane w postaci genotypu zawierajacego najczestsze allele. W badaniu Cano
i wsp. [12] przeprowadzonym na reprezentatywnej dla populacji ogélnoswiato-
wej grupie ponad 25 000 oséb zdefiniowano tzw. powszechne i dobrze udoku-
mentowane allele HLA (ang. common and well-documented, CWD). Lista alleli
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nalezacych do CWD obejmuje w zaleznosci od locus od 26% do 33% wszystkich
odkrytych dotad alleli HLA. Sposéb interpretacji niejednoznacznych wynikéw
badann HLA zaakceptowany przez Amerykarnskie Towarzystwo Zgodnosci Tkan-
kowej i Immunogenetyki (ang. American Society of Histocompatibility and Im-
munogenetics, ASHI) pozwala na zdefiniowanie genotypé6w HLA (genotyp obej-
muje dwa odrebnie kodowane allele w locus) na poziomie wysokiej rozdzielczo-
§ci. Zgodnie z definicjg ASHI genotyp o wysokiej rozdzielczo$ci moze zawierac
szereg alternatywnych genotypéw pod warunkiem, ze tylko jeden z nich zawiera
jeden (u homozygot) lub dwa (u heterozygot) allele CWD, a wszystkie pozostate
alternatywne genotypy zawierajg allele rzadkie, nie nalezace do CWD [12]. Oce-
niono, ze genotyp obejmujacy dwa allele CWD jest ok. 10 000 razy bardziej praw-
dopodobny niz kazdy z alternatywnych genotypéw zawierajacych dwa rzadkie
allele. Jedli alternatywne genotypy zawieraja rézne allele CWD to wynik nie jest
uznawany za badanie o wysokiej rozdzielczo$ci, a niejednoznacznosci te musza
by¢ w razie potrzeby rozstrzygniete w bezposrednim genotypowaniu.

Dodatkowo, zgodnie z definicjag ASHI, a takze Europejskiej Federacji Immuno-
genetyki (EFI) wynik o wysokiej rozdzielczosci moze zawiera¢ kilka alternatyw-
nych alleli pod warunkiem, Ze substytucje nukleotydéw wystepujace wewnatrz
eksonéw zlokalizowane sg poza istotnym z punktu widzenia efektu biologicznego
obszarem rozpoznania antygenowego (ang. antigen recognition site, ARS), tj. poza
eksonami 2 i 3 alleli klasy I i eksonem 2 alleli klasy II. Wydaje sie, ze taczne kryte-
rium ,obu alleli nalezacych do CWD plus mozliwo$¢ substytucji poza obszarem
ARS’‘ stanowi racjonalng podstawe decyzji klinicznych odno$nie zgodnosci tkan-
kowej pomiedzy dawcg i biorca KKM. Istotng korzyscia wynikajaca z przyjecia
powyzszej definicji wyniku genotypowania o wysokiej rozdzielczo$ci moze by¢
przyspieszenie doboru pary dawca-biorca, co ma istotne znaczenie kliniczne [13]
w zwigzku z zapotrzebowaniem na szybkie dobory dawcéw HSC dla zwiekszaja-
cego sie odsetka biorcow, u ktérych wykryto ostra biataczke [14]. Ostateczny wy-
nik typowania HLA powinien obejmowac jedna pare alleli CWD oraz zawierac in-
formacje, ze kompletna lista wszystkich alternatywnych genotypéw, ktérych nie
wykluczono w bezposrednim genotypowaniu znajduje sie w laboratorium i zo-
stanie udostepniona na prosbe lekarza.

Obecnie wszystkie cztery poziomy rozdzielczosci wynikéw badarn HLA jak
réwniez interpretacja CWD/ARS znajduja zastosowanie w praktyce na réznych
etapach rekrutacji i doboru dawcéw KKM do transplantacji.

1.4. Rozne fazy doboru dawcy KKM wymagaja
odpowiedniego zakresu i rozdzielczoSci
genotypowania HLA

Dobdr dawcy alogenicznego przeszczepu KKM jest procesem wieloetapowym
(Rycina[L.I). Procedura doboru rozpoczyna sie od ustalenia wskazari do alotran-
splantacji KKM, potaczonego z wstepnym badaniem HLA pacjenta i cztonkéw
jego najblizszej rodziny, tj. rodzenstwa i rodzicéw. Minimalny zakres wstepnego
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Pacjent
WT: A, B, DRB1/SSOP n.r. (LTC HLA klasy 1)
| Dobér rodzinny |
Zgodny rodzinny Haploidentyczny Brak zgodnego
dawca Szeroka rodzina rodzinnego dawcy
CT:A,B, C, DRB1/SSOP n.r. CT.A B, C, DRB1, DQB1/SSOP n.r. lub p-. WT:A, B, DRB1/SSOP n..

| Dobér niespokrewnionego dawcy KKM |

Zgodny niespokrewniony Brak zgodnego
dawca niespokrewnionego dawcy
CT:A, B, C, DRB1, DQB1/SSOP p.r/SSP p.r/SBT wir. CT:A,B,C, DRB1, DQB1/SSOP p.r./SSP p.r./SBT wir.
v
| Specjalistyczny dobér dawcy KKM |
Zgodny niespokrewniony Niespokrewniony Brak zgodnego
dawca dawca niespokrewnionego dawcy
10/10, 9/10 8/10,7/10
CT:A, B, C, DRB1, DQB1/SSOP p.r./SSP p.r./SBT w.r. CT:A, B, C, DRB1, DQB1/SSOP p.r/SSP p.r/SBT wir.
CBU, 2CBU
6/6, 5/6, 4/6 (WT: A, B, DRB1/SSOP n.r.)
CT:A, B, C, DRB1, DQB1/SSOP p.r./SSP p.r/SBT w.r.
\4
Alogeniczna Leczenie

transplantacja KKM alternatywne

Rycina 1.1: Algorytm doboru dawcy alogenicznego przeszczepu krwiotwérczych komo-
rek macierzystych z uwzglednieniem wykorzystania metod genotypowania HLA. WT,
wstepne typowanie; CT, typowanie potwierdzajace; SBT, metoda oparta na sekwencjo-
nowaniu genéw; SSOP, metoda swoistych sond oligonukleotydowych; SSP, metoda swo-
istych primeréw; LCT, serologiczna metoda typowania HLA klasy I, tj. test limfocyto-
toksyczny; KKM, przeszczep zawierajacy krwiotworcze komorki macierzyste; CBU, jed-
nostka krwi pepowinowej (ang. cord blood unit); n.r., niska rozdzielczo$¢; p.r., poSrednia-
/podwyzszona rozdzielczo$¢; w.r., wysoka rozdzielczos¢.

badania rodzinnego obejmuje loci HLA-A, B i DRBI1 o niskiej rozdzielczo$ci i naj-
czesciej bywa wykonywany przy uzyciu generycznych testow HLA wykorzystuja-
cych metode PCR-SSP lub PCR-SSOP o niskiej lub posredniej rozdzielczo$ci.

Na tym etapie, stuzacym do wykazania istnienia lub braku zgodnego dawcy
rodzinnego, oprécz wynikéw genetycznego typowania HLA-A, B i DRB1 moz-
liwe jest alternatywne wykorzystanie wynikéw serologicznych badan HLA klasy
I. Ze wzgledu na ograniczong wiarygodno$¢ badan serologicznych [15] wymaga
to jednak zastosowania jednoznacznych elementéw kontroli. Przede wszyst-
kim, oprécz chorego i rodzeristwa badanie powinno obejmowa¢ réwniez ro-
dzicow. Ponadto, rodzina powinna by¢ odpowiednio liczna, aby mozliwe byto
okreslenie segregacji haplotypéw. Wyniki serologicznych badann HLA klasy I,
zwlaszcza interpretowane bez nalezytej ostroznosci, obejmujace jedynie chorego
i jego rodzeristwo moga w niektérych przypadkach spowodowaé¢ omytkowsa dys-
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kwalifikacje zgodnego dawcy albo kwalifikacje dawcy niezgodnego. Dodatko-
wym zabezpieczeniem przed skutkami podobnych btedéw oraz mozliwych po-
mylek administracyjnych powinno by¢ wykonanie genotypowania potwierdza-
jacego (ang. confirmatory typing, CT) wyselekcjonowanej, potencjalnie zgodnej
pary rodzinny dawca — biorca, obejmujacego nowe prébki krwi obu oséb. Mi-
nimalnym zakresem rodzinnego genotypowania potwierdzajacego w przypadku
catkowitej zgodnosci sa loci HLA-A, B, C i DRB1 na poziomie niskiej rozdzielczo-
§ci. Mowimy wowecezas o zgodnosci 8 alleli sposréd 8 badanych, czyli o zgodno-
$ci 8/8. W niektérych krajach zalecane jest r6wniez badanie locus DQB1 w celu
potwierdzenia zgodnosci haplotypé6w HLA. Wymagania odno$nie zakresu badani
HLA pary dawca - biorca sg rozszerzone w przypadku kwalifikacji czeSciowo nie-
zgodnego dawcy rodzinnego w zwiazku z r6znicami haplotypowymi na pozio-
mie alleli. Cze$ciowo niezgodny dawca rodzinny jest zwykle identyczny z chorym
w zakresie jednego haplotypu HLA oraz zgodny na zasadzie przypadku w zakresie
niektérych loci drugiego haplotypu. Aby potwierdzi¢ spodziewany stopieni zgod-
nosci nalezy dokonac precyzyjnej analizy haplotypéw w rodzinie i w razie wat-
pliwoSci wykona¢ badanie o wysokiej rozdzielczosci w zakresie wybranych loci
HLA, tj. A, B, C, DRB1 i/lub DQB1. Rozszerzone badanie potwierdzajace wykony-
wane w przypadku nie petnej zgodno$ci dawcy rodzinnego ma na celu uzyskanie
kompletnej informacji o liczbie i swoisto$ci alleli niezgodnych w badanym zakre-
sie. Brak zgodnego dawcy rodzinnego i wykrycie nie akceptowalnych niezgod-
nosci u haplotypowo identycznego dawcy rodzinnego stanowi wskazanie do po-
szukiwania niespokrewnionego dawcy przeszczepu KKM, o ile istnieje medyczne
wskazanie do transplantacji od dawcy alternatywnego [16].

Immunogenetyczny dob6r niespokrewnionego (lub alternatywnego) dawcy
ma na celu znalezienie w rejestrach wolontariusza o odpowiednim stanie zdro-
wia i pelnej zgodnosci immunogenetycznej w zakresie pieciu najwazniejszych
loci HLA, tj. A, B, C, DRB1 i DQB1 na poziomie alleli [17]. Wstepne dane za-
warte w rejestrach sa najczesciej ograniczone do trzech (A, B i DRB1) lub nawet
dwoch (A i B) loci HLA i do poziomu niskiej rozdzielczo$ci. Dane te w wiekszo-
Sci przypadkow nie sg wystarczajace do wskazania dawcy, ktéry w wyniku badan
potwierdzajacych okazaltby sie zgodny na poziomie alleli wszystkich 5 wymaga-
nych loci. Konieczno$¢ wykonania badan dodatkowych loci (C lub DQB1 o niskiej
rozdzielczo$ci), lub badan loci DRB1, B lub A o podwyzZszonej rozdzielczosci nie
zachodzi w przypadku dawcow, ktérzy podczas rekrutacji mieli wykonane rozsze-
rzone badania HLA. Dawcy tacy sa preferowani przez o$rodki wykonujace dob6r,
zwlaszcza w przypadku chorych zagrozonych szybka progresja lub krétka remi-
sja choroby, lub gdy dobdr jest pilny z innych przyczyn medycznych. Z punktu
widzenia chorego bardzo korzystne jest rozszerzenie wstepnego typowania daw-
cow do rejestru o locus C na poziomie niskiej rozdzielczo$ci oraz najbardziej po-
limorficznego locus jakim jest HLA-B do podwyzszonej/wysokiej rozdzielczo$ci.
Z tych samych powodéw pelna informacja na temat wszystkich niejednoznacz-
nych alleli uzyskanych w badaniu o posredniej rozdzielczosci, np. zapisana w po-
staci kodow NMDP moze sie okaza¢ wystarczajaco informatywna, aby rozstrzy-
gnac czy daweca jest potencjalnie zgodny z chorym w zakresie watpliwego locus.
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Dlatego absolutnie konieczne jest rutynowe przekazywanie przez osrodki daw-
cow szpiku uzupelionych genotypéw rekrutowanych do rejestru dawcow, za-
wierajacych kody NMDP, jesli informacja o mozliwych alternatywnych allelach
wynika z przeprowadzonych wstepnych badan HLA. Moze sie to przyczyni¢ do
skrécenia czasu trwania doboru zgodnego dawcy KKM. W przypadku zgodnosci
10/10 wyniki genotypowania potwierdzajacego na poziomie wysokiej rozdziel-
czo$ci dawcy i chorego raportowane sg do o$rodka transplantacji szpiku z propo-
zycjq akceptacji dawcy.

Dobranie catkowicie zgodnego niespokrewnionego dawcy czesto wymaga wy-
konania precyzyjnie zaplanowanych typowan uzupelniajacych u jednego, kilku,
a czasem u wielu wyselekcjonowanych potencjalnych dawcéw i moga obejmo-
wac jedno lub kilka loci HLA, co jest czasochlonne i kosztowne. Badania rozsze-
rzajace maja na celu wyjasnienie polimorfizmu dawcéw lub poszukiwanie u daw-
cow charakterystycznych dla chorego rzadkich sprzezeri haplotypowych pomie-
dzy loci B-C, DRB1-DQBI i innymi. Zjawisko silnej nieréwnowagi sprzezen po-
miedzy wszystkimi loci HLA sprawia, Ze etap rozszerzajacego typowania wybra-
nych loci HLA moze by¢ kluczowy dla znalezienia w petni zgodnego dawcy. Moga
tutaj by¢ stosowane metody o niskiej, posredniej lub wysokiej rozdzielczosci, za-
leznie od rodzaju polimorfizmu obserwowanego u potencjalnych dawcéw. Bada-
nia rozszerzajace powinny by¢ tak zaplanowane, aby wytoni¢ przynajmniej jed-
nego dawce, ktéry w genotypowaniu potwierdzajacym okaze sie zgodny z chorym
w zakresie 10/10 [18].

Innym wynikiem pierwszej fazy doboru niespokrewnionego dawcy moze by¢
wykazanie braku petnej zgodnosci wyselekcjonowanego dawcy. Przeprowadzana
jest wowczas powtérna analiza dostepnych danych HLA potencjalnych dawcéow
obejmujaca globalng baze BMDW i szczeg6towe raporty rejestréw krajowych ce-
lem okreslenia szansy dobrania dawcy 10/10. W przypadku braku potencjaty,
okreslana jest szansa dobrania akceptowalnego czeSciowo niezgodnego niespo-
krewnionego [17] lub rodzinnego dawcy albo jednostek krwi pepowinowej, zgod-
nych w zakresie 6, 5 lub 4 sposréd 6 swoistosci HLA-A, B i DRB1. Préba dobra-
nia kazdego kolejnego akceptowalnego dawcy jest coraz mniej skuteczna i coraz
bardziej czasochtonna. Czas uptywajacy pomiedzy rozpoznaniem choroby, a wy-
konaniem transplantacji powinien by¢ mozliwie kr6tki w zwiazku ze znacznie
pogarszajacymi sie wynikami w przypadku wykonania transplantacji w nie opty-
malnej lub zaawansowanej fazie choroby [19]. Przedtuzajacy sie czas trwania do-
boru po niepowodzeniu pierwszej jego fazy wynika z koniecznos$ci badania naj-
cze$ciej wielu dawcow, u ktérych nie znane, a po zbadaniu najczeéciej niezgodne
z chorym sg niektére swoisto$ci HLA o wysokiej rozdzielczosci. Moze to ozna-
czac, ze pacjent posiada unikalne sprzezenia swoistosci genetycznych niektd-
rych locilub unikalny genotyp HLA na poziomie alleli. Racjonalnym postepowa-
niem jest wéwczas zbadanie w zakresie watpliwych loci reprezentatywnej préby;,
np. 10-25 sposréd 100 lub wiecej potencjalnych, stabo wytypowanych dawcow
raportowanych w BMDW oraz wzmocnienie informatywno$ci badania poprzez
okreslenie proporcji dawcé6w niezgodnych do niezbadanych w zakresie alleli wat-
pliwego locus. Badanie reprezentatywnej proby potencjalnych dawcéw w trybie

16



1.4. Rézne fazy doboru dawcy KKM ...

typowania uzupekniajgcego powinno by¢ wykonane mozliwie sprawnie, tj. w ca-
tej grupie jednoczesnie, a w przypadku pacjentéw pilnych sprowadzenie prébki
i wykonanie ostatecznego typowania potwierdzajacego o wysokiej rozdzielczo-
$ci powinno dotyczy¢ dwoch lub wiecej wyselekcjonowanych dawcéw jednocze-
$nie [20]. Liczne przyklady potwierdzaja mozliwo$¢ selekcji dawcy 10/101ub 9/10
w reprezentatywnej grupie oraz brak skuteczno$ci uporczywego badania dodat-
kowych dawcow powyzej reprezentatywnej proby w przypadkach unikalnego ge-
notypu HLA chorego [21].

W przypadkach braku potencjalnych dawcéw wytypowanych w zakresie HLA-
A, BiDRBI istnieje bardzo mata szansa na zgodno$¢ dawcy wytypowanego tylko
w zakresie genow klasy I, tj. A i B. Obecnie rejestry raportujagce do BMDW obej-
muja ok. 3 mln. tak zwanych dawcéw A,B. Szansa na pelna zgodnos¢ 10/10 ktére-
go$ z dawcow A,B wzrasta okoto o§miokrotnie (p=0.006), gdy zgodne sg rowniez
antygeny HLA-C [22]. Jest to dodatkowym uzasadnieniem dla wykonywania ge-
notypowania HLA-C przynajmniej o niskiej rozdzielczo$ci, juz na wstepnym eta-
pie rekrutacji dawcéow.

W przypadku wykazania unikalnego genotypu HLA chorego i wyczerpania
mozliwo$ci doboru dawcy o stopniu zgodno$ci 10/10 i 9/10 mozliwe bywa wyko-
rzystanie wielkiego populacyjnego potencjatu BMDW i préba przeprowadzenia
haplotypowego doboru dawcy o stopniu zgodnos$ci 9/10 [23]. Podstawg haploty-
powego doboru jest obserwacja, ze pojedyncza niezgodnos$¢ swoistosci jednego
z dystalnych loci haplotypu HLA (tj. A lub DQB1) jest w populacji europejskiej
mniej szkodliwa niz niezgodno$¢ swoistosci centralnych loci haplotypu HLA [19].
Sposéb haplotypowego doboru dawcy na przykladzie chorej z ostra biataczka
limfoblastyczna przedstawiono wczesniej [24].

Dob6ér haplotypowy jest ulatwiony po zastosowaniu populacyjnej analizy ha-
plotypowej pod katem haplotypéw chorego, przy uzyciu oprogramowania PHASE
KEY v. 1.0, opracowanego w Zaktadzie Immunogenetyki Instytutu Hematologii
i Transfuzjologii (oprogramowanie wraz z instrukcja obstugi dostepne u autora).
Ostatecznym wynikiem uzupelniajacych badan HLA wraz z analizg haplotypowa
jest czesto wykazanie niezgodnosci jednego antygenu w locus A lub DQBL1 i po-
twierdzenie zgodnosci wszystkich pozostalych alleli. Wynik taki wskazuje na
zgodno$¢ jednego haplotypu w catosci, jak réwniez calej pozostatej czesci haplo-
typu niezgodnego w locus A lub DQB1. Oznacza to mozliwo$¢ dobrania dawcy
o stopniu zgodnosci 9/10 pochodzacego z puli dawcéw czesciowo niezgodnych,
nie za$ sposréd dawcéw potencjalnie w petni zgodnych.

Innym sposobem pokonywania trudno$ci zwigzanych z brakiem zaréwno
optymalnego rodzinnego, jak i niespokrewnionego dawcy komoérek krwiotwoér-
czych jest transplantacja jednej lub dwoéch jednostek krwi pepowinowej (Ry-
cina|l.1). Transplantacja krwi pepowinowej taczy sie przewaznie z niezgodnoscia
jednej lub dwéch sposrdd 6 czasteczek HLA-A, B, DRB1 (zgodno$¢ 5/6 lub 4/6),
lecz niezgodnosci te sa stosunkowo dobrze tolerowane z powodu niedojrzatosci
i wiekszej plastyczno$ci immunologicznej w poréwnaniu z komérkami pocho-
dzacymi od dorostego dawcy. Rekomendowanym poziomem zgodno$ci w przy-
padkach przeszczepien krwi pepowinowej jest zgodnos$¢ 6/6, 5/6 lub 4/6 swoisto-
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§ci zbadanych w zakresie HLA-A i B na poziomie antygenowym (niska rozdziel-
czo$¢) oraz DRB1 na poziomie allelicznym (wysoka rozdzielczo$¢). Jednoczesnie
zaleca sie uzupelnienie badan w zakresie A, B, C, DRB1 i DQB1 na poziomie alleli
w celu umozliwienia racjonalnej oceny zagrozenia wystapieniem ostrej choroby
przeszczep przeciwko gospodarzowi (aGvHD) i odrzuceniem przeszczepu [25].

1.5. Podsumowanie

Genotypowanie HLA przy uzyciu prawidlowo dobranych i skrupulatnie
kontrolowanych metod molekularnych jest podstawowym elementem doboru
pary dawca-biorca alogenicznego przeszczepu KKM. Wspétczesna immuno-
genetyka dysponuje szerokim arsenalem molekularnych metod stuzacych do
identyfikowania sekwencji gen6w HLA. Metody te charakteryzuja sie r6znorod-
no$cig zastosowanych technologii i r6znym zakresem definiowanych sekwencji
DNA. Odmienne sg réwniez potrzeby badawcze podczas genotypowania HLA.
Podczas wstepnych i potwierdzajacych badan chorych posiadajacych wska-
zania do transplantacji KKM i cztonkéw ich rodzin oraz wstepnych badani
rekrutowanych niespokrewnionych dawcéw najczesciej wystarczajacy jest niski
poziom rozdzielczo$ci badan HLA w zakresie loci A, B i DRB1. Podczas selekcji
niespokrewnionych dawcéw KKM zachodzi czesto konieczno$é wykonania
badant dodatkowych loci lub badani A, B, DRB1 o wysokiej rozdzielczo$ci, co
jest czasochlonne. Przedtuzajacy sie dobér niespokrewnionego dawcy moze
spowodowaé przejscie stanu pacjenta w faze nieoptymalng dla leczenia trans-
plantacyjnego i dlatego w procesie doboru preferowani sg dawcy o poziomie
wytypowania wyzszym od wymagan minimalnych (>A,B,DRB1 o niskiej rozdziel-
czodci). Ostateczne genotypowanie potwierdzajace pary dawca-biorca musi by¢
wykonane na odpowiednio wysokim poziomie rozdzielczosci, pozwalajacym na
wykluczenie lub identyfikacje niezgodnoSci allelicznych w zakresie HLA-A, B, C,
DRBI1 i DQB1. W procesie doboru alogenicznego dawcy KKM nalezy stosowac
metody molekularne o optymalnej wiarygodnosci i rozdzielczo$ci, odpowiednio
do fazy doboru. Niejednoznaczne wyniki genotypowania HLA sa w wielu przy-
padkach nie do unikniecia, stad konieczne jest pelne zrozumienie potencjalnego
znaczenia niejednoznacznosci dla ostatecznego wyniku transplantacji. Prawi-
dtowe zastosowanie dostepnych metod genotypowania HLA o odpowiedniej
rozdzielczoSci jest warunkiem przeprowadzenia doboru optymalnego dawcy.
Optymalizacja doboru moze pozwoli¢ na dalsza poprawe przezycia chorych
po transplantacji komoérek krwiotwérczych oraz na zmniejszenie czestoSci
wystepowania groznych powiktani immunologicznych i infekcyjnych.

Praca powstala przy wspétfinansowaniu w ramach projektu badawczego Na-
rodowego Centrum Nauki Nr N N402 351138.
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Streszczenie

Krew pepowinowa oraz bogato ukrwione lozysko sg elementami odpadowymi
po urodzeniu dziecka, pomimo obecno$ci w nich wyjatkowo duzej liczby krwio-
twérczych komoérek macierzystych. Unikalno$cig tych komérek jest zdolnos$¢ do
samoodnawiania si¢ i r6znicowania i z tego powodu stanowig niezwykle cenny ma-
teriat transplantacyjny, ktérego wykorzystanie podlega jednak pewnym ogranicze-
niom. Pobrang krew pepowinowa, ktéra po poddaniu preparatyce jest nastepnie
zamrazana, przechowuje sie na catym $wiecie w prywatnych lub publicznych tzw.
bankach krwi pepowinowej. Zatozeniem autorek niniejszego opracowania jest po-
kazanie mozliwie jak najobiektywniej i najszerzej aspektéw przydatnosci zbiera-
nia i przechowywania dtugoterminowo, w glebokim zamrozeniu, w akredytowa-
nych bankach krwi pepowinowej, jako szybko dostepnego Zrédta komérek macie-
rzystych, przede wszystkim krwiotwérczych do ich uzycia w transplantacjach alo-
genicznych od dawcéw spokrewnionych i niespokrewnionych.

Stowa kluczowe: krew pepowinowa, badania immunogenetyczne, HLA, transplantacja,
CBU, banki krwi pepowinowej

2.1. Wstep

Od przeszto 25 lat przeszczepianie alogenicznych komérek krwiotwérczych
jest na Swiecie powszechnie uznang metoda leczenia chor6b nowotworowych
krwi i innych oraz takze r6znych nieprawidlowosci uktadu krwiotwérczego. Dla
ponad potowy chorych, u ktérych w ramach postepowania klinicznego rozwa-
zana jest transplantacja krwiotwoérczych komérek macierzystych nie ma mozli-
wosci na znalezienie potencjalnego dawcy w rejestrach kandydatéw. Znalezie-
nie odpowiedniego dawcy wymaga catkowitej identycznosci z biorcg w zakresie
antygenow zgodno$ci tkankowej (ang. human leukocyte antigens, HLA) zar6wno
klasy I - locus A, B i C oraz klasy II — locus DRB1 i DQBI i coraz cze$ciej takze
DPB1 na poziomie wysokiej rozdzielczosci, co stanowi nadal realny problem dla
transplantologéw [1].
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2.2. Krwiotworcze komoérki macierzyste z krwi
pepowinowej

Komorki macierzyste to niezr6znicowane, pierwotne komorki, z ktérych po-
wstaja wszystkie komorki ludzkich tkanek, w tym réwniez i krwi. Krwiotworcze
komérki macierzyste (KKM) majg unikalng ceche samoodnowy i réznicowania
sie, dzieki czemu przez cate zycie odtwarzana jest krew i uktad odpornosciowy.
W zwigzku z tg unikalng zdolnosciag mozna nimi zastapi¢ chory szpik w przy-
padku réznych choréb nowotworowych krwi (biataczki, chtoniaki i in.), wrodzo-
nych niedokrwisto$ci, nabytych anemii aplastycznych, niedoboréw immunolo-
gicznych lub niekt6érych chor6b metabolicznych i w ten sposéb uratowac zycie
choremu [2].

Krew pepowinowa i bogato ukrwione lozysko zawierajg krwiotwércze ko-
morki macierzyste. Po urodzeniu dziecka sg jednak elementami odpadowymi
cho¢ ze wzgledu na unikalne cechy zawartych komoérek stanowiag niezwykle
cenny materiatl transplantacyjny. Pobrana krew pepowinowa poddawana jest od
razu laboratoryjnemu opracowaniu — pomiarom objetosci zebranego preparatu i
zawarto$ci w nim komadrek CD34+, ktére sg standardowym markerem krwiotwor-
czych komérek macierzystych. Nastepnie podlega ona wytypowaniu technikami
na poziomie DNA pod wzgledem antygen6w zgodno$ci tkankowej HLA w co naj-
mniej trzech loci, tj. A, B i DR, ocenie ich zywotnoS$ci w specjalnej hodowli oraz
stanu bakteriologicznego preparatu. Po wykonaniu tych czynno$ci, krew pepo-
winowa podlega gltebokiemu zamrozeniu i przechowywana jest w specjalnych
zbiornikach z cieklym azotem, w ktérych zbankowana oczekuje na wykorzysta-
nie. Przeszczepienie odbywa sie bezposrednio po rozmrozeniu materiatu przy
t6zku chorego i bez uszkodzenia zdolnosci tych komérek do samoodnowy oraz
umiejetnosci ponownego zasiedlenia w szpiku biorcy.

KKM pozyskane z krwi pepowinowej charakteryzuja sie duza plastycznoscia
immunologiczna, poniewaz sg to tzw. komérki naiwne, czyli wykazujace wiek-
szg dynamike proliferacyjng oraz zdolno$¢ r6znicowania. Do§wiadczalnie stwier-
dzono ich wiekszg sktonno$¢ do transdyferencjacji i tworzenie wiekszych kolo-
nii [3,/4]. Majg takze inne wymagania, co do czynnikéw wzrostowych i zacho-
wujg ekspansywno$¢ i zywotno$¢ po dlugim okresie inkubacji in vitro. Wykazujq
mniejsza alloreaktywno$c¢ limfocytéw ze wzgledu na niedojrzatos¢ uktadu odpor-
nosciowego noworodka. Mimo poczatkowej immunologicznej niekompetencji
limfocyty zachowuja pelna zdolnos¢ do aktywacji i rozwijajg sprawnie dziatajaca
linie obrony immunologicznej organizmu biorcy.

Dodatkowym aspektem wykorzystywania krwi pepowinowej jako Zr6dta KKM
jest brak watpliwo$ci natury etycznej, co do ich wykorzystania w medycynie
w przeciwienistwie do embrionalnych komérek macierzystych. Brak jest r6wniez
jakiegokolwiek ryzyka zwigzanego z uzyskiwaniem takiego materiatu transplan-
tacyjnego od dawcow. Metody pobierania krwi pepowinowej sg catkowicie niein-
wazyjne, bardzo proste i niedrogie, a zdeponowana w banku jednostka jest do-
stepna do natychmiastowego uzycia w celu przeszczepienia. Ponadto, co jest
niezwykle wazne brak w niej obecnosci tych komérek nowotworowych, ktére
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powstajag w p6Zniejszym okresie zycia pod wplywem $rodowiska zewnetrznego.
Ze wzgledu na brak komoérek immunokompetentnych znacznie mniejsze jest
ryzyko powiklan zakaZnych oraz wystapienia reakcji przeszczep przeciwko go-
spodarzowi (GvHD) ze wzgledu na wiekszg tolerancje pod wzgledem antygenéw
zgodnosci tkankowej [5]. Uwaza sie, ze krwiotwoérczych komérek macierzystych
w krwi pepowinowej jest ich nawet do 10 x wiecej niz w szpiku czy krwi obwodo-
wej. Wykazano réwniez, ze w§r6d komoérek krwi pepowinowej wystepuje wiekszy
odsetek komérek macierzystych nizej uorganizowanych w hierarchii krwiotwo-
rzenia oraz, ze wykazuja one wiekszy potencjat do ekspans;ji i proliferacji w po-
réwnaniu z komérkami szpiku lub krwi obwodowej [6,[7]. Zatem mniejsza liczba
komorek krwiotwdrczych jest w stanie zrekonstruowac chory szpik u biorcy, co do
niedawna stanowito istotne ograniczenie, jesli chodzi o zastosowanie jednostek
gromadzonych w bankach krwi pepowinowej na $§wiecie.

2.3. Transplantacje krwi pepowinowej

Pierwszego przeszczepienia alogenicznego jednostki krwi pepowinowej
(CBUT) z powodzeniem dokonata Professor Eliane Gluckman w 1988 u dziecka
z anemig Fanconi’ego w klinice w Paryzu [7]. Dawca byta identyczna pod wzgle-
dem antygen6w HLA siostra. Pacjent z pelng rekonstrukcja hematopoetyczng
i limfoidalng do dzi$ czuje sie dobrze. Ten pierwszy sukces otworzyl droge do
nowego pola w dziedzinie alogenicznych transplantacji krwiotwé6rczych komérek
macierzystych [6-8]. Od tego tez momentu datuje sie poczatek tworzenia i orga-
nizacji bankéw krwi pepowinowych.

Istnieje jednak powszechna opinia, ze objeto$¢ jednej jednostki krwi pepo-
winowej wahajaca sie na ogét od kilkudziesieciu mililitréw do co najwyzej 100
ml, zawierajaca niewiele ponad miliard hematopoetycznych komérek wystarczac
moze do bezpiecznego przeszczepienia i odnowy krwiotworzenia tylko u dziecka
o masie ciata do 30 kg. Jest to zdecydowanie za mato komérek, aby efektywnie
zabezpieczy¢ krwiotworzenie u dorostego pacjenta po mieloablacji, to znaczy
wyeliminowaniu chemioterapia komérek nowotworowych. A jak dotad wszyst-
kie préby in vitro tzw. ekspansji prowadzone intensywnie w latach 90 korica XX
wieku, czyli namnozenia krwiotwérczych komérek macierzystych krwi pepowi-
nowej i uzyskiwania w ten sposéb wiekszej liczby komoérek nie powiodly sie i
wzbudzajg coraz mniejsze zainteresowanie naukowcéw [4]. Zwiekszenia liczby
komérek krwiotwérczych dokonano wiec z powodzeniem poprzez wykorzystanie
kilku jednostek CBU do zabiegu przeszczepienia u dorostych chorych [9-12].

Pierwszy zabieg przeszczepienia krwi pepowinowej w Polsce wykonali
w 1994 r. u chtopca z ostrg biataczka szpikowg prof. A. Lange we wspoétpracy
z prof. W.W. Jedrzejczakiem. Natomiast w 2003 r. w Klinice Hematologii, Onko-
logii i Chor6b Wewnetrznych WUM dokonano przeszczepienia wiecej niz jedne;j
jednostki krwi pepowinowej u 21-letniego chtopaka z ostrg biataczka oporng na
chemioterapie, dla ktérego nie mozna bylo znalez¢ dawcy niespokrewnionego
w realnie szybkim czasie ze wzgledu na rozw6j choroby i koniecznosci szybko
przeprowadzonego zabiegu z punktu widzenia jego skutecznosci [13]. Podano
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dwie jednostki krioprezerwowanej krwi pepowinowej rézniace sie facznie trzema
antygenami HLA z biorca. Réznice dotyczyly locus A oraz locus DR. Catkowita
liczba przeszczepionych TNC wynosita 2,2 x107/kg m.c. biorcy, a komérek CD34
0,5 x107/kg m.c. biorcy. Laczna liczba przeszczepionych prekursorowych komé-
rek krwiotwérczych tworzacych kolonie erytroidalne wynosita 2,2 x10%/kg m.c.
biorcy, a liczba komérek prekursorowych tworzacych kolonie granulocytarno-
makrofagowe wynosita 2,25 x10%/kg m.c. biorcy. Biorca posiadal grupe krwi O
Rh dodatnia, natomiast pierwsza jednostka krwi pepowinowej miata grupe A Rh
ujemna, a druga jednostka grupe krwi B Rh dodatnig. Chory zmart w 103 dobie
po przeszczepieniu na skutek objawéw niewydolnosci oddechowej. W badaniu
cytologicznym wykonanym w setnej dobie po przeszczepieniu stwierdzono bo-
gatokomorkowy i prawidlowy cytologicznie szpik. W ramach analizowania za-
stosowanego postepowania klinicznego u chorego wykonano badanie typowania
HLA w celu okreslenia, ktére komorki macierzyste zregenerowaly szpik. Stwier-
dzenie po przeszczepieniu dwéch ré6znych pod wzgledem HLA CBU obecnosci
antygenu jednego z antygen6w HLA DRB1 na limfocytach chorego, ktérego przed
transplantacja nie okreslono, wskazuje na rekonstrukcje szpiku przez KKM po-
chodzace z jednej z przeszczepionych jednostek [13]. Na §wiecie po raz pierw-
szy wykonano podobny zabieg transplantacji dwéch CBU u dorostego chorego
w 2001 r. w USA [35].

Z kolei w marcu 2007 r. pierwszy raz uzyto do transplantacji krwi pepowino-
wej, ktora wczesniej zostala pobrana, przetworzona i przechowywana w prywat-
nym banku od 2004 r. Przeszczepienie wykonano w Klinice Hematologii Dziecie-
cej we Wroctawiu u 8-letniej siostry noworodka, dziewczynki chorej na neurobla-
stom, ktéra zyje dotychczas.

W ostatnich latach odnotowuje sie coraz wigksze wykorzystywanie w trans-
plantologii macierzystych komérek krwiotwérczych pozyskanych z krwi pepo-
winowej i zdeponowanych w stanie gtebokiego zamrozenia w tzw. bankach krwi
pepowinowej. Co prawda znaczaca przewagg w przypadku przeszczepiania ko-
morek krwiotwoérczych pochodzacych z krwi pepowinowej jest akceptowalno$¢
mniejszego zakresu zgodnoS$ci HLA pomiedzy dawcg a biorcg zwigzanego z nie-
dojrzatoscia tych komérek i nie wyksztalcenia na ich powierzchni markeréw
zgodnosci tkankowej. W przypadku transplantacji krwi pepowinowej dopusz-
czalna jest zgodno$¢ w zakresie czterech loci A, B, C i DRBI1, a nie co najmniej
jednej niezgodnosci, jak w przypadku dobrania zywego dawcy krwiotwérczych
komorek ze szpiku lub z krwi obwodowej. Przeszczepianiu komoérek krwi pepo-
winowej z reguly towarzyszy stabszy przebieg choroby ,przeszczep przeciw go-
spodarzowi” (GvHD) a i czeSciej efekt ,przeszczepu przeciw biataczce” (GVLR)
bardzo pozadanego u niektérych chorych. Oba te czynniki maja istotne znacze-
nie w podnoszeniu zainteresowania zbieraniem i ,bankowaniem” jednostek krwi
pepowinowej, co umozliwia latwiejsza dostepnos¢ do takiego materiatu trans-
plantacyjnego, zwlaszcza ze jest to materiat juz opracowany pod wzgledem la-
boratoryjnym. Oznacza to, ze macierzyste komorki krwiotworcze sg przebadane
pod wzgledem bakteriologicznym i wirusologicznym, policzone oraz sprawdzony
zostal ich potencjal biologiczny. Wobec tego zostato wykazane naukowo, zZe
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mniejsza liczba komérek CBU jest w stanie zrekonstruowac chore krwiotworze-
nie u biorcy, co dotychczas uwazano na $wiecie za podstawowe ograniczenie
ich zastosowania. W ostatnim czasie pojawito sie przypuszczenie, ze sposo-
bem ominiecia kwestii matej liczby komoérek krwiotworczych w pozyskiwanych
przez banki jednostkach CB moze by¢ przeszczepienie réwnolegle kilku jedno-
stek i w ten sposdb zwiekszenie liczby multipotencjalnych komérek w materiale
transplantacyjnym. Obecnie na §wiecie wykonano juz ponad 1500 takich trans-
plantacji [14]. Zastosowanie wiecej niz jednej CBU wykazaty, Zze prowadzi ono do
szybszej odnowy uktadu krwiotworzenia u biorcy przeszczepu, pomimo ze wsz-
czepieniu ulega zawsze tylko jedna z jednostek, co wykazano badaniem chimery-
zmu potransplantacyjnego [15]. Badanie chimeryzmu obrazuje na poziomie ge-
netycznym, ktére komorki rekonstruujq zniszczone komorki biorcy. Okazalo sie,
Ze U pacjenta po transplantacji wykrywane sg tylko markery charakterystyczne
dla jednej z nich [13}|16]. Mechanizmy lezace u podstaw tej obserwacji nie sg
znane. Badania z 2005 roku dowiodly, ze komérki CBU, ktéra nie ulegta wszcze-
pieniu spelniaja role pomocnicza dla komoérek wszczepiajacych sie. Komoérki me-
zenchymalne obecne réwniez w CBU prawdopodobnie wspomagajg wszczepie-
nie komérek macierzystych jednej z kilku jednocze$nie podawanych jednostek
i to tej, ktéra zawiera wiekszg liczbe limfocytéw T CD3+. Komo6rki mezenchy-
malne mogg wykazywac dzialanie supresyjne na limfocyty T CD3+ [17].

2.4. Wybor zrédla KKM do transplantaciji

Kryteria wyboru materiatlu transplantacyjnego zostaly opracowane i zapropo-
nowane przez V. Rocha i E. Gluckman [18]. Zgodnie z wytycznymi Europejskiej
Grupy Przeszczepiania Szpiku EBMT do przeszczepienia alogenicznych KKM wy-
bér rodzaju materiatu transplantacyjnego zalezy przede wszystkim od zgodnoS$ci
w HLA. W przypadku krwi pepowinowych dla CBU dotyczy to zgodnosci w za-
kresie HLA A, B i DRB1 na poziomie alleli, przy czym zgodnos$¢ w HLA C jest nie
brana pod uwage. Takze zgodno$¢ alleliczna w HLA A i B generalnie nie jest roz-
wazana. Preferowana jest bardziej r6znica w A lub B niz réznica w DRBI1 [5,22].
Ponadto, niezbedna jest okre$lona liczba KKM w materiale transplantacyjnym,
w tym liczba catkowita komoérek jadrzastych w zalezno$ci od stopnia zgodnosci
z chorymi w zakresie HLA:

* przy zgodnosci 5/6 min. 2.5 x107 /kg TNC przed mrozeniem — 2.0 x107/kg (po
rozmrozeniu),

e przy zgodnoéci 4/6 min. 3.5 x107/kg TCN przed mrozeniem — 3.0 x107/kg (po
rozmrozeniu),

oraz liczba komérek CD34 1.2 — 1.7 x10°/kg masy ciala biorcy. W Tabeli
przedstawiono warto$ci w ré6znych materiatach transplantacyjnych dla krwio-
tworczych komoérek macierzystych uwzgledniajace liczby komoérek jednojadrza-
stych CD3 i CD34 pozytywnych oraz wymagania dotyczace biorcy.

Wiadomo, Ze najlepszym dawca jest rodzony brat albo siostra, ale nie wszyscy
chorzy moga miec¢ takiego klasycznego dawce. Zgodnie z prawami dziedziczenia
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Tabela 2.1: WartoSci krwiotwérczych komoérek macierzystych (KKM) w r6znych materia-
fach transplantacyjnych [27].

Rodzaj KKM Objetosé Zawarto$¢ Zawarto$¢ Dawka
(kg m.c.dawcy) | CD34+ CD3+ (liczba kom./
(liczba kom./ (liczba kom./ kg m.c. biorcy)
kg m.c. biorcy) | kg m.c. biorcy)
Szpik 10-20ml/kg | 2-3x10%/kg 25x10%/kg >2x108
TNC/kg
Krew obwodowa | 150-400 ml 8x10%/kg 250x10%/kg 5-10x108
po mobilizacji CD34+/kg
Krew pepowi- | 80-160 ml 0.2x10%/kg 4x108/kg >3x107
nowa TNC/kg

tylko co czwarty brat lub siostra odziedziczy te same geny HLA od obojga rodzi-
cow. Zaleznie od wielko$ci rodzin, chory czesciej lub rzadziej moze otrzymac ko-
morki krwiotworcze od dawcy spokrewnionego. Statystyki méwia, ze tylko okoto
35 % chorych ma zgodnego w HLA rodzinnego dawce komoérek krwiotwoérczych.
Pozostali chorzy wéwczas zostaliby pozbawieni mozliwos$ci zastosowania u nich
takiej terapii. Przeszto 60% chorych zaleznych jest od niespokrewnionego dawcy,
inaczej nazywanego dawcg alternatywnym i musza oczekiwac na znalezienie nie-
spokrewnionego dawcy o identycznych antygenach HLA w rejestrach na §wiecie.

Transplantacje krwi pepowinowej sg calkowicie bezpieczne, jednak maja
ograniczenie spowodowane ilo$cig zbieranego materiatu. Krew takq pobiera sie
zawsze po odpepnieniu noworodka. Pozostaje ona w tozysku i odcietej pepo-
winie, a pobranie jej nie wyrzadza jakiejkolwiek krzywdy ani matce ani dziecku.
Zwykle udaje sie pozyska¢ mate objetosci okoto 100 ml lub nieco wiecej. Z tego
wzgledu najlepsze wyniki przeszczepiania uzyskuje sie u biorcéw, ktérymi sa
dzieci z chorobami nienowotworowymi, wazgcymi do 10 kg. W ostatnim okresie
przeszto 7% transplantacji w Europie odbywa si¢ z zastosowaniem alogenicznych
KKM pochodzacych z krwi pepowinowej [7,/19,20,23].

Zgodnie z wytycznymi Europejskiej Grupy Przeszczepiania Szpiku do prze-
szczepienia alogenicznych komoérek krwiotwérczych kwalifikowani sa chorzy
z r6znymi rozpoznaniami. Lista choréb, ktére leczone sg transplantacjami krwio-
twoérczych komoérek macierzystych stale sie wydluza. Jednoczesnie zabieg taki
powinien by¢ elementem planowanego leczenia od momentu rozpoznania cho-
roby. Preferowany jest zabieg od najlepszego z mozliwych dawcéw ze wszystkich
dostepnych Zrédet [22].

2.5. Wspolpracujace organizacje miedzynarodowe

Na $wiecie tylko dla okoto 40% chorych wymagajacych transplantacji udaje sie
znaleZ¢ potencjalnego dawce komorek krwiotwdrczych. Zasadniczym Zrédiem
poszukiwania sa rejestry niespokrewnionych dawcéw komérek krwiotwérczych
i banki krwi pepowinowej tj. placéwki przechowujace wytestowane pod wzgle-
dem tkankowym i infekcyjnym jednostki krwi pepowinowej na wiecie.
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W 1974 r. w Maastricht w Holandii ustanawiajgc wspélnie z naukowcami i le-
karzami uczestniczgcymi w klinicznych transplantacjach komoérek krwiotwo6r-
czych powotlano do zycia organizacje — European Group for Blood and Marrow
Transplantation (EBMT) - w celu dzielenia si¢ swoimi do§wiadczeniami i pod-
noszeniem wiedzy. Organizacja ta bazuje na umowie przedstawicieli krajow za-
angazowanych w wykonywanie tego rodzaju zabiegéw i funkcjonuje na zasadzie
non-profit. Zarzad EBMT odpowiada za wszystkie wypracowane decyzje i zasady,
ktére podejmuje w drodze gtosowania. Jej cztonkami sa poszczegélne aktywne
osrodki wykonujgce kazdego rodzaju transplantacje krwiotwdérczych komoérek
macierzystych oraz inne instytucje zaangazowane w opieke dawcow i biorcow.
Rozréznia sie pelne cztonkostwo i tzw. towarzyszace, zwigzane ze raportowaniem
danych o transplantacjach do prowadzonego przez EBMT rejestru. Osoby aktyw-
nie zaangazowane w dziedzinie transplantacji szpiku mogga ubiegac sie o indywi-
dualne cztonkostwo w EBMT. Nowi cztonkowie przyjmowani sg po przestaniu do
biura EBMT formularza wniosku o cztonkostwo. Wniosek zawiera podpisy dwoéch
0s6b z osrodkéw, ktére juz posiadaja cztonkostwo w EBMT. Po przyjeciu wniosku,
sekretarz EBMT przyznaje tymczasowe czlonkostwo oraz kod identyfikacyjny dla
oSrodka tzw. Centre Identification Code (CIC). Na odbywajacym si¢ okresowo
walnym zgromadzeniu sekretarz przedstawia wszystkie wnioski o cztonkostwo
i po ich zatwierdzeniu na posiedzeniu oSrodek staje sie odpowiednio - pelnym
cztonkiem EBMT, towarzyszacym lub indywidualnym.

W 1988 1. z inicjatywy Immunology Working Party dzialajacej w ramach euro-
pejskiej organizacji transplantacji szpiku EBMT rozpoczeta dziatalno$c I-sza edy-
cja internetowej bazy danych o dawcach komérek hematopoetycznych. Kompu-
terowa baza immunogenetycznych danych o antygenach zgodnosci tkankowej
zdrowych ochotnikéw na calym $wiecie zostata opublikowana na stronie inter-
netowej Bone Marrow Donor Worldwide (BMDW z biurem w Leiden, Holandia)
w lutym 1989 r. i zawierata dane o 155 000 dawcéw z 8 rejestrow.

Co miesigc rejestry zrzeszone w ramach BMDW przesylajg aktualizacje zawar-
toSci swoich baz elektronicznych do centralnego serwera. Organizacja BMDW
stanowi dobrowolny wspoélny wysitek rejestrow niespokrewnionych dawcéw ko-
moérek krwiotwérczych i bankéw krwi pepowinowej na swiecie. Kierownictwo tej
organizacji stanowi jeden przedstawiciel z kazdego rejestru dawcéw albo banku
krwi pepowinowej i spotyka sie dwa razy do roku w celu oméwienia osiagnie¢
iniezbednych aktualnych zagadnieni organizacyjnych, prawnych i administracyj-
nych.

Odrodki zajmujace sie poszukiwaniem i doborem materiatu transplantacyj-
nego korzystaja na stronie internetowej www . bmdw . org z wyszukiwarki, pozwala-
jacej na znalezienie wszystkich dostepnych na $wiecie kandydatéw na dawcow
komoérek krwiotwdrczych dla potrzebujacego chorego pod warunkiem, ze znane
sg HLA A, B i DR chorego. Uprawnieni uzytkownicy z tych o$rodkéw transplan-
tacyjnych lub rejestréw i bankéw otrzymuja hasto i kod dostepu do bazy w celu
wylonienia odpowiedniego tj. w petni zgodnego pod wzgledem HLA, dawcy nie-
spokrewnionego lub jednostki krwi pepowinowej, co nastepnie wymaga akcepta-
cji osrodka transplantacyjnego wykonujgcego zabieg. Na szybko$¢ tego dziatania
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Tabela 2.2: Wynik przeszukania jednostek krwi pepowinowych w bazie BMDW (dane
BMDW z dn. 27 sierpnia 2012, http://www.bmdw.org/).

A B c DRBA DQB4 Reg # Additional details

2402 2601 3502 4402 0303 0401 1103 1301 0301 0603 o :r;;} ?::I'f ;DUETJ':P:I,;
Potentially (Allele) Matched: 1

24XX 28XX 4402 35X MK 13XK IcB MICB- 110

0455001322
ttaly CORD ##
2

HLA-DR Allele/Split Antigen Mismatched:

24K 26X 44X 35X 1104 1301 AUCH 350094259 8 95 13

24 28 44 35 A2XX 13XX SECB C0s-030 24 33
HLA-A Antigen Mismatched: 19

02KK 24K 440 356D XK 136X CSCH CZ444080 88 105

24K _ 4430 350 113K 133X ILCB 113114 144 136

MICB-

D1XK 24K 4433 35K XK 13XX ICB 1120001628 108

28 20XX 4433 35X XK 13X ECB SPUCMADO011828 88 65

2480 20XX 4430 35X T 133X ECB SPUCMADOODB045 67 148

2 24 44 35 T 133X ICB 03FISM2T0/02 157

24 " 44 35 XK 13XX 13CB SHDO7TO138 145 18

1 24 44 35 XK 13XX 13CB SHDOS00228 17 18

24 H 44 35 XK 13XX 13CB SHDOTO47 107 16

2 24 44 35 XK 13XX SECB cos-228 7028

2 24 44 35 XK 136X ICB 0698013963 39

24 32 44 35 XK 136X ICB MICB0198Q306895 56

2 26 44 35 113K 133X ECB SPUCWALO00352T 54 25

24 28 44 35 113K 133X ICB 05PDCB06593 142

2 24 44 35 1" 13 CHCB AD00TS44 g5 30

24 33 44 35 1" 13 CHCB AQDDMZE 28

24 33 44 35 M 13 KRCH AL200707120010 67

24 33 44 35 M 13 KRCH MP2228 58

2 24 44 35 M 13 NYCB 111976 2% 57
HLA-B Antigen Mismatched: 16

24K 260K JEXK 350 113K 133X ICB 044338 128

24K 26X JERK 35X 1K 135X ILCB 158600 126

24K 26X JERK 35X 1K 135X ILCB 141388 &9

280 283K 52KX 443 XK 13XX ILCB 163380 a3

280 283K 38XX 35X XK 13XX ILCB 122528 an 82

24 26 44 15 1103 1301 NYCB 602862 90 134 58

istotnie wplywa czesto$¢ wystepowania podobnych antygen6w HLA w okre$lonej
populacji.

Do statych inicjatyw BMDW nalezy maksymalizowanie szansy na znajdowa-
nie potencjalnych i dostepnych dawcéw komoérek macierzystych albo jednostek
krwi pepowinowej poprzez dostarczanie nowozrekrutowanych i opisanych feno-
typowo HLA dawcéw i jednostek krwi pepowinowej dostepnych na catym Swie-
cie. Ponadto, nalezy tez dostarczanie istotnych powszechnych informacji z my-
$la o pacjencie, a takze przedstawianie statystyk méwiacych o wzroScie zasobéw
réznych rejestréw dawcéw i bankéw CB, opisanych pod wzgledem HLA dawcow.
W przypadku bankéw CB kazda zgromadzona jednostka opisana zostaje réwniez
w zakresie jej objetosci i zawartos$ci komorek jednojgdrzastych. Przyktadowy wy-
nik przegladu internetowej bazy BMDW dla biorcy o okreslonym HLA przedsta-
wia Tabela[2.2l

Swiatowa baza dostepnych dawcéw komérek krwiotwérczych BMDW funk-
cjonuje w zgodzie z zaleceniami ustalanymi przez Europejskgq Fundacje Daw-
c6w - Eurodonor Foundation oraz pod auspicjami §wiatowej organizacji dawcow
szpiku - World Marrow Donor Association (WMDA z siedzibg w Leiden, Holan-
dia). WMDA powstata w 1989 r. jako miedzynarodowa sie¢ rejestréw dawcéow ko-
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morek krwiotworczych i bankéw krwi pepowinowej do ustanawiania standardéw
jakosci. Dodatkowo wplywa na rozwdj transplantacji poprzez rekrutacje, testo-
wanie, pobieranie, przechowywanie, dobieranie oraz transport komoérek krwio-
tworczych. Jest miedzynarodowym przedsiewzieciem, w ktérym wspélpracuja
rézne organizacje i osoby zaangazowane w transplantacje komoérek krwiotwor-
czych. Misja tej organizacji jest popieranie miedzynarodowej wspétpracy w celu
ulatwienia dostepnosci i wymiany wysokiej jakosci komoérek krwiotwérczych uzy-
tych do transplantacji dla pacjentéw na caltym $wiecie. Jednoczesnie WMDA
strzeze interes6w wszystkich dawcéw w rejestrach miedzynarodowych oraz zaj-
muje sie promowaniem dawstwa szpiku. Posiada zarzad, ktéry jest ciatem ad-
ministracyjnym odpowiedzialnym za calg dziatalno$c i kierunki wytyczane przez
stowarzyszenie. Utrzymuje sie z dobrowolnych sktadek zrzeszonych organiza-
cji. Aktualnie przy WMDA akredytowanych jest 17 rejestrow niespokrewnionych
dawcow komérek krwiotwoérezych i bankéw krwi pepowinowej, do ktérych nalezy
83% wszystkich dawcéw w BMDW. WMDA poprzez definiowanie szczegétowych
wymog6w zdrowotnych w stosunku do dawcéw pozwala utrzymac zachowanie
wysokich standardéw bezpieczeristwa zaréwno biorcy jak i dawcy w procesie
transplantacji. Na podstawie opracowanych i publikowanych wytycznych (Accre-
ditation Policies and Procedures, International Standards for Unrelated Hemato-
poietic Stem Cell Donor Registries, Nov. 2009) realizowane sg dazenia tej orga-
nizacji dla ujednolicenia zasad etycznych, technicznych, medycznych i finanso-
wych stosowanych przez wspoétpracujace osrodki, a takze dla proceséw rekrutacji
potencjalnych dawcéw szpiku.

W 1995 r. pod kierownictwem Professor Eliane Gluckman, w ramach wtasnego
projektu rozpoczat swoja dziatalno$¢ Eurocord. Eurocord zostat powotany réw-
niez z inicjatywy europejskiej grupy przeszczepiania szpiku EBMT i jest naukowa
organizacjg miedzynarodowaq zbierajacq dane o wykonywanych na $wiecie prze-
szczepieniach krwiotwérczych komoérek macierzystych pochodzacych z krwi pe-
powinowej. Misjg Eurocordu bylo ustanowienie warunkéw wspélpracy pomie-
dzy bankami krwi pepowinowej (zrzeszonymi w Netcord) i oSrodkami przeszcze-
piania w ramach EBMT oraz bazg danych immunogenetycznych BMDW. Dzieki
tej wspétpracy zbierano dane kliniczne o pacjentach po przeszczepieniach CBU,
a nastepnie przeanalizowano i przekazano je do EBMT, co pozwolito budowa¢
baze danych o skuteczno$ci wykonywania takich procedur medycznych. Od
marca 1988 r. do 2009 r. zebrano 5223 przypadkéw transplantacji CBU, ktére zo-
staly przeanalizowane i zebrane w archiwum Eurocordu. Dane pochodzily z 238
osrodkéw przeszczepowych nalezacych do EBMT (68% z przypadkéw) i z 199
oSrodkéw spoza EBMT (29% z przypadkéw) z 47 krajow europejskich i pozaeu-
ropejskich. Osiagnieciem tego projektu jest stworzenie duzego archiwum, ktére
zostato sfinansowane z trzech kolejnych programéw Unii Europejskiej.

W 1998 r. powstala Fundacja NetCord, w celu kontroli jako$ci i standaryzacji
gromadzenia CBU. Misja tej miedzynarodowej organizacji jest promocja wysokiej
jakos$ci produktéw krwi pepowinowej w drodze ustanowienia Swiatowych stan-
dardéw i akredytacji oraz popieranie i utatwianie zastosowania CBU do trans-
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plantacji przez promocje badan laboratoryjnych i klinicznych zapewniajgcych
profesjonalno$¢ oraz edukacje spoteczng. Fundacja NetCord liczy 31 cztonkéow.

Organizacja Eurocord stanowi kliniczng kontrole nad danymi i jednocze$nie
prezentuje czynne poszukiwania najlepszych dawcéw komérek krwiotwoérczych
CBU w bankach zrzeszonych w ramach NetCord. Umozliwito to dokonanie wie-
cej niz 50 publikacji w medycznych czasopismach o wysokim naukowym pozio-
mie.

W celu opracowania i oceny przeszczepienn krwi pepowinowej dla potrzeb
i wspdllnego dzialania EBMT od 1996 r. Eurocord zajmuje sie badaniem wtasci-
wosci krwiotwoérczych komorek progenitorowych i przekazywania genéw w ko-
morkach krwi pepowinowej oraz oceng funkcji uktadu immunologicznego limfo-
cytéw krwi pepowinowej. Ponadto, ustanowieniem europejskiego rejestru cho-
rych leczonych przeszczepieniem komdérek macierzystych z krwi pepowinowej
i ustaleniem protokotu projektu poréwnujacego transplantacje CBU, jako alter-
natywnego zrédta KKM, z metodami konwencjonalnymi uzyskiwania ich z krwi
obwodowejlub szpiku dawcy [21,22]. Natomiast kontrola jakosci jednostek krwi
pepowinowej dostarczanej z europejskich bankéw CBU odbywa sie w ramach
dziatalnosci NetCord. Fundacja NetCord z siedzibg w Leiden, Holandia, jest mie-
dzynarodowg siecig non-profit bankéw CBU utworzong w celu wspierania two-
rzenia wysokiej ich jako$ci. Miedzynarodowe normy w zakresie zbierania, prze-
twarzania, testowania, bankowania i udostepniania CBU opracowywane sg przez
FACT (Foundation for the Accreditation of Cellular Therapy, zalozona w 1996
roku) w celu stworzenia sp6jnego systemu akredytacji na catym $wiecie takze
zgodnym z obowigzujacymi przepisami krajowymi. Pierwsze wydanie norm opu-
blikowano we wrze$niu 1996 roku. Program zostat opracowany przez dr Phyl-
lis Warkentin, dyrektora medycznego FACT. Pierwsze kontrole rozpoczely sie we
wrze$niu 1996. Obecne standardy dziatania bankéw krwi pepowinowej zostaty
opracowane przez NetCord, organizacje zrzeszajacg banki z USA, Europy, Ja-
ponii i Australii, ktéra we wspétpracy z FACT opracowuje normy spojnego sys-
temu akredytacji i publikuje je w kolejnych edycjach, jako miedzynarodowe stan-
dardy dla bankowania CBU oraz jako podrecznik do akredytacji tworzonych ban-
kéw CBU. Obecnie wydana jest najnowsza piata edycja instrukcji akredytacyj-
nej FACT-JACIE (Joint Accreditation Commitee International Society for Cellular
Therapy and European Group for Blood Marrow Transplantation, - JACIE-ISCT &
EBMT) z miedzynarodowymi normami dotyczacymi komérkowych programéw
terapeutycznych. Te dwa podreczniki - Cellular Therapy Accreditation Manual
oraz International Standards for Cellular Therapy Product Collection, Processing,
and Administration - wydane w V edycji w 2012, dostarczajg wyczerpujaco wy-
tycznych zaré6wno dla wnioskodawcow, jak i kontroleréw w zakresie akredytacji
i doktadnie precyzuja obowigzujace procedury. Przedstawione sg w nich wyma-
gania, a takze wyja$nienia dotyczace sensu i uzasadniajace okreSlone poszcze-
gblne normy oraz przyktady i alternatywne podejscia, ktére maja na celu zapew-
nienie minimalnych wytycznych dla programoéw, urzadzen oraz os6b wykonuja-
cych transplantacje komérkowe.
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2.6. Banki krwi pepowinowych

Ustanowienie pierwszych bankéw krwi pepowinowej w Nowym Jorku, Paryzu,
Mediolanie i Dusseldorfie nastgpito wlatach 1992-1993. W latach wcze$niejszych
odnotowywane byly liczne obserwacje kliniczne dotyczace 1zejszego przebiegu
GvHD po transplantacjach CBU niezgodnych w HLA.

Na calym Swiecie material jest przechowywany w prywatnych lub parstwo-
wych bankach krwi pepowinowej. Prywatne banki krwi pepowinowej przecho-
wuja ja w celu przeszczepienia autologicznych komérek macierzystych krwi. Za
pobranie, opracowanie laboratoryjne, zamrazanie i przechowywanie takiej jed-
nostki ptaca rodzice dziecka, zachowujac w ten sposéb petne prawa do jej wta-
Snosci.

Pierwszy publiczny bank krwi pepowinowej zostal utworzony w 1993 r. [25].
Publiczne banki krwi pepowinowej zbierajg wyselekcjonowane jednostki krwi pe-
powinowej do wykorzystania w alogenicznych transplantacjach [23]. Swoje bazy
danych o zgromadzonych jednostkach tworzg na ogét wspoélnie z rejestrami nie-
spokrewnionych dawcéw szpiku. Dane przekazujg centralnej bazie BMDW, ktéra
nastepnie poprzez internet udostepnia o§rodkom poszukujacym zgodnych pod
wzgledem HLA dawcéw komérek krwiotwérczych dla chorych na catym swie-
cie. Baza BMDW dziata w systemie comiesiecznej aktualizacji i posiada na dzieri
27.08.2012 (Tabela dane immunogenetyczne 20 380 925 dawcéw komorek
krwiotwoérczych w tym: 19 838 400 dotyczacych dawcéw szpiku oraz o ok. 542
225 jednostkach krwi pepowinowej. Dane te do og6lno$wiatowej internetowej
bazy danych BMDW dostarczane sg z 66 rejestréw dawcow niespokrewnionych z
48 krajow oraz z 46 bankéw krwi pepowinowych z 30 krajow. Aktualnie jest 806
uzytkownikéw tej bazy - odbiorcéw on-line z 499 autoryzowanych osrodkéw - or-
ganizacji medycznych, ktére zajmuja sie poszukiwaniem i doborem pod wzgle-
dem zgodnosci w uktadzie HLA dawcéw komérek krwiotwérezych. Udostepnia-
nie bazy danych BMDW odbywa sie na zasadzie on-line po uzyskaniu kodu do-
stepu i hasta do bazy przez o$rodki rekrutujgce kandydatéw na dawcéw do reje-
stru oraz klinik transplantacyjnych.

Od momentu doniesienia w 1988 r. o wykonaniu pierwszej transplantacji krwi
pepowinowej w Paryzu datuje sie poczatek tworzenia i organizacji bankéw krwi
pepowinowej, w ktérych ilo§¢ zebranych opracowanych laboratoryjnie i zamro-
zonych jednostek rokrocznie przybywa. Rycina przedstawia wzrost liczby

Tabela 2.3: Struktura Bone Marrow Donor Wordwide (dane BMDW z dn. 27 sierpnia 2012,
http://www.bmdw.org/).

Uczestnicy: 66 Rejestrow Dawcow z 48 krajow

> 19 838 400 potencjalnych dawcéw

46 Bankéw Krwi Pepowinowej z 30 krajow

ok. 542 225 jednostek krwi pepowinowych

Razem 20 380 925 dawcoéw komorek krwiotwérczych

Uzytkownicy: | 806 odbiorc6w ,on-line” z 499 autoryzowanych osrodkéw
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Rycina 2.1: Ilo$¢ zgromadzonych CBU w bazie BMDW od poczatku (dane BMDW
z dn. 27 sierpnia 2012, http: //www.bmdw.org/).

bankowanych CBU w bazie BMDW od poczatku do dzisiaj. Gtéwnym celem dzia-
tania wszystkich bankéw krwi pepowinowej jest gromadzenie jak najwiekszej ilo-
$ci wyselekcjonowanych i przetestowanych pod wzgledem tkankowym i infekcyj-
nym jednostek krwi pepowinowej, nastepnie ich zamrozenie i przechowywanie
w cieklym azocie w specjalnych kontenerach [23}24].

W Tabeli[2.4] przedstawiono zasoby wybranych bankéw CBU na §wiecie. Dane
te pochodzg z uaktualnionej dn. 27 sierpnia 2012 bazy BMDW (http://www.
bmdw.org/).

2.7. Badaniai preparatyka w celach transplantacyjnych
bankowanej CBU

Procedure pozyskiwania, badania i preparowania komoérek krwiotwérczych
krwi pepowinowej mozna podzieli¢ na nastepujace etapy: pobranie krwi pepo-
winowej, oddzielenie komérek jadrzastych od erytrocytéw, granulocytéw i ply-
tek krwi, zageszczenie zawiesiny komorek jadrzastych, wéréd ktérych sg obecne
komoérki krwiotworcze, krioprezerwacje tych komérek, ich przechowywanie oraz
rozmrozenie z ewentualnym usunieciem czynnika krioprotektorujacego bezpo-
$rednio przed ich zastosowaniem u chorego. Czynnosci, ktére obejmuja wyizo-
lowanie komoérek jadrowych z krwi pepowinowej, ich przechowywanie i rozmra-
zanie muszg by¢ wykonywane w taki spos6b, aby gwarantowaty najmniejsze ich
straty, zaréwno w czasie obrobki, jak tez p6Zniej w trakcie ich wieloletniego prze-
chowywania [24]. Jest to o tyle istotne, ze zwykle pobiera sie niewielka obje-
to$¢ krwi pepowinowe;j - ok. 80 do 150 ml, zawierajacg ograniczona liczbe komé-
rek krwiotwdrczych, ktéra wystarcza do ustanowienia krwiotworzenia w zasadzie
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Tabela 2.4: Zasoby wybranych bankéw CBU w bazie BMDW (dane BMDW z dn. 27 sierp-
nia 2012, http://www.bmdw.org/).

Registry / Registry Code Total ABDR DNA

% Typed | ClassI | ClassII
Argentina CORD ARCB 1,973 1,970 99.8 1,973 1,970
Australia CORD # AUCB 24,809 | 24,809 100.0 19,558 24,809
Austria CORD ACB 1,308 1,308 100.0 1,308 1,308
Belgium CORD ## BCB 16,583 | 16,583 100.0 14,358 16,535
Czechia CORD CSCB 3,884 | 3,884 100.0 3,769 3,882
Duesseldorf CORD # DUCB 17,316 | 17,316 100.0 13,644 17,315
Finland CORD FICB 3,308 3,308 100.0 1,532 3,308
France CORD ## FCB 20,408 | 20,408 100.0 15,110 19,924
Germany CORD DCB 14,407 | 14,407 100.0 13,037 14,400
Greece-Athens CORD ATCB 1,251 1,251 100.0 0 0
Greece-Thessaloniki CORD TSCB (319 319 100.0 0 0
Italy CORD ICB 28,247 | 28,245 100.0 19,924 28,243
Poland-POLTransplant CORD W3CB|719 719 100.0 636 718
Russia-Samara CORD SRCB 4,598 | 4,598 100.0 4,598 4,598
Slovakia CORD SKCB 1,726 1,726 100.0 1,173 1,179
Spain CORD ## ECB 54,938 | 54,938 100.0 42,114 51,005
Sweden CORD SCB 2,238 | 2,238 100.0 2,238 2,238
Switzerland CORD CHCB 3,744 | 3,744 100.0 3,739 3,744
UK-Anthony Nolan CORD GBCB 807 807 100.0 807 807
UK-BBMR CORD ## BSCB 15,773 | 15,772 100.0 15,707 15,772
USA-Cedar Knolls CORD CKCB 3,859 3,859 100.0 3,859 3,859
USA-Cleveland CORD CLCB 182 182 100.0 182 182
USA-Gift of Life CORD U4CB 715 715 100.0 715 715
USA-New York CORD NYCB 56,814 | 56,814 100.0 1,600 48,995
USA-NMDP CORD ## U1CB 132,283| 132,283 | 100.0 127,888 | 132,226
USA-Paramus NJ CORD PMCB 1,732 1,732 100.0 1,732 1,732
USA-StemCyte CORD ACCB 18,922 | 18,921 100.0 18,922 18,921

tylko u dzieci. Zwykle nie jest wystarczajgca do odtworzenia uktadu krwiotwo6r-
czego u biorcéw dorostych. Konieczne jest wiec zastosowanie nie tylko wydaj-
nych metod preparowania krwi pepowinowej, ale takze takich sposobéw kriopre-
zerwacji i przechowywania wyizolowanych komoérek jadrzastych, aby ich odzysk
i potencjat proliferacyjny, jako materiat stuzacy do celéw przeszczepienia byt jak
najwyzszej jakosci.

Z reguly, komoérki krwiotworcze nie sa poddawane preparatyce bezposred-
nio po ich pobraniu, ktére czesto odbywa sie w nocy, a dopiero po kilku godzi-
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nach przechowywania w lodéwce lub temperaturze pokojowej i przekazaniu ich
do wyspecjalizowanego banku krwi pepowinowej. Efektywne bankowanie tego
materiatu transplantacyjnego wymaga bardzo czesto redukcji objetosci pobra-
nej krwi, nie tylko zeby zmniejszy¢ przestrzen i koszty jej przechowywania, ale
takze po to, zeby zminimalizowa¢ objetos¢ toksycznego dla biorcy krioprotektora
(dimetylosulfotlenk, DMSO) w tym przeszczepianym materiale. Najczesciej sto-
sowang metoda preparatyki krwi pepowinowej jest izolacja kozuszka leukocytar-
nego przy pomocy separatora firmy Optipress oraz sedymentacja w roztworach
wielkoczasteczkowych ze skrobig hydroksyetylowang (HES) lub Zelatyng [30}32].
Zaleta preparatyki z uzyciem separatora jest wykonanie operacji w tzw. syste-
mie zamknietym, co zapewnia maksymalng ochrone przed ewentualnym zaka-
zeniem tego materialu. Natomiast sedymentacja w HES-ie takich warunkéw nie
zapewnia. Ostatnim etapem preparatyki jest zamrozenie wyizolowanych komo-
rek jadrzastych w §rodowisku DMSO w celu zapobieganiu krystalizacji czaste-
czek wody zawartej w komoérkach i w konsekwencji ich uszkodzenia. Tak otrzy-
many preparat umieszcza si¢ w pojemnikach krioochronnych i wraz z kilkoma
dotaczonymi prébkami archiwizacyjnymi do wykonania niezbednych badan bez
konieczno$ci rozmrazania calosci, poddaje sie kontrolowanemu komputerowo
procesowi mrozenia. Dopiero potem preparat przenoszony jest do zbiornika
z cieklym azotem, gdzie jest przechowywany do momentu zastosowania. Od
momentu zamrozenia do wydania do przeszczepienia krew pepowinowa musi
by¢ przechowywana w temperaturze kriogenicznej, ktora jest bez przerwy cato-
dobowo kontrolowana oraz monitorowana komputerowo. W przypadku braku
doptywu pradu lub braku odpowiedniej iloéci azotu do utrzymania wymagane;j
temperatury uruchamiany jest system powiadamiania Klasycznie, temperaturg
do przechowywania zamrozonego materiatu komérkowego jest temperatura cie-
ktego azotu (-196°C), ktéra pozwala na wieloletnie przechowywanie takiego ma-
terialu i pozostaje bez ujemnego wplywu na aktywno$¢ proliferacyjng komoérek
krwiotworczych, w tym komérek krwiotwoérczych krwi pepowinowej [28,29,36].

W trakcie preparatyki krew pepowinowa poddawana jest ocenie ilo§ciowej i ja-
kosciowej. Ocena jakoSciowa polega na badaniu stanu infekcyjnego, czyli ewen-
tualnego zakazenia jednostki podczas jej preparatyki i wymaga wykonania posie-
wow bakteriologicznych w kierunku bakterii tlenowych, beztlenowych i grzybéw,
a takze wykonania szeregu badan wirusologicznych oraz oznaczenia antygenéw
zgodnosci tkankowej klasy I i II (HLA ABDR) na poziomie niskiej rozdzielczosci
metodami genetycznymi. Ocena ilo§ciowa natomiast to oznaczenie liczby ko-
morek jadrzastych oraz liczby komérek CD34+. W przypadku bankowania krwi
pepowinowej dla celéw przeszczepien autologicznych w ramach preparatyki nie
jest wykonywane oznaczanie HLA [31].

Stan prawny obowigzujacy w 2012 r. Pobrang krew pepowinowa, ktéra po
poddaniu preparatyce jest nastepnie zamrazana, przechowuje sie na catym juz
$wiecie w prywatnych lub panistwowych od przeszto 20 lat. Jest to gotowy ma-
terial transplantacyjny. Przeszczepienie odbywa sie bezposrednio po rozmroze-
niu materiatu przy t6zku chorego. Panistwowe banki krwi pepowinowej zbierajg
wyselekcjonowane pod wzgledem liczby komérek krwiotworczych i stanu infek-
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cyjnego, jednostki krwi pepowinowej do wykorzystania w alogenicznych trans-
plantacjach szpiku. Z reguty, cho¢ nie wylacznie, paristwowe banki tworza swoje
bazy danych o zgromadzonych jednostkach wspdélnie z rejestrami niespokrew-
nionych dawcéw szpiku. Takie bazy zawieraja dane poszczeg6lnych jednostek
krwi pepowinowej obejmujace: dane immunogenetyczne, objeto$¢ pozyskanej
krwi pepowinowej, liczbe zawartych w niej komérek jednojadrowych, wsréd kt6-
rych znajduja sie krwiotwoércze komarki macierzyste CD34.

W listopadzie 2000 roku na zlecenie Ministerstwa Zdrowia przy Poltransplan-
cie w Warszawie zostal utworzony Centralny Rejestr Niespokrewnionych Daw-
c6w Szpiku i Krwi Pepowinowej (CRNDSIKP). Podstawg prawng w Polsce do zor-
ganizowania i dzialania bankéw krwi pepowinowej jest ustawa z dn. 1.07.2005
0 pobieraniu i przeszczepianiu komorek, tkanek i narzgdéw (tzw. ustawa trans-
plantacyjna) ze zmianami w niektérych zapisach wprowadzonymi w lipcu 2009
(Dz.U. 22005 . Nr 169, poz. 1411 z p6Zn. zm.). Zapisy oparte na ustawodawstwie
Unii Europejskiej podyktowane zostaty trzema dyrektywami unijnymi: Dyrek-
tywa Komisji 2004/23/WE, Dyrektywa Komisji 2006/17/WE oraz Dyrektywa Ko-
misji 2006/86/WE oraz z uwzglednieniem standardéw jakosci i poufnoéci opra-
cowanych przez WMDA.

Ustawa transplantacyjna oraz dotyczace rozporzadzenia szczeg6towe opra-
cowane przez Ministerstwo Zdrowia sg zgodne z aktami prawnymi (WE) Nr
1394/2007 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 13 listopada 2007 r. w spra-
wie produktéw leczniczych terapii zaawansowanej (zmieniajgcego Dyrektywe
2001/83/WE). Z kolei akt prawny (WE) nr 726/2004 dotyczacy produktéw in-
zynierii tkankowej, ktére znajduja sie w legalnym obrocie na rynku Wspélnoty
musi obowigzywac najpézniej do dnia 30 grudnia 2012 r. zgodne z przepisami
krajowymi oraz wspélnotowymi. Konsekwencja wejscia w zycie obu tych aktéw
prawnych jest konieczno$¢ uzyskania przez jednostki przygotowujace produkty
lecznicze terapii zaawansowanej pozwolenia na 1) prowadzenie dziatalnosci jako
bank komoérek w zakresie dawstwa, pobierania i testowania zgodnie z wymogami
ustawy z dnia 1 lipca 2005 r. o pobieraniu, przechowywaniu i przeszczepianiu ko-
morek, tkanek i narzadow i przepiséw wydanych na podstawie tej ustawy oraz
2) na wytwarzanie produktéw leczniczych zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra
Zdrowia z dnia 1 paZzdziernika 2008 r. w sprawie Wymagan Dobrej Praktyki Wy-
twarzania (Dz.U. Nr 184, poz. 1143, z p6Zn. zm.). Organem administracji pan-
stwowej sprawujacym nadzor nad bankami tkanek, w tym takze nad bankami
krwi pepowinowej, jest Krajowe Centrum Bankowania Tkanek i Komérek.

Prywatne banki krwi pepowinowej gromadza CBU w celu ewentualnego wy-
korzystania w przypadku konieczno$ci zastosowania leczenia autologicznymi ko-
morkami macierzystymi krwiotworczymi. Za pobranie i przechowywanie ta-
kiej jednostki ptacqg rodzice dziecka, zachowujac w ten spos6b peitne prawa do
jej wlasnosci. Panistwowe banki krwi pepowinowej zbieraja wyselekcjonowane
pod wzgledem liczby komérek krwiotwérczych i stanu infekcyjnego, jednostki
krwi pepowinowej do wykorzystania w alogenicznych transplantacjach szpiku
[26}[29}30}33]. Z reguly, choé nie wytgcznie, patistwowe banki tworza swoje bazy
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danych o zgromadzonych jednostkach wspdlnie z rejestrami niespokrewnionych
dawcow szpiku [34].

W Polsce w 4 panstwowych bankach krwi pepowinowej zgromadzono i za-
mrozono tacznie ponad 719 CBU. Sa to:

¢ Bank Komoérek Krwiotwdérczych przy Katedrze i Klinice Hematologii, Onkologii
i Choréb Wewnetrznych WUM, utworzony w 1999 r. dzieki sponsorowi Polsat
Dzieciom (pozwolenie z dn. 28.12.2007),

¢ Bank Krwi Pepowinowej im. J. Carrerasa przy Zaktadzie Hematologii Doswiad-
czalnej, Centrum Onkologii - Instytut w Warszawie, utworzony w 1999 r. na za-
moéwienie MZ i Komitetu Badart Naukowych (pozwolenie z dn. 28.12.2007),

¢ Bank Krwi Lozyskowej przy Instytucie Hematologii i Transfuzjologii w Warsza-
wie, utworzony w 2000 r. (pozwolenie z dn. 23.04.2008),

¢ Bank Krwi Pepowinowej Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznic-
twa w Poznaniu, utworzony w 2009 r. (pozwolenie z dn. 23.04.2008).

Zgromadzone w nich CBU moga by¢ do dyspozycji wszystkich potrzebujacych -
nie na potrzeby autologiczne dla konkretnej osoby - dziecka lub dorostej. Nie-
wielka liczba zgromadzonych jednostek wynika ze skapych funduszy, ktére w la-
tach poprzednich umozliwity zbankowanie tak matej liczby jednostek. Od 2010 .
w Polsce wygospodarowano, w ramach Narodowego Programu Rozwoju Medy-
cyny Transplantacyjnej, niewielkie §rodki finansowe na bankowanie krwi pepo-
winowej w celu wykorzystania ich do transplantacji alogenicznych.

W polskich 6 bankach komercyjnych przechowywanych jest przeszto 50 tys.
CBU. Wydane na taka dziatalno$¢ pozwolenia MZ obowigzuja do korica 2012 r.
Rodzicom oferuje sie mozliwo$¢ zamrozenia jednostek bezposrednio po poro-
dzie i ustuga ta cieszy sie popularnoscia. Rodzice moga na wtasny koszt zdepo-
nowac krew pepowinowa swojego dziecka — tylko i wylacznie na jego potrzeby lub
swojej rodziny. Pobranie krwi pepowinowej kosztuje 1,5 — 3 tys. zl., aich przecho-
wywanie wraz z prébkami w celach archiwizacji kosztuje ok. 400 zt. rocznie, a 18-
letni depozyt od 3,5 do 4 tys. zl. Lekarze jednak podkre$laja, ze prawdopodobien-
stwo zastosowania wlasnej krwi pepowinowej u dziecka, od ktérego je pobrano
jest bardzo niewielkie. Natomiast opracowania naukowe méwia o prawdopodo-
bieristwie rzedu 1 do 10 tysiecy, a nawet 1 do 100 tysiecy. Na §wiecie odnotowano
dotychczas tylko 17 przypadkéw wykorzystania krwi pepowinowej na wtasne po-
trzeby. We Francji i we Wtoszech bankowanie prywatne jest zabronione [31].

We wrze$niu 2008 w imieniu Amerykanskiego Towarzystwa Transplantacji
Szpiku i Krwi (ASBMT) przeanalizowano aktualnie dostepne dane i opinie, a na-
stepnie opublikowano zalecenia dla publicznych i prywatnych bankéw krwi pe-
powinowych. Miedzy innymi podkre$lono w tym dokumencie, ze dawcy krwi
pepowinowej stanowi¢ moga uzyteczng alternatywe dla Zrédta krwiotwérczych
komérek macierzystych dla pacjentéw bez odpowiednio dobranych i tatwo do-
stepne spokrewnionych i niespokrewnionych dawcéw komérek macierzystych.
Przysztych rodzicéw przekonywano, ze dzisiaj moze mie¢ do wyboru albo prze-
kazanie CB do banku publicznego CB lub utrzymanie i przechowywanie CB
w prywatnych bankach. Jednak brak jest obecnie wiedzy na temat potencjal-
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nego w przysztosci wykorzystania tego materiatu w celach autologicznych zabie-
gow transplantacji. Bowiem prawdopodobieristwo uzycia wlasnego CB jest tak
mate i nawet trudne do oszacowania, jak 0,04% (1:2500) do 0,0005% (1:200,000)
w ciggu pierwszych 20 lat zycia. Dlatego, przechowywania CB do uzytku osobi-
stego nie jest zalecane. Zalecano natomiast oddawanie CB w miare mozliwo$ci
do zorganizowanych bankéw publicznych. Zalecane jest réwniez gromadzenie
i przechowywanie CB dla cztonka rodziny, poniewaz istnieje ewentualno$¢ wy-
stapienia choroby u rodzeristwa lub innego cztonka rodziny, ktéra mogtaby by¢
leczona z powodzeniem alogenicznym przeszczepieniem, ze wzgledu na posia-
danie wsp6lnych wtedy antygenéw HLA w rodzinie. Dokument uwzglednia takze
stale rozszerzajace si¢ wskazania do transplantacji CBU w przysziosci.

W naszym kraju wszystkie inicjatywy wynikajace z wdrazania nowego systemu
organizacyjnego taczacego kooperujace i uzupelniajace sie w swojej dziatalno$ci
osrodki ma w zalozeniu zwiekszenie liczby wykonywanych transplantacji.

Krwiotworcze komérki macierzyste ostatnio okreslane sa jako panaceum XXI
wieku. Podstawowym argumentem jest tu fakt, Zze krew pepowinowa nie jest
bezuzyteczna po urodzeniu dziecka i ciggle jest utylizowana. Podczas narodzin
dziecka istnieje jedyna szansa na pobranie krwi pepowinowej [30,/31]. Wyizolo-
wane z niej KKM moga miec praktyczne zastosowanie w transplantacjach w celu
odbudowy uktadu krwiotwérczego i odpornosciowego [26,137]. A przyszios¢ ry-
suje sie jeszcze bardziej zachecajgco. Ostatnie odkrycia sugeruja ogromny prze-
tom, jakim bedzie wykorzystanie tzw. komorki macierzystej mezenchymalne;j,
z ktérej w warunkach laboratoryjnych wyhodowano juz komérki potomne, ty-
powe dla réznych tkanek jak kostna, chrzestna, miesniowa, nerwowa badz pod-
Scielisko szpiku [37}38].

Obecnie prowadzone sg badania i pierwsze zastosowania kliniczne nad uzy-
ciem tych komoérek w procesach regeneracyjnych m.in. w terapii odbudowy blizn
pozawatowych, leczeniu choroby Alzheimera, Parkinsona, udaru mézgu, stward-
nienia rozsianego i cukrzycy [39]. Naukowcy nie maja watpliwosci, ze wykorzy-
stywanie komoérek macierzystych w przyszto$ci bedzie coraz szersze.
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Streszczenie

Wyniki najnowszych badari dokumentujg udzial nieklasycznych czasteczek an-
tygenéw zgodnosci tkankowej w odpowiedzi immunologicznej i ich kliniczne zna-
czenie réwniez u pacjentéw poddanych alogenicznej transplantacji komoérek krwio-
twoérczych. W niniejszej pracy przestawiono podstawowe informacje dotyczace
funkcji nieklasycznych czasteczek HLA klasy Ib oraz oméwiono dotychczasowe do-
niesienia na temat zwigzku polimorfizméw genéw kodujacych te biatka z powodze-
niem alogenicznego przeszczepienia.

Stowa kluczowe: HLA-E, HLA-G, MICA/B, NKG2, HSCT

3.1. Wstep

Dobér pary dawca-biorca alogenicznego przeszczepienia komoérek krwio-
twérczych oparty jest na potwierdzeniu genetycznej zgodnoéci dawcy i biorcy
w allelach genéw kodujacych czasteczki antygenéw zgodnosci tkankowej
(ang. human leukocyte antigens, HLA). Oznaczane sg specyficzno$ci klasycznych
loci HLA klasy I - A, B, C (okre$§lane mianem klasy Ia) oraz HLA klasy II - DRB1
i DQB1. Sposréd czasteczek HLA klasy I mozna ponadto wyr6zni¢ HLA-E, -E -G
oraz MICA i MICB (ang. MHC class I chain-related molecule A/B), nalezace do
nieklasycznych HLA klasy Ib. Wsréd nieklasycznych HLA klasy II wyréznia sie
HLA-DM i HLA-DO. Geny kodujace zar6wno klasyczne jak i nieklasyczne cza-
steczki HLA znajduja si¢ na chromosomie 6 (Rycina[3.1). Obok czasteczek HLA
na krétszym ramieniu 6 chromosomu kodowane sg réwniez inne biatka, m.in.



3.2. HLA-E

czynnik martwicy nowotworu alfa (ang. tumor necrosis factor alpha, TNF-a) czy
biatko szoku termicznego (ang. heat shock protein 70, HSP-70), a polimorfizm ko-
dujacych je genéw nalezy do czynnikéw zwigzanych z powodzeniem alogenicz-
nego przeszczepienia komorek krwiotwdrczych [1,2]. O ile znaczenie typowania
klasycznych loci HLA w transplantacji komérek hematopoetycznych jest dobrze
udokumentowane, rola nieklasycznych czasteczek HLA jest znacznie mniej po-
znana. W niniejszej pracy przestawione zostang podstawowe informacje doty-
czace funkcji nieklasycznych czasteczek HLA klasy Ib oraz oméwione dotychcza-
sowe doniesienia na temat zwigzku typowania HLA-E, HLA-G oraz MICA z powo-
dzeniem alogenicznego przeszczepienia komoérek krwiotwérczych.

Chromosom 6

6p21.31-21&

DP DM DQ DR  C4 CFC2 HSP70 TNF MICBMICAB C E AGF
L 11 Il |

HLA klasa Il klasa Ill HLA klasa |

Rycina 3.1: Schemat organizacji genéw w regionie kodujacym HLA.

3.2. HLA-E

HLA-E jest najlepiej poznanym antygenem MHC klasy Ib i najmniej polimor-
ficzng czasteczka ze wszystkich molekul MHC klasy I. W ludzkiej populacji opi-
sano zaledwie dziesiec alleli, ktére koduja trzy r6zne biatka. Tylko dwa z tych alleli
HLA-E*01:01 oraz HLA-E*01:03 wystepujg w populacji z duzg czestoscia (okoto
50% kazdy z nich). Biatka kodowane przez te allele r6znig sie miedzy soba jednym
aminokwasem w pozycji 107 w domenie a2 taticucha ciezkiego HLA-E. W biatku
kodowanym przez allel HLA-E*01:01 jest to arginina, a w kodowanym przez al-
lel HLA-E*01:03 glicyna. Wariant HLA-E*01:03 ulega ekspresji powierzchniowej
znacznie bardziej efektywnie niz HLA-E*01:01 oraz wykazuje wieksze powino-
wactwo do peptydéw liderowych i odznacza sie lepsza stabilno$cia termiczna.

W standardowych warunkach fizjologicznych HLA-E taczy sie przede wszyst-
kim z peptydami pochodzacymi z reszt aminokwasowych sekwencji sygnato-
wych wiekszo$ci molekut HLA klasy Ia, ktérych zwigzanie umozliwia ekspresje
powierzchniowg HLA-E. Biatko HLA-E jest ligandem receptoréw CD94/NKG2
wystepujacych gtéwnie na komoérkach NK, a takze na limfocytach CD8+ T
i w zwiazku z tym odgrywa istotng role w regulacji cytotoksycznej odpowie-
dzi komoérek immunologicznych (Rycina [3.2). Gléwng funkcjag HLA-E jest
prezentowanie peptydéw liderowych za posrednictwem hamujacego receptora
CD94/NKG2A komérkom NK. Na prawidlowo dziatajacej komoérce receptor ten
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Komorka docelowa

MICA/Bl HLA-E | peptyd Q HLA-E | peptyd Q

NKG2D

NKG2A

NKG2D NKG2C ﬂ8r CD94 CD94 1
DAP-12

Aktywacja
Komérka NK /T

Rycina 3.2: Schemat interakcji miedzy czasteczkami HLA-E i MICA/B i ich receptorami
NKG2.

Przekazywanie sygnatu aktywujacego i hamujgcego reguluje aktywnos$¢ komoérek NK
i CTL. Interakcja miedzy aktywujacym receptorem CD94/NKG2C i prezentujaca peptyd
czasteczka HLA-E prowadzi do wiazania biatka DAP-12 zawierajacego motywy aktywacji
receptora tyrozyny (ang. immunoreceptor tyrosine-based activation motifs, ITAM), ktére
z kolei oddziatuja z bialkiem ZAP70, inicjujac kaskade przekazywania sygnatu prowa-
dzaca do aktywacji komoérek NK i CTL. W wyniku oddzialywania receptora hamujacego
CD94/NKG2A z prezentujaca peptyd czasteczka HLA-E dochodzi do fosforylacji moty-
wow hamujacych (ang. immunoreceptor tyrosine-based inhibition motifs, ITIM) receptora
NKG2A, prowadzacej do przylaczenia biatka SHP-1. Powoduje to defosforylacje biatka
ZAP70, uniemozliwiajaca jego wigzanie si¢ z regionami ITIM i w efekcie zahamowanie
szlaku aktywacji. Interakcja aktywujacego receptora NKG2D z czasteczkg MICA/B pro-
wadzi do wigzania (zawierajacego fragmenty YXXM) biatka DAP-10, ktére wspdtdziata
z kinaza PI3 w przesytaniu sygnatu aktywujacego.

rozpoznaje prezentowane przez HLA-E peptydy liderowe i przekazuje sygnat blo-
kujacy aktywacje komoérek NK, co zapobiega destrukcji komérek docelowych.
Dzieki temu mechanizmowi komérki NK monitorujg zaréwno synteze molekut
MHC klasy Ia, jak i zdolno$¢ komoérek do prezentowania antygenéw. Przy niewiel-
kiej liczbie dostepnych peptydéw liderowych (np. w przypadku infekcji lub trans-
formacji nowotworowej) nie dochodzi do ekspresji biatek HLA-E na powierzchni
komorki, w zwigzku z czym komérki NK nie otrzymuja sygnatu hamujacego za
posrednictwem receptora CD94/NKG2A, co powoduje ich aktywacje i lize komo-
rek docelowych. Wykazano réwniez, ze aktywujacy receptor CD94/NKG2C moze
oddziatywa¢ z biatkiem HLA-E, jednakze wykazuje on kilkukrotnie mniejsze po-
winowactwo do tego biatka niz receptor CD94/NKG2A. Funkcjonalne znaczenie
tej interakcji nie zostato dotychczas do korica wyjasnione.
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Kompleksy HLA-E - peptyd moga by¢ réwniez rozpoznawane przez subpopu-
lacje limfocytéw T CD8+, zwanych NK-CTL (ang. NK-cytotoxic T lymphocyte) za
posrednictwem receptoréw TCR (ang. T-cell receptor). NK-CTL reprezentujg frak-
cje limfocytéw T CD8+ CD28- z fenotypem typowym dla komérek pamieci, cha-
rakteryzujaca sie koekspresja receptoréw TCR Vf oraz hamujacych receptoréw
swoistych dla komérek NK (ang. inhibitory NK receptors, iINKR). Czasteczka HLA-
E, oprécz standardowych peptydéw liderowych, moze réwniez wigzac niektére
peptydy bakteryjne oraz wirusowe, jak réwniez peptydy pochodzace z sekwen-
cji sygnatowych molekut HLA-G, biatek szoku termicznego Hsp60, a takze biatek
zwigzanych z opornoscia wielolekowa (ang. multidrug resistance-associated pro-
tein, MRP7). Limfocyty NK-CTL sg zdolne do identyfikowania prezentowanych
przez biatko HLA-E peptyd6éw bakteryjnych oraz wirusowych i generowania od-
powiedzi cytotoksycznej przeciwko takim komoérkom, co moze stanowi¢ dodat-
kowy mechanizm obrony gospodarza przeciwko infekcjom bakteryjnym i wiru-
sowym.

Na potencjalng role molekul HLA-E w odpowiedzi immunologicznej na prze-
szczep alogeniczny wskazuja wyniki eksperymentéw z uzyciem modeli mysich
transfekowanych ludzkimi sekwencjami kodujacymi badane biatko. Romagnani
i wsp. [3] zaobserwowali, ze w subpopulacji CD8+ limfocytéw T istniejg takie,
ktére rozpoznajg peptydy prezentowane na komérkach docelowych przez biatka
HLA-E. W odpowiedzi na stymulacje peptydami alogenicznymi limfocyty te sg
zdolne do szybkiej proliferacji i w jej nastepstwie do lizy takich alogenicznych ko-
morek. Co wiecej eksperymenty transplantacyjne z transgenicznymi myszami,
ktérym transfekowano ludzki gen HLA-E pokazaly, ze biatko to jest odpowie-
dzialne za odrzucenie przeszczepu w stopniu podobnym do klasycznych anty-
genow HLA klasy I [4].

W dotychczasowych badaniach nad wptywem polimorfizmu HLA-E na wynik
alogenicznego przeszczepienia komérek hematopoetycznych u ludzi zaobserwo-
wano, ze genotyp HLA-E*01:03 u biorcy jest zwigzany z obnizonym ryzykiem wy-
stapienia choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. graft versus host di-
sease, GVHD) oraz obnizong $miertelno$cig zwigzang z przeszczepem (ang. trans-
plant related mortality, TRM) [5H10]. Wyniki te sugeruja, ze allel HLA-E*01:03
w uktadzie homozygotycznym dziata jako czynnik ochronny przed komplika-
cjami poprzeszczepowymi przyczyniajac sie do wydtuzenia przezycia pacjentow.
Wykazano réwniez, ze niezgodnos$¢ miedzy dawcg a biorcg pod wzgledem allelu
HLA-E zwigzana jest ze wzrostem ryzyka wystapienia GVHD [10].

Zaproponowano dwie hipotezy dotyczace wptywu polimorfizmu HLA-E na
wystepowanie powiklann po przeszczepie. Jedna z nich opiera sie na zatoze-
niu, ze przezycie pacjentéw zaleze¢ moze od réznic miedzy allelami wplywaja-
cymi na ich oddziatywania z receptorami komérek NK. Niedojrzate komoérki NK
po przeszczepie charakteryzuja sie wysoka ekspresja receptoréw CD94/NKG2A
oraz podwyzszong sekrecjg cytokin, gtéwnie IFN-y [11]. Cytokiny te pobudzaja
okoliczne komérki m.in. do ekspresji biatek HLA-E, co w potaczeniu ze wspo-
mniang obecno$cig receptoréw hamujacych na dojrzewajacych komoérkach NK
jest waznym mechanizmem zapobiegajacym incydentom autoimmunologicz-
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nym, ktére mogtyby by¢ spowodowane przez niekompletnie wyksztatcone ko-
morki NK. W ten spos6b komorki zawierajace allel HLA-E*01:03, odznaczajacy sie
wyzsza ekspresja powierzchniowa, skuteczniej hamuja poprzez interakcje z re-
ceptorem CD94/NKG2A aktywno$¢ dojrzewajacych komérek NK pochodzacych
z komoérek hematopoetycznych dawcy, chroniac w ten sposéb komérki biorcy
przed uszkodzeniami cytotoksycznymi w Srodowisku poprzeszczepowym. Z ko-
lei biatko kodowane przez allel HLA-E*01:01 charakteryzujacy sie znacznie nizszq
ekspresja powierzchniowa molekut HLA-E nie zapewnia dostatecznej ochrony
przed atakiem komoérek NK.

Z drugiej strony Nguyen i wsp. [11] zaobserwowali, ze niekompletnie wy-
ksztatcone komoérki NK po przeszczepie, charakteryzujace sie wysokim pozio-
mem receptoréw CD94/NKG2A, nie sg zdolne do efektywnego niszczenia komo-
rek nowotworowych. Interferon wydzielany przez niedojrzate komérki NK powo-
duje podwyzszenie ekspresji czasteczek HLA-E na powierzchni komérek nowo-
tworowych, co prowadzi do przesytania sygnatu hamujacego do komérek NK, za
posrednictwem wystepujacych na nich w duzych ilo$ciach receptoré6w NKG2A.
Interakcja ta hamuje aktywno$¢ cytotoksyczng komérek NK skierowang prze-
ciwko komérkom biataczkowym, prowadzac do ostabienia pozadanego dla pa-
cjenta efektu przeszczep przeciwko biataczce (ang. graft versus leukemia, GvL).
Z powyzszych danych wynika, ze szlak sygnatowy HLA-E -CD94/NKG2A moze
zapobiega¢ zaréwno incydentom autoimmunologicznym, chronigc prawidlowe
komérki organizmu przed zniszczeniem, jak réwniez moze uniemozliwiaé efek-
tywne niszczenie komérek nowotworowych.

Kolejna hipoteza zaktada, ze r6znice w przezyciu miedzy nosicielami r6znych
alleli moga wynika¢ takze z ich zr6znicowanego wplywu na interakcje komé-
rek z receptorami limfocytéw T. Choroba GvH po przeszczepie tkanek od nie-
zgodnego dawcy spowodowana jest aktywacjg limfocytéw T wykrywajacych r6z-
nice w gléwnych antygenach zgodno$ci tkankowej. W przypadku przeszczepu od
dawcy zgodnego pod wzgledem gléwnych loci HLA limfocyty T dawcy maja zdol-
no$¢ rozpoznawania mniejszych antygenéw zgodnoS$ci tkankowej (ang. minor hi-
stocompatibility antigens, mHAG) biorcy, co w razie ich aktywacji po wykryciu
niezgodno$ci moze prowadzi¢ do reakcji GvHD. Czasteczki mHAG prezentowane
sg gléwnie przez HLA klasy Ia. Istnieje mozliwo$¢, ze molekuta kodowana przez
HLA-E*01:03 jest zdolna do wigzania czasteczek mHAG, jednakze ich prezentacja
limfocytom T przebiega nieefektywnie i nie powoduje ich aktywacji. Wedlug tej
hipotezy molokuta kodowana przez HLA-E*01:03 wspo6tzawodniczy z czastecz-
kami HLA klasy Ia o wigzanie molekut mHAG, obnizajac efektywno$c¢ ich prezen-
tacji limfocytom T, a co za tym idzie ryzyko wystapienia GvHD [5].

W przypadku przeszczepoéw od niespokrewnionego dawcy zaobserwowano
réwniez zwigzek miedzy allelem HLA-E*01:01 dawcy a rozwojem infekcji bak-
teryjnych oraz przezyciem pacjentéw po transplantacji [12]. Wskazuje to, ze
allel ten jest czynnikiem predysponujacym do rozwoju infekcji poprzeszczepo-
wych. Podobne wyniki uzyskano w przypadku anemii sierpowatej, gdzie genotyp
01:01,01:01 zwiazany byt ze zwiekszong czesto$cig wystepowania infekcji bakte-
ryjnych [13]. Zaklada si¢ mozliwo$¢, ze podczas infekcji obecnos$¢ nieefektyw-
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nie prezentujacego peptydy wariantu kodowanego przez HLA-E*01:01 w ukladzie
homozygotycznym wptywa negatywnie na prezentacje peptydéw bakteryjnych
przez HLA-E, czego konsekwencjg jest brak aktywacji limfocytéw T zdolnych do
niszczenia zainfekowanych komérek.

Dotychczasowe doniesienia wskazuja réwniez na potencjalna role polimorfi-
zmu receptoréw z rodziny CD94/NKG2 na wynik alogenicznego przeszczepienia
komérek hematopoetycznych. Receptory te naleza do lektyn typu C i rozpoznaja
nieklasyczne czgsteczki MHC klasy Ib. Zbudowane sg z podjednostki CD94 pota-
czonej mostkiem disiarczkowym z r6znymi biatkami z rodziny NKG2 i w zalezno-
§ci od izoformy czasteczki NKG2 przekazujg sygnal hamujacy (NKG2A) lub akty-
wujacy (NKG2C) komoérke NK. Biatko HLA-E pelni funkcje liganda dla tych recep-
toréw. Do rodziny NKG2 nalezy réwniez receptor NKG2D. Nie taczy sie on jednak
z podjednostkag CD94 i w postaci homodimeru posredniczy w aktywowaniu ko-
morek NK. Ligandami dla receptora NKG2D sg réwniez nieklasyczne czasteczki
nalezace do klasy Ib: MICA/B oraz ULBP.

Wstepne wyniki badarn nad polimorfizmem receptora CD94/NKG2A sugeruja,
ze moze wykazywac on istotne znaczenie dla powodzenia alogenicznego prze-
szczepienia. Zaobserwowano, ze u pacjentéw bedgcych homozygotami CC w ge-
nie NKG2A (rs1983526 C>G) znacznie czesciej dochodzito do infekcji wirusem
Herpes w poréwnaniu do pacjentéw charakteryzujacych sie genotypem GG. Po-
nadto genotyp CG u dawcy szpiku zwigzany byt z kr6tszym czasem przezycia pa-
cjentéw w poréwnaniu do tych, ktérzy otrzymali przeszczep od dawcéw z geno-
typem CC. Podobnie polimorfizm genu kodujacego CD94 (1rs2302489 A>T) dawcy
przeszczepu okazat sie wptywaé na ryzyko GvHD u pacjentéw. Objawy ostrej po-
staci GVHD obserwowano cze$ciej u pacjentéw, ktérzy otrzymali przeszczep od
dawcy z homozygotycznym genotypem AA [14].

W przypadku genu NKG2D Espinoza i wsp. [15] zaobserwowali, Ze obecnosé
haplotypu HNK1 w genie NKG2D (rs1049174, HNK1>LNK1) u dawcéw prze-
szczepu zwigzana byta z lepszym przezyciem pacjentéw oraz obnizong $miertel-
nos$cia zwigzang z przeszczepem (TRM). Haplotyp HNK1 w genie NKG2D zwia-
zany jest ze zwiekszong aktywnoscig cytotoksyczng komoérek NK, by¢ moze wiec
obecnos¢ tego polimorfizmu pelni role ochronng przed infekcjami bakteryjnymi,
co przeklada sie na lepsze przezycie pacjentéw po przeszczepie.

3.3. HLA-G

Do rodziny nieklasycznych antygenéw zgodnosci tkankowej klasy Ib na-
lezy takze HLA-G. Jego laricuch biatkowy na drodze alternatywnego sktadania
(ang. splicingu) przybiera postac jednej z 4 izoform zwiazanych z btong komor-
kowg (G1, G2, G3 oraz G4), badz tez izoform rozpuszczalnych (G5, G6 czy G7 HLA-
G chroni komérke przed zniszczeniem przez uktad odpornosciowy poprzez wia-
zanie receptoréw ILT2 (LILRB1/LIR1/CD85j), ILT4 (LILRB2/LIR2/CD85d) oraz
KIR2DL4 obecnych w szczegélnosci na monocytach, komérkach NK oraz limfo-
cytach TiB. Oile ILT2 i ILT4 naleza do receptoréw hamujacych, KIR2DL4 wydaje
sie przekazywac zaré6wno sygnaty hamujace, jak i aktywujace.
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Czasteczka HLA-G moduluje dziatanie uktadu immunologicznego poprzez
hamowanie aktywnosci komoérek NK, hamowanie dojrzewania limfocytéw T
CD4+, indukowanie apoptozy aktywowanych komoérek CTL CD8+ oraz pobudza-
nie dojrzewania regulatorowych limfocytéw T. Dzieki tym wtasciwo$ciom HLA-G
przyczynia sie do obnizenia reaktywno$ci immunologicznej, co wptywa na wzrost
tolerancyjnosci uktadu odpornosciowego. Ekspresja HLA-G podlega Scislej re-
gulacji i jest ograniczona do niewielu tkanek. Szczeg6lnie wysoka odnotowano
w komérkach znajdujacych sie na powierzchni pozakosmkowej trofoblastu, gdzie
odpowiada za tolerancje uktadu odpornosciowego matki wobec obcego antyge-
nowo plodu. Uprzywilejowana ekspresja HLA-G w tkankach ptodowych wskazuje
na istotng role tego antygenu w rozwoju zarodkowym oraz w regulacji odpowie-
dzi immunologicznej matki na pt6éd. Polimorfizmy w rejonie promotorowym tego
genu, jak cho¢by obecnoé¢ reszty G w pozycji -725, sg czynnikami zwiekszonego
ryzyka powtarzajacych sie poronieri. W warunkach fizjologicznych biatko HLA-
G ulega ekspresji réwniez na monocytach CD14+ w krwi obwodowej, w komor-
kach nabtonka grasicy oraz w komérkach Langerhansa trzustki. Z kolei w warun-
kach patologicznych ekspresja HLA-G towarzyszy niektérym chorobom o pod-
tozu autoimmunologicznym, infekcjom wirusowym, chorobom nowotworowym
oraz obserwowana jest w srodowisku poprzeszczepowym.

Potencjalna rola, jakag HLA-G pelni w procesach zachodzacych po przeszcze-
pieniu komoérek krwiotwérczych dotychczas nie zostata do korica wyjasniona.
Gen kodujacy powyzszg molekule zawiera stosunkowo niewiele miejsc polimor-
ficznych w poréwnaniu do pozostatych czasteczek HLA klasy I, jednak ich wptyw
na powodzenie transplantacji wydaje sie by¢ bardziej ztozony niz poczatkowo sa-
dzono. Jeden z polimorfizméw genu HLA-G, cieszacy sie najwiekszym zainte-
resowaniem badaczy, obejmuje delecje (del) lub insercje (ins) 14 par zasad (bp)
w pozycji +2961 na 3’ koricu regionu nieulegajacego translacji (ang. 3’ untransla-
ted region, 3’'UTR) taricucha DNA. Powyzsza insercja prowadzi do powstania do-
datkowego miejsca splicingu, co przeklada sie na skrocenie eksonu 8 0 92 pary za-
sad. Powoduje to powstanie bardziej stabilnego mRNA, jednakze mutacja ta jed-
nocze$nie obniza poziom ekspresji mRNA, w zwigzku z czym insercja 14 bp w re-
gionie 3’'UTR jest odpowiedzialna za obnizong ekspresje powierzchniowa biatka
HLA-G. Zjawisko to, nazywane ,paradoksem polimorfizmu 14-bp”, nie zostato do
tej pory ostatecznie wyjasnione cho¢ podejrzewa sie, iz ma tu miejsce réwnolegte
oddziatywanie wielu niezaleznych czynnikéw.

Dotychczasowe wyniki dotyczace typowania delecji w genie HLA-G w kontek-
$cie HSCT sg niejednoznaczne. Boukouaci i wsp. [16] zaobserwowali, ze allel 14-
bp ins zwigzany byl ze zwigkszonym ryzykiem choroby GvH u pacjentéw podda-
nych HSCT. Biorac pod uwage, ze biatko HLA-G wplywa na wzrost tolerancyjnos$ci
uktadu immunologicznego, to obnizona ekspresja powierzchniowa tego biatka,
towarzyszaca genotypowi HLA-G 14-bp ins/ins, moze prowadzi¢ do podwyzsze-
nia reaktywno$ci immunologicznej, wynikajacej z niewystarczajacego hamowa-
nia aktywnos$ci komoérek NK oraz T i w konsekwencji do rozwoju choroby GvH.
Hipoteze tq wspierajg wyniki badan nad znaczeniem poziomu ekspresji biatka
HLA-G dla wyniku przeszczepéw narzadowych, w ktérych zaobserwowano, ze
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podwyzszona ekspresja tego biatka zwigzana jest z mniejszym ryzykiem odrzu-
cenia przeszczepu [17]. Wyniki Boukouaci i wsp. wpisujq sie rowniez w trend
wskazujacy na niekorzystny wplyw genotypu HLA-G 14-bp ins/ins na wynik prze-
szczepu przy transplantacjach narzadow litych [18-20]. Réwniez wyniki uzy-
skane przez Chiusolo i wsp. [21] sugeruja negatywna role allelu 14-bp ins w wa-
runkowaniu odpowiedzi immunologicznej na przeszczep HSC. Zaobserwowali
oni, ze allel ten zwigzany byt z nizszym prawdopodobiefistwem przezycia pacjen-
téw i wiekszym prawdopodobieristwem wystgpienia nawrotu choroby. Podob-
nie nasza grupa badawcza stwierdzila korzystny wptyw genotypu HLA-G 14-bp
del/del na przebieg przeszczepienia [10]. Z drugiej strony wyniki opublikowane
przez La Nasaiwsp. [22] stojg w sprzeczno$ci z powyzszymi doniesieniami. Zaob-
serwowali oni, Ze homozygotyczny genotyp 14-bp del/delu pacjentéw poddanych
przeszczepowi komoérek hematopoetycznych korelowal ze zwiekszonym ryzy-
kiem choroby GvH. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w tym wypadku badano relatyw-
nie nieliczna grupe pacjentéw cierpiacych na talasemie beta, podczas gdy wcze-
$niej wspomniane badania skupiaty sie na pacjentach poddanych przeszczepowi
z powodu chor6b rozrostowych uktadu krwiotwérczego. Nalezy réwniez zwrdcié
uwage na fakt, ze w mechanizm regulacji ekspresji HLA-G, opr6cz wspomnia-
nego wariantu genu, zaangazowane sg prawdopodobnie takze inne czynniki. Do
najczesciej wymienianych nalezy wigzanie mikroRNA do regionu 3'mRNA HLA-
G i promujacy to zjawisko polimorfizm C>G w pozycji +3142 3'UTR (rs1063320),
skutkujacy spadkiem ekspres;ji takiego mRNA. Z kolei obecno$¢ reszty A w pozy-
cji +3187 (rs9380142) zwiazana jest ze zmniejszeniem stabilno$ci mRNA HLA-G.
Dlatego tez przeprowadzenie badan, uwzgledniajacych wszystkie wspomniane
czynniki, mogloby rzuci¢ nowe S§wiatto na to zagadnienie i przyczynic sie do osta-
tecznego wyjasnienia ztozonych proceséw, sktadajacych sie na kontrole ekspresji
tego antygenu i jego znaczenia dla wyniku przeszczepienia. Warto zauwazyc, iz
jak udokumentowano, wysoki poziom ekspresji HLA-G ma korzystny wptyw na
przyktad na przyjecie sie przeszczepu organéw i przezycie pacjentow.

3.4. MICAiMICB

Indukowane stresem biatka A i B podobne do antygen6éw zgodnosci tkanko-
wej klasy I - MICA i MICB - pozwalaja na niezalezng od czasteczek MHC klasy
I aktywacje komoérek NK. Pelnig ponadto funkcje kostymulatoréw efektorowych
komérek T. MICA i -B nie sg na ogét ekspresjonowane w zdrowych komérkach,
jednak ich produkcja moze by¢ indukowana w odpowiedzi na sytuacje stresowa.
Proces ten wspomagajg elementy promotoréw szoku cieplnego obecne w genach
obu biatek. Stwierdzono ponadto, iz MICA i -B ulegaja ekspresji niezaleznie od
siebie. Receptorem dla obu tych molekut jest NKG2D (Rycina [3.2), obecny na
komérkach NK, CD8+ afB+ T oraz yd+ T. Mimo znacznego podobieristwa mie-
dzy MICA i -B (83% sekwencji homologicznych), stopieni ich homologii wzgledem
czasteczek MHC klasy I jest niski (15-35%).

Geny biatek z rodziny MIC sa wysoce polimorficzne. Struktura kodowanych
przez nie biatek zasadniczo przypomina te obserwowang dla taticucha @« MHC
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klasy I, czasteczki te nie asocjujg jednak z 2-mikroglobuling, jak réwniez nie po-
siadaja miejsca wigzania antygenéw CD8. Mechanizmy zaangazowane w ekspre-
sje obu bialek wciaz pozostajg niejasne. Podejrzewa sie, Ze w powyzszy proces za-
angazowane sg kinazy ATM (ang. ataxia telangiectasia mutated) i ATR (ang. ATM-
and Rad3- related). Enzymy te sa kluczowe dla regulacji czynnika jadrowego NF-
kB, aktywowanego podczas indukcji stresu i wptywajacego na ekspresje MICA
i MICB w komérkach T.

Dotychczasowe wyniki badani wskazujg na istotng role tych molekut w roz-
woju wielu typéw nowotworéw i choréb autoimmunologicznych. Uwaza sie, Ze
nadekspresja powyzszych biatek, w potaczeniu z innymi czynnikami, powoduje
NK-zalezng Smier¢ komérek nowotworowych i znacznie zwieksza prawdopodo-
bieristwo przezycia pacjentow.

Badania nad polimorfizmem mikrosatelitarnym genu MICA nie wykazaty
istotnych zalezno$ci miedzy zgodnoscia dawcy i biorcy przeszczepienia w alle-
lach MICA a przezyciem pacjentéw po transplantacji, rozwojem GvHD czy na-
wrotem choroby podstawowej [23].

Istotny wplyw na los pacjenta po przeszczepieniu obserwowano natomiast
dla polimorfizmu MICA-129 (mutacja niesynonimczna; Met129Val). Ze wzgledu
na obecno$¢ metioniny lub waliny w pozycji 129 taficucha peptydowego, wia-
zanie czasteczki MICA do receptora NKG2D jest odpowiednio silne lub stabe.
Zaobserwowano zwigzek miedzy obecno$cig wariantu MICA-129 Val a rozwo-
jem przewleklej postaci choroby GvH [24]. Stwierdzono takze, iz efekt ten po-
gtebia sie u pacjentéw bedacych homozygotami MICA-129 Val/Val, co sugeruje
recesywny charakter powyzszego zjawiska. Zaktada sie mozliwo$¢, ze obecno$é
biatka MICA-129 Val o niskim powinowactwie do receptora NKG2D skutkuje na-
dekspresja tego receptora, umozliwiajgc przytaczanie sie do niego alternatyw-
nych ligandéw, np. UL16. Interakcje receptora NKG2D z innymi ligandami w $ro-
dowisku bogatym w IL-15 by¢ moze prowadza do nadmiernej stymulacji komoérek
NKoraz T'iw jej nastepstwie do destabilizacji systemu kontroli immunologicznej,
przejawiajacej sie incydentami autoreaktywnymi. Boukouaci i wsp. [24] zaob-
serwowali réwniez zwigzek pomiedzy silnie wigzacym sie do receptora NKG2D
wariantem biatka MICA-129 Met a podwyzszonym ryzykiem nawrotu choroby.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze genotyp MICA-129 Met/Met odpowiadajacy za ak-
tywacje komoérek NK, przyczynia sie do zmniejszenia zaréwno efektu GvH, jak
i GvL. Wyniki te sg zgodne z powszechnie obserwowang zaleznoscia, Ze korzyst-
nemu dla pacjenta obnizeniu ryzyka choroby GvH towarzyszy zmniejszenie po-
zadanego efektu GvL. Alternatywna hipoteza wyjasniajaca powyzsze zaleznosci
opiera sie na badaniach nad wptywem aloreaktywnych komérek NK na wynik
HSCT, w ktérych zaobserwowano, ze komérki NK obnizajg ryzyko wystgpienia
choroby GvH i jednoczes$nie zwiekszajg korzystny dla pacjenta efekt GvL [25].
Boukouaci i wsp. wykazali, ze genotyp Met/Met biatka MICA, odpowiadajacy za
aktywacje komérek NK, pelni role ochronng przed GvHD, jednakze wystepowa-
nie tego allelu nie tylko nie przyczyniato sie do zwiekszenia czesto$ci wystapienia
efektu GvL ale korelowato z podwyzszonym ryzykiem nawrotu choroby [24].
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Tabela 3.1: Zwiazki polimorfizméw nieklasycznych czasteczek HLA-E, HLA-G, MICA/B
z wynikiem alogenicznego przeszczepienia komodrek krwiotwdrczych.

dem MICAi MICB

Allel / genotyp Efekt Referencje
HLA-E*01:03, 01:03 Zmniejszone prawdopodobieristwo aGvHD [5]
u dawcy i biorcy Zmniejszone prawdopodobieristwo $mier- 5]
telno$ci zwigzanej z przeszczepem (TRM) [
Wyzsze prawdopodobienistwo catkowitego 16,8491
HLA-E*01:03,01:03 przezycia L]
u biorcy Wyzsze prawdopodobiefistwo przezycia (6]
wolnego od choroby
Zmniejszone prawdopodobieristwo S$mier- [(§]]
telno$ci zwiazanej z przeszczepem (TRM)
Zmniejszone prawdopodobienistwo aGvHD 191
Zmniejszone prawdopodobieristwo aGvHD 17]
HILA-E*01:03, 01:03 : -
u dawcy Wyzsze . ryzyko zgonu zwiazanego z trans- [7]
plantacja (TRM)
Wyzsze prawdopodobieristwo nawrotu cho- 17]
roby
HLA-E*01:01, 01:01 Wieksza czesto$¢ infekcji bakteryjnych [13]
u dawcy Wyzsze ryzyko zgonu zwigzanego z trans- [13]
plantacja (TRM) )
Niezgodno$¢ w allelach | Zwiekszone prawdopodobienistwo aGvHD (8,/10]
HLA-E pomiedzy dawca
a biorcg
HLA-G 14-bp del/del Zwiekszone ryzyko aGvHD [22]
(w pozycji +2961 3’'UTR)
HLA-G 14-bp del/del Wyzsze prawdopodobienistwo catkowitego [10]
u dawcy przezycia
HLA-G 14-bp inslins Zwiekszone ryzyko aGvHD [16]
Nizsze prawdopodobieristwo caltkowitego [21]
przezycia
MICA-129 Val/Val Zwiekszone ryzyko cGvHD 4]
MICA-129 Met/Met Ryzyko nawrotu choroby podstawowej
Brak zgodnosci w ekso- | Zwiekszone ryzyko aGvHD [26]
nie 2, 3,415 genu MICA
Brak zgodno$ci wzgle- | Nizsze prawdopodobienistwo catkowitego [27]

przezycia

Co do innych polimorfizméw genu MICA udokumentowano, iz brak doboru
dawcy i biorcy przeszczepienia wzgledem polimorfizméw w eksonie 2, 3, 41 5
MICA zwiazany jest z wyzszym ryzykiem aGvHD [26] lub obnizonym prawdo-
podobienstwem przezycia pacjentéw po przeszczepie [27] (Tabela[3.1). W tym
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ostatnim przypadku obserwowano réwniez wptyw braku doboru w zakresie spe-
cyficzno$ci MICB, ale mial on mniejsze znaczenie niz niezgodnos$ci w locus MICA.

3.5. Podsumowanie

Nieklasyczne czasteczki HLA klasy Ib (HLA-E, HLA-G czy MICA) biorg czynny
udziat w odpowiedzi immunologicznej organizmu, modulujac aktywno$¢ komé-
rek NK oraz T za posrednictwem szeregu receptorow. Zaréwno czasteczki HLA-E,
jak i MICA aktywuja lub hamuja komérki NK oraz T na drodze interakcji z recep-
torami z rodziny CD94/NKG2, odgrywajac istotng role w regulacji cytotoksyczne;j
odpowiedzi komérek immunologicznych.

Dla przyjecia sie i powodzenia alogenicznej transplantacji komoérek krwio-
twoérczych, niezgodnos$¢ w przypadku nieklasycznych HLA wydaje sie miec nie-
poréwnywalnie mniejsze znaczenie niz niedopasowanie pary dawca/biorca w za-
kresie klasycznych antygenéw tej rodziny. Ostatnie badania sugerujg jednak, ze
polimorfizm w obrebie genéw kodujacych nieklasyczne czasteczki HLA klasy Ib
(oraz ich receptory) moze réwniez istotnie wplywac¢ na powodzenie tego typu
transplantacji. Najwiecej doniesieti dotyczy polimorfizmu HLA-E, a wyniki ba-
dan w wiekszo$ci pokazuja, iz obecnos¢ allelu HLA-E*01:01 zwiazana jest z raczej
niekorzystnym rokowaniem, w przeciwieristwie do homozygotycznego genotypu
01:03,01:03 korelujacego z mniej czestym wystepowaniem GvHD, lepszym praw-
dopodobienistwem caltkowitego przezycia, czy tez przezycia wolnego od choroby.
Wykazano ponadto, iz brak doboru w HLA-E u par zgodnych w zakresie alleli kla-
sycznych loci HLA podwyzsza ryzyko GvHD. Dane te pokazuja, iz rozszerzenie
doboru pary dawca-biorca przeszczepienia o typowanie nieklasycznych loci HLA
(co w przypadku HLA-E zwigzane jest z wykonaniem tylko dw6ch dodatkowych
amplifikacji z wykorzystaniem taricuchowej reakcji polimerazy, po jednej dla kaz-
dego z ulegajacych ekspres;ji alleli HLA-E), moze mie¢ istotne kliniczne znaczenie
dla doboru pary dawca-biorca alogenicznego przeszczepu komoérek krwiotwoér-
czych i powodzenia tego typu transplantacji.
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Streszczenie

Komérki macierzyste jako samoodtwarzajace sie progenitorowe komoérki wy-
specjalizowanych tkanek odpowiadajg za odnowe tego co w zwykly spos6b zo-
stalo zuzyte, jak rowniez tego co zostalo uszkodzone. Komorki macierzyste zna-
lazly zastosowanie w wielu dziedzinach medycyny regeneracyjnej. Przeszczepie-
nie macierzystych komérek hematopoetycznych obejmujace transplantacje szpiku
stanowi jedng z najcze$ciej stosowanych metod leczenia choréb uktadu krwiotwér-
czego. Immunogenno$¢ komérek macierzystych embrionalnych jak réwniez soma-
tycznych jest krytycznym czynnikiem doboru dawcy oraz biorcy przeszczepu. Sce-
nariusz immunogennosci alogenicznych komérek macierzystych to polimorfizm
gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej. Biologiczna funkcja uktadu zgodnosci
tkankowej sprawia, iz uklad ten stanowi centrum fazy inicjacji jak réwniez fazy efek-
torowej odpowiedzi immunologiczne;j.

Stowa kluczowe: komérki macierzyste, gtéwny kompleks zgodnosci tkankowej, przeciw-
ciala anty-HLA

4.1. Wstep

Konsekwencje immunologiczne wynikajace z r6znicy genetycznej gtéwnego
kompleksu zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility complex, MHC)
dawcy i biorcy bardzo dobrze poznane w transplantacji narzgdowej odnoszg sie
w duzym stopniu do transplantacji komoérek macierzystych [1]. Mechanizm od-
rzucenia przeszczepu mediowany obecnoS$cig przeciwciat (ang. antibody media-
ted rejection, AMR) polegajacy na interakcji przeciwcial biorcy z niezgodnym an-
tygenem HLA dawcy jest gléwna barierg immunologiczna transplantacji narza-
dowej oraz komérkowej. Sytuacja jest szczeg6lnie groZna kiedy w czasie trans-



4. Identyfkacja przeciwciat anty-HLA u chorych ...

plantacji w surowicy biorcy obecne sg przeciwciata klasy IgG wigzace dopehiacz
skierowane do antygen6éw uktadu HLA dawcy. Poczatkowo uwazano ich komérki
macierzyste nie sg immunogenne. Poglad ten zostal jednak w znacznym stop-
niu zweryfikowany natomiast dogmat immunologicznego uprzywilejowania ko-
morek macierzystych zostal odrzucony. Wczesniejsze przewidywania niskiej im-
munogennos$ci komérek macierzystych odnosza sie jedynie do stadium komé-
rek niedojrzatych. Immunogenno$¢ komoérek macierzystych autologicznych czy
alogenicznych embrionalnych czy dorostych stanowi w chwili obecnej problem
istotny z punktu widzenia doboru przed przeszczepem. Wiele grup komérek ma-
cierzystych wykazuje na swojej powierzchni stabg ekspresje molekut MHC klasy I
nie wykazujac ekspresji MHC klasy II. Fakt ten wskazywa¢ mégltby na immunolo-
giczne uprzywilejowanie komdérek macierzystych. Mimo iz komoérki macierzyste
nie wykazujg ekspresji MHC poczatkowo moga nabywac te ekspresje w mikro-
srodowisku poprzez kontakt z komérkami stromy, czynnikami wzrostu oraz biat-
kami macierzy pozakomérkowego. Komérki macierzyste napotykajg wiele proza-
palnych cytokin IFN-y, TNF-a. Mikrosrodowisko oraz jego elementy razem lub
z osobna moduluja ekspresje molekut MHC wystepujacych na powierzchni ko-
moérek macierzystych. Komoérki macierzyste zachowujgc ich podstawowe funkcije
nabywaja ekspresje HLA-DR i moga prezentowac antygen. Biorcy komérek ma-
cierzystych mogg posiada¢ przeciwciata anty-HLA czeSciej niz dotad przypusz-
czano. Moga to by¢ przeciwciala skierowane do antygenu dawcy (ang. donor
sensitive antibodies, DSA) lub tez przeciwciala skierowane do epitopéw nie-HLA.
Nie jest jak dotad catkowicie wyjasniony problem DSA w przeszczepach komé-
rek macierzystych. Wiadomo jednak, ze uktad odpornosciowy biorcy rozpoznaje
komérki macierzyste dawcy angazujac w to odpowiedz komérkowa oraz humo-
ralna. OdpowiedZ humoralna po transplantacji jest zwigzana ze zmiang niskoim-
munogennego profilu poprzez zwigkszenie lub zmiane immunokompetentno$ci
czesteczek MHC. Badania przedkliniczne wskazuja na zwigkszenie odpowiedzi
immunologicznej. Wyzsza ekspresja czasteczek MHC klasy I jak roéwniez klasy II
przyczynia sie do produkcji przeciwcial anty-HLA. Gebel oraz Bray [2] wykazuja
udziat przeciwcial anty-HLA jako jeden z gléwnych czynnikéw uszkadzajacych
funkcje przeszczepu. Dodatkowym problemem jest fakt, iz czesto wielu bior-
cOw otrzymuje niezupetnie zgodne pod wzgledem uktadu HLA komérki macie-
rzyste. Stad wydaje sie bardzo istotne identyfikowanie przeciwcial skierowanych
do antygen6w uktadu HLA jak réwniez monitorowanie obecno$ci przeciwciat po
dokonanej transplantacji. Celem niniejszej pracy jest identyfikacja przeciwciat
anty-HLA u chorych, u ktérych dokonano transplantacji komoérek macierzystych

4.2, Metodyka

Identyfikacja przeciwciat skierowanych do antygenéw uktadu HLA klasy I jak
réwniez klasy II wykonana zostata w grupie os6b wymagajacych transplantacji
szpiku. Surowice krwi ktéra stanowita material do badan pobrano przed prze-
szczepem (66 osdb), w 30 dobie po dokonanej transplantacji (43 osoby), w 100
dobie po transplantacji (45 os6b) oraz rok po przeszczepie (38 oséb). Badana
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4.3. Wyniki

grupa chorych to biorcy hematopoetycznych komérek macierzystych niezgodni
z dawcg w uktadzie HLA. Niezgodno$¢ dotyczyta locus A, locus B, locus C, locus
DQB1, locus DRB1 odpowiednio w 17, 10, 24, 11, 1 przypadkach. U trzech z ba-
danych os6b niezgodno$¢ dotyczyla locus B oraz locus C. Badania prowadzono
w okresie od 2007 do 2011 roku. Identyfikacje przeciwciat przeprowadzono stosu-
jac dwie techniki Procesor DynaChip oraz technike identyfikacji przeciwciat Lab-
Screen w systemie LUMINEX. Stosowane techniki pozwolily na okreslenie obec-
nosci przeciwciat skierowanych do antygenéw ukltadu HLA poprzez wyliczenie
warto$ci PRA. Stosowane metody identyfikacji przeciwciat pozwolity na okreSle-
nie klasy jak réwniez swoisto$ci przeciwcial. Stosowana technika LabScreen po-
zolita na identyfikacje przeciwciat skierowanych do okreslonego antygenu HLA
klasy I oraz do okreslonego antygenu uktadu HLA klasy II. Technika stosowana
bardzo powszechnie w transplantacji narzadowe;j [3].

4.3. Wyniki

Identyfikacja przeciwciat skierowanych do antygenéw uktadu HLA przepro-
wadzona przed transplantacjg wykazata u 35 oséb ( 53%) obecno$¢ przeciwciat
skierowanych do antygenéw uktadu HLA . W grupie 19 oséb (28,79%) identy-
fikowane przeciwciata skierowane byty do antygenéw uktadu HLA klasy I oraz
HLA Kklasy II. Obecno$¢ przeciwcial skierowanych tylko do antygenéw HLA klasy
I wykazano u 8 os6b (12,12%). Tak samo liczna byta grupa chorych, u ktérych
identyfikowano przeciwciala skierowane tylko do antygen6w uktadu HLA klasy II
(12,12%). U 31 os6b (46,97%) nie stwierdzono obecnosci przeciwcial anty HLA.
Identyfikacja przeciwcial anty-HLA przeprowadzona w surowicy krwi pobranej
w 30 dobie po transplantacji hematopoetycznych komérek macierzystych wy-
kazywata obecnos$¢ przeciwciat skierowanych do antygenéw uktadu HLA klasy I
u 3 0s6b (6,97%), do antygen6éw ukladu HLA klasy II u 6 oséb (13,95%), przeciw-
ciala anty-HLA skierowane do obu klas u 14 0s6b (32,56%) u 20 0s6b (46,52%) nie
stwierdzono obecnoSci przeciwcial. Wyniki badan kolejnego etapu analizy prze-
prowadzonej w surowicy krwi pobranej w 100 dobie po transplantacji wskazuja
na obecno$¢ przeciwciat anty-HLA klasy I oraz klasy Il u 11 os6b (24,44%), 6 os6b
(13,33%) badanej grupy wykazywala obecno$¢ przeciwciat skierowanych do an-
tygenéw uktadu HLA klasy II natomiast w grupie 10 oséb (22,23%) stwierdzono
obecnos¢ przeciwciatl skierowanych do antygen6w uktadu HLA klasy I. Pozostale
18 0s6b (40%) nie wytworzylo przeciwciat anty-HLA. Badania wykonane rok po
transplantacji wykazaty obecno$¢ przeciwciat u 17 badanych os6b (44,74%) na-
tomiast surowice 21 os6b byty ujemne (55,26%). Przeciwciata skierowane do an-
tygenow uktadu HLA klasy I wytworzyto 15,78 % o0s6b przeciwciata skierowane
do antygen6éw uktadu HLA klasy II 21,1% os6b. Tylko w 3 przypadkach identy-
fikowano przeciwciala skierowane zaréwno do klasy I jak i klasy II uktadu HLA
stanowilo to 7,86% badanych w tym okresie os6b.

Istotnym elementem prowadzonej analizy byto sprawdzenie swoistosci wy-
twarzanych przeciwciat anty-HLA w odniesieniu do niezgodno$ci w uktadzie HLA
dawcy oraz biorcy przeszczepu. W przypadku niezgodno$ci dotyczacej locus A
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badanie surowicy pobranej w 30 dobie po przeszczepie identyfikowane przeciw-
ciala skierowane byly zar6wno do pierwszej jak réwniez do drugiej klasy anty-
gen6w ukladu HLA. W surowicach pobranych w okresie p6Zniejszym to znaczy
w 100 dobie po transplantacji oraz 1 rok po transplantacji identyfikowano gltéw-
nie przeciwciata skierowane do antygenéw uktadu HLA klasy I. Na uwage zastu-
guje fakt iz w przypadku niezgodno$ci dotyczacej locus A obserwowano znaczne
r6znice w oszacowanych warto$ciach PRA w przypadku niektérych niezgodnych
alleli A*03:02/A*03:01 (PRA 1,5%) A*02:05/A*02:01 (60,5%). Sledzac identyfiko-
wane przeciwciata oraz niezgodnosci dotyczace locus B obserwowano niskie war-
toSci PRA. W grupie badanych os6b niezgodno$¢ dawcy i biorcy zwigzana z regio-
nem HLA-C jest najcze$ciej obserwowana. W grupie tej identyfikowano przeciw-
ciala o swoistosci anty-HLA kasy I oraz anty-HLA klasy II. Szacowane warto$ci
PRA mieszczg sie w granicach 6-20% w przypadku przeciwcial skierowanych do
antygen6w uktadu HLA klasy I oraz 15-95% w przypadku przeciwcial skierowa-
nych do antygen6éw uktadu HLA klasy II. W grupie badanych oséb niezgodnych
z dawca w locus DQ rzadziej w poréwnaniu do pozostatych niezgodno$ci identyfi-
kowano przeciwciata anty-HLA. Szacowane warto$ci PRA zawieraty sie w granicy
2-5%.

W badanej grupie cenna wydaje sie identyfikacja swoistoSci wytwarzanych
przeciwciatl. Identyfikacja przeciwciat skierowanych do pojedynczego antygenu
przeprowadzona technikg LabScreen w systemie LUMINEX pozwolita na okresle-
nie swoistosci przeciwciat anty HLA klasy I jak réwniez anty HLA klasy II. Identy-
fikowane przeciwciala okres§lono na poziomie niskiej oraz wysokiej rozdzielczo$ci
nie obserwowano zbiezno$ci miedzy niezgodnym allelem uktadu HLA a swoisto-
$cig wytwarzanych przeciwciat.

4.4. Podsumowanie

Przeprowadzone badania wskazujg na istote problemu identyfikacji przeciw-
cial anty-HLA oraz monitorowanie obecno$ci przeciwcial z punktu widzenia
transplantacji hematopoetycznych komoérek macierzystych. Liczna jest grupa
chorych, u ktérych wykazano obecno$¢ przeciwcial jeszcze przed dokonanym
przeszczepem. Ocena wplywu obecno$ci przeciwcial identyfikowanych przed
transplantacjq na przebieg zabiegu oraz leczenia wydaje sie by¢ bardzo pomocna
dla przeprowadzanej transplantacji. W badanej grupie oséb obserwowano zr6z-
nicowany poziom produkcji przeciwciat mozliwy do oceny po oszacowaniu war-
toéci PRA. Badania przeprowadzone w aspekcie identyfikacji swoistosci wytwa-
rzanych przeciwciat wydaja sie by¢ warte kontynuacji. Wprawdzie nie wykazano
bezposredniej zaleznosSci pomiedzy niezgodno$ciag dawca/biorca oraz swoisto-
Scig wytwarzanych przeciwcial nalezalo sie tego jednak spodziewa¢ majac na
uwadze polimorfizm uktadu zgodnosci tkankowej. Dalsza analiza identyfikowa-
nych przeciwcial odniesiona do budowy molekularnej niezgodnych alleli wydaje
sie by¢ pomocna w wyznaczeniu wspélnego mianownika pomiedzy niezgodno-
$cig dawca/biorca a aktywno$cig odpowiedzi humoralne;j.
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Streszczenie

Aktualnie dziatajacy system alokacji nerek pobranych od dawcéw zmartych na-
ktada na pracownie typowania tkankowego obowigzek przeprowadzenia procedury
doboru immunogenetycznego. Zadanie to jest realizowane w trybie dyzurowym,
w dwdch zasadniczych etapach. Pierwszy dotyczy okreslenia antygenéw uktadu
HLA dawcy. Drugi polega na wykonaniu préby krzyzowej pomiedzy surowicami wy-
selekcjonowanych biorcéw i limfocytami dawcy. Dodatkowo, laboratorium zaanga-
zowane w alokacje wykonuje planowe badania pacjentéw Krajowej Listy Oczekuja-
cych na Przeszczepienie, w zakresie uktadu HLA oraz monitoruje ich stan immu-
nizacji poprzez cykliczne okreslanie wartosci PRA. Sprawnie przeprowadzony do-
bér wymaga dobrze przygotowanego zespolu pracownikéw oraz Scistej wspotpracy
ze zleceniodawcg, ktéry powinien rozumiec i respektowaé wysokie wymagania dla
materiatu biologicznego pochodzacego od dawcy.

Stowa kluczowe: Cross-Match, dobér immunogenetyczny, HLA, KLO, transplantacja

5.1. Wstep

System alokacji nerek pobranych od dawcéw zmartych jest mechanizmem,
ktéry umozliwia sprawiedliwy wybér biorcéw narzadéw do przeszczepu, w opar-
ciu o zbiér wytycznych, opracowanych przez zespotly ekspertéw transplantologii.
Sprawnos¢ tego mechanizmu jest uwarunkowana z jednej strony aktualnym sta-
nem wiedzy medycznej, a z drugiej, biezacymi mozliwo$ciami logistyczno - or-
ganizacyjnymi krajowego systemu opieki zdrowotnej. OczywiScie wysoko$¢ na-
ktad6w finansowych, jak w kazdej dziatalno$ci, nie pozostaje bez wplywu na po-
ziom wypracowanych standardéw. Wtasciwie funkcjonujace algorytmy alokacji



5.2. Najwazniejsze zasady funkcjonowania KLO

powinny uniemozliwia¢ bezpodstawng dyskryminacje pacjentéw oraz uwzgled-
nia¢ mozliwie najwieksza liczbe znanych czynnikéw, jakie moga wptynaé na po-
wodzenie dokonanej transplantacji.

W Polsce nadz6r merytoryczny nad realizacja ustanowionych procedur prze-
szczepowych powierzono Centrum Organizacyjno - Koordynujagcemu Do Spraw
Transplantacji ,Poltransplant”. Na potrzeby alokacji narzadéw wyodrebniono
w tej instytucji Krajowa Liste Oczekujacych na Przeszczepienie (KLO), a takze
stworzono stanowiska Koordynatoréw Pobierania i Przeszczepiania Narzadéw na
szczeblu centralnym, regionalnym oraz szpitalnym. W kompetencjach , Poltran-
splantu” lezy réwniez dziatalno$¢ sprawozdawcza oraz informacyjno - eduka-
cyjna, majaca na celu podnoszenie §wiadomosci spoleczeristwa w odniesieniu
do szeroko pojmowanej medycyny transplantacyjnej. W przypadku nerek po-
bieranych od dawcéw zywych badz zmartych, jednym z kluczowych aspektow,
rzutujacych bezposrednio na tzw. czas przezycia przeszczepu, jest bez watpie-
nia dob6r immunogenetyczny. Ciezar tego zadania spoczywa na regionalnych
pracowniach typowania tkankowego. W chwili obecnej w skali kraju funkcjo-
nuje dziewieé¢ placéwek tego rodzaju, ktére biorg aktywny udziat w procedurach
alokacji nerek i innych narzadéw. Sa to laboratoria zlokalizowane w Gdarisku,
Katowicach, Krakowie, Lodzi, Poznaniu, Szczecinie, Warszawie (dwie pracownie)
i Wroctawiu. Bioragc pod uwage zakres wielu innych obowigzkéw, natozonych na
niektére z wymienionych jednostek, oraz tryb dyzurowy pracy zwigzanej z aloka-
cja, Swiadome i odpowiedzialne podejScie do omawianego zagadnienia stanowi
dla pracowni niejednokrotnie ogromne wyzwanie. O ile w obecnych czasach za-
bezpieczenie odpowiedniego miejsca, aparatury, materiatéw i odczynnikéw nie
nastrecza powaznych trudno$ci technicznych, to zapewnienie optymalnej liczby
odpowiednio wyszkolonego, do§wiadczonego i dyspozycyjnego personelu facho-
wego moze by¢ ktopotliwe.

5.2. Najwazniejsze zasady funkcjonowania KLO

Aktualnie polski system alokacji nerek pobranych od dawcéw zmartych opiera
sie w duzej mierze na algorytmie punktowym. Tak zwane punkty preferen-
cyjne sg przyznawane poszczeg6lnym pacjentom z Krajowej Listy Oczekujacych
w ramach ustanowionych kategorii, z uwzglednieniem okreslonych parametréw,
przedzialéw czasowych , jednostek chorobowych itp. Réwniez dopasowanie im-
munogenetyczne kazdego potencjalnego biorcy narzadu z danym dawca podlega
ocenie punktowej. Suma wszystkich punktéw preferencyjnych lokuje w danym
momencie kazdego chorego w konkretnym miejscu listy. Na podkreslenie zastu-
guje fakt, iz obowigzujacy schemat obliczeniowy nie szereguje pacjentéw w okre-
Slonym porzadku w sposéb permanentny. Kolejnos§¢ biorcéw na liScie podlega
cigglym zmianom w czasie, wynikajacym z jednej strony ze statuséw nadawa-
nych poszczeg6lnym pacjentom, a z drugiej, z niepowtarzalnosci kazdego zgto-
szonego dawcy. Status biorcy wynika przede wszystkim z jego aktualnej kon-
dycji zdrowotnej (mozliwo$¢ wykonania operacji przeszczepienia) oraz posiada-
nia aktualnego kompletu wymaganych badan kwalifikacyjnych wraz z niezbed-
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nymi konsultacjami specjalistycznymi. Unikatowo$¢ dawcy (a takze kazdego
biorcy) wynika chociazby z profilu oznaczonych antygenéw wysoce polimorficz-
nego ukladu HLA. Odstepstwem, od og6lnie przyjetego protokotu sumowania
punktéw, jest specjalnie wydzielona kategoria dla pacjentéw wymagajacych pil-
nego przeszczepienia - w tzw. trybie obligatoryjnym. Maja oni pierwszenstwo
w doborze przed chorymi zgloszonymi w trybie planowym, ktérych jest zdecy-
dowana wiekszo$¢. Kryteria kwalifikacji do trybu obligatoryjnego oraz punktacja
przewidziana w odniesieniu do relacji immunogenetycznej dawca - biorca sg za-
prezentowane w Tabeli

Tabela 5.1: Parametry wyboru biorcy nerki.

Parametr ‘ Warunek Punktacja

Przeszczep obligatoryjny

16 r.z. dla biorcy pedia-
trycznego

1. Biorca bez dostepu do | C-M ujemny Przeszczep Obligatoryjny
dializ, tryb pilny

2. Brak niezgodnych HLA | C-M ujemny Przeszczep Obligatoryjny
3. Dawca do ukoniczenia | Wybér biorcy zgodny z za- | Przeszczep Obligatoryjny

sadami systemu

4. PRA = 80%

C-M ujemny

Przeszczep Obligatoryjny

5. Biorca > 60 lat od dawcy
> 65 lat

C-M ujemny

Przeszczep Obligatoryjny

6. Biorca jednoczasowego
przeszczepu nerkiiinnego

Wybér biorcy z systemu
wg zasad oSrodka trans-

Przeszczep Obligatoryjny

narzadu plantacyjnego
Punkty preferencyjne*
Za kazdy brak niezgod- | A 2
nych HLA B 5
DR 10
PRA 50-79 % 7

*Uwzgledniono tylko kryteria immunogenetyczne. Pelne zestawienie w [2].

5.3. Dobdérimmunogenetyczny

Podstawowym zadaniem pracowni typowania tkankowego, w ramach zgtosze-

nia zmartego dawcy nerek, jest przeprowadzenie szeregu czynnosci, sktadajacych
sie na dwa zasadnicze etapy, tj. oznaczenie antygenéw uktadu HLA dawcy (ty-
powanie tkankowe) oraz przeprowadzenie proby krzyzowej dla wyselekcjonowa-
nych potencjalnych biorcéw narzadu (ang. cross-match, C-M). Zwietficzenie kaz-
dej procedury stanowi zestawienie pacjentéw ulokowanych na szczycie aktual-
nej listy oczekujacych z jednoczesnym ujemnym wynikiem C-M. Taki dokument,
przedstawiony w formie tabelarycznej, zostaje przekazany do Regionalnego Ko-
ordynatora Pobierania i Przeszczepiania Narzadéw, ktéry w oparciu o zbiér ko-
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lejnych wytycznych i biezacych uwarunkowarn, dokonuje ostatecznego wyboru
biorcéw do transplantaciji.

Dobdér immunogenetyczny jest ztozonym i dlugotrwatym (wielogodzinnym)
procesem, w ktorym poszczeg6lne kroki sg powigzane w logiczny ciag okreslo-
nych zdarzen. Efekt koricowy danego etapu jest jednoczesnie punktem wyjscia
dla kolejnego. Nalezy mie¢ przy tym $swiadomo$¢, iz dla przeprowadzania wy-
maganych badan jest z zatozenia przewidziane jedno podejscie. Jakakolwiek ko-
nieczno$¢ powtdrzen niesie realne ryzyko wydtuzenia czasu doboru, a to moze
by¢ przyczyna dezaprobaty ze strony zespolu transplantacyjnego. W zwigzku
Z powyzszym wymaga sie, aby personel zaangazowany w procedure alokacji wy-
pemial swoje obowigzki ze szczegbdlng starannos$cia, pieczolowito$cig oraz bez
nieuzasadnionej zwloki. Dodatkowo, nabyte do§wiadczenie, jakie przychodzi do-
piero wraz z wieloletniag praktyka, okazuje si¢ bezcenne w sytuacjach trudnych
i nietypowych.

5.4. Material do badan

Kwestig o pierwszorzednym znaczeniu dla sprawnego przeprowadzenia pro-
cedury doboru immunogenetycznego jest materiat biologiczny, pozyskiwany od
dawcy. W ocenie jego przydatnosci do badan nalezy braé¢ pod uwage trzy aspekty:
rodzaj, iloé¢ oraz jako$¢. Dzieki staraniom podejmowanym przez federacje i to-
warzystwa immunogenetyczne, dostepnych jest szereg zaleceni i rekomendacji
odnos$nie prébek biologicznych, przewidzianych dla okreslonych badan w pra-
cowni typowania tkankowego. Oczywiscie kazde laboratorium ma obowigzek
i kompetencje do samodzielnego ustanowienia wlasnych standardéw, jednak
uwzglednienie w nich wytycznych instytucji uznanych za referencyjne jest gwa-
rancja wysokiej wiarygodno$ci koricowych wynikéw doboru. O ile w §wiado-
mosci pracownikéw laboratorium dominuje przekonanie, iz stosowanie ,ztotych
standardéw” rzutuje wprost na autentyczno$¢ ,dobrej praktyki laboratoryjnej”,
to w przypadku strony zlecajacej przeprowadzenie doboru sprawa nie zawsze jest
tak oczywista. Zdarza si¢ bowiem, iz oczekiwania pracowni uznawane sg na ze-
wnatrz za zbyt wygérowane lub wrecz nieuzasadnione i dlatego bagatelizowane,
a co gorsze - ignorowane.

5.5. Krew obwodowa

Materialem podstawowym, stluzacym za Zrédlo DNA w analizie antygenéw
HLA dawcy, jest krew pelna. Antykoagulantem z wyboru, a jednocze$nie naj-
popularniejszym Srodkiem przeciwkrzepliwym jest EDTA. WlaSciwie pobrane
probki krwi nie nastreczaja zwykle powaznych trudno$ci diagnostycznych. Stan-
dardowo objeto$¢ ok. 1-2 ml pozwala na uzyskanie wystarczajacej ilo§ci materiatu
genetycznego o optymalnej czystoSci. Dobra praktyka jest pobranie dwoéch nie-
zaleznych probéwek o objetosci nominalnej minimum 2 ml. Pewnej ostrozno-
$ci wymaga niekiedy opracowanie probek podejrzewanych o rozciericzenie pty-
nami infuzyjnymi, co wiaze sie z nizsza wydajno$cia ekstrakcji DNA i konieczno-
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Scig stosowania wiekszych (wielokrotnych) objeto$ci materiatu wyjsciowego. Do-
datkowo, istnieje w tym przypadku ryzyko kontaminacji substancjami o wtasci-
wosciach inhibitoréw reakcji PCR i woéwczas przeprowadzenie oznaczenia moze
okazac sie niemozliwe. Alternatywne Zr6dto DNA moze stanowi¢ takze materiat
tkankowy. Jednak nalezy pamietac, iz jego gtéwnym przeznaczeniem jest dostar-
czenie komoérek do przeprowadzenia préby krzyzowej i ten cel powinien by¢ trak-
towany priorytetowo.

5.6. Material tkankowy

Najbardziej problematycznym aspektem badari w ramach doboru immuno-
genetycznego jest uzyskanie odpowiedniej ilo$ci witalnych limfocytéw dawcy na-
rzadéw. Materiatem o najwyzszym stopniu referencyjnosci sg w tym przypadku
wezly chtonne (najczesciej pachowe), pozyskane od dawcy jeszcze przed proce-
durg pobrania organéw. Inng mozliwo$¢ daje Srédoperacyjne pobranie weziéw
chtonnych krezkowych oraz fragmentéw §ledziony w trakcie jednoczesnego po-
brania narzadéw. W przypadku alokacji nerek standardy OPTN jako minimalny
wymog przewiduja dostarczenie: 3 - 5 weztéw chlonnych oraz wycinka $ledziony
2x4 cm [3].

Do najwiekszych zalet, zwigzanych z wykorzystaniem weztéw chtonnych, na-
lezy zaliczy¢: duza zywotno$¢ komorek, liczng reprezentacje subpopulacji limfo-
cytéw B oraz wysoka czysto$¢ preparatéw mikroskopowych podlegajacych oce-
nie w koficowym etapie C-M. Warto przy tym nadmienic, iz wielko$¢ weztéw nie
zawsze jest prostym wykladnikiem ich zasobnos$ci komdérkowej. Proces uzyskiwa-
nia limfocytéw z dobrze wypreparowanych weztéw chtonnych nie jest szczeg6l-
nie trudnym zadaniem dla wprawionego pracownika. Niestety w wielu przypad-
kach materiat tkankowy, ktéry dociera do pracowni, nie nosi znamion weryfikacji
osoby pobierajacej co do faktycznej obecnosci dobrze zdefiniowanych weziéw.
W takiej sytuacji diagnosta musi podja¢ czasochtonng prébe samodzielnego od-
szukania i wypreparowania tych struktur w nadestanej prébce, co nierzadko sta-
nowi najtrudniejszy etap w catym postepowaniu doborowym.

Alternatywnym Zr6dtem bardzo duzej ilosci limfocytéw dawcy jest Sledziona.
Przygotowanie zawiesiny komorek zdatnej do uzycia w tescie CDC, na ktérym
opiera sie préba krzyzowa, jest w tym przypadku nieco bardziej problematyczne.
Same komérki moga manifestowaé obnizong zywotnosé, a czytelno$¢ obrazéw
mikroskopowych pogarszajg czesto wystepujace artefakty.

Na zywotno$¢ komérek w przysytanym materiale tkankowym mogg miec
wplyw warunki przechowywania oraz transportu (zwtaszcza dlugotrwatego).
Dlatego tez warto czyni¢ starania, aby spos6b zabezpieczenia probek byt moz-
liwie najbardziej zblizony do wytycznych zawartych w Tabeli W polskich re-
aliach, najczesciej stosowanym medium do zawieszania tkanek jest powszechnie
dostepny sterylny roztwor soli fizjologicznej. Takie kompromisowe rozwigzanie
nie powinno jednak zwalniaé¢ personelu laboratorium z obowiazku jego weryfi-
kacji, pod katem satysfakcjonujacej witalnosci limfocytéw w preparacie ujemnej
préby kontrolnej, ktéra okresla sie zazwyczaj na umownym poziomie 80%. Naj-
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cze$ciej proponowang alternatywa dla 0,9% roztworu NaCl jest niedrogie podtoze
do hodowli komérkowych - RPMI.

Tabela 5.2: Material biologiczny wymagany w badaniach pracowni typowania tkanko-
wego zgodnie ze ,,ztotymi standardami” dla alokacji narzadéw [3].

Procedura Rodzaj Antykoagulanty / | Temperatura
probki Srodki konserwujace | przechowywania /
Transportu
Typowanie HLA dawcy | Krew ACD pokojowa
obwodowa Heparyna sodowa
EDTA
Préba krzyzowa przed | Wezly Podloze do hodowli | 4°C
pobraniem narzadéw | chtonne tkankowych
od dawcy
Probki przy pobieraniu | Wezly Podloze do hodowli | 4°C
narzadéw od dawcy chtonne tkankowych
Sledziona

5.7. Oznaczanie HLA

Pacjenci zglaszani do przeszczepienia nerki na Krajowa Liste Oczekujacych sg
kierowani do regionalnych pracowni typowania tkankowego, celem wykonania
obowigzkowych badan uktadu zgodnosci tkankowej (HLA) w trybie planowym.
Wyniki tych oznaczen zostajg umieszczone w bazie danych KLO i stuza analizie
poréwnawczej z profilem HLA zgtoszonego dawcy narzadéw.

W zwiazku z tym, ze typowanie tkankowe zmartego dawcy mozna przeprowa-
dzi¢ jedynie w trybie dyzurowym, istnieje potrzeba zastosowania mozliwie szyb-
kiej i jednoczesnie wysoce wiarygodnej techniki badawczej. Obecnie, standar-
dowo stosowanym rozwigzaniem tego problemu jest metoda genetyczna w wa-
riancie PCR-SSP. Zestawy testowe oparte na tej metodyce generuja zazwyczaj wy-
niki o podstawowej rozdzielczo$ci, najczesciej z mozliwos$cia ustalenia tzw. ekwi-
walentéw serologicznych, co spelnia aktualne wymagania obowigzujacego sys-
temu alokacji. Sprawnie przeprowadzona procedura daje rezultaty po okoto 3,5
godz. od momentu dostarczenia probek zgodnych z ustalona specyfikacja.

Wprowadzenie danych HLA dawcy do systemu informatycznego KLO daje
mozliwo$¢ wygenerowania aktualnego zestawienia chorych, z uwzglednieniem
trybu przeszczepienia oraz suma przyznanych automatycznie punktéw prefe-
rencyjnych. Dodatkowo, zaimplementowany w systemie algorytm weryfikuje
tzw. powtdrzone niezgodno$ci u wielokrotnych biorcéw przeszczepu. Stwierdze-
nie powtérzonej niezgodno$ci, z aktualnie poré6wnywanym dawca, wyklucza da-
nego biorce z dalszego postepowania. Z tak uzyskanej listy, pracownicy odpowie-
dzialni za dobér selekcjonujg okreslona liczbe pacjentéw najwyzej lokowanych
i przeprowadzaja sprawdzenie dostepnosci surowic celem wykonania préby krzy-
ZOWEj.
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5.8. Prébakrzyzowa

Jednym z podstawowych zatozen funkcjonujacego obecnie systemu aloka-
cji nerek, jest zapewnienie rownego dostepu do pozyskiwanych narzadéw dla
wszystkich pacjentéw zakwalifikowanych do transplantacji. Postulat ten stat sie
mozliwy do zrealizowania dzieki powotaniu na drodze konkursu Osrodka Redy-
strybucji Surowic przy Regionalnym Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
w Poznaniu. Dzialalno$¢ osrodka skupiona jest na zadaniu gromadzenia pierwot-
nych prébek surowic, nadsytanych ze wszystkich stacji dializ, ktére dysponujg pa-
cjentami przewidzianymi do leczenia przeszczepowego. W chwili obecnej liczba
tego typu jednostek dializoterapii wynosi blisko 280. Kazda z nich ma obowigzek
dostarczania probek wedlug ustalonego harmonogramu, co 6 tygodni. Zdepono-
wane w O8rodku Redystrybucji surowice sg sukcesywnie dzielone na wymagang
ilo§¢ probek pochodnych (aktualnie 9), ktére z kolei sg rozsytane do wszystkich
regionalnych pracowni zgodnoS$ci, zaangazowanych w systemie alokacji. Dzieki
takiemu mechanizmowi kazde laboratorium wykonujace procedure doboru, dys-
ponuje zestawem okresowo wymienianych surowic, od wszystkich chorych ak-
tywnych na Krajowej Liscie Oczekujacych.

Przeprowadzenie préby krzyzowej mozliwe jest po uprzednim odzyskaniu
limfocytéw z materiatu tkankowego dawcy i podzieleniu ich na subpopulacje T
iB.Jeszcze do niedawna popularng technikg rozdzialu komoérek byta separacja na
odpowiednio spreparowanych wt6knach waty nylonowej. Obecnie metodg prefe-
rowang jest wykorzystanie gotowych zestawdw przeciwcial monoklonalnych oraz
kolumn ze ztozem paramagnetycznym.

Préba krzyzowa (ang. cross-match, C-M) polega na wykonaniu badania suro-
wic wyselekcjonowanych pacjentéw KLO z limfocytami dawcy w technice CDC
(cytotoksyczno$¢ zalezna od dopelniacza). Zadaniem testu jest sprawdzenie,
czy w organizmie potencjalnego biorcy narzadu nie kraza preformowane prze-
ciwciata anty HLA dawcy, wigzace dopetniacz, ktére niosg ryzyko wystapienia
ostrego procesu odrzucania. Pacjenci, u ktérych zostanie stwierdzona reakcja cy-
totoksyczna (C-M dodatni, préba krzyzowa niezgodna) nie moga otrzymac prze-
szczepu i sg wykluczani z ostatecznego zestawienia biorcow.

Wskazéwka diagnostyczng, ktéra okresla prawdopodobienistwo wystapienia
dodatniej reakcji w tescie CDC jest warto$¢ PRA (ang. panel reactive antibodies).
Kazdy pacjent zglaszany do przeszczepu nerki podlega obowigzkowemu okreso-
wemu (co 3 miesigce) badaniu przegladowemu pod katem obecno$ci przeciw-
cial preformowanych w ustroju. Weryfikacji dokonuje sie w drodze planowego
szeregu kilkudziesieciu (30 - 100) préb krzyzowych na §wiezo pobranej surowicy
pacjenta oraz wyizolowanych, nierozdzielonych limfocytach krwi obwodowej lo-
sowo wybranych dawcéw. Wynik badania, wyrazony w formie odsetka stwierdzo-
nych reakcji cytotoksycznych moze sie mie$ci¢ w przedziale 0 - 100%.

5.9. Podsumowanie

Na przestrzeni ostatnich lat zasady dystrybucji nerek pobranych od dawcéw
zmartych ulegaly gruntownym przemianom. Wdrozenie informatycznego sys-
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temu Krajowej Listy Oczekujacych na przeszczepienie oraz jego ewolucja do po-
staci Ustawowych Rejestréow Transplantacyjnych, umozliwity dostep on-line do
obszernej bazy danych o pacjentach dla wszystkich podmiotéw, zaangazowa-
nych w procedury transplantacyjne. Jednocze$nie, stworzenie OSrodka Redystry-
bucji Surowic dalo realng szanse wszystkim chorym na réwny dostep do pozy-
skiwanych narzadéw. W najblizszym czasie nalezy spodziewac sie, iz diagno-
styka immunologiczna potencjalnych biorcéw zostanie uzupeiniona o nowe ele-
menty, zwigzane z bardziej wnikliwg oceng immunizacji wszystkich pacjentéw.
Starania te z pewno$cia zapoczatkuja kolejne zmiany, tym razem dotyczace spo-
sobu przeprowadzania doboru immunogenetycznego. Kwestig nadal otwarta po-
zostaje udzial pracowni typowania tkankowego w monitorowaniu pacjentéw po
wykonaniu przeszczepu. Juz teraz dostepnych jest coraz wiecej narzedzi badaw-
czych, ukierunkowanych na diagnostyke potransplantacyjnych czynnikéw pro-
gnostycznych. Obecnie nie ma jednoznacznych ustalern w tym temacie, a ob-
serwowane dzialania pojedynczych osrodkéw przeszczepowych maja charakter
lokalny i pilotazowy.
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Streszczenie

Przeszczepianie narzgdéw unaczynionych pacjentom uczulonym obarczone
jest wysokim ryzykiem odrzucania i gorszym przezyciem przeszczepu [1]. Zim-
munizowani potencjalni biorcy nerek dtuzej czekaja na dawce ujemnego w przed-
przeszczepowej prébie krzyzowej. Wykazano, ze przeciwciata anty-HLA maja de-
cydujacy wplyw na odrzucanie nadostre, a ich znaczenie wykazano takze przy od-
rzucaniu ostrym i przewleklym [2]. W ostatnich latach dzieki nowym metodom ba-
dawczym mozliwe stato sie wykrywanie alloprzeciwciatl anty-HLA na poziomie wy-
sokiej czutosci oraz jakoSciowa identyfikacja swoistosci. Precyzyjna charakterystyka
przedprzeszczepowa przeciwcial u biorcy i doktadne okreslenie HLA dawcy pozwala
unikna¢ okoloprzeszczepowego odrzucania nadostrego, a dzieki wlasciwemu mo-
nitorowaniu po transplantacji, mozliwe jest rozpoznanie aktywacji humoralnej re-
aktywno$ci biorcy, monitorowanie produkcji przeciwciatl de novo i w konsekwencji
podjecie odpowiedniego leczenia. Postepy terapii immunosupresyjnych w potacze-
niu z coraz lepsza diagnostyka laboratoryjna umozliwiaja pomyslne transplantacje
réwniez u pacjentéw nalezacych do grupy podwyzszonego ryzyka immunologicz-
nego.

Stowa kluczowe: przeszczepianie nerek, ryzyko immunologiczne, przeciwciala anty-HLA,
przeciwciala swoiste dla dawcy DSA, préba krzyzowa, X-Map Luminex

6.1. Problem alloimmunizacji w transplantacji nerek

Uczuleni potencjalni biorcy nerek maja znacznie mniejsza szanse na prze-
szczep. Obecne w ich surowicy alloprzeciwciata powoduja, ze przedprzeszcze-
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powa préba krzyzowa jest dodatnia i pacjent, zgodnie z przyjetymi standardami,
nie moze by¢ zakwalifikowany do transplantacji. Ma to wplyw na wydtuzenie
czasu oczekiwania na liScie oraz wzrost Smiertelnosci w oczekiwaniu na prze-
szczepienie [3]. Wysokie ryzyko przeszczepu nerki u pacjenta uczulonego musi
by¢ wiec rozwazane wobec klinicznego ryzyka pozostania na dializach. Nawet
jezeli cross-match jest ujemny i uczulony pacjent zostanie przeszczepiony, to ry-
zyko uszkodzenia i utraty przeszczepu z powodu odrzucania humoralnego jest
wysokie [4,5]. Wykazano, ze odrzucanie humoralne (ang. antibody mediated re-
jection, AMR) zwigzane jest z obecno$cig niewykrytych niskich pozioméw prze-
ciwcial anty-HLA swoistych dla dawcy (ang. donor specific antibodies, DSA) po-
wodujacych uszkodzenie przeszczepionej nerki bezposrednio po transplantacji,
a wytwarzanie de novo przeciwcial DSA oraz innych przeciwciat wptywa na prze-
wlekte odrzucanie i niewydolnos$¢ przeszczepu [6]. Przeszczepianie nerek pacjen-
towi zimmunizowanemu wymaga szczeg6lnej uwagi, dlatego stworzone zostaty
specjalne programy umozliwiajace wltasciwy dob6r dawcy. Bardzo waznym para-
metrem, ktéry pomaga realizowac¢ program przeszczepiania pacjentéw podwyz-
szonego ryzyka immunologicznego jest wykrywanie i ocena klinicznie waznych
alloprzeciwciat. Gebel i wsp. [7] proponuje 3 gtéwne kategorie ryzyka w ukladzie
biorca — dawca. Wysokie ryzyko immunologiczne jest wowczas, gdy w surowicy
biorcy obecne sg duze stezenia przeciwciat swoistych dla niezgodnych z dawca
antygenoéw HLA. W wiekszosci przypadkow wysokie ryzyko wystapienia odrzuca-
nia nadostrego powoduje odstgpienie od transplantacji. Sg jednak osrodki prze-
szczepiajace takich chorych, po doktadnie zaplanowanym przedtransplantacyj-
nym odczulaniu oraz doktadnym, potransplantacyjnym monitorowaniu immu-
nologicznym. Posrednie ryzyko immunologiczne jest wtedy, gdy wystepuja czyn-
niki ryzyka, takie jak wystepowanie w przesztoSci przeciwciat anty-HLA dawcy,
nieobecne w czasie doboru w biezacej prébce surowicy. W takich przypadkach
nalezy rozwazy¢ zwiekszenie immunosupresji i potransplantacyjne monitorowa-
nie. Niskie (standardowe) ryzyko immunologiczne - jest wéwczas, gdy pacjent
jest niezimmunizowany lub nawet zimmunizowany, ale otrzymuje narzad mini-
malnie niezgodny w ukladzie HLA, przy ujemnej prébie krzyzowej w surowicy
biezacej i historyczne;j.

Ekspozycja uktadu immunologicznego na obce antygeny - takie jak ciaza,
transfuzja krwi, transplantacja, powoduje uczulenie skutkujace wytworzeniem
przeciwciat anty-HLA. Zaskakujaco, stwierdzono przeciwciata anty-HLA takze
u ludzi bez wyraznej przyczyny uczulenia. Idiopatyczne przeciwciata sg zazwy-
czaj klasy IgM i mogg pojawic sie jako wynik reakcji krzyzowej w zwigzku z infek-
cjami. Ostatnio przy uzyciu testbw wysokiej czulosci, fazy statej, wykryto prze-
ciwciala IgG HLA swoiste w surowicy zdrowych oséb, bez incydentéw immuniza-
cji w przeszlosci, ale ich znaczenia klinicznego jeszcze nie poznano [25].

Zrozumialy i obszerny program identyfikacji przeciwciat powinien by¢ wspar-
ciem ze strony laboratorium w programie transplantacji narzagdéw unaczynio-
nych. Badania powinny pozwoli¢ na identyfikacje dodatnich surowic anty-HLA,
a nastepnie okreslenie ich swoisto$ci. Przed przeszczepieniem stopiefi zimmu-
nizowania pacjenta moze zmienia¢ sie w czasie i dlatego monitorowanie musi
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by¢ regularne, a zespo6t kliniczny powinien informowa¢ o mozliwych incyden-
tach uczulajacych, réwniez o infekcjach. Surowica chorego powinna by¢ badana
co 3 miesigce (lub 2-4 tygodni po uczuleniu). Po przeszczepie synteza de novo
przeciwciat anty-HLA swoistych dla dawcy zwigzana jest z odrzucaniem ostrym
i przewleklym [8]. Wskazane jest potransplantacyjne monitorowanie przeciwciat
w zalezno$ci od stanu klinicznego pacjenta oraz jego stopnia immunologicznego
ryzyka. Podkresli¢ jednak nalezy, Ze w Polsce takie monitorowanie nie jest jeszcze
standardowo wykonywane.

6.2. Przedtransplantacyjna identyfikacja alloprzeciwcial

Doktadne przedtransplantacyjne okreslenie przeciwcial pozwala przewidzie¢
reaktywnos$¢ biorcy na dawce. Poréwnanie zgodnoS$ci tkankowej wykonywane
jest w zakresie antygen6éw HLA z loci A, B, DR. Jednakze immunologiczna utrata
przeszczepu przez biorcéw z grupy podwyzszonego ryzyka immunologicznego
przy pelnej zgodnosci w tych antygenach wskazuje na role przeciwcial anty HLA
—-Cw, -DQ, -DP i konieczno$¢ doboru w rozszerzonym zakresie HLA [9].

6.2.1. Testy komérkowe

Pierwsza metoda umozliwiajacg wykrycie przeciwcial anty-HLA byta cyto-
toksycznos¢ zalezna od komplementu (ang. complement dependent cytotoxicity,
CDQ), w ktorej komérkami docelowymi dla przeciwciat IgG i IgM wigzacych do-
pemiacz sg limfocyty. Test CDC uzywany jest przy badaniu obecnosci przeciwciat
anty-HLA, niestety nie pozwala na identyfikacje ich swoistoSci. Mimo powszech-
nego nadal zastosowania, wigze sie z nim kilka probleméw. Zalezy od zmiennego
panelu limfocytéw, a na swoisto$¢ i czuto$¢ testu wpltywa zywotno$¢ komoérek
i jako$¢ kréliczego komplementu. Zrédtem limfocytéw jest krew obwodowa. Ni-
ski odsetek limfocytow B sprawia, ze wykrycie obecnosci przeciwciat anty-HLA
klasy IT moze by¢ trudne. Réwnocze$nie nalezy pamietaé, ze wykrywane sg prze-
ciwciata wigzace komplement, ktére nie zawsze sg HLA swoiste. Wyniki testu
CDC przedstawiane sg jako odsetek komérek panelu, z ktérymi surowica reaguje
(% PRA). Odsetek PRA CDC oznacza prawdopodobienistwo znalezienia wtasci-
wego dawcy — im wyzszy, tym mniejsza szansa na przeszczep. Przy malo zroz-
nicowanym panelu limfocytéw wzorcowych wynik testu nie odzwierciedla praw-
dziwego stopnia immunizowania chorego. Do tego dotacza sie problem falszywie
pozytywnych wynikéw z powodu autoprzeciwciat dajacych 100% PRA, a praw-
dopodobnie nieistotnych dla loséw przeszczepu (20). W teScie CDC autoprze-
ciwciala mogg by¢ usuniete przez absorpcje z autologicznymi limfocytami i/lub
dodanie dithiothreitolu (DTT) w celu usunigcia przeciwcial klasy IgM. Dodanie
DTT umozliwia usuniecie falszywie pozytywnych autoreaktywnych przeciwciat
IgM, jakkolwiek moze to spowodowaé réwniez usuniecie przeciwcial IgM allore-
aktywnych. Wymienione powyZzej ograniczenia oznaczajg, ze stopien uczulenia
pacjenta nie powinien by¢ okreslany tylko w oparciu o odsetek PRA CDC.

Czulsza metoda komoérkowq jest cytometria przeplywowa. Test oznaczania
alloprzeciwcial na cytometrze przeplywowym wykorzystuje pule komoérek zapro-
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jektowanych tak, by pokrywaty wszystkie gtléwne swoisto$ci HLA i serologicznie
krzyzowo - reagujace grupy. Wykorzystano do tego celu limfocyty od chorych na
przewlekly biataczke limfatyczng (CLL) komorki limfoblastyczne z linii komor-
kowych, ktére byly zainfekowane EBV, a takze limfocyty krwi obwodowej. Ozna-
czanie surowic w cytometrze z pojedynczymi panelami komérek jest niewygodne
na duza skale, wobec tego opcja jest pulowanie komérek, co pozwala na badanie
wiekszej liczby surowic w krétszym czasie i jest czulsze niz CDC. Surowice dodat-
nie mogg by¢ nastepnie badane pod katem swoisto$ci w cytometrze przy uzyciu
pojedynczych paneli komérkowych. Uzycie linii komérkowych z ekspresja poje-
dynczych antygenéw HLA w cytometrze przeptywowym umozliwia identyfikacje
antygen6éw HLA na ktére pacjent nie ma przeciwciat [10].

6.2.2. Testy fazy stalej

Testy fazy stalej z uzyciem oczyszczonych, rekombinowanych czasteczek HLA
umieszczonych na dnie studzienki lub powierzchni polistyrenowych mikroku-
lek w znaczacy sposéb poprawily wykrywanie i charakterystyke alloprzeciwciat
u pacjentéw immunizowanych. Nie wymagajg zywych limfocytéw, przeznaczone
sg do wykrywania przeciwcial swoistych dla HLA. Do wykonania badan stoso-
wany jest fluorymetr przeptywowy (Luminex), cytometr przeptywowy lub czyt-
nik ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Testy ELISA po raz pierwszy
wprowadzono w latach 90-tych . Testy umozliwiaja ocene obecnosci lub braku
przeciwciat oraz okreslenie ich swoisto$ci. Czutosc¢ testow ELISA jest wyzsza niz
CDC, ale nizsza niz w cytometrii przeptywowej [11]. Wspdtczesnie najczulszy jest
test X-Map Luminex, umozliwiajacy wykrywanie nawet niskich stezen przeciw-
ciat anty-HLA. Metoda ta jest potaczeniem techniki multipleksowe;j (fluorescen-
cyjne mikrokulki pokryte oczyszczonymi antygenami HLA klasy I lub II) z tech-
nika cytometrii przeptywowej. Wysoka czuto§¢ metody wymaga dodatkowo okre-
§lenia, ktére z wykrywanych przeciwciat sg wazne klinicznie. Bezwzgledna ocena
warto$ci MFI (ang. median fluorescent intensity) nie jest wlaSciwym parametrem,
poniewaz wykazano, ze r6znica w natezeniu fluorescencji moze by¢ zalezna od
partii odczynnika [12]. Badania wskazuja, ze klinicznie wazne sg przeciwciata ak-
tywujace klasyczng droge ukladu dopelniacza. Clq jest pierwszg sktadowg ak-
tywacji uktadu dopelniacza, czego ostatecznym skutkiem sg ztogi C4d wykry-
wane immunohistochemicznie w odrzucanej tkance. Wydaje sie, ze test Clq-
SAB (ang. Single Antigen Bead) z wysoka czutoScig i swoistoscig wykrywa wiazace
komplement przeciwciata anty-HLA [13].

Po identyfikacji swoistoSci przeciwcial anty-HLA u zimmunizowanego biorcy
mozna ustali¢ nieakceptowane antygeny i poréwnac z wielotysieczng bazg da-
nych o populacyjnej czestoSci wystepowania okreSlonych HLA, identycznych
w uktadzie ABO dawca-biorca, (np. baza danych Eurotransplantu). Obliczona
czestos$¢ dodatnich reakcji wynikajacych z obecnosci przeciwcial anty-HLA wyra-
zana jest jako % niezgodnych dawcéw. W ten sposéb mozliwe jest uzyskanie in-
formacji o prawdopodobienistwie wystapienia dodatniej reakcji w populacji okre-
$lanej jako wirtualne PRA (vPRA).
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Testy identyfikujace antygenowe swoistoSci (ang. single antigen, SA) moga by¢
szczegOlnie przydatne do badania profilu przeciwcial pacjenta w celu ustalenia
najlepszych HLA dawcy, a takze przy monitorowaniu przeciwciat po ich przed-
transplantacyjnym usuwaniu lub identyfikacji DSA - przeciwciat swoistych dla
dawcy w okresie potransplantacyjnym (40). Wspétczesne testy umozliwiajg iden-
tyfikacje na poziomie alleli [14] co oznacza, ze wcze$niej oznaczone swoistoSci
jako zgodne z dawca, moga skutkowaé wykryciem przeciwcial zwigzanych z od-
mienno§cig alleliczna.

Technika Luminex ,single antigen” umozliwia doktadne definiowanie epito-
pow i wskutek tego rozumienie reaktywnosci przeciwcial. HLA Matchmaker jest
komputerowym algorytmem, ktéry poréwnuje zgodnos¢ HLA na poziomie struk-
tury poprzez analize sekwencji tripletéw aminokwaséw lub strukturalnych zbio-
row aminokwaséw [15]. Wykazano, ze niezgodnoS$ci w tripletach korelujg z pro-
dukcja przeciwciat wykrywanych przy uzyciu SA na Luminex-ie, a takie badanie
pozwala ustali¢ profil pacjenta uczulonego i zidentyfikowa¢ nie tylko te epitopy
HLA, przeciwko ktérym pacjent wytworzyl przeciwciala, ale takze do ktérych nie-
zgodnosci prawdopodobnie zareaguje.

Przy definiowaniu nieakceptowanych niezgodnosci, czyli okre§laniu antyge-
néw HLA przeciwko ktérym pacjent ma przeciwciata, nalezy réwniez uwzgled-
ni¢ niezgodne antygeny poprzednich przeszczep6w, przeciwko ktérym nie wyka-
zano przeciwcial. Nawet jesli na biezaco przeciwciala nie sg wykrywane, istnieje
pamiec¢ immunologiczna, czego skutkiem moze by¢ wtérna, przyspieszona reak-
cja.

6.3. Prébakrzyzowa

Celem wykonania préby krzyzowej (ang. cross-match, XM) jest ustalenie obec-
nosci przeciwcial anty dawca, czyli uzyskanie informacji o szacowanym ryzyku
immunologicznym. Wynik jest informacjg o klinicznym znaczeniu najwyzszej
wagi i ocenia potencjalne ryzyko kazdego przeszczepu. Wykazano, Ze przeciw-
ciala anty ABO i anty-HLA powoduja nadostre odrzucanie. Prospektywna préba
krzyzowa moze wskazac¢ pacjenta o wysokim ryzyku utraty przeszczepu i zdecy-
dowac o odstagpieniu od transplantacji.

Najstarsza technika, nadal stosowana w diagnostyce rutynowej, jest test
CDC [16]. Juz w 1969 r. wykazano jego warto$¢ przewidywania nadostrego odrzu-
cania. Metoda CDC wykrywa przeciwciala wiazace dopetniacz, zaréwno swoiste
jak i nieswoiste dla HLA. Czulszg technika pozwalajaca wykry¢ w prébie krzyzo-
wej przeciwciata anty dawca jest cytometria przeptywowa (ang. flow cytometry
cross match, FCXM ) [17]. Wada tej metody jest jednak zwiekszony odsetek wyni-
koéw fatszywie dodatnich, zwigzanych z wykryciem przeciwciat nieistotnych kli-
nicznie. Préby wykonywania XM w oparciu o testy fazy statej np. X-Map Luminex
nie uprawniajg jeszcze do ich szerokiego uzycia [18].

Surowica do préby krzyzowej pobrana przed przeszczepem odzwierciedla bie-
zacy status uczulenia przeciw dawcy. Jesli wiadomo, ze nie byto incydentu uczu-
lajacego, mozna akceptowac surowice pobrane wczesniej, ale nie starsze niz
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3 miesigce. Dla pacjentéw immunizowanych dodatkowo zalecane jest badanie
z zestawem historycznych prébek surowic, reprezentatywnych dla statusu biorcy.

Wynik ujemny préby krzyzowej CDC oznacza, ze biorca nie ma przeciwciat
przeciw dawcy lub sa ponizej poziomu wykrywalnosci w teScie. Wynik dodatni
moze oznaczac obecnos$é przeciwcial anty-HLA lub moze by¢ wynikiem obecno-
$ciinnych przeciwcial wiazacych dopelniacz. Przeciwciata wigzace zaréwno T jak
i B limfocyty najprawdopodobniej sg skierowane przeciw antygenom HLA klasy
I. Préba krzyzowa pozytywna z limfocytami B i negatywna dla T oznacza obec-
no$c¢ przeciwciat przeciw klasie I lub II HLA lub autoprzeciwcial (autoprzeciw-
ciala mozna wykluczy¢ w reakcji autologicznej). Dodatnia reakcja z limfocytami
T przy braku wigzania przeciwciata do limfocytéw B sugerowaé moze, ze prze-
ciwcialo nie jest HLA swoiste.

Dodatkowo wazna klinicznie jest informacja o klasie przeciwciat (G lub M)
i czasie ich wystepowania (biezace versus historyczne). Obecnos$¢ przeciwciat
klasy IgG anty HLA -A lub -B [16]oraz -DR [19] wobec dawcy w biezacej surowicy
w wiekszoSci przypadkéw powodujg odrzucanie nadostre przeszczepionej nerki.
Znaczenie kliniczne dodatniej préby krzyzowej w surowicach historycznych jest
dyskusyjne. Przypuszcza sie, Ze moze pojawi¢ sie wczesna odpowiedZ humoralna
zwigzana z aktywacja limfocytéw T pamieci, ktére poSrednicza w ostrym odrzu-
caniu przeszczepu. Decyzja o przeszczepianiu pacjentéw z przeciwciatami obec-
nymi w historycznych prébkach surowic powinna by¢ zwigzana z ustaleniem
odpowiedniego postepowania poprzeszczepowego. W przypadku przeszczepow
od zywych dawcéw, gdzie nie ma mozliwo$ci pobierania weztéw chlonnych lub
$ledziony, decyzja o transplantacji, szczegdlnie wobec biorcéw uczulonych, po-
winna opiera¢ sie na wynikach otrzymanych metoda cytometrii przeptywowej
(FCXM). WielooSrodkowe badania poréwnania loséw przeszczepéw w zalezno-
§ci od wynikéw FCXM wykazata najlepsze przezycie przeszczepu gdy byt ujemny
z komoérkami T i B, pos$redni przy dodatnim FCXM B i najgorsze przy dodatnim
FCXM T i B [20]. To samo zaobserwowano w odniesieniu do pojawienia sie od-
rzucania przewlektego [21].

6.4. Przedtransplantacyjna wirtualna préba krzyzowa

Wirtualna préba krzyzowa (ang. virtual cross-match, vXM) oznacza przewi-
dywanie wyniku préby krzyzowej w oparciu o obszerna wiedze o braku prze-
ciwciat lub o swoisto$ciach wszystkich wykrytych przeciwcial i ich potencjalnej
reaktywnosci z dawcg. W przypadku pacjentéw uczulonych przygotowana li-
sta nieakceptowanych antygené6w HLA dawcy pozwala okresli¢ wynik vXM i wy-
kluczy¢ pacjenta jako biorce. Taki sposéb przewidywania wyniku jest przydatny
w krajach, gdzie nerka wysytana jest do biorcy, gdyz znaczaco wptywa na zmniej-
szenie czasu zimnego niedokrwienia [23]]. Wobec chorych nieimmunizowanych
vXM pozwalalby oming¢ przedtransplantacyjng prébe krzyzowg [22]. Niektore
osrodki transplantacyjne rozwazaja mozliwo$¢ wyodrebnienia takiej grupy cho-
rych. Wykazano, ze strategia taka jest mozliwa [24]. Préby krzyzowe wykonane
retrospektywnie byly wszystkie ujemne, wskazujac, ze przewidywania co do tak
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ostroznie wybranej grupy biorcéw byly wiarygodne, a takie postepowanie skut-
kowalo znaczaco krétszym czasem zimnego niedokrwienia [22]. Réwnocze$nie
jednak, przy okreslaniu vXM, stwierdzono zwiekszong czesto$¢ ujemnych préb
krzyzowych u pacjentéw, dla ktérych zidentyfikowano w testach fazy stalej prze-
ciwciata anty-dawca. Obserwacja ta wskazuje na ,nadczuto$¢” metody, powodu-
jaca fatszywie dodatni vXM, tzn. przypadki, gdy XM ostateczny nie potwierdza
przewidywanego wyniku. W kolejnych badaniach wykazano, ze testy fazy statej
wykrywaja przeciwciata u os6b nieuczulonych [25]. Takie przeciwciala opisano
jako ,naturalne”, by¢ moze klinicznie nieistotne. Autorzy sugeruja, ze powstajg
one w odpowiedzi na patogeny lub alergeny i reakcja dodatnia zalezy od krzy-
zowo reagujacych epitopéw. Mozliwe réwniez, ze w procesie optaszczania mikro-
kulek (testy SA) czasteczki HLA ulegajg denaturacji i ujawniajg sie epitopy, ktore
w naturalny sposéb nie sa eksponowane na powierzchni komérki. Fakty te suge-
ruja, ze o ile ujemny vXM (w oparciu o testy X-Map Luminex) jest wiarygodnym
wskaznikiem dla przezycia przeszczepu, to interpretacja dodatniego wyniku jest
mniej bezposrednia [26].

6.5. Przeciwciala po przeszczepieniu nerki

Waznym parametrem diagnostycznym po przeszczepieniu nerki moze by¢ ba-
danie pojawiania sie w surowicy biorcy alloprzeciwciat. Moga by¢ one ujawnione
w prébie krzyzowej z komoérkami dawcy lub w testach fazy stalej, oceniajacych
przeciwciata. Wykazano, ze 12-60 % biorcoéw po transplantacji nerek wytwarza de
novo przeciwciata anty-HLA [27]. R6zne czynniki wptywajg na te dane — typ i czu-
tos¢ testu, czynniki kliniczne, takie jak stopienn niezgodno$ci pomiedzy dawca
a biorca, a takze protokét immunosupresji. Wytworzenie przeciwciat zwiazane
jest z gorszym przezyciem przeszczepu. Biorcy, u ktérych pojawiajq sie swoiste
przeciwciata anty-HLA maja wieksza czesto$¢ ostrego odrzucania i przewlektej
niewydolno$ci narzadu, anizeli chorzy ich nie wytwarzajacy. Wykazano, ze pro-
dukcja de novo DSA ma silne znaczenie prognostyczne dla loséw przeszczepu.

Oproécz klasycznych antygenéw HLA, ktére przy niezgodnosci sg celem dla
przeciwcial, obecne sg inne polimorficzne antygeny, odgrywajace role w procesie
odrzucania. Opisano przeciwciata przeciw antygenom MICA obecne w surowicy
przeszczepionych biorcéw [27]. Przeciwciata te moga mie¢ szczeg6lne znaczenie
ze wzgledu na obecno$¢ antygenéw MICA na nabtonku kanalikéw nerkowych.
Poniewaz na limfocytach antygenéw tych nie ma, przedprzeszczepowe okresle-
nie obecnosci przeciwcial anty-MICA jest niestety niemozliwe.

Innym markerem humoralnego odrzucania sg wykrywane immunohistoche-
micznie w bioptatach zlogi biatka dopetiacza C4d. Po aktywacji zaleznej od
przeciwciat klasycznej drogi dopelniacza, biatko dopelniacza C4d zostaje kowa-
lencyjnie zwigzane z powierzchnig §r6dbtonka. Stwierdzono, ze krazace DSA sg
obecne u biorcy wyprzedzajaco wobec C4d [28]. Wykazano, ze obecnos¢ C4d
w okotokanalikowych kapilarach przeszczepionej nerki jest wiarygodnym marke-
rem odrzucania humoralnego i potransplantacyjnej produkcji przeciwcial prze-
ciw dawcy. Badania biopsji uzyskanych w czasie niewydolnosci allograftu nerki
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wykazaly, ze ztogi C4d w kapilarach okolonaczyniowych obecne sg w ok. 30%
biopsji w ostrym odrzucaniu, chociaz ich brak nie wyklucza odrzucania zalez-
nego od przeciwciat [29].

6.6. Obnizanie reaktywnos$ci humoralnej biorcow
wysokiego ryzyka immunologicznego

Chorzy z szerokim spektrum przeciwciat anty-HLA, sa skazani na bardzo dtu-
gie, czesto wieloletnie oczekiwanie na przeszczepienie. Niektérzy z nich z czasem
traca przeciwciala, inni zachowuja je w wysokim mianie przez wiele lat. Mecha-
nizmy regulujace naturalne obnizenie poziomu przeciwciat wciaz nie sa w petni
zrozumiate. Szansg na pomys$lng transplantacje dla tych pacjentéw jest zastoso-
wanie specjalnych programéw opierajacych sie o procedury usuniecia alloprze-
ciwcial, oraz dob6r dawcy z najlepszym dla biorcy profilem HLA. Gtéwnym ar-
gumentem za usuwaniem przeciwcial byly pomyslne transplantacje przeprowa-
dzone u chorych z ujemna préba krzyzowa z biezaca surowica przy dodatniej re-
akcji w surowicy historycznej. Nalezy podkresli¢, ze DSA wykrywane w testach
fazy statej nie sa bezwzglednym przeciwwskazaniem do transplantacji, ale mu-
szg by¢ traktowane jako czynnik ryzyka, zwtaszcza przy bardzo wysokich przed- i
potransplantacyjnych wartoSciach MFI [30,/31] Wykazano, ze catkowite usuniecie
przeciwciat jest rzadko uzyskane. Obnizenie przeciwcial do poziomu uznawa-
nego za wystarczajace klinicznie jest wowczas, gdy wynik préby krzyzowej w kon-
wencjonalnych metodach jest ujemny [32].

Przed transplantacja mozliwe jest odczulanie pacjentéw poprzez zabiegi ob-
nizajace miano przeciwcial, takie jak dozylne wlewy immunoglobulin (IVIg), pla-
zmafereza, immunoadsorpcja (IA). Dokladny mechanizm dziatania IVIg nadal
nie jest w petni poznany [33], wiadomo, Ze neutralizuje przeciwciata anty-HLA
poprzez tworzenie sieci wigzan anty-idiotypowych, hamowanie aktywacji uktadu
dopetniacza, uwalnianie cytokin przeciwzapalnych, hamowanie proliferacji lim-
focytéw B oraz hamowanie dojrzewania i aktywnos$ci komoérek dendrytycznych.
Wykazano jednak, ze redukcja DSA metoda IVIg jest mato wydajna i krétkotrwata.
Pacjenci z wysokim mianem przeciwcial DSA musza mie¢ wykonang dodatkowo
przedprzeszczepowo plazmafereze lub immunoadsorpcje. W celu zapobiezenia
tworzenia po transplantacji alloprzeciwcial stosuje sie terapie anty-CD20 (rituxi-
mab), dla ktérej komérkami docelowymi sa limfocyty B [34], a takze inhibitory
proteasoméw (bortezomib). Najnowsza metoda obnizania reaktywno$ci humo-
ralnej biorcy polega na blokowaniu aktywacji dopetniacza. Monoklonalne prze-
ciwcialo eculizumab blokuje czynnik C5 uktadu dopethiacza zapobiegajac wy-
twarzanie prozapalnego biatka C5a i kompleksu atakujacego blone komdérkowa
C5b-9 [35].

W grupie pacjentéw odczulanych potransplantacyjne monitorowanie allo-
przeciwciat jest szczeg6lnie wazne. W obecnej chwili najbardziej uzyteczne do
Sledzenia zmian poziomu DSA sa testy umozliwiajace identyfikacje swoistosci
antygenowych technikg X-Map Luminex. Moga one wykazywaé wczesne zmiany,
lub utrzymywanie sie potransplantacyjnych przeciwciat DSA. Opisano przypadki
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dobrze funkcjonujacego przeszczepu przy réwnoczes$nie rosngcych poziomach
przeciwciatl anty dawca, chociaz zasadniczo resynteza i wzrost poziomu DSA
zwigzane s3 z odrzucaniem [36]. Monitorowanie poprzeszczepowe DSA powinno
by¢ dostosowane do stanu klinicznego biorcy, wynikéw badan histopatologicz-
nych oraz innych czynnikéw ryzyka.

6.7. Posumowanie

Poprawna identyfikacja alloprzeciwciat u biorcéw podwyzszonego ryzyka im-
munologicznego wplywa bezposrednio na powodzenie transplantacji. Wspot-
praca diagnostycznego laboratorium z klinikg jest niezbedna do prawidlowe;j
oceny biorcy przed transplantacja, doboru najlepszego dawcy oraz wtasciwego
monitorowania potransplantacyjnego. Zesp6t kliniczny musi informowac labo-
ratorium o potencjalnych incydentach uczuleniach, takich jak poprzedni prze-
szczep, transfuzja krwi, ciaza (réwniez poronienia) oraz ostatnie infekcje i szcze-
pienia. Laboratorium powinno umieé precyzyjnie oznaczy¢ poziom oraz Sswo-
isto$§¢ przeciwcial anty HLA -A, -B, -Cw, -DR, -DQ, -DP u potencjalnych bior-
cow, tak by mozliwe bylo dobranie najlepszego, ujemnego w prébie krzyzowej
dawcy [37]. Scharakteryzowane u biorcy przeciwciata powinny umozIliwi¢ usta-
lenie nieakceptowanych HLA u dawcy. Przeciwciata musza by¢ regularnie mo-
nitorowane przed transplantacja. Pacjenci wysoko immunizowani muszg mie¢
okreslong swoisto$¢ i poziom DSA przed odczulaniem oraz w trakcie leczenia
w celu okreslenia efektywnosci desensytyzacji. Przedprzeszczepowa préba krzy-
zowa CDC musi by¢ wykonana u wszystkich biorcéw. Dopuszczalny jest wyja-
tek, w osrodkach przeszczepowych gdzie istnieje specjalny program umozliwia-
jacy pewng identyfikacje chorych zdefiniowanych jako nieuczuleni. Pacjenci tacy
moga by¢ przeszczepieni w oparciu o ujemny vXM, a ostateczna préba krzyzowa
moze by¢ wykonana retrospektywnie. Pacjenci uczuleni powinni mie¢ wykonang
prospektywna probe krzyzowg przy uzyciu czulszej, niz CDC, techniki cytometrii
przeptywowej (FCXM). Potransplantacyjne monitorowanie przeciwcial wykony-
wane w regularnych odstepach czasowych, w czasie biopsji oraz przy podejrze-
wanym odrzucaniu i w okresie obnizonej funkcji przeszczepu moze by¢ dla klini-
cysty kluczowe do podjecia decyzji o modyfikacji leczenia.
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CZESTOSC WYSTEPOWANIA
HLA DRB1*031 DRB1*04
U POTENCJALNYCH BIORCOW NEREK
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Iwona Wojciechowska-Koszko, Stefania Giedrys-Kalemba

Katedra i Zaktad Mikrobiologii i Immunologii,
Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

Streszczenie

Celem niniejszej pracy byla analiza czestosci wystepowania dwéch wybranych
specyficzno$ci HLA klasy 1T — DRB1*03 i DRB1*04 u 250 pacjentéw kwalifikowa-
nych do przeszczepu nerki oraz poréwnanie czestosci wystepowania tych antyge-
néw z grupg kontrolng 300 os6b zdrowych. Badaniem zostali objeci pacjenci Kli-
niki Nefrologii, Transplantologii i Choréb Wewnetrznych Szpitala Klinicznego nr 2
w Szczecinie, Oddziatu Dializ Szpitala Wojew6dzkiego w Szczecinie, stacji dializ z te-
renu wojewodztwa zachodniopomorskiego oraz zdrowi, niespokrewnieni, poten-
cjalni dawcy szpiku kostnego. Typowanie DRB1*03 i DRB1*04 wykonano przy uzy-
ciu metody PCR-SSP. Stwierdzono czestsze wystepowanie DRB1*03 w grupie os6b
oczekujacych na transplantacje nerki (p=0,005) niz u oséb zdrowych. DRB1*03 wy-
stepowalo czesciej u kobiet oczekujacych na przeszczep niz u kobiet z grupy kon-
trolnej (p=0,004).

DRB1*04 wystepowalo czesciej u potencjalnych biorcéw nerek niz u oséb zdro-
wych (p=0,0007). Obecno$¢ DRB1*04 obserwowano cze$ciej u pacjentéw pici me-
skiej niz osobnikéw zdrowych tej samej pici (p=0,0001). Uzyskane wyniki wskazuja
na czestsze wystepowanie DRB1*03 oraz DRB1*04 u oséb oczekujacych na trans-
plantacje nerki .

Stowa kluczowe: HLA-DRB1*03, HLA-DRB1*04, biorcy nerek

7.1. Wstep

Biatka gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej MHC (ang. major histocompa-
tibility complex), okredlane u ludzi mianem HLA (ang. human leucocyte antigens)
klasy I i IT odpowiedzialne sg za prezentacje obcych antygenéw limfocytom T
i wytworzenie swoistej odpowiedzi immunologicznej. Same, jako silne, immuno-
genne antygeny odgrywaja znaczaca role w doborze dawcy i biorcy przeszczepu
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idecyduja o jego odrzuceniu. Wykazano zwigzki HLA, szczegdlnie klasy 11, z 16z-
nymi chorobami, najczesciej o podtozu autoimmunologicznym [1]. Przykladami
moga by¢ HLA DRB1*03, DRB1*04, DRB1*11 czy DRB1*15. HLA-DRB1*03 oraz
HLA-DRB1*04 czesto zwigzane sg z chorobami autoimmunologicznymi, prowa-
dzacymi do niewydolnosci nerek.

Posiadanie DRB1*03 lub DRB1*15 zwigksza ryzyko wystapienia tocznia ru-
mieniowatego ukladowego (SLE) [2]. U wiekszosci chorych z toczniem uktado-
wym dochodzi do uszkodzenia nerek. W toczniowym zapaleniu nerek u 40-80%
stwierdza sie upo$ledzenie filtracji klebuszkowej, a u okoto 10-25% chorych do-
chodzi do schytkowej niewydolnosci nerek i koniecznosci transplantacji [3}|4].
Ryzyko zachorowania na cukrzyce typu I, ktéra nadal stanowi wazng przyczyne
schytkowej niewydolno$ci nerek, jest 25-krotnie wyzsze dla oséb z DRB1*03.
DRB1*03 wystepuje u ok. 95% chorych na cukrzyce typu I rasy kaukaskiej [5].

Inne schorzenia, wykazujace genetyczng predyspozycje z wystepowaniem
DRB1*03/DRB1*04 to autoimmunologiczne zapalenie watroby [6] i mlodzien-
cze idiopatyczne zapalenie stawéw [7]. Z kolei badania Krasowskiej-Kwiecieri
i wsp. [8] wykonane u dzieci z Polski potudniowo-wschodniej wykazaty aso-
cjacje HLA DRB1* z wystepowaniem idiopatycznego zespolu nerczycowego,
m.in. DRB1*03 zwigzany byt ze steroidozaleznym zespolem nerczycowym,
a DRB1*04 z pierwotnie steroidoopornym.

Podloze powiazan genetycznych antygenéw HLA z licznymi chorobami nie
jest wyjasnione, niemniej badania w tym kierunku sg wciaz prowadzone, bowiem
moga mieé potencjalne znaczenie terapeutyczne.

Celem pracy bylo poréwnanie czesto$ci wystepowania DRB1*03 i DRB1*04
u pacjentéw zakwalifikowanych do przeszczepienia nerki i u 0s6b zdrowych.

7.2. Metodyka

Pacjenci Badaniem objeto 250 pacjentéw zakwalifikowanych do przeszcze-
pienia nerki w latach 2008-2011 w Klinice Nefrologii, Transplantologii i Choréb
Wewnetrznych Szpitala Klinicznego nr 2 w Szczecinie, w Oddziale Dializ Szpi-
tala Wojewddzkiego w Szczecinie oraz przez stacje dializ z terenu wojewddztwa
zachodniopomorskiego. W grupie badanej znalazlo si¢ 112 kobiet (Srednia wieku
43,4 lata) oraz 138 mezczyzn (Srednia wieku 48,3 lata). Grupe kontrolng stanowito
300 zdrowych, niespokrewnionych oséb — potencjalnych dawcéw szpiku (132 ko-
biety i 168 mezczyzn).

Metoda  Ludzkie genomowe DNA zostalo wyizolowane z krwi obwodowej
klasyczng metoda , salting out” przy uzyciu zestawu Blood Mini Kit (A&A Biotech-
nology, Polska). Typowanie antygenéw uktadu HLA wykonano z zastosowaniem
metody PCR-SSP na poziomie niskiej rozdzielczoSci, przy uzyciu zestaw6éw ,Re-
ady Gene DRB1* Low Resolution SSP Typing Kit” firmy Inno-Train Diagnostik,
Germany.

Produkty amplifikacji zidentyfikowano za pomoca elektroforezy w 2% zelu
agarozowym z dodatkiem 0.7 pg/ml bromku etydyny. Do analizy statystycznej
zastosowano test y2, aw przypadku stwierdzenia warto$ci oczekiwanej mniejszej
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od 10 lub 5 zastosowano odpowiednio test y? z poprawka Yatesa lub doktadny
test Fishera uzywajac programu programu Statistica wersja 10.

7.3. Wyniki

Wsréd 250 przebadanych oséb, zakwalifikowanych do przeszczepienia nerki,
DRB1*03 stwierdzono u 51 os6b (20,4%), DRB1*04 u 54 osé6b (21,6%), obie spe-
cyficzno$ci razem u 15 oséb (6%). W grupie kontrolnej czestos¢ ich wystepowa-
nia byta istotnie nizsza. DRB1*03 wystapito u 35 oséb (11,7%), a DRB1*04 u 33
0s6b (11%). W grupie badanej DRB1*03 oznaczono czesciej u kobiet niz u mez-
czyzn (30,3% vs 12,3%, p=0,0004), natomiast DRB1*04 przewazalo u mezczyzn
niz u kobiet (24,6% vs 17,8%, ns). W grupie os6b zdrowych, zar6wno DRB1*03
jak i DRB1*04 wystepowaly czeéciej u kobiet (odpowiednio 15,1% i 14,4%) niz
u mezczyzn (odpowiednio 8,9% i 8,3%). Poréwnanie z kolei grup badanej i kon-
trolnej w zaleznosci od ptci wykazato, ze DRB1*03 wystapito czesciej u pacjentek
niz u kobiet z grupy kontrolnej (30,3% vs 15,1%, p=0,004), natomiast DRB1*04
wystapilo czesciej u pacjentéw niz mezczyzn z grupy kontrolnej (24,6% vs 8,3%,
p=0,0001). Szczegétowe dane zamieszczono w Tabelach[7.1}

Dodatkowej analizie poddano haplotypy z obecno$cia DRB1*03 lub DRB1*04
wystepujace u os6b z grupy oczekujacej na przeszczepienie nerki i kontrolne;j.
Niektére z nich wystepowaly czesciej lub rzadziej w grupie badanej niz w kon-
trolnej lub nie wystepowaty w danej grupie. NajczeSciej stwierdzono haplotyp
A*01 B*08 DRB1*03, ktory u os6b z grupy badanej wystapil istotnie statystycznie
czesciej niz w grupie kontrolnej (12,8% vs 6,0%, p=0,006). Natomiast haplotyp

Tabela 7.1: Rozklad czestosci wystepowania HLA-DRB1*03 i DRB1*04 u biorcéw nerek
iw grupie kontrolne;j.

HLA Biorcy nerek Grupa kontrolna

N=250 N=300

n (%) n (%)
DRB1*03 51 (20,4) 35(11,7) p=0,005
DRB1*04 54 (21,6) 33 (11,0) p=0,0007
DRB1*03/DRB1*04 15 (6,0) 93,0

Tabela 7.2: Rozklad czestosci wystepowania HLA-DRB1*03 i DRB1*04 w analizowanych
grupach kobiet.

Pacjentki Kobiety zdrowe
HLA N=1]12 N=132ty
n (%) n (%)
DRB1*03 34 (30,3) 20 (15,1) p=0,0004
DRB1*04 20 (17,8 19 (14,4)
DRB1*03/DRB1*04 | 9 (8,0) 5 (3,8)
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Tabela 7.3: Rozklad czestosci wystepowania HLA-DRB1*03 i DRB1*04 w analizowanych

grupach mezczyzn.

Pacjenci Mezczyzni zdrowi
HLA N=1]38 Nflﬁzyz
n (%) n (%)
DRB1*03 17 (12,3) 15 (8,9)
DRB1*04 34 (24,6) 14 (8,3) p=0,0001
DRB1*03/DRB1*04 6 (4,3) 4(2,4)

Tabela 7.4: Wybrane haplotypy z obecnos$cig HLA-DRB1*03 wystepujace u biorcéw nerek

iw grupie kontrolnej

Haplotyp Biorcy nerek Grupa kontrolna
n=250 n=300
n (%) n (%)

A*02 B*35 DRB1*04 | 11 (4,4) 5(1,7)

A*02 B*27 DRB1*04 | 8(3,2) 3(1,0)

A*02 B*44 DRB1*04 | 6(2,4) 7(2,3)

A*03 B*44 DRB1*04 | 5(2,0) 4(1,3)

A*25B*18 DRB1*04 | 5(2,0) 7(2,3)

A*30 B*13 DRB1*04 | 4 (1,6) -

Biorcy nerek rupa kontrolna
Haplotyp N=2;z 1?1:31())0
n (%) n (%)
A*01 B*08 DRB1*03 | 32 (12,8) 18 (6,0) p=0,0006
A*02 B*07 DRB1*03 | 6 (2,4) 4 (1,3)
A*02 B*08 DRB1*03 | 8(3,2) 10 (3,3)
A*03 B*08 DRB1*03 | 5 (2,0) 3(1,0)
A*24 B*08 DRB1*03 | 5 (2,0) 3(1,0)
A*26 B*38 DRB1*03 | 3 (1,2) -

Tabela 7.5: Wybrane haplotypy z obecnoscig HLA-DRB1*04 wystepujace u biorcé6w nerek
i w grupie kontrolnej

A*26 B*38 DRB1*03 wykryty tylko u 3 (1,2%) os6b z grupy badanej, nie wystepo-

wal w grupie kontrolne;j.

Najczesciej wystepujacym haplotypem z obecnoscia DRB1*04 u os6b z grupy
badanej byt haplotyp A*02 B*35 DRB1*04 (4,4%) oraz A*02 B*27 DRB1*04 (3,2%),
ktére w grupie badanej obserwowano czesciej niz w grupie kontrolnej (odpo-
wiednio 1,7% i 1%), niemniej nie byly to réznice istotne statystycznie, natomiast
haplotyp A*30 B*13 DRB1*04 stwierdzono jedynie u 0s6b z grupy badanej (7,5%).
Rozktad wybranych haplotypéw z DRB1*03 i DRB1*04 w analizowanych grupach
przedstawiono w Tabeli[7.4]i[7.5
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7.4. Podsumowanie

Czesto$¢ wystepowania specyficzno$ci HLA, w tym HLA locus DRB1*, zostala
poddana szczego6towej analizie przez wielu badaczy na calym $wiecie. Badania
dotyczylty r6znych populacji os6b zdrowych [9-11], a takze asocjacji poszczego6l-
nych antygenéw z r6znymi schorzeniami, ktére m.in. mogg prowadzi¢ do niewy-
dolnosci nerek. Pojedyncze sg jednak doniesienia na temat wystepowania HLA
DRB1* u pacjentéw ze schytkowa niewydolno$cia nerek zakwalifikowanych do
transplantacji nerki.

W badaniach wtasnych stwierdzono istotnie statystycznie czestsze wystepo-
wanie zaré6wno DRB1*03 jak i DRB1*04 u pacjentéw oczekujacych na przeszcze-
pienie nerki w poréwnaniu z grupa kontrolng (ok. 21% vs ok. 12%). DRB1*03
wystepowalo czesciej u pacjentek niz pacjentéw (30,3% vs 12,3%), oraz czesSciej
u pacjentek niz kobiet z grupy kontrolnej (30,3% vs 15,1%). Natomiast DRB1*04
wykryto czesciej u pacjentéw niz mezczyzn z grupy kontrolnej (24,6% vs 8,3%).

W wiekszo$ci prac czesto$¢ wystepowania zaréwno DRB1*03 jak i DRB1*04
w grupach oséb zdrowych jest podobna do wynikéw uzyskanych w naszych ba-
daniach. W pracy dotyczacej marokariskiej populacji oséb zdrowych DRB1*03
wystepowato w 13,9%, DRB1*04 w 16% [12], natomiast w populacji hiszpariskiej
jest to odpowiednio 14,2% i 15,1% [13]. Wyniki zbiezne z uzyskanymi przez nas
otrzymal Karahan i wsp. [14], ktérzy przebadali grupe 587 pacjentéw ze schyt-
kowg niewydolnoScig nerek i stwierdzili istotnie czestsze wystepowanie DRB1*03
w poréwnaniu z grupg kontrolng 2643 zdrowych oséb (24% vs 18%, p=0,0008
), niemniej nie analizowano wystepowania tych specyficznos$ci w zalezno$ci od
plci. Z kolei badacze z Kuwejtu, Al.-Eisa i wsp. [15] stwierdzili czeste wystepo-
wanie DRB1*03 zar6wno w grupie 61 dzieci z idiopatycznym zespotem nerczyco-
wym, jak i w grupie kontrolnej (odpowiednio 25% i 26%).

Odmienne wyniki przedstawili Fu i wsp. [16] badajacy grupe 1383 pacjentéw
oczekujacych na przeszczep nerki w latach 2001-2010 w Chinach. Spos$r6d HLA-
DRB1* najczesciej wystepujacymi byly DRB1*09, DRB1*12 oraz DRB1*15. Nato-
miast HLA DRB1*03 i DRB1*04, ktére w naszych badaniach wykryto istotnie cze-
Sciej u 0séb oczekujacych na przeszczep, wystepowaly w niewielkim odsetku (od-
powiednio 4,5% oraz 4,2%). Mozna to ttumaczy¢ innym rozkladem antygenéw
HLA w populacji rasy z6ttej i rasy kaukaskie;j.

W badaniach wtasnych poréwnano rozktad haplotypéw z udziatem DRB1*03
lub DRB1*04 w grupie badanej i kontrolnej. Najcze$ciej wystepujacym haploty-
pem z obecnos$cia DRB1*03 byt haplotyp A*01 B*08 DRB1*03, ktéry dwukrotnie
czesciej wystgpit w grupie badanej niz w kontrolnej (12,8% vs 6,0%, p=0,006). Jest
to najczesciej wystepujacy haplotyp u os6b rasy kaukaskiej [17,/18]. Haplotypy
A*02 B*35 DRB1*04 oraz A*02 B*27 DRB1*04 wystapily takze czeSciej w grupie
badanej niz kontrolnej, jednak nie sg to r6znice znamienne statystycznie. Haplo-
typy A*26 B*38 DRB1*03 oraz A*30 B*13 DRB1*04 wykryto tylko u os6b oczekuja-
cych na transplantacje nerki.

Wyniki badart wtasnych wykonane u oséb rasy kaukaskiej zamieszkujacych
region Pomorza Zachodniego, u ktérych wystepuje niewydolno$¢ nerek, cze-
sto na podltozu autoimmunologicznym, wykazaty u nich czestsze wystepowanie
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DRB1*03 oraz DRB1*04, a takze haplotyp A*01 B*08 DRB1*03 niz u os6b zdro-
wych. Problem ten wymaga dalszych badan, szczegélnie w kontekscie uwzgled-
nienia przyczyny schytkowej niewydolnosci nerek os6b oczekujacych na prze-
szczep, jak rowniez analizy wiekszej liczby os6b.
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Streszczenie

Préba krzyzowa analizowana z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej
(FCXM) jest wielokrotnie bardziej czula od testu limfocytotoksycznego, uznawa-
nego za podstawowa metode wykrywania immunizacji antygenami potencjalnego
dawcy narzadu. Metoda ta umozliwia okreslenie komoérek docelowych oraz klasy
immunoglobulin wykrywanych przeciwciat. Przestrzeganie pewnych zasad wyko-
nania FCXM jest niezbedne dla uzyskiwania wiarygodnych klinicznie wynikéw.

Stowa kluczowe: préba krzyzowa, cytometria przeplywowa, przeszczepy narzadéw
unaczynionych

8.1. Wstep

Od kiedy w 1969 roku Patel i Terasaki udokumentowali zwigzek pomiedzy
obecnoscig przeciwciat skierowanych przeciwko antygenom zgodnosci tkanko-
wej a utratg czynno$ci nerki przeszczepionej, przed wykonaniem przeszczepu
obowiazkowe jest badanie w kierunku obecnoS$ci przeciwciat w surowicy poten-
cjalnego biorcy alloprzeszczepu nerki. Przeciwciata te mogg powstawaé w wy-
niku immunizacji komérkami o innych niz wlasne antygenach powierzchnio-
wych np. w czasie cigzy, w wyniku przetoczen krwi i/lub w nastepstwie immu-
nizacji antygenami poprzedniego przeszczepu. Moga one naleze¢ do réznych
klas immunoglobulin (IgG, IgM lub IgA), mie¢ zdolnos¢ aktywacji dopetniacza
(IgG1, IgG2, IgG3, IgM), a ich swoisto§¢ moze odpowiada¢ immunizacji antyge-
nami zgodno$ci tkankowej (HLA) I i/lub II klasy lub innym antygenom obecnym
na powierzchni komérek immunizujacych. Wykrycie w surowicy potencjalnego
biorcy obecno$ci przeciwciat majgcych zdolno$¢ wigzania dopelhiacza (tzw. lim-
focytotoksycznych), skierowanych przeciwko antygenom dawcy, uwazane jest za
bezwzglednie przeciwwskazanie do przeszczepienia nerki.

Ograniczona czuto$¢ i subiektywno$¢ oceny nasilenia reakcji limfocytotok-
syczno$ci zaleznej od dopelniacza oraz watpliwos$ci dotyczace znaczenia klinicz-
nego przeciwcial niemajacych wtasciwosci cytotoksycznych, doprowadzily do
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rozwoju r6znych innych technik nieobarczonych wadami testu limfocytotoksycz-
nego a umozliwiajagcych ocene immunizacji biorcy przeszczepu. Jedng z nich
jest proba krzyzowa wykorzystujaca cytometrie przeplywowa do pomiaru nasi-
lenia reakcji pomiedzy antygenami dawcy a przeciwcialami obecnymi w suro-
wicy krwi biorcy (ang. flow cytometric crossmatch, FCXM). Miara reakcji jest §wie-
cenie komoérek wiazacych znakowane fluorochromem przeciwciatlo (koniugat)
skierowane przeciwko przeciwciatu pochodzacemu z surowicy pacjenta, zwia-
zanemu z antygenem na powierzchni komoérki docelowej. Nasilenie Swiecenia
jest proporcjonalne do iloSci zwigzanego przeciwciata znakowanego fluorochro-
mem. Technika ta umozliwia tez rozréznienie komoérek docelowych oraz okre-
§lenie klasy immunoglobulin wykrytych przeciwciat [1,)2]. Uwaza sig, ze technika
ta ma najwieksza czulo$¢ sposréd wykorzystujacych komérki dawcy jako nosnika
antygenow dawcy. Dane pochodzace z wielu laboratoriéw wykazaty uzyteczno$¢
kliniczng FCXM w przewidywaniu wczesnej utraty czynnosci narzadu i zwiekszo-
nej czestosci epizodéw odrzucania. Oponenci wskazujg jednak, ze zwiekszona
czuto$¢ bedaca najwieksza zaletq - jest rowniez najwieksza wada metody.

Ze wzgledu na ogromng liczbe parametréw majacych wplyw na wynik
badania i jego interpretacje Amerykarnskie Towarzystwo Immunogenetyczne
(ang. American Society of Histocompatibility and Immunogenetics, ASHI) oraz Eu-
ropejska Federacja Immunogenetyki (ang. European Federation for Immunogene-
tics, EFI) opracowaly podstawowe wskazowki, ktérymi nalezy sie kierowac przy
wykonywaniu FCXM. Wskaz6éwki te nie stanowig gotowych instrukcji wykonania
badania, lecz przyczyniaja sie do zwiekszenia wiarygodnosci uzyskanych wyni-
kéw. W niniejszym opracowaniu przedstawione zostang zalecenia metodyczne
oraz podstawy teoretyczne stanowigce uzasadnienie dla ich stosowania.

8.2. Rodzaj komorek docelowych

W FCXM sa wykorzystywane izolowane w gradiencie gestosci limfocyty po-
chodzace z krwi obwodowej, weztéw chtonnych lub $ledziony potencjalnego
dawcy. Moga one by¢ wykorzystane w badaniu bezposrednio po izolacji lub prze-
chowane w temperaturze okoto 4°C do nastepnego dnia, w medium zapewniaja-
cym zachowanie zywotno$ci komoérek (np. podtozu Hanksa, RPMI 1640 lub bu-
forowanym roztworze soli fizjologicznej (PBS)) [2]. Przed uzyciem w FCXM ko-
morki musza zosta¢ wielokrotnie wyptukane w celu usuniecia nieswoiscie zwia-
zanych z powierzchnig komdérek immunoglobulin obecnych w surowicy krwi pa-
cjenta [3].

8.3. Plynyibufory

Cho¢ przeciwciala skierowane przeciwko antygenom HLA stanowig niewielka
czes$¢ wszystkich immunoglobulin surowicy, nawet u pacjentéw z ich wysokimi
mianami, zaleca sie by procedura ptukania komérek przed rozpoczeciem barwie-
nia byta powtérzona co najmniej trzy razy. Wskazane jest by w buforze znajdo-
wat sig dodatek 0,01% - 0,1% azydku sodowego przeciwdzialajacego internalizacji
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antygenéw z powierzchni komoérek oraz 1 - 2% biatka (surowicy plodowe;j ciele-
cej lub albuminy) zmniejszajacego nieswoistg fluorescencje. Bufor powinien by¢
przygotowywany bezposrednio przed badaniem i przed uzyciem schtodzony do
temperatury okoto 4°C [2}3]. Wielokrotne ptukanie przed kazdym etapem proce-
dury stuzy poprawieniu czutosci testu [4].

8.4. Surowice kontrolne i surowica badana

W kazdym badaniu immunologicznym, takze w FCXM, konieczne jest stoso-
wanie kontroli ujemnej i dodatniej. Do oceny poprawnosSci przeprowadzonej re-
akcji stuzy surowica kontrolna dodatnia, pochodzaca od dawcéw wysoko immu-
nizowanych, o wysokim mianie przeciwciat anty-HLA. Przed uzyciem w bada-
niu diagnostycznym nalezy surowice te zmiareczkowac, tzn. okresli¢ rozciericze-
nie umozliwiajgce uzyskanie okoto dwa razy wiekszej intensywnosci fluorescen-
cji, niz w reakcji uwazanej za ujemna. Surowice kontrolng ujemna, niezawiera-
jaca przeciwciat anty-HLA, stanowi zazwyczaj surowica ludzka dawcéw grupy AB.
Brak przeciwcial w takiej surowicy musi by¢ potwierdzony w badaniu z wykorzy-
staniem limfocytéw od co najmniej 10 dawcéw, o znanych fenotypach antyge-
néw zgodnosci tkankowej, obejmujacych wiekszos¢ wystepujacych w populacji
swoisto$ci HLA. Tylko surowice niewykazujace reaktywnos$ci w takich warunkach
moga zostac uzyte jako surowica kontrolna ujemna [2].

Miarg reakcji jest r6znica pomiedzy fluorescencjg komoérek, ktére zwiazaty
przeciwciata obecne w surowicy badanej, a fluorescencja komoérek inkubowa-
nych z surowicg kontrolng ujemng. Ilo§¢ antygenéw wigzacych przeciwciata
na powierzchni komoérki jest cecha zmienng i zalezy od rodzaju komérek, miej-
sca ich pochodzenia, czasu przechowywania materiatu od pobrania do wykona-
nia badania, oraz sposobu postepowania z komdérkami przed uzyciem w FCXM.
Z tego powodu w kazdym badaniu musi zosta¢ wykonana préba z surowica kon-
trolng ujemna, pozwalajaca interpretowa¢ wynik z surowica badana w kontekscie
konkretnych warunkéw testu.

Zaréwno surowica badana jak i surowice kontrolne, musza przed badaniem
zosta¢ zinaktywowane w temperaturze 56°C przez 30 minut lub w co najmniej
jednym cyklu zamrazania/rozmrazania surowicy. Surowice taka nalezy nastepnie
odwirowac w celu usunigcia agregatéw immunoglobulin, ktére moga by¢ przy-
czyna nieswoistej fluorescencji. Na takie wigzanie nieswoiste, a tym samym re-
akcje falszywie dodatnie, podatne sg szczeg6lnie limfocyty B posiadajace na swej
powierzchni receptory Fc [2].

Surowica badana musi by¢ uzywana w teScie zawsze w postaci natywnej,
w przeciwienstwie do surowicy kontrolnej dodatniej, ktére uzywana jest w roz-
cieficzeniu odpowiednim do wynikéw miareczkowania [2].

8.5. Inkubacja komérek docelowych z surowica

Bardzo istotnym etapem FCXM jest inkubacja komérek docelowych z su-
rowica badang. Do czasu uzycia w badaniu wielokrotnie wyptukane i zawie-
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szone w buforze pluczacym komérki muszg by¢ przechowywane w temperaturze
4°C. W warunkach tych ograniczone jest zjawisko zluszczania antygenéw z po-
wierzchni limfocytéw. Zdolnos¢ wykrywania przeciwciat w surowicy za pomocg
cytometrii przeplywowej zalezy od iloSci przeciwcial obecnych w surowicy ba-
danej i liczby czastek antygen6w docelowych na badanych komérkach. W mie-
szaninie inkubacyjnej powinno znajdowacé sie pomiedzy 1x10° a 2,5x10° komé-
rek i okoto 20 - 50 ul surowicy badanej. Gesto$¢ badanej zawiesiny komérkowe;j
nie ma zasadniczego znaczenia. Zmiana jednak proporcji pomiedzy komérkami
a surowicg niekorzystnie wptywa na czuto$¢ testu, dlatego po opracowaniu pro-
tokotu nalezy go $cisle przestrzegac [2,3].

Wyb6r warunkéw inkubacji komérek z surowicg jest skutkiem kompro-
misu pomiedzy wlasciwo$ciami badanych przeciwciat, a zachowaniem komoérek.
W niskiej temperaturze antygeny na powierzchni komorki sg bardziej stabilne
i chetniej wigza immunoglobuliny klasy IgM. Temperatury powyzej 22°C sprzy-
jaja wiazaniu immunoglobulin klasy IgG. Dla zachowania optymalnych warun-
kéw wiazania przeciwcial inkubacje komérek z surowicg nalezy przeprowadzaé
w temperaturze okoto 22°C. Stabilno$¢ ekspresji antygen6w na powierzchni ko-
morek uzyskiwana jest w tych warunkach poprzez dodanie azydku sodowego do
buforu, w ktérym zawieszono komoérki. Inkubacja komérek z surowicg trwa za-
zwyczaj 15 do 30 minut, a po jej zakoriczeniu konieczne jest obfite, co najmniej
dwukrotne, ptukanie zawiesiny badanych limfocytow [3,/5].

8.6. Okreslenie klasy zwiazanych przeciwcial

Wykrycie immunoglobulin zwigzanych z badanymi limfocytami odbywa sie
za pomocg przeciwciata skierowanego przeciwko immunoglobulinom ludzkim,
sprzegnietego z odpowiednim fluorochromem (koniugatu). Odczynnik ten musi
mie¢ dobrze zdefiniowang swoisto$¢, wykazywa¢ mozliwie najmniejsza fluore-
scencje nieswoista, a w przypadku wykonywania badania z wykorzystaniem
wielu koloréw - nie wykazywa¢ reaktywnosci krzyzowej z przeciwciatami stuza-
cymi do znakowania komoérek [2]. Najlepiej spelniajg te warunki przeciwciata
majace postaé fragmentu F(ab’)2 lub Fab immunoglobulin, o swoistosci skie-
rowanej przeciwko fragmentowi Fc immunoglobuliny ludzkiej. Wybo6r takiego
przeciwciata antyglobulinowego umozliwia ograniczenie jego nieswoistego wig-
zania do receptoréw Fc obecnych na komérkach docelowych lub immunoglobu-
lin powierzchniowych limfocytéw B [3]. Dla uzyskania optymalnego sygnatu flu-
orescencji koniugat uzywany jest zazwyczaj w rozcieniczeniu 1:4 - 1:20. W zalez-
nosci od swoistosci koniugatu mozliwa jest identyfikacja zwigzanych z komoérka
przeciwciat klasy IgG, IgM lub IgA.

Trwajgca zazwyczaj 30 minut inkubacja z koniugatem prowadzona jest w tem-
peraturze 4°C, dzieki czemu kompleks antygen-przeciwciato-koniugat na po-
wierzchni btony komdrkowej jest bardziej stabilny. Po inkubacji komorki nalezy
ponownie wyptukac co najmniej 2 razy, aby usuna¢ nadmiar odczynnika niezwia-
zanego z powstalym na komérce kompleksem antygen (dawcy) - przeciwciato
(biorcy). Kompromis pomiedzy usuwaniem niezwiazanych przeciwciat przez
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ich rozciericzenie, a odszczepianiem przeciwcial zwigzanych swoiscie w wyniku
zmian w réwnowadze stezen osiagany jest dzieki dodaniu biatka (np. albuminy)
do podtoza ptuczacego [3].

8.7. Identyfikacja komdrek docelowych

Ogromng zaletg cytometrii przeptywowej jest brak konieczno$ci fizycznego
rozdzielania populacji limfocytéw T i B, przy zachowaniu precyzyjnej identyfi-
kacji komorek docelowych wigzacych przeciwciala. Wiadomo, ze przeciwciata
skierowane przeciwko antygenom HLA klasy I reaguja z limfocytami T i B, a prze-
ciwciata klasy II reaguja z limfocytami B i monocytami [6]. Zazwyczaj do iden-
tyfikacji limfocytéw T stosuje sie przeciwcialo skierowane przeciwko molekule
CD3. Nie zaleca sie wykorzystywania przeciwcial skierowanych przeciwko cza-
steczkom CD4 ani CD8, gdyz nie identyfikuja one jednoznacznie limfocytéw T.
Do identyfikacji limfocytéw B wybierane jest zazwyczaj przeciwcialo monoklo-
nalne skierowane przeciwko molekule CD19 lub CD20 [2].

Zasadniczo mozliwe jest przeprowadzenie znakowania komérek docelowych
w dowolnym momencie, jednak zrobienie tego na ostatnim etapie badania ma
dodatkowsq zalete, jaka jest unikanie potencjalnych interferencji przeciwciat mo-
noklonalnych uzywanych do znakowania komérek z przeciwciatami uzywanymi
na poprzednich etapach.

8.8. Wybor fluorochroméw

Ze wzgledu na optymalny dobér ilosci badanych komérek i surowic oraz uzy-
tych odczynnikéw i materialéw zuzywalnych zaleca sie przeprowadzanie ba-
dania préby krzyzowej w technice trzykolorowej. (Dopuszcza sig¢ mozliwo$¢
wykonywania badania z wykorzystaniem mniejszej liczby koloréw, lecz w ta-
kim przypadku musi zosta¢ udokumentowana natura komérek docelowych). Ze
wzgledu na stereochemie reakcji, koniugat powinien by¢ sprzegniety z fluoresce-
ing (FITC), a przeciwciala monoklonalne znakujace komérke docelows - z fiko-
erytryng (PE) lub barwnikiem bedacym kompleksem biatkowym chlorofilu i pe-
rydyniny (PerCP). W tescie z wykorzystaniem trzech koloréw fluorescencji najja-
$niejszy fluorochrom jakim jest fikoerytryna powinien by¢ wykorzystany do zna-
kowania komérek o najmniejszej gestoSci antygenu powierzchniowego, czyli lim-
focytéw B, a kompleks chlorofilu i perydyniny do znakowania limfocytéw T [7].
Dla unikniecia wzajemnych interakcji, ttumienia reakcji lub tworzenia koniuga-
tow, korzystne jest tez odptukanie nadmiaru koniugatu przed dodaniem przeciw-
cial znakujacych limfocyty [3].

Wszystkie wykorzystane w badaniu przeciwciala monoklonalne musza mieé
jako$¢ weryfikowang i udokumentowang przez producenta i/lub w lokalnej kon-
troli jakoSci. Muszg tez by¢ przechowywane zgodnie z zaleceniami producenta,
aby zapewni¢ ich optymalng aktywnos¢. Dla zapobiegniecia obecnosci mikro-
agregatéw w produktach komercyjnych, przeciwciata dostarczone przez produ-
centa w postaci liofilizatéw przechowywanych w temperaturze 4°C, nalezy od-
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wirowac po rekonstytucji zgodnie z instrukcja producenta lub odpowiednio do
procedur obowigzujacych w danym laboratorium.

8.9. Akwizycja

Cytometria przeplywowa umozliwia badanie duzej liczby komorek i analize
precyzyjnie okreslonych populacji badanych komoérek, bez konieczno$ci ich fi-
zycznego rozdzielania. Ocena fluorescencji osobno na populacji limfocytéw T i B
jest istotna ze wzgledu na odmienny poziom fluorescencji, bedacej wynikiem za-
réwno réznej autofluorescencji, jak i zdolnosci wigzania przeciwciat z surowicy
badanej. Nalezy zadba¢ o unikniecie domieszki komérek NK w zawiesinie lim-
focytéw badanych, ktére moga by¢ Zrédtem wysokiej fluorescencji nieswoiste;.
Taka nieswoista fluorescencja spowodowana jest obecnos$cig molekuty CD16, be-
dacej receptorem Fc dla IgG [2].

Z praktycznego punktu widzenia przy akwizycji ustawiana jest najpierw
bramka komérek limfoidalnych o matej wielko$ci i ziarnistoSci, a w jej obrebie
wyznaczane sg bramki limfocytéw T i B, znakowanych odpowiednio przeciwcia-
tami anty-CD3 i anty-CD19 albo CD20. Dla uzyskania wiarygodnej oceny fluore-
scencji nalezy zbiera¢ co najmniej 500 limfocytéw z bramki o mniejszej liczeb-
nosci komoérek, zazwyczaj limfocytéw B. Zapamietywac nalezy jednak wszystkie
dane, bo cho¢ jest to bardziej czasochlonne i zajmuje wiecej miejsca w pamieci
komputera, to moze sie okazaé bezpieczniejsze z punktu widzenia pézniejszej
analizy.

8.10. Analizaiinterpretacja

Miarg reakcji jest zmiana fluorescencji komérek docelowych po inkubacji
z surowicg badang w poréwnaniu do komérek, ktére nie zwigzaty przeciwciat
w trakcie inkubacji z surowicg kontrolng ujemna. Wobec braku standaryzacji me-
tody, kazde laboratorium musi ustali¢ wlasna warto$¢ progowq odrézniajaca wy-
nik ujemny od dodatniego. W kazdym przypadku tez badanie dla surowic kon-
trolnych i surowicy badanej nalezy wykonywaé réwnoczesnie, a akwizycje pro-
wadzi¢ przy tych samych ustawieniach instrumentu. Wskazane jest wykonywa-
nie badania w dwéch powtérzeniach i wyliczenie sredniej fluorescencji dla kazdej
badanej populacji.

Odpowiednio do sposobu pomiaru fluorescencji wynik moze zosta¢ przedsta-
wiony jako réznica kanatéw fluorescencji pomiedzy wykazywana przez komérki
inkubowane z surowicg badang a komoérkami inkubowanymi z surowica kontro-
Ing ujemnag (fluorescencja liniowa), albo tez jako wzrost mediany fluorescencji
mierzonej w skali logarytmicznej na komérkach inkubowanych z surowica ba-
danag w poréwnaniu do inkubowanych z surowicg kontrolng ujemng (wzgledna
mediana fluorescencji - RMF). Stosujac rézne sposoby oceny reakcji, zgodne
wyniki uzyskano przy ustaleniu wartosci progowej na przesuniecie fluorescen-
cji o wiecej niz 20 kanatéw, wzrost fluorescencji o wiecej niz 566 ekwiwalentéw
rozpuszczalnej fluoresceiny lub wzrost mediany fluorescencji o wiecej niz 50%,
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czyli wzgledng mediane fluorescencji (RMF) wynoszacg wiecej niz 1,5 [4]. Wo-
bec korzystniejszej oceny rozktadu fluorescencji za pomocg mediany wydaje sie,
ze RMF najlepiej odpowiada zadaniu oceny nasilenia reakcji w prébie krzyzo-
wej [2,/4]. Trzeba jednak pamieta¢, ze wobec réznej reaktywnosci komorek w
zalezno$ci od ich rodzaju i miejsca pochodzenia wtasciwe moze okazac sie sto-
sowanie réznych wartos$ci granicznych dla limfocytéw T i B, a takze komdrek po-
chodzacych z krwi obwodowej i weztéw chtonnych [7]. Na podstawie dostepnych
publikacji i wlasnego doswiadczenia autorki wydaje sie, ze mozna poleci¢ stoso-
wanie warto$ci granicznej RMF 1,5 dla limfocytéw izolowanych z krwi obwodo-
wej lub weztéw chtonnych oraz RMF 2,0 jako wartoSci granicznej dla limfocytéw
pochodzacych ze §ledziony (Rycina[3.1).

Reakcja dodatnia z limfocytami T i B wskazuje na obecno$¢ przeciwciat anty-
HLA klasy [, reakcja tylko z komérkami B wskazuje na obecno$c¢ przeciwciat anty-
HLA klasy II lub bardzo stabych przeciwciat anty-HLA klasy I, trudnych do od-
réznienia w testach cytotoksycznych, ale prawdopodobnie majacych znaczenie
kliniczne [6].
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Rycina 8.1: Strategia analizy préby krzyzowej w cytometrii przeptywowej. Od lewe;:
Bramka limfocytéw definiowana jest na podstawie wielkos$ci (ang. forward scatter, FS)
i ziarnistoS$ci (ang. side scatter) badanych komoérek. Limfocyty T (oznaczone jako Li T)
i B (li B) rozdzielane sa elektronicznie na podstawie znakowania za pomocg przeciwciat
skierowanych przeciwko CD3 (limfocyty T) i CD19 lub CD20 (limfocyty B) (drugi z lewej).
Miarg reakcji jest r6znica pomiedzy fluorescencjg wykazywana przez limfocyty dawcy in-
kubowane z surowicg biorcy i fluorescencjg limfocytéw inkubowanych z surowicg kon-
trolng ujemng. Trzeci z lewej — reakcja ujemna, pierwszy z prawej — reakcja dodatnia.
Linia przerywang oznaczona fluorescencja komoérek inkubowanych z surowica kontrolng
ujemna, linig ciagla — fluorescencja komérek inkubowanych z surowica badana.

8.11. Wadyi zalety

FCXM ma szereg zalet: umozliwia wykrywanie przeciwciat zaréwno wigza-
cych jak i niewigzacych dopemiacz, pozwala okresli¢ klase wykrywanych prze-
ciwcial i nie wymaga fizycznego rozdzielania populacji limfocytéw badanych
dzieki zastapieniu ich fizycznego rozdziatu przez bramkowanie elektroniczne.
Wobec réznic w rodzaju i liczbie antygenéw HLA klasy I i II na badanych ko-
moérkach docelowych technika ta pozwala, z pewnym przyblizeniem, okreslac¢ ro-
dzaj wykrywanych przeciwciat (skierowanych przeciwko antygenom klasy I i/lub
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II) [1,3]. Liczbowy pomiar fluorescencji zwieksza obiektywizm interpretacji w po-
réwnaniu do poétiloSciowej oceny stosowanej w teScie mikrolimfocytotoksycz-
nym.

Wykorzystanie trzech koloréw fluorescencji pozwala na zmniejszenie liczby
limfocytéw o potowe w stosunku do badania z wykorzystaniem mniejszej liczby
fluorescencji. Jest to szczegdlnie istotne przy badaniu komérek pochodzacych
z krwi obwodowej, w ktorej limfocyty B stanowig zaledwie 10-15%. Wykazano, ze
badanie trzykolorowe jest tez okoto 30% tarisze od dwukolorowego, wobec mniej-
szego zuzycia odczynnikéw, a jego analiza trwa okoto 25% krécej niz przy barwie-
niu z wykorzystaniem dwéch koloréw [7].

Wedtug r6znych autoréw badanie cytometryczne jest 30 - 250 razy bardziej
czute od testu cytotoksycznego, co moze stanowi¢ wyjasnienie dlaczego 18 - 25%
pacjentéw z ujemnym wynikiem préby krzyzowej z uzyciem dopelniacza ma do-
datni wynik FCXM [8].

Wysoka czuto$¢ moze by¢ tez wada. Badanie nie ma charakteru czynnoscio-
wego i moze wykrywaé przeciwciala swoiste dla dawcy narzadu, lecz niepowo-
dujace skutkéw patologicznych dla przeszczepionego narzadu. Fatszywie do-
datnie wyniki mogg by¢ spowodowane m.in. wysoka autofluorescencjg (co do-
tyczy szczegblnie limfocytéw B), obecnos$cig autoprzeciwciat, przeciwcial swo-
istych dla antygenéw innych niz HLA lub nieswoistym wigzaniem przeciwciata
skoniugatowanego z fluoresceing do receptoréw Fc [3]. Jedng z gléwnych wad
metody jest jednak brak standaryzacji, szczeg6lnie w sposobie definiowania reak-
cji dodatniej i ujemnej. Okreslenie poziomu fluorescencji reprezentujacej reakcje
dodatnia jest subiektywne i r6zni sie¢ pomiedzy laboratoriami. Kazdy zatem osro-
dek musi opracowac strategie interpretacji by zredukowac odsetek reakcji falszy-
wie dodatnich.

8.12. Znaczenie kliniczne

Pomimo coraz bardziej nowoczesnej immunosupresji odrzucanie przeszcze-
pionego narzadu pozostaje waznym problemem w transplantologii. Na po-
wierzchni komoérek obecne sg antygeny zgodnosci tkankowej kodowane przez
najbardziej polimorficzny uktad genéw w ludzkim organizmie, jakim jest gtéwny
kompleks zgodno$ci tkankowej, ale takze liczne inne biatka o wlasciwosciach an-
tygenowych. Znaczenie przeciwciat produkowanych w odpowiedzi na immu-
nizacje tymi antygenami pozostaje czesto nieznane. Wyniki badani obejmujace
wiele tysiecy przeszczepionych nerek wskazuja, ze pozytywny wynik préby krzy-
zowej z co najmniej jednym rodzajem komorki docelowej (limfocyty T i/lub B)
wigze sie z wiekszg czestoscig epizodoéw odrzucania w ciggu pierwszego roku po
przeszczepieniu [9-11] i gorszym przezyciem przeszczepu w poréwnaniu do pa-
cjentéw, u ktérych nie stwierdzono obecnosci przeciwcial swoistych dla dawcy
[6,/12}{13]. Z tego wzgledu w wielu osrodkach uwaza sie, ze metoda nadaje sie do
przewidywania dtugotrwatego przezycia alloprzeszczepu i odpowiedniego mo-
dyfikowania stosowanej immunosupres;ji.
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Wydaje sie, ze szczegdlne znaczenie moze mie¢ klasa wykrywanych przeciw-
cial. W przewazajacej liczbie laboratoriéw wykonuje sie badania stuzace wykry-
ciu przeciwciat klasy IgG. Poglady na temat znaczenia klinicznego przeciwcial in-
nych klas sg bardzo rozbiezne. Przeciwcialom klasy IgM przypisywano znacze-
nie korzystne [14] lub wrecz przeciwnie — negatywny wptyw na czynno$¢ i prze-
zycie przeszczepionej nerki [12]. Nalezy pamietaé, ze przeciwciata klasy IgM sa
bardzo heterogenne: moga by¢ naturalne, lub tez powstawac we wczesnej fazie
odpowiedzi immunologicznej po kontakcie z obcym antygenem - w obu przy-
padkach wykazuja zdolno$¢ do wigzania antygenéw i dopetniacza [15]. Ostatnio
coraz czesciej uwaza sie, obecno$¢ przeciwciat klasy IgM moze stanowié czynnik
ryzyka dla czynnosci nerki przeszczepionej [9,(13}/16], szczegbélnie w przypadku
udokumentowanego przetaczenia produkowanych klas immunoglobulin z IgM
na IgG [15}/16]. Nie ma natomiast danych, by przeciwciata klasy IgA, cho¢ zdolne
do aktywacji dopetniacza na drodze alternatywnej, wykazywaly szkodliwe dzia-
tanie wobec przeszczepu nerki [17]. Dlatego zaniechano dalszych badarn nad ich
wplywem na przeszczepy nerek.

8.13. Podsumowanie

Pomimo ogromnego postepu w zakresie immunosupresji przewleklte odrzu-
canie jest gléwnga przyczyng utraty czynnosci alloprzeszczepu w perspektywie
dtuzszej niz jednego rok. Wobec ostatnio coraz bardziej powszechnie akcepto-
wanej teorii udziatu przeciwcial w procesie przewlektego odrzucania nakazuje
to zwiekszenie zainteresowania czulymi metodami ich wykrywania. Coraz bar-
dziej powszechnie wykorzystywane techniki fazy statej umozliwiajace wykrywa-
nie przeciwciat anty-HLA wplynely na znaczne zmniejszenie czestosci wczesnej
utraty przeszczepu. Préba krzyzowa analizowana z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej, wykonana z zachowaniem powyzej opisanych zasad, pozostaje
jednak waznym i stosunkowo tanim narzedziem umozliwiajacym wykrywanie
swoistej dla dawcy immunizacji przed przeszczepieniem.
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Streszczenie

Cytokiny sa kluczowymi mediatorami w regulacji funkcji uktadu odpornoscio-
wego. Dzieki zjawisku polaryzacji immunologicznej mozliwe jest modulowanie
typu odpowiedzi immunologicznej w kierunku mechanizméw komérkowych lub
humoralnych. Istotng role w tym procesie petnig limfocyty pomocnicze (TCD4+)
wystepujace w dwoch podtypach: Thl i Th2. Rola limfocytéw Thl jest ich udziat
w reakcjach odpowiedzi komérkowej, miedzy innymi w infekcjach powodowanych
przez wirusy, pierwotniaki i w niszczeniu komérek nowotworowych, a poprzez
sekrecje réznych cytokin np. TNF-a zwigkszaja liczbe komoérek o tym fenotypie
w ustroju. IL-10 jako jedna z cytokin syntetyzowanych przez subpopulacje komoérek
Th2 jest odpowiedzialna za rozwéj mechanizméw odpowiedzi humoralnej np. win-
fekcjach bakteryjnych, sprzyja tez rozwojowi alergii. Diagnostyka oznaczania cyto-
kin oraz ich receptoréw w ptynach ustrojowych i tkankach moze wspierac leczenie
r6znych stanéw chorobowych. Terapia cytokinowa jest obecnie stosowana w lecze-
niu np. zapalenia watroby typu C, nawykowych poronien u kobiet, leczeniu alergii
czy chorobach nowotworowych.

Stowa kluczowe: cytokiny, Th1/Th2, polaryzacja immunologiczna

9.1. Wstep

Cytokiny sg czasteczkami o kluczowym znaczeniu dla funkcjonowania organi-

zmu. Bialka te reguluja tak réznorodne procesy jak proliferacja, réznicowanie czy

tez ruchliwo$¢ komoérek. Cytokiny wytwarzane przez komorki uktadu odporno-
$ciowego staja sie mediatorami reakcji zapalnych i immunologicznych, uczestni-
cza tez w regulacji krwiotworzenia. Czesto okre$la sie je jako hormony uktadu od-
pornosciowego. Duza liczba cytokin (ponad sto kilkadziesiat opisanych, a wciaz



9.1. Wstep

odkrywane sg nowe) powoduje, ze powstaje niezwykle skuteczny, ale takze bar-
dzo skomplikowany i czuly system powiazan (tzw. sie¢ cytokin) pomiedzy komor-
kami. Dodatkowo wplywajac nie tylko na leukocyty, ale i na inne komérki orga-
nizmu moga stymulowa¢ goraczke ( poprzez tzw. pirogeny ), regulowaé morfo-
geneze komoérek i tkanek lub bra¢ udzial w procesach patologicznych poprzez
dziatanie cytotoksyczne.

Cytokiny ze wzgledu na funkcje i znaczne podobieristwa strukturalne mozna
podzieli¢ na kilka grup:

1. Interleukiny - umozliwiajgce komunikowanie sie komoérek miedzy soba.
2. Hematopoetyny — wplywajace na procesy ré6znicowania komérek szlaku krwio-
tworzenia (np. GM-CSE G-CSF),

. Interferony — zaangazowane w obrone przeciwwirusowa,

4. Chemokiny — wyznaczajace gradient chemotaktyczny, ktérego §ladem leuko-
cyty podazaja do miejsca zapalenia,

5. Nadrodzina czasteczek TNF — wér6d nich TNF-a, jedna z najwazniejszych cy-
tokin prozapalnych i cytotoksycznych,

6. Inne cytokiny — wazniejszy z nich to TGF- odpowiedzialny za hamowanie od-
powiedzi odporno$ciowe;j.

w

Cytokiny inicjuja szereg proces6w majacych ogromne znaczenie w prawidtowym
funkcjonowaniu organizmu. Wykazujg tez zdolno$¢ do oddzialywania na ko-
morki je wytwarzajace (autokrynia), na inne komérki znajdujace sie w poblizu
(parakrynia), badZ na oddalone komérki organizmu poprzez uktad krwiono$ny
(endokrynia). Do innych wtasciwosci zalicza sie:

1. Plejotropia — polegajaca na tym, ze dana cytokina moze wykazywaé rézny
wplyw na rézne komorki, np. IFN-y stymuluje rozw6j limfocytéw Thli akty-
wuje makrofagi, natomiast hamuje rozw6j limfocytéw o fenotypie Th2.

2. Redundancja - r6zne cytokiny wplywaja jednakowo na dang populacje komo-
rek, np. IFN-y i IFN-a pobudzajg komoérki NK.

3. Synergizm - cytokiny dziatajac wspdlnie wzmacniaja efekt dziatania, niz
w przypadku ich osobnego wptywu, np. IL-6 i IL-7 razem pobudzajg limfopoeze
silniej niz kazda z nich osobno.

4. Antagonizm - efekt przeciwstawnego dzialania dwéch lub wiecej cytokin,
np. TNF-a jest antagonistg TGF- S, ktéry dziata supresyjnie.

5. Sprzezenie zwrotne dodatnie — gdy jedna cytokina wydzielana stymuluje wy-
dzielanie innej zwrotnie, np. sekrecja IL-12 z makrofagéw stymuluje komorki
NK do produkcji IFN-v, ktéry pobudza makrofagi do dalszego wydzielania IL-
12.

6. Sprzezenie zwrotne ujemne - gdy jedna cytokina wydzielana hamuje wydziela-
nie innej zwrotnie, np. IFN-y wydzielany przez komérki Th1 pobudza makro-
fagi do syntezy IL-10 co hamuje wydzielanie IFN-y przez komérki Thl.

Nalezy nadmienié, ze skutecznos¢ dziatania cytokin uzalezniona jest od obec-
nosci swoistych dla nich receptoréw na komérkach docelowych i ze wrazliwo$¢
limfocyt6w na te mediatory zalezy od uprzedniego rozpoznania antygenu przez T
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Cell Receptor lub B Cell Receptor. 1] Duze znaczenie w prawidtowym funkcjono-
waniu uktadu odpornosciowego spelia zjawisko polaryzacji immunologiczne;j.
Pozwala on na regulacje uktadu immunologicznego na okres$lony typ patogenu.
W wyniku dziatania antygenu oraz innych czynnikéw (gléwnie cytokin) dochodzi
do réznicowania sie limfocytéw ThO w jeden z dwéch podtypéw: Limfocyty Thi
syntetyzuja takie cytokiny jak: IL-2, IL-3, TNF-a, IFN-y i wplywaja na rozwijanie
sie odpowiedzi komoérkowej (pozapalnej), Limfocyty Th2 promuja z kolei rozw6j
odpowiedzi komoérkowej dzieki wydzielaniu takich cytokin jak np.: IL-4, IL-5, IL-
10, IL-13 [2]

W zalezno$ci od czynnika etiologicznego, czy jest on zewnatrzkomoérkowy jak
np. bakterie, czy tez wewnatrzkomoérkowy jak np. wirusy, wazny jest rozwdj od-
powiedniego typu odpowiedzi immunologicznej umozliwiajac jego eliminacje.
Proces polaryzacji immunologicznej pozwala na ukierunkowanie ré6znicowania
komérek ThO w okreslony podtyp, w zaleznosci od rodzaju patogenu. W przy-
padku zwalczania patogenéw zewnatrzkomoérkowych ( infekcje bakteryjne) uru-
chamiane sag mechanizmy humoralne zwigzane z produkcja przeciwcial optasz-
czajacych (opsonizacja) patogen i eliminowanie go przez komoérki Zerne. Nato-
miast odpowiedZ komérkowa preferowana jest, gdy patogen jest wewnatrzko-
morkowych (np. wirusy) i zwigzana jest miedzy innymi z aktywacja komoérek NK
i limfocytéw cytotoksycznych. Takze gatunki bakterii wystepujace w formie we-
wnatrzkomorkowej np. pratek gruZlicy sg zwalczane z udzialem tego typu odpo-
wiedzi. Komérki Thl i Th2 mogg pozostawaé w réwnowadze, albo ktéry$ z tych
typéw komoérek moze uzyskac przewage. W regulacji rodzaju odpowiedzi wazne
jest to, ze obie populacje dzialajag na siebie antagonistycznie. Wydzielane przez
nie cytokiny maja zdolno$¢ hamowania rozwoju i funkcji drugiego typu komérek
uruchamiajgc tym samym mechanizmy odpowiedzi humoralnej lub typu komér-
kowego [1].

Diagnostyka oznaczania cytokin oraz ich receptoréw zar6wno w surowicy
krwi czy supernatantach hodowlanych (np. metoda ELISA), w tkankach (np. me-
toda immunohistochemiczng), stezenia mRNA w komoérkach (PCR), czy jako
zdolno$¢ okre$lonej komorki do syntezy wewngtrzkomaérkowej cytokiny (metoda
cytometrii przeplywowej) stwarza mozliwo$¢é wyboru odpowiedniej terapii w pa-
togenezie wielu choréb [3].

9.2. Metodyka

Do oznaczania wewngtrzkomoérkowych cytokin: TNF-« i IL-10 stosuje sie ze-
staw Fixation/Permeabilization Kit with Golgi Stop (BDBiosciences) zawierajacy
3 sktadniki: odczynnik do permeabilizacji blony komérkowej, odczynnik do ptu-
kania komoérek (Perm Wash) i odczynnik — inhibitor sekrecji cytokin z komorki
(Golgi Stop). Populacje limfocytéw z krwi obwodowej uzyskuje sie poprzez wi-
rowanie na gradiencie gestosci preparatu Gradisol L (Aqua Med.). Wyizolowane
limfocyty hoduje sie w standardowym srodowisku hodowlanym (RPMI+1% FCS)
przez 24 godziny w stezeniu 1x10® komérek/ml w temperaturze 37°C w atmos-
ferze 5% CO,. Na 5 godzin przed rozpoczeciem procedury oznaczania cytokin
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do hodowli dodaje sie PMA ( Sigma ) (50ng/ml), jonomycyne ( Sigma )(1ug/ml)
oraz 2 ul odczynnika Golgi Stop z kitu. Po zakonczeniu hodowli komérki ptu-
cze sie w Staining Buforze (PBS bez jonéw Ca™ i Mg™ + 0,01% NaNj3). Do znako-
wania zewngtrzkomérkowych receptoré6w na komoérkach stosuje sie odpowied-
nie przeciwciala monoklonalne : CD4-Pe, CD4-FITC oraz CD3-PerCP (BDBio-
sciences) (inkubacja 15 minut w temperaturze pokojowej), natomiast do bada-
nych wewnatrzkomoérkowych cytokin przeciwciata: anti human IL-10-PE i anti
human TNF-a-FITC (Pharmingen) (inkubacja 30 minut w 4°C). Do utrwalenia
znakowania przeciwciatami i permeabilizacji btony komérkowej stosuje sie od-
czynniki z w/w kitu zgodnie z zaleceniami producenta. Do oceny ekspresji bada-
nych cytokin zastosowano cytometrie przeptywows (aparat FACSCalibur, BDBio-
sciences) i program CellQuest. Wyniki przedstawiane sg jako odsetek limfocytéw
CD3+ CD4+ wykazujacych ekspresje badanych cytokin.

9.3. Wyniki

Wyniki oznaczania wewnatrzkomoérkowych cytokin w populacji ludzkich lim-
focytow z krwi obwodowej otrzymywane w naszym Zakladzie sg wykorzystywane
wleczeniu nieptodnosci i nawykowych poronieni u kobiet, na zlecenie innych jed-
nostek wspoélpracujacych z nami. W prawidlowym rozwoju zarodka istotna jest
przewaga limfocytéw Th2 w stosunku do Th1. Miedzy innymi takie cytokiny jak
IL-10 promuja rozw6j limfocytéw Th2, a wiec odpowiedZ humoralna, jednocze-
$nie hamujac r6znicowanie sie limfocytéw Th1 odpowiedzialnych za rozw6j me-
chanizméw typu komérkowego. W interpretacji wynikéw wazna jest proporcja
odsetka limfocytow syntetyzujacych TNF-a (Th1) do limfocytéw wydzielajacych
IL-10 (Th2). Proporcja ta nie powinna przekracza¢ wartosci 30,6. Limfocyty Th2
wplywajg na synteze swoistych przeciwcial, ktére optaszczajac trofoblast utrud-
niajg rozpoznanie antygenéw pochodzenia ojcowskiego przez immunokompe-
tentne komoérki matczyne, sprzyjajac dalszemu rozwojowi zarodka [4}[5].

Dzieki wykorzystywaniu takiej metody diagnostycznej mozna modyfikowac
r6znicowanie sie limfocytéw w jeden z w/w podtypoéw i zastosowac odpowiednia
terapie, wspierajac w ten sposéb proces leczenia.

9.4. Podsumowanie

Cytokiny ze wzgledu na swoja immunomodulacyjna role sa coraz powszech-
nie stosowane w immunoterapii. Dlatego tez rozw6j metod diagnostycznych ich
oznaczania moze wspiera¢ wybér odpowiedniej terapii w patogenezie r6znych
stanéw chorobowych. Jednak ze wzgledu na zloZzono$¢ sieci cytokin, wprowa-
dzenie dodatkowej cytokiny lub zmiana jej stezenia w ustroju moze rozregulo-
wac caly system. Efekt plejotropowy cytokin moze z kolei wywolywac nie za-
wsze przewidywalne silne efekty uboczne [1]. Mimo tej ztozonoSci dziatania, nie-
ktére z nich sa juz stosowane w terapii, prowadzi sie takze intensywne badania
nad mozliwo$cig wprowadzenia ich w patogenezie wielu choréb. Przeciwwiru-
sowe wilasciwosci interferonéw np. IFN-a wraz z rybawiryng stosowane sa w le-
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czeniu zapalenia watroby typu C [6]. Obecno$¢ IFN-a w terapii jest zwigzana
z supresyjnym dzialaniem tej cytokiny na replikacje wirusa zar6wno w watrobie,
jak i w komorkach jednojadrzastych (PBMC) [7]. Immunosupresyjne efekty IL-10
probuje sie wykorzysta¢ w chorobach o podlozu zapalnym, takze w hamowaniu
odrzucania przeszczepéw [8]. G-CSF stosowany jest w leczeniu niedoboru gra-
nulocytéw [9]. Komérki nowotworowe sa niszczone przez limfocyty Tc i komorki
NK [10], dlatego terapia wymaga pobudzenia komérkowych mechanizméw od-
pornosciowych, a wiec wygenerowania w organizmie subpopulacji limfocytéw
Thl [11]. W chorobach o podlozu alergicznym u chorych dominujg limfocyty
Th2. Przekierowanie odpowiedzi w strone mechanizméw komérkowych poprzez
zwiekszenie populacji limfocytéw Th1 moze tagodzi¢ objawy chorobowe. Stoso-
wana tzw. szczepionka przeciwalergiczna powoduje wlasnie spadek iloSci komo-
rek Th2, zwiekszajac populacje limfocytéw Thl [12]. W oparciu o dane z licznych
publikacji mozna stwierdzi¢, ze diagnostyka oznaczania cytokin pozwalajaca na
okreslenie liczby i funkcji komérek immunokompetentnych o fenotypie Th1/Th2
moze by¢ pomocna w wyborze najbardziej efektywnej terapii w leczeniu wielu
schorzeti o podtozu immunologicznym [2].
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Streszczenie

Procesy zachodzace w mikrosrodowisku grasicy zapewniaja dostarczenie do
krwi i narzadéw obwodowych dojrzatych limfocytéw T zr6znicowanych odno$nie
repertuaru receptor6w TCR. Podczas procesu rearanzacji TCR dochodzi do rekom-
binacyjnego wycinania kolistych fragmentéw DNA, ktére jako episomalne czastki
pozostajg w komoérce dziewiczej (naiwnej) opuszczajacej grasice. Koliste czastki
DNA-TREC (TCR excision circles) mimo, iz nie posiadajg funkcjonalnego znaczenia,
poprzez swg obecnos$¢ w komorce dziewiczej Swiadczg o prawidtowym przebiegu
procesu rearanzacji TCR. Proporcja sjTREC/BTREC odzwierciedla indeks prolife-
racyjny komoérki, liczba sjTREC wskazuje na rearanzacje TCRa (delecja fragmentu
0), liczba BTREC wskazuje na formowania TCRf (rearanzacja DB/]f). Obecno$c
TREC w komérkach opuszczajacych grasice (ang. recent thymic emigrants, RTE) jest
wyrazem prawidlowo funkcjonujacej grasicy. Monitorowanie liczby TREC stanowi
dogodny marker diagnostyczny w wielu sytuacjach klinicznych cztowieka. Wyko-
rzystanie techniki PCR w czasie rzeczywistym (qPCR) do okreslenia liczby TREC
ma znaczenie diagnostyczne w rozpoznaniu wrodzonych i nabytych niedoboréw
odpornoéci w trakcie terapii oraz w monitorowaniu grasiczo - zaleznej odnowy
immunologicznej po alogenicznym przeszczepieniu komoérek hematopoetycznych
(HCT). Zmniejszenie liczy TREC jest wyrazem zmian zwigzanych z procesem za-
burzonej limfopoezy. Brak obecno$ci TREC u noworodkéw moze §wiadczy¢ o wro-
dzonych niedoborach odpornosci np. SCID. Wystapienie infekcji oportunistycznych
oraz innych powiktari po HCT np. GVHD charakteryzuje obnizona liczba TREC.
Czynnikami wplywajacymi na zmniejszenie liczby TREC sg procesy zwigzane z bio-
logia komoérki (proliferacja, apoptoza, wewnatrzkomérkowa degradacja). Liczba
TREC odzwierciedla swoista rownowage (homeostaze) obwodowych limfocytéw T
i koreluje ze zr6znicowanym repertuarem TCR. W procesie inwolucji grasicy obser-
wowane jest obnizenie liczby TREC wraz z uptywem wieku.

Stowa kluczowe: TREC, TCR, grasica, inwolucja, SCID, HCT
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Grasica jest organem limfoidalnym, w ktérym zachodzi ontogeneza limfocy-
téow T. Poprzez etapy pozytywnej i negatywnej selekcji grasice opuszczajg doj-
rzale limfocyty T niosgce na swej powierzchni zr6znicowany repertuar recepto-
réw TCR. Limfocyty T opuszczajace grasice sg komoérkami dziewiczymi (naiw-
nymi) zasiedlajagcymi narzady obwodowe, ktére po antygenowym bodZcu staja
sie pula komérek efektorowych i/lub pamieci [1]. Uktad immunologiczny dazy do
zachowania stanu réwnowagi pomiedzy pula komérek dziewiczych i pulg komé-
rek efektorowych. Wwielu sytuacjach klinicznych stwierdza sie zaburzony proces
limfopoezy. U pacjentéw z ostrg bialaczka limfoblastyczng (ALL) do krwi obwo-
dowej migruja limfocyty T zatrzymane we wczesnej fazie dojrzewania i zr6znico-
wania, a klonalno$¢ repertuaru TCR §wiadczy o chorobie uktadu hematopoetycz-
nego. Ubytek liczbowy limfocytéw T wystepuje w poczatkowym etapie odnowy
immunologicznej po alogenicznym przeszczepieniu komoérek krwiotwérczych
(HCT), dopoki komorki dawcey nie zasiedlg grasicy wyniszczonej stosowang przed
przeszczepieniem procedurg chemio-/radioterapii. Pula limfocytéw T moze ulec
zaburzeniu réwniez w p6Zniejszym okresie po przeszczepieniu, np. w przypadku
wystapienia powiktan typu choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (GVHD)
oraz podczas reaktywacji wirusowych [2-4]. Szczegblna role prawidtowej odnowy
immunologicznej przypisuje si¢ po przeszczepieniu pacjentéw z wrodzonymi
niedoborami odporno$ci np. SCID (severe combined immunodeficiencies) [5]. Pa-
cjentéw SCID cechuje genetycznie uwarunkowany zaburzony proces limfopoezy,
zwigzany z funkcjonalnie nieprawidtowg pracg grasicy. Alogeniczne przeszcze-
pienie komorek krwiotwérczych u dzieci z wrodzonymi niedoborami odporno$ci
jest procedurg warunkujaca ich dalsze przezycie. Po przeszczepieniu obserwuje
sie u nich ponowienie prawidtowej funkcji grasicy [6,/7]. Wzrost liczby limfocytéw
T obserwuje sie réwniez u pacjentéw z infekcja wirusem HIV poddanych terapii
antywirusowej. Zastosowanie terapii HAART (highly active antiretroviral therapy)
powoduje przywrécenie prawidlowej proporcji limfocytéw T [8,9]. Odzwiercie-
dleniem prawidtowej funkcji grasicy jest obecno$¢ we krwi obwodowej komoérek
dziewiczych zawierajacych kolistg czasteczke DNA-TREC (ang. T-cell receptor re-
arrangements excision circles). Episomalne czasteczki TREC sg stalym elementem
komérek dziewiczych bezposrednio opuszczajacych grasice po odbytym procesie
rearanzacji receptoré6w TCRa i TCRB. TREC nie sa powielane podczas podzia-
6w mitotycznych do komoérek siostrzanych, a ich obecno$¢ odpowiada liczbie
komoérek dziewiczych bezposrednio opuszczajacych grasice (ang. recent thymic
emigrants, RTE). TREC stanowig dogodny marker diagnostyczny i §wiadcza o pra-
widtowej limfopoezie [10]. Cytometryczne metody immunofenotypowania po-
zwalaja na precyzyjne okreslenie puli komoérek dziewiczych u pacjenta w okreslo-
nej sytuacji klinicznej. Markerami powierzchniowymi, ktérych ekspresje stwier-
dza sie na komorce dziewiczej sg: CD45RA, CD62L, CCR7, CD27, CD28, CD31
(PECAM-1). Dodatkowo zastosowanie wspoélczesnych technik biologii moleku-
larnej, jaka jest reakcja taficuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR),
pozwala precyzyjnie okresli¢ liczbe komérek dziewiczych zawierajacych TREC.
Badanie liczby TREC stanowiacej odzwierciedlenie prawidtowej funkcji grasicy
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ma swoje uzasadnienie w diagnostyce pacjentéw po alogenicznym przeszczepie-
niu komoérek krwiotwoérczych (HCT), w diagnostyce wrodzonych niedoboréw od-
pornosci np. SCID u noworodkéw, w terapii nabytych niedoboréw odpornosci, w
sytuacjach kliniki cztowieka dotyczacej procesu inwolucji grasicy oraz w wybra-
nych aspektach dotyczacych podtoza rozwoju niektérych choréb autoimmuno-
logicznych [11H13].

10.2. Formowanie kolistej czasteczki DNA - TREC

Komérki T opuszczajace grasice mozna zréznicowac pod wzgledem ekspresji
taricuch6é6w TCR. Wyréznia sie limfocyty T zawierajace na swej powierzchni recep-
tory TCRa S lub TCRyd. Zawarto$é procentowa tych subpopulacji we krwi obwo-
dowej wynosi ponad 90% dla komoérek T z ekspresjag TCRa 8 oraz 5-10% komoérek
T z ekspresjg TCRyé6. Formowanie receptoréw TCR poprzedzone jest wieloetapo-
wym procesem rekombinacji pod kontrolg IL-7 oraz genéw aktywujacych rekom-
binacje RAG1/RAG2 (ang. recombination activating genes). Powstawanie dojrza-
tej formy funkcjonalnego receptora TCR polega na polaczeniu sie wielu segmen-
téw V(D)] (ang. variable, diversity, joining). Kombinacje wielu taczerr segmentow
stanowi o ich ré6znorodnosci i szacuje sie na okoto 10'® dla TCRaB. Procesowi
rearanzacji towarzyszy nie tylko przypadkowe taczenie sie segmentéw V(D)]J, ale
réwniez wstawianie pomiedzy istniejace segmenty roznej liczby wstawek N nu-
kleotydowych z udzialem terminalnej transferazy nukleotydowej (TdT). Gwaran-
tuje to duzg zmiennos$¢ i r6znorodno$¢ polimorficzng receptoréw TCR. Podczas
procesu rearanzacji faiicucha f i a dochodzi do wycinania kolistych fragmen-
tow nukleotydowych TREC (ang. T-cell receptor rearrangements excision circles).
Powstawanie czasteczek sjTREC (ang. signal joint) oraz fTREC (V] ) przedsta-
wiono na Rycinie[10.1][14}15]. Episomalna czasteczka DNA-TREC pozostaje w ko-
morce matczynej T i nie podlega p6Zniejszym podziatlom mitotycznym, a zatem
nie powiela sie do komorki siostrzanej. Wyciete fragmenty DNA drec/w]Jalpha
zwiazane z delecja fragmentu 6 biora udziat w dalszym procesie rearanzacji i pro-
wadza do uformowania funkcjonalnego taricucha TCRa. Koliste fragmenty DNA
sjTREC/BTREC pozostajg na state w komoérce dziewiczej, ktéra opuszcza grasice
przedostajac si¢ do krwi i narzagdéw obwodowych [11].

10.3. Metody identyfikacji TREC

Okreslenie liczby TREC jest mozliwe z wykorzystaniem wspdétczesnych me-
tod biologii molekularnej [16]. Czasteczki syTREC mogg by¢ identyfikowane ilo-
Sciowo metoda reakcji laticuchowej polimerazy czasu rzeczywistego (QPCR) z od-
powiednio dobrang sekwencjq starteréw obejmujacych fragment kolistego DNA.
Przykladowe sekwencje starter6w obejmuja: 5’- AAC AGC CTT TGG GAC ACT
ATC-3’ oraz 5’- GCT GAA CTT ATT GCA ACT CGT GAG-3’ wraz z sondg identyfi-
kujacg 5’- 6FAM-CCA CAT CCC TTT CAA CCA TGC TGA CAC CTC-TAMRA-3’ [17].
sjTREC mozna okresli¢ w populacji komérek jednojadrzastych krwi obwodowe;j
(PBMNC) lub we frakcji komérek T po zastosowaniu metod selekcji pozytywnej
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lub negatywnej np. z uzyciem komercyjnych zestawéw Rosette-Sep T-cell enrich-
ment cocktail (Stem Cell Technologies). Aby zwiekszy¢ czuto$¢ i precyzje pomiaru
sjTREC stosuje sie dodatkowo metody sortowania limfocytéw T o fenotypie ko-
morek dziewiczych. Liczbe sjTREC mozna wyrazi¢ wobec wzglednej iloéci wyizo-
lowanego DNA (sjTREC/ug DNA), w przeliczeniu na zawarto$¢ komoérek o specy-
ficznym fenotypie np. sjTREC/10° PBMNC, sjTREC/CD3+, sjyTREC/CD4+, sjTRE-
C/CD8+, sjTREC/CD4+CD45RA+CD27+.
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KORA ~——> RDZEN ——> NARZADY OBWODOWE
| CD3CD3-CD8-(TN); CD4+CD8+(DP); (SP) || S;TREC/BTREC ~100:1 |
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Rycina 10.1: Schemat procesu limfopoezy uwzgledniajacy proces rearanzacji recepto-
ré6w TCRB/TCRA oraz powstawania kolistych czastek DNA - TREC (TCR rearangements
excision circles) w grasicy. TREC zawarte w komérkach opuszczajacych grasice (ang. re-
cent thymic emigrants, RTE) powstajg podczas rekombinacji segmentéw TCRB/TCRAD.
Komorka progenitorowa HSC (ang. human stem cell) migruje ze szpiku do kory grasicy,
w jej mikrosrodowisku limfocyty potréjnie negatywne (ang. triple negative, TN) prolife-
ruja i formujq powierzchniowe receptory TCRB. W procesie rearanzacji powstaje kolista
czastka DBJBTREC (symbol- kétko zamkniete). W stadium podwdéjnie pozytywnych lim-
focytéw T (ang. double positive, DP) w rdzeniu grasicy przebiega proces rearanzacji recep-
toré6w TCRA. Poprzez wyciecie fragmentu D formowany jest receptor TCRA oraz kolista
czastka sjTREC (symbol - kétko otwarte). Limfocyty T pojedynczo pozytywne (ang. single
positive, SP) opuszczaja grasice jako komoérki dziewicze (naiwne) zasiedlajac krew i na-
rzady obwodowe. Koliste czastki DNA sjTREC/BTREC zawarte w limfocytach T dziewi-
czych odzwierciedlaja prawidtowg funkcje grasicy. Ich proporcja w sytuacjach klinicz-
nie prawidtowych odzwierciedla indeks proliferacyjny (100:1), podczas procesu inwolucji
grasicy, jak réwniez podczas wystapienia powiktan po przeszczepieniu np. aGVHD, liczba
komérek RTE zmniejsza sie (sSjTREC/BTREC; 10:1). Schemat zmodyfikowany wg Krenger
i wsp. [14] oraz Toubert i wsp. [15].
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Ostatnie doniesienia literaturowe wskazuja na mozliwo$¢ wykorzystania pro-
stej i wydajnej metode oznaczenia liczby TREC z niewielkiej iloSci krwi obwo-
dowej (300 ul), uwzgledniajaca liczbe TREC/ml [16]. Do precyzyjnego wyra-
zenia liczby sjTREC konieczne jest stosowanie kontroli pozytywnej, ktérag moze
by¢ liczba kopii genu konstytutywnego (np. GAPDH lub §-aktyna). Niezbednym
do obliczenia liczby sjTREC jest uzycie standardu wewnetrznego sjTREC przez
wprowadzenie wlasciwego insertu np. do wektora pTZ57R/T. Liczba sjTREC wy-
razona wobec catkowitej liczby limfocytéw CD3+ precyzuje liczbe komérek, ktére
opuscity grasice, a dodatkowy indeks proliferacji komérek, wyrazony przez po-
miar antygenu Ki67 lub proporcji sjTREC/ BTREC uwierzytelnia precyzje wyko-
nanego pomiaru [2].

10.4. Liczba TREC u pacjentéw z wrodzonymi
niedoborami odpornos$ci

Odnowa limfocytéw T u pacjentéw z wrodzonymi niedoborami odpornosci,
a zwlaszcza z ciezkim ztozonym niedoborem SCID (ang. severe combined immu-
nodeficiencies) jest szczegodlnie istotna po terapii alogenicznego przeszczepiania
komoérek krwiotwoérezych [5,/12]. Wrodzone niedobory odpornosci w etiologii
schorzenia charakteryzujq sie licznymi wadami genetycznymi uposledzajacymi
prawidtowg limfopoeze. Chorzy ze SCID majg zredukowang mase grasicy i cze-
sty fenotyp choroby nosi znamie fenotypowe T-. Towarzyszy temu upo$ledzenie
innych populacji komérkowych np. B- i/lub NK-. U dzieci z wrodzonymi niedo-
borami obserwuje sie zmiany strukturalne grasicy ze zmniejszeniem cigezaru wa-
gowego narzadu do okoto 1 g. Hypoplastyczno$¢ narzadu, zredukowana liczba
komérek nabtonkowych i dendrytycznych oraz brak jednoznacznego podziatu
struktury grasicy na kore i rdzen to cechy zdefiniowanej grasicy u pacjentéw
SCID. Dla dzieci z wrodzonymi niedoborami immunologicznymi oprécz tera-
pii genowej przeszczepienie komoérek krwiotworczych (HCT) jest jedyna terapig
lecznicza ratujacg ich zycie. Zastgpienie zdrowymi komoérkami dawcy ubytku ilo-
Sciowego i czynnosciowego limfocytéw T pacjenta gwarantuje jego dalsze prze-
zycie. Monitorowanie liczby TREC u dzieci ze SCID po przeszczepieniu odzwier-
ciedla prawidlowe funkcje grasicy, o czym $wiadczy profil odnowy immunolo-
gicznej. Przed przeszczepieniem oddziatlywanie miedzy prekursorami limfocy-
téw T i komoérkami nabtonka grasicy jest zaburzone i nie w pelni sprzyja dojrze-
waniu tymocytéw. Zasiedlenie komérkami dawcy mobilizuje grasice do podjecia
swej funkcjonalnej aktywnosci i przywraca prawidtowa oogeneze limfocytow T.
W szeregu doniesieniach badawczych i klinicznych okreslenie liczby TREC przed,
jak i po HCT dokumentuje prawidlowg odnowe immunologiczng [7,(18]. Wy-
kazano réwniez zalezno$§¢ pomiedzy liczbg TREC a poliklonalnym repertuarem
TCR u dzieci z wrodzonymi niedoborami po HCT [6]. Kolejne badania odzwier-
ciedlaja zalezno$¢ pomiedzy typem chimeryzmu a obecnoscig sjTREC u dzieci
SCID. Pacjenci, ktérzy posiadali pelny chimeryzm dawcy (réwniez w linii mie-
loidalnej) po zastosowaniu mieloablacyjnej terapii charakteryzowali sie obecno-
$cig wysokiej liczby sjTREC w poréwnaniu z pacjentami z chimeryzmem miesza-
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nym [19]. Z obserwacji wlasnych wynika, ze pacjenci z niedoborami odporno$ci
po HCT posiadajacy TREC+ (>10 TREC/10° komérek), charakteryzowali sie wyz-
szg limfocytozg i posiadali wiekszy odsetek komérek CD4+ i CD8+ w poréwnaniu
z pacjentami TREC- [20]. Kompleksowe badania diagnostyczne okreslajace feno-
typ, poziom immunoglobulin, liczbe TREC oraz spektrotyp TCR wykonane w r6z-
nym odstepie czasowym po HCT sa niezbedne w celu odzwierciedlenia kinetyki
prawidiowej odnowy immunologicznej u dzieci z wrodzonymi niedoborami od-
pornosci. Szczegdlng uwage zwraca sie na mozliwie szybkie rozpoznanie niedo-
boréw odpornosci we wczesnym okresie po porodzie. Czas okreslenia parame-
tréow diagnostycznych i klinicznych specyficznych dla wrodzonych niedoboréw
odporno$ci ma swe korzystne wskazanie do wdrozeniu terapii leczniczej u no-
worodkéw z niedoborami. Wspdtczes$nie stosowane metody monitorujace obec-
nosc¢ sjTREC stuzg jako wskaznik niedoboréw i stanowig wspomagajace narze-
dzie diagnostyczne do prawidlowego potwierdzenia rozpoznania. Wykorzystanie
testu z uzyciem karty Guthrie (ang. neonatal Guthrie test) stato sie powszechnie
uzywane w laboratoriach diagnostycznych i wykorzystane we wczesnym rozpo-
znawaniu wrodzonych niedoboréw odpornosci u noworodkéw [21,22].

10.5. Liczba TREC u pacjentéw po HCT

O powodzeniu przeszczepu $wiadczy prawidlowa odnowa hematologiczna
i immunologiczna gwarantujgca dtugoterminowe przezycie pacjenta, nieobar-
czonego powiklaniami po przeszczepieniu. Terapia warunkujgca przeszczep ko-
morek krwiotwoérczych odgrywa istotng role w tempie odnowy immunologicznej
i hematologicznej. Komponenty mieloablacyjnego warunkowania ztozone z sil-
nego chemioterapeutyku lub warunkowanie o zredukowanej intensywnosci za-
sadniczo wplywajg na tempo odnowy immunologicznej pacjenta po przeszcze-
pie, co ma swe odzwierciedlenie w postaci pelnego lub mieszanego chimeryzmu.
Rodzaj zastosowanej terapii warunkujacej przyjecie sie przeszczepu moze powo-
dowac dtugotrwaly niedobér immunologiczny u biorcy dopdki zasiedlajace sie
komorki dawcy nie zrekompensujg tego ubytku. Chemioterapia jest bodZcem
uszkadzajacym narzady limfopoezy w tym grasice [3,/14]. Czas odnowy immuno-
logicznej i hematologicznej mierzony po przeszczepieniu odzwierciedla tempo
odnowy i jest miernikiem immunokompetencji biorcy przeszczepu. Jest to okres,
podczas ktérego dochodzi do najwiekszej liczby powiktan typu wzmozonych re-
aktywacji wirusowych, pojawiania sie choroby przeszczep przeciwko gospoda-
rzowi oraz wznowienia choroby podstawowej [4]. Kinetyka odnowy immunolo-
gicznej dotyczacej linii limfocytéw T po przeszczepie zalezy w duzym stopniu
od funkcjonalnej pracy grasicy biorcy. Istotnym jest wiec monitorowanie od-
nowy limfocytéw T u pacjentéw po HCT nie tylko pod wzgledem iloSciowym
i fenotypowym, ale réwniez pod wzgledem funkcjonalnym, czego odzwiercie-
dleniem moze by¢ badanie r6znorodnosci repertuaru receptoréw TCR (spektro-
typ), badanie klonalno$ci TCR (rearanzacje klonalne), oraz badanie poziomu eks-
presji genéw bioracych udziat w szlaku rozwojowym limfocytéw T np. NOTCH1
[15,[23]. Rekonstytucja komérkami dawcy po przeszczepie jest procesem bimo-
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dalnym i charakteryzuje sie dwuetapowym procesem odnowy immunologicznej
grasiczo-niezaleznym i grasiczo-zaleznym. Etap grasiczo-niezalezny charaktery-
zuje sie wczesng ekspansjg komorek dojrzatych T dawcy, odpowied? ta jest an-
tygenowo - zalezna, zwigzana z obecnoScig komoérek CD8+ dawcy oraz obecno-
$cig kloné6w komoérek aloreaktywnych. W procesie odnowy grasiczo - niezalez-
nej, komérki pochodzace od dawcy sa komérkami dojrzalymi o fenotypie ko-
morek pamieci immunologicznej oraz komoérkami efektorowymi. Na etapie od-
nowy immunologicznej grasiczo-zaleznej nowo powstate komoérki wywodza sie
z grasicy i charakteryzujq sie fenotypem komérek dziewiczych-naiwnych. Istotg
wielu badan klinicznych jest okreslenie liczby kolistej czastki DNA - TREC za-
wartej w komérkach dziewiczych, ktére opuszczajg prawidtowo funkcjonujacg
grasice u pacjentéw z chorobami rozrostowymi uktadu krwiotwdérczego po prze-
szczepieniu [11,(14]. Zasadno$¢ badania liczby sjTREC u tych pacjentéw wynika
z konieczno$ci monitorowania przebiegu prawidlowej odnowy immunologicz-
nej biorcy, u ktérego niejednokrotnie dochodzi do wielu komplikacji zwiazanych
z procedurg przeszczepienia. Ocena liczby sjTREC w kontek$cie przeszczepéw
alogenicznych dotyczy sytuacji, kiedy mamy do czynienia z prawidtowa odnowa
immunologiczna oraz w sytuacjach, kiedy dochodzi do zaburzenia odnowy i wy-
stapienia powiktan zwigzanych z pojawieniem sie ostrej lub przewlektej postaci
choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (GVHD) czy tez reaktywacji wiru-
sowych. Badania liczby sjTREC mogg dotyczy¢ zaréwno dawcéw jak i biorcow
przed przeszczepem [2,/4]. Koliste czastki TREC nie sa obecne wkrétce po prze-
szczepie, ich obecno$¢ stwierdza sie okoto 60 dnia po transplantacji, a liczba
TREC zwigzana jest z odpowiednim przedzialem wiekowym dawcy i biorcy, ro-
dzajem chemioterapii oraz stosowana immunosupresja. Weinberg i wsp. u pa-
cjentéw bedacych 6 lat po alogenicznym przeszczepie komoérek krwiotwérczych
badali czesto$¢ wystapienia komoérek naiwnych oraz obecnos¢ sjTREC we krwi
obwodowej w zalezno$ci od wieku pacjenta i rodzaju dawcy [24]. Wystgpie-
nie komplikacji po przeszczepie w postaci GVHD wptywa na proces tymopo-
ezy. U pacjentéw z GVHD obserwuje sie obnizenie liczby sjTREC. Badania wla-
sne potwierdzity te obserwacje [25]. Pacjenci po HCT badani powyzej 100 dnia
od czasu podania komérek macierzystych, u ktérych rozwineta sie przewlekta
postaé choroby GVHD mieli obnizong liczbe sjTREC w poréwnaniu do pacjen-
téw bez objawéw tej choroby, ponadto liczba sjTREC byla wyzsza u pacjentéw
z cGVHD w postaci narzadowo ograniczonej, w poréwnaniu do pacjentéw z ob-
jawami wielonarzadowymi. Liczba sjTREC moze mie¢ znaczenie prognostyczne,
kiedy okreslona liczby sjTREC przed HCT ma wplyw na losy pacjenta po prze-
szczepie [2]. Mozliwo$¢ oceny prawidtowej odnowy immunologicznej poprzez
badana fenotypowe, okreSlenie r6znorodnosci repertuaru receptoréw T (spek-
trotyp TCR) moze by¢ wzbogacone o podanie liczby sjTREC [26}27|]. Taalvensari
i wsp. wykazali, ze liczba sjTREC po przeszczepie $cisle korelowata z liczba ko-
moérek dziewiczych oraz z poliklonalnym repertuarem TCR [28]. Wiek pacjenta,
obecnos$¢ cGVHD, usuwanie limfocytéw T z materiatu przeszczepowego i zasto-
sowanie terapii z udzialem Campath sprzyjaja obnizeniu liczby sjTREC [29]. Ba-
dania wtasne potwierdzaja niektoére z tych zaleznosci. Badana grupa pacjentéw
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z przewleklg bialaczka szpikowg (CML) wykazala, ze wigksza liczbe sjTREC maja
biorcy HCT, u ktérych nie rozwineta sie posta¢ przewlekta GVHD oraz gdy biorcy
byli wolni od wznowy choroby podstawowej [25]. Wieksza liczbe sjTREC posiadali
pacjenci, ktérych proporcje komoérek o fenotypie komérek naiwnych w poréw-
naniu do komoérek pamieci/efektorowych byly wyzsze. U wszystkich pacjentéw
sjTREC(-) zaobserwowano wystapienie ostrej postaci GVHD II-III stopnia. Po-
nadto w kolejnym doniesieniu udokumentowano, Ze u pacjentéw z CML, u kt6-
rych stwierdzono obecno$¢ transkryptu BCR-ABL nie stwierdzono obecnosci sjT-
REC [30].

10.6. Liczba TREC u pacjentéw z nabytymi niedoborami
odpornosci oraz z chorobami o podlozu
autoimmunologicznym

Obnizenie odpornosci wywotane obecno$cia wirusa ludzkiego niedoboru od-
pornosci (ang. human immunodeficiency virus, HIV) wymaga wielolekowej te-
rapii opartej na uzyciu swoistych inhibitoréw enzyméw wirusowych HAART
(ang. highly active antiretroviral treatment). Terapia zapewnia przywrécenie wia-
$ciwej proporcji CD4/CD8 oraz pojawienia sie swoistych wobec HIV limfocytéw
komérek CD4+. Uzasadnionym w prowadzeniu terapii HAART jest monitoro-
wanie prawidlowej funkcji grasicy poprzez analize liczby TREC przed wdroze-
niem terapii, a takze po jej zakoniczeniu [9]. Badanie liczby TREC stosowane jest
réwniez w nabytych niedoborach odpornosci CVID [12]. OdpowiedZ immuno-
logiczna skierowana przeciwko wlasnym tkankom i narzgdom, u podloza kt6-
rej lezy antygen wlasny postrzegany jako obcy determinuje rozwoj choréb auto-
immunologicznych swoistych narzagdowo lub o charakterze wielonarzadowym.
Zaserwowano, iz pacjenci, u ktérych rozwija sie toczenn rumieniowaty trzewny
(ang. systemic lupus erythematosus, SLE) charakteryzowali sie¢ obnizong liczba
TREC we frakcji komérek jednojadrzastych. Sugeruje to, Ze obnizona liczba TREC
moze by¢ spowodowana wytwarzaniem niewielkiej liczby komérek opuszczaja-
cych grasice (RTE) lub nadmiernym wzrostem proliferacji limfocytéw obwodo-
wych. U pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem staw6w (RA) zaobserwowano,
ze roznorodno$¢ repertuaru TCR byla zubozona czemu towarzyszyta zmniej-
szona liczba TREC [31].

10.7. Inwolucja grasicy aliczba TREC

Inwolucja grasicy jest procesem polegajacym na redukcji czynno$ciowej na-
rzadu zwiazanej z uptywem wieku. W wyniku tego procesu dochodzi do morfolo-
gicznych zmian struktury narzadu, obserwuje sie zmniejszenie masy grasicyi po-
wiekszenie proporcji przestrzeni okotonaczyniowych objetych rozrostem tkanki
ttuszczowej w stosunku do nabtonka-epitelium. Obszary limfo-epitelialne sg za-
stepowane przez tkanke tluszczowa taczng oraz przez przestrzenie okotonaczy-
niowe. Mimo stopniowej inwolucji obszary nabtonkowe sg wciaz obecne i wraz
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z uplywem czasu proces tymopoezy nie wygasza sie catkowicie, a zostaje znacz-
nie zredukowany. Bezpo$rednim nastepstwem zmniejszenia sie masy grasicy jest
spadek calkowitej liczby tymocytéw dojrzewajacych w kierunku limfocytéw T.
Ten fizjologiczny proces w naturalny sposéb zwigzany jest ze starzeniem sie orga-
nizmu, podlega regulacji hormonalnej i zwiazany jest ze skracaniem sie telome-
réw. Analiza TREC w r6znych grupach wiekowych wskazuje na znaczny spadek
ich liczby i odwrotng korelacje u os6b mtodych i w podesztym wieku [13}/32].

10.8. Podsumowanie

Episomalne czasteczki DNA - TREC jako staty element komérki dziewiczej sta-
nowiag dogodny marker odzwierciedlajacy prawidlowa funkcje grasicy. Pomiar
liczby TREC stanowi pomocne narzedzie diagnostyczne w ocenie zaburzonego
procesu limfopoezy w wielu sytuacjach klinicznych. Wykonanie tego oznaczenia
jest szczeg6lnym wskazaniem do badan pacjentéw z wrodzonymi lub nabytymi
niedoborami odpornos$ci podczas rozpoznania, u pacjentéw po alogenicznym
przeszczepie, oraz u pacjentéw z chorobami autoimmunologicznymi. Zastoso-
wanie techniki qPCR pozwala na wdrozenie nowego panelu diagnostycznego we
wskazanych sytuacjach klinicznych [33}34].
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Streszczenie

Wystepowanie niektérych czasteczek HLA zwigzane jest ze zwiekszonym lub
zmniejszonym ryzykiem rozwoju choréb. Mechanizmy lezace u podstaw tego zja-
wiska nie sg do korica jasne, a dwie najbardziej prawdopodobne teorie oparte sg
o hipoteze molekularnej mimikry oraz nieskutecznej selekcji limfocytéw T w gra-
sicy. Dotychczas udokumentowano asocjacje czasteczek HLA z chorobami o pod-
tozu autoimmunizacyjnym, zapalnym oraz infekcyjnym. Przyktady choréb o opisa-
nym, diagnostycznie istotnym zwiazku z HLA zostaly przedstawione wraz z wzgled-
nym ryzykiem ich wystapienia.

Stowa kluczowe: zgodnosci tkankowej HLA, asocjacje, autoimmunizacja

11.1. Wstep

Czasteczki uktadu HLA (ang. human leukocyte antigens) odgrywaja kluczowa
role w procesie prezentacji antygenéw odpowiednim komérkom immunokom-
petentnym, co skutkuje aktywacja odpowiedzi immunologicznej (humoralnej
i komoérkowej) organizmu. Typowanie (oznaczanie) HLA wykonywane jest ru-
tynowo przed przeszczepami narzadowymi oraz komérek macierzystych celem
optymalizacji doboru dawca-biorca przeszczepu. Oprécz zastosowania w trans-
plantologii, oznaczanie HLA coraz czesciej wykonywane jest w wybranych jed-
nostkach chorobowych, w ktérych HLA sg traktowane jako ,,markery” stanéw po-
datnosci lub rzadziej opornosci na rozwdj choroby. Istnieje bowiem udokumen-
towany zwiazek miedzy ekspresja niektérych antygenéwy/alleli HLA i czestoSci
wystepowania chordb, gtéwnie o charakterze autoimmunizacyjnym. Przyczyna
tego zjawiska nie jest jasna, ale wiadomo, ze sama ekspresja czasteczek HLA nie
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jest przyczyna choroby, a jedynie moze by¢ czynnikiem sprzyjajacym jej rozwo-
jowi [1].

Postulyje sie kilka mechanizméw ttumaczacych zwigzek HLA z chorobami au-
toimmunizacyjnymi. Jednym z nich jest tzw. hipoteza ,, molekularnej mimikry”
polegajaca na reakcji krzyzowej pomiedzy prezentowanymi peptydami bakteryj-
nymi lub wirusowymi, a antygenami wtasnymi, prowadzacej do powstania au-
toreaktywnych klonéw limfocytéw T i/lub B. Nalezy podkresli¢, ze tylko w nie-
wielu jednostkach chorobowych udato sie wykazaé role czynnika infekcyjnego
w zapoczatkowaniu choroby (np. gorgczka reumatyczna po zakazeniu wybra-
nymi typami $-hemolizujacego paciorkowca grupy A). Innym prawdopodobnym
mechanizmem, dzieki ktéremu okreslone antygeny HLA predysponujg do roz-
woju choroby, jest wptyw wlasnych peptydéw prezentowanych przez konkretne
czasteczki HLA na rozwdj i selekcje takiego repertuaru limfocytéw T w grasicy,
ktéry jest reaktywny wzgledem autoantygenéw. Wspomniane autogenne pep-
tydy moga ulegac ekspresji w zbyt niskim stezeniu, lub wigzac sie ze zbyt ni-
skim powinowactwem do wtasnych czasteczek HLA, by mediowa¢ selekcje nega-
tywna autoreaktywnych limfocytéw T. Zastanawiajacy jest fakt przetrwania kon-
kretnych genéw kodujacych antygeny HLA predysponujace do rozwoju choroby
w populacji i brak ich eliminacji na drodze selekcji naturalnej. Wyttumaczeniem
tego zjawiska wydaja sie by¢ przyktady udzialu repertuaru genéw HLA zwigza-
nych z rozwojem choroby w ochronie przed wystgpieniem innych, niekiedy groz-
niejszych lub czestszych w danym srodowisku choréb.

Zalezno$¢ miedzy HLA a chorobami wykazano w statystycznych badaniach
populacyjnych i rodzinnych, jak réwniez Srodowiskowych, ktére uwzgledniaty
czestosci wystepowania okreslonych czasteczek HLA w zalezno$ci od potozenia
geograficznego, rasy i ptci. W badaniach populacyjnych poréwnuje sie czesto$é
wystepowania alleli/antygenéw HLA w grupie chorych z czesto$cig wystepowa-
nia tej choroby w populacji ludzi zdrowych i okresla tzw. iloraz szans (OR czyli
ang. odds ratio), w wielu przypadkach utozsamiany ze wzglednym ryzykiem (RR,
ang. relative risk) wystapienia choroby, obliczany wg wzoru:

rr=24 (11.1)
"~ bec '
gdzie a- to liczba chorych z danym antygenem/allelem HLA, b- liczba chorych
bez danego antygenu/allelu HLA, c- liczba zdrowych z danym antygenem/alle-
lem HLA, d-liczba zdrowych bez danego antygenu/allelu HLA [2].

Okreslajac prawdopodobieristwo wystapienia choroby skojarzonej z HLA na-
lezy bra¢ pod uwage réwniez czynniki pozagenetyczne, np. epigenetyczne czy so-
cjoekonomiczne.

Typowanie HLA moze by¢ pomocne w prognozowaniu sktonnosci (predyspo-
zycji genetycznej) do wystapienia pewnych choréb, dynamiki postepu choroby,
jak réwniez definiowaniu klinicznych typéw choroby. Rozwdéj metod oznacza-
nia HLA, w szczegdlnosci przej$cie od metod serologicznych do technik moleku-
larnych, umozliwit okreslenie konkretnych alleli i grup allelicznych (,,podtypéw”
HLA) zwiazanych z wystepowaniem wybranych jednostek chorobowych, a co za
tym idzie, szybsza i pelniejsza ich diagnostyke.
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Dotychczasowe doniesienia literaturowe wskazuja, ze wiekszo$¢ choréb wy-
kazujacych asocjacje z HLA to choroby o podlozu autoimmunizacyjnym, zapal-
nym, natomiast znacznie rzadziej sg to choroby zakaZzne i nowotworowe. Ponizej
przedstawiono opis choréb o podtozu autoimmunizacyjnym i zapalnym, w kto-
rych zwiazek z HLA jest udokumentowany i istotny diagnostycznie.

11.2. Choroby reumatyczne

11.2.1. Zesztywniajace zapalenie stawéw kregostupa

Szacuje sie, iz zesztywniajace zapalenie stawéw kregostupa (ZZSK) wyste-
puje u 0,2-0,9% przedstawicieli rasy kaukaskiej [3]. Jest to przewlekla, postepu-
jaca choroba dotyczaca tkanki tacznej lokalizujgca sie przede wszystkim w drob-
nych stawach miedzykregowych, wiezadlach miedzykregowych oraz stawach
krzyzowo-biodrowych. Zwigzana jest prawdopodobnie z zaburzeniami immu-
noregulacyjnych mechanizméw dotyczacych syntezy okreslonych cytokin i pro-
wadzi do stopniowego zesztywnienia oraz osteoporozy. ZZSK wystepuje 2-3 razy
cze$ciej u mezczyzn niz u kobiet [4]. Antygenem kojarzonym z wystepowaniem
778K jest HLA-B27. Jego obecno$¢ u danej osoby zwieksza ryzyko wystgpienia
775K 90-krotnie. Metody diagnostyczne umozliwiajg oznaczanie obecnosci anty-
genu HLA-B27 zar6wno w postaci biatka (serologia, cytometria przeptywowa) jak
i w formie okreSlonego genu (testy oparte na technice PCR). Metody serologiczne
lub cytofluorymetryczne sa badaniami przesiewowymi, wskazujacymi na obec-
no$¢ antygenu, ale nie konkretnego allelu kodujacego produkt biatkowy. Testy
molekularne pozwalaja na identyfikacje konkretnego allelu HLA-B*27, co w przy-
padku ZZSK jest niezwykle istotne gdyz allele HLA-B*27:06 [5}6] i HLA-B*27:09 [6]
nie koreluja z wystepowaniem ZZSK. Zaznacza sie réwniez, iz ustalenie obecno-
§ci HLA-B27 nie jest r6wnoznaczne z diagnoza ZZSK, a jest jedynie badaniem po-
mocniczym, ktére wskazuje na zwiekszone ryzyko wystgpienia tej choroby.

11.2.2. Reumatoidalne zapalenie stawéw

Reumatoidalne zapalenie stawow (RZS) charakteryzuje sie nieswoistym zapa-
leniem stawow, zmianami pozastawowymi oraz powiklaniami uktadowymi [7].
Nastepstwem naciekéw limfocytéw oraz komoérek plazmatycznych btony mazio-
wej stawow jest proces zapalny, w wyniku ktérego dochodzi do jej obrzeku oraz
rozrostu z nastepujaca destrukcjg i ograniczeniem ruchliwosci stawéw [7]. Oka-
Zuje sie, iz z wystepowaniem RZS koreluje HLA-DR4. Dane statystyczne wska-
Zuja, iz obecno$¢ tego antygenu zwieksza ryzyko wystapienia tej choroby bli-
sko 4-krotnie. W przypadku RZS szczegoélnie istotne wydajg sie by¢ allele HLA-
DRB1*04:01/04/05/08, a takze HLA-DRB1*01:01 i 14:02 [8]. Natomiast obecnos¢
HLA-DRB1*04:02 wydaje sie zmniejsza¢ ryzyko jej rozwoju [10]. W tanicuchach
B kodowanych przez allel HLA-DRB1*04:02 w pozycji 71, ktéra wspoéttworzy kie-
szonke czwarta w rowku czasteczki HLA-DR, wystepuje kwas glutaminowy o a-
dunku ujemny, w przeciwienistwie do pozostatych alleli, gdzie kodowana jest ar-
ginina wykazujaca fadunek dodatni [9]. Nastepstwem réznicy fadunku moze by¢
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skltonno$¢ czasteczki HLA-DR kodowanej przez allele promujace RZS do prezen-
tacji autoantygenu limfocytom Th, w wyniku czego moze dochodzi do rozwoju
choroby [9].

11.2.3. Reaktywne zapalenie stawow (Zesp6l Reitera)

Zespot Reitera (ZR) jest to najczesciej asymetryczne, jatlowe zapalenie kilku
stawOw oraz przyczepow Sciegnistych poprzedzone zakazeniem narzadéw ptcio-
wych (zwykle atypowym) lub przewodu pokarmowego (zwykle pateczkami jeli-
towymi Enterobacteriaceae) [10]. Obecno$¢ HLA-B27 u chorego zwigksza ryzyko
wystapienia ZR w nastepstwie przebycia zapalenia cewki moczowej 36-krotnie.

11.3. Choroby ukladu pokarmowego

11.3.1. Autoimmunologiczne zapalenie blony Sluzowej zoladka

Autoimmunologiczne zapalenie btony §luzowej zoladka (ang. autoimmune
gastritis, AIG) nalezy do grupy schorzenl autoimmunizacyjnych narzagdowoswo-
istych. We krwi chorych na AIG stwierdza sie obecno$¢ autoprzeciwciat prze-
ciwko czynnikowi wewnetrznemu (ang. intrinsic factor antibody, IFA) oraz prze-
ciwko komoérkom oktadzinowym zotadka (ang. parietal cell autoantibody, PCA).
Reakcje zapalne zwigzane z obecno$cig przeciwcial prowadza do zaniku blony
Sluzowej, gtéwnie w obrebie trzonu zotagdka. W przypadku chorych z AIG wyka-
zano zwiekszong czesto$¢ wystepowania okreslonych HLA klasy IT: HLA-DRB1*04
oraz HLA-DQB1*03, co potwierdza podloze genetyczne omawianych schorzen
i wskazuje na ich powigzanie z antygenami uktadu HLA [11].

11.3.2. Nieswoiste choroby zapalne jelit

Nieswoiste choroby zapalne jelit (ang. inflammatory bowel disease, IBD) sta-
nowig niejednorodna grupe przewlektych schorzen o zblizonych objawach kli-
nicznych i patogenezie. Czesto$¢ wystepowania IBD w krajach europejskich wy-
nosi okoto 1,0-2,0%. W obrebie IBD wyr6znia sie chorobe Lesniowskiego-Crohn’'a
(Crohn's disease, CD), wrzodziejace zapalenie jelita grubego (colitis ulcerosa, CU)
oraz niespecyficzne zapalenie jelit (colitis nonspecifica, CN). NajczeSciej wystepu-
jacymi typami IBD sa CD i CU. Formy niespecyficzne diagnozowane sa w okoto
15% przypadkéw [12]. IBD cechuje przewlekly proces zapalny. W przypadku
CD zlokalizowany jest on najczesciej w obrebie korficowej czesci jelita cienkiego
oraz okreznicy, chociaz proces chorobowy moze dotyczy¢ kazdego odcinka prze-
wodu pokarmowego. W przypadku UC stan zapalny dotyczy jelita grubego, jed-
nakze ogniskowe zmiany zapalne moga obejmowac réwniez pozostate odcinki
przewodu pokarmowego [13]. Etiopatogeneza IBD jest ztozona i nie do korica
poznana. Wskazuje na udziat wielu czynnikéw m.in. o podlozu immunologicz-
nym, genetycznym, Srodowiskowym oraz mikrobiologicznym. Znaczacy udziat
w powstawaniu procesu zapalnego przypisywany jest zaburzeniom immunolo-
gicznym, polegajacym na wzmozonej aktywacji limfocytéw T CD4+, zwiekszo-
nej produkcji cytokin i/lub zaburzeniami dotyczacymi proceséw autofagocytozy.

114



11.3. Choroby ukiadu pokarmowego

W etiopatogenezie IBD podkresla sie udziat predyspozycji genetycznych, pro-
wadzacych do nadmiernie nasilonej reakcji immunologicznej na niezidentyfi-
kowane czynniki sSrodowiskowe [14] oraz asocjacje pomiedzy czynnikami gene-
tycznymi i florg bakteryjna. Znaczaca role czynnikéw genetycznych w patoge-
nezie nieswoistych schorzen jelit potwierdzaja ré6znice etniczne (zwiekszona cze-
sto$¢ tych choréb u osobnikéw rasy kaukaskiej oraz narodowosci zydowskiej), ro-
dzinne wystepowanie oraz zwigekszony odsetek IBD u blizniat jednojajowych [15].
Przeprowadzone badania wykazaly udzial w etiopatogenezie IBD licznych gen6w,
zlokalizowanych w tzw. rejonach IBD1-IBD9. Sposréd nich najwieksze znacze-
nie przypisuje sie genom nalezacym do uktadu zgodnosci tkankowej HLA klasy I1
oraz NOD2 (ang. nucleotide oligomerization domain) zlokalizowanym w tzw. re-
jonie IBD3 (6p13). Mutacje genu NOD2 wigzg si¢ z powstawianiem CD, natomiast
okreSlone allele HLA powigzane sg zaréwno z CD jak i UC [14].

Zaréwno w przypadku CD jaki i UC wykazano asocjacje przede wszystkim
z HLA klasy II (gléwnie HLA-DR). W przypadku CD najsilniejszy zwiazek z po-
wstawaniem choroby wykazano dla alleli grupy HLA-DRB1*07. Czesto$¢ wyste-
powania HLA-DRB1*07 waha sie od 5% do 29% wsréd Europejczykéw i mieszkan-
cow Ameryki Pétnocnej oraz zaledwie 1% u Japorniczykéw, u ktérych powyzszej
asocjacji nie zaobserwowano. Silne powigzanie z UC potwierdzono w przypadku
wystepowania alleli: HLA-DRB1*15:02, HLA-DRB1*12, HLA-DRB1*09 i HLA-
DRB1*02 oraz haplotyp6w DRB1*0103-DQB1*03:01 i DRB1*01:03-DQB1*05:01
[16H18]. Warto zaznaczyc¢, ze antygen HLA-DRB1*04 wykazuje dodatnig asocjacje
z CD, natomiast negatywna w przypadku UC [18}[19].

Jedna z cech IBD jest wystepowanie w przebiegu tych schorzen tzw. objawéw
pozajelitowych. Dotycza one okoto 25-35% pacjentéw, czesciej pacjentéw z cho-
roba Lesniowskiego-Crohna. Moga to by¢ choroby majace wspélng patogeneze
ze stanem zapalnym jelit np. zapalenie staw6w, rumien guzowaty, zapalenie te-
czowek i spojéwek. Objawy pozajelitowe mogg przebiegac takze w postaci cho-
r6b autoimmunizacyjnych, takich jak ZZSK, pierwotna marskos¢ zétciowa wa-
troby, pierwotne stwardniajace zapalenie drég z6tciowych, choroby autoimmu-
nizacyjne tarczycy, anemia hemolityczna. W przypadku objaw6éw pozajelitowych
rowniez wykazano asocjacje z antygenami uktadu HLA. U chorych z CD poja-
wiajg sie one czesciej w polaczeniu z antygenami: HLA-A2, HLA-DR1 i HLA-DQ5.
Czestsze zmiany w narzadach u oséb z UC zaobserwowano w przypadku wsp6t-
wystepowania HLA-DRB1*01:03, HLA-B*27 i HLA-B*58.

11.3.3. Celiakia

Celiakia nazywana takze chorobg trzewnag jest jedyna chorobg autoimmuni-
zacyjng o poznanej etiologii i silnych asocjacjach z ekspresjg antygenéw HLA.
Powstanie choroby zwigzane jest z wystapieniem nieprawidlowej reakcji na glia-
dyne (sktadowa glutenu) zawartg w diecie. W obrebie jelita deaminowane pep-
tydy glutenu rozpoznawane sg przez komorki prezentujace antygen i wigzane
przez czasteczki DQ2 lub DQ8 uktadu HLA. Prowadzi to do powstania, induko-
wanego przez limfocyty T CD4+, przewleklego stanu zapalnego w obrebie jelita
cienkiego. Utrzymujacy sie stan zapalny prowadzi do atrofii kosmkéw btony §lu-
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zowej jelita cienkiego i w konsekwencji do objawéw klinicznych tj. biegunki, b6-
l6w brzucha, utraty masy ciata lub innych, zwiazanych gléwnie z zaburzeniami
wchlaniania. Jedynym znanym sposobem leczenia celiakii jest catkowite wy-
eliminowanie z diety produktéw zawierajacych gluten. Mimo, Ze celiakia jest
jedna z najczestszych (w populacji kaukaskiej 1:100-1:300) choréb autoimmu-
nizacyjnych w krajach europejskich wiekszos¢ chorych pozostaje niezdiagnozo-
wana. Diagnostyka serologiczna celiakii jest badaniem nieinwazyjnym i polega
na stwierdzeniu obecno$ci w surowicy pacjenta przeciwcial przeciwko endomy-
sium i transglutaminazie tkankowej. Pomimo, ze badania serologiczne cechuja
sie wysoka swoisto$cig oraz czutoscig, ztotym standardem w rozpoznawaniu cho-
roby trzewnej pozostaje nadal stwierdzenie w biopsiji jelita cienkiego charaktery-
stycznych zmian histologicznych wg skali Marsha. Utrudniona diagnostyka cho-
roby trzewnej zwigzana jest z czestym wystepowaniem form atypowych, bez kon-
wencjonalnych objawéw klinicznych i obecno$ci markeréw serologicznych [20].
W zwiazku z tym wspotczesna diagnostyka celiakii powinna sie opieraé nie tylko
na wynikach biopsji jelita, ale takze na analizie obrazu klinicznego, wywiadzie
rodzinnym, obecnosci specyficznych autoprzeciwciat oraz na typowaniu HLA.
Choroba jest kojarzona z ekspresjg HLA-DQ2 i HLA-DQ8. Badania wskazuja, ze
zdecydowana wiekszo$¢ pacjentéow (95%) wykazuje ekspresje HLA-DQ2, a pozo-
state 5% pacjentéw ekspresje czasteczki HLA-DQ8 (DQA1*03 DQB1*03:02). Wy-
stepujacy u zdecydowanej wiekszosci pacjentéw antygen DQ2 moze wystepowac
w dwobch postaciach (isoformach): cis lub trans. Genotyp DQ2 cis, nazywany
DQ2.5, kodowany jest przez allele DQA1*05:01 i DQB1*02:01. Jest on charakte-
rystyczny dla ludnosci centralnej i péinocnej Europy, wskazuje na ryzyko wysta-
pienia celiakii. W krajach $rédziemnomorskich przewaza natomiast forma HLA
DQ2 trans kodowana przez allele DQA1*02:01 i DQB1*02:02 czyli genotyp DQ2.2.
Nalezy zaznaczy¢, ze wystepowanie genotypu DQ2.2 bez ré6wnoczesnej obec-
noéci genotypu DQ2.5 lub DQ7 (DQA1*05:05 i DQB1*03:01) lub DQ8 (DQA1*03
i DQB1*03:02) pozwala na wykluczenie celiakii. Forma cis wykazuje asocja-
cje z HLA-DRB1*03. Dla postaci trans charakterystyczna jest obecno$¢ HLA-
DRB1*05 lub HLA-DRB1*07. HLA-DQ8 wystepuje najczesciej z HLA-DRB1*04
(Tabela[I1.I). Reasumujac, genotypy DQ2.2/DQ2.5, DQ2.2/DQ7, DQ2.5/x, DQ
8/x (gdzie x oznacza dowolny haplotyp) zwiazane sa z ryzykiem wystapienia ce-
liakii, ktére jest najwieksze u homozygot DQ2.5/DQ2.5. Zaznaczy¢ nalezy, ze
ekspresja antygenéw HLA-DQ2 i/lub DQ8 w catej populaciji siega blisko 30%, co
oznacza, ze sama obecno$¢ w/w antygenéw jest niezbedna, ale niewystarczajgca
do rozwoju choroby. Obecno$¢ powyzszych antygenéw powoduje zwiekszenie
ryzyka wystgpienia choroby 80-krotnie. Do tej pory udato sie zidentyfikowac po-
nad 30 genéw nie nalezacych do ukltadu HLA (np. ATXN2, TLR8, PARK?7), ktére
takze zwiekszajq ryzyko wystapienia celiakii [21].

Typowanie HLA jest szczeg6lnie przydatne w przypadku diagnostyki niety-
powych postaci celiakii oraz w przypadku niejednoznacznego wyniku badania
histologicznego. Jedynie okoto 0,5% o0s6b chorych na celiakie wykazuje brak
obecnosci HLA-DQ2 i/lub HLA-DQ8, stad ujemna warto$¢ predykcyjna testu jest
bliska 100% [22], a w praktyce eliminuje konieczno$¢ dalszych badan. Typo-
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Tabela 11.1: Genotypy HLA zwigzane z wystapieniem choroby trzewne;j.

Genotyp zwiazany z wystapieniem celiakii isoforma Genotyp
DQA1*05:01 - DQB1*02:01 — DRB1*03 DQ2 cis DQ2.5
DQA1*05:05 - DQB1*03:01 - DRB1*11 DQ2 trans DQ2.2/DQ7.5
DQA1*02:01 - DQB1*02:02 — DRB1*07

DQA1*05:05 - DQB1*03:01 — DRB1*12 DQ2 trans DQ2.2/DQ7.5
DQA1*02:01 - DQB1*02:02 — DRB1*07

DQA1%03:01/02 - DQB1¥03:02 - DRB1*04 DQ8 DQ8

wanie HLA jest przydatne u os6b z tzw. grup ryzyka, a wiec krewnych pierw-
szego stopnia oraz chorych posiadajacych schorzenia czesto wspétistniejace z ce-
liakig (m.in. autoimmunizacyjne choroby tarczycy, zespo6t jelita drazliwego, cu-
krzyca typu 1). Typowanie HLA moze w tych przypadkach stuzy¢ jako narzedzie
praktycznie wykluczajgce mozliwos$¢ rozwoju celiakii, a celna i szybka diagnoza
umozliwia odpowiednio wczesne wprowadzenie diety bezglutenowej, co zapo-
biega nasilaniu zmian atroficznych w obrebie jelita. Réwniez w przypadku cho-
rych, u ktérych niemozliwa jest biopsja jelita, oznaczenie obecnosci antygenéw
HLA-DQ2/HLA-DQ8 jest rekomendowane w celu petniejszej diagnostyki.

11.4. Udokumentowana rola antygen6w HLA w innych
jednostkach chorobowych

11.4.1. ELuszczyca

Luszczyca to przewlekla, nawracajaca choroba, z kregu choréb reumatycz-
nych, ktéra charakteryzuje sie przede wszystkim wystepowaniem na skérze tusz-
czacych sie zmian i/lub zapalnymi zmianami stawowymi. Jest to choroba dzie-
dziczna, w patogenezie ktérej wykazano zwigzek z antygenami HLA. Wystepo-
wanie konkretnych antygenéw HLA u pacjentéw z tuszczycq opisano juz w la-
tach 70-tych ubiegtego stulecia, kiedy jeszcze jedynymi znanymi metodami ich
oznaczania byly metody serologiczne. Wskazano wtedy na szczeg6lny udziat
antygenoéw HLA-B17, HLA-B13, HLA-Cw6 oraz HLA-DR7 w rozwoju schorzenia
u os6b rasy kaukaskiej [23]. Forma tuszczycy o wczesnym poczatku (przed 40-
tym rokiem Zzycia) wykazuje wysoka asocjacje z HLA-Cw6 (35-krotnie wyzsze ry-
zyko), podczas gdy ten zwigzek u pacjentéw z p6Zno ujawniajaca sie choroba jest
znacznie stabszy. Wprowadzenie w latach 90-tych metod molekularnych typo-
wania HLA umozliwito opisanie rozszerzonego haplotypu HLA-DRB1*07:01/02,
DQA1*02:01 oraz DQB1*03:03 u pacjentéw z tuszczyca o wczesnym poczatku [24].
W badaniach analizujacych zwigzek HLA klasy I stwierdzono zwiekszony odsetek
wystepowania HLA-Cw6, szczego6lnie allelu HLA-C*06:02, takze w badaniach pro-
wadzonych w populacji polskiej [25,26]. Antygen ten wydaje sie mie¢ szczegblny
zwiazek z rozwojem i nasileniem choroby u mtodszych pacjentéw, szczeg6lnie
u tych, ktérzy nie skoniczyli 20-go roku zycia, oraz z tuszczyca w wywiadzie ro-
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dzinnym. Inne doniesienia wskazujg takze na zwigzek wspomnianego wczesniej
rozszerzonego haplotypu w obrebie HLA klasy II z rozwojem choroby, zwracajac
szczeg6lng uwage na role HLA-DRB1*07:01 [27].

11.4.2. Narkolepsja

Zwiazek konkretnych antygenéw HLA, tj. HLA-DR2 i HLA-DQ]1, z narkolep-
sja opisano juz prawie 30 lat temu. Co ciekawe, jest to jedna z choréb w kt6-
rych nie wykazano wspélistnienia stanu zapalnego. Obecnie, we wszystkich gru-
pach etnicznych, szczeg6lng role przypisuje sie allelowi HLA-DQB1*06:02. Al-
lel ten obecny jest u 12-38% ogoélnej populacji ludzkiej, podczas gdy u pacjen-
téw z narkolepsja allel ten obecny jest u 85% z nich, czesto w kombinacji z al-
lelem HLA-DRB1*15:01 [28]. Ponadto, allel DQB1*06:02 sam, szczegdlnie wyste-
pujac w wersji homozygotycznej, uznawany jest jako gtéwny allel podatnosci na
rozw6j narkolepsji - ryzyko rozwoju narkolepsji w przypadku obecnosci allelu
DQB1*06:02 w formie homozygotycznej jest 2 do 3-krotnie wyzsze niz w przy-
padku heterozygot [29]. Jednocze$nie, opisano takze allele antygenéw HLA, kt6-
rych obecnos¢ wydaje sie mie¢ dziatanie chronigce przed rozwojem narkoleps;ji,
w tym DQB1*06:01, DQB1*05:01 oraz DQA1*01 [29].

11.4.3. Sarkoidoza

Sarkoidoza jest chorobg systemowa charakteryzujaca si¢ powstawaniem ziar-
niniakéw, ktére nie podlegajg martwicy. Sarkoidoza moze objaé¢ kazdy narzad,
cho¢ najczes$ciej ziarniniaki pojawia sie w wezlach chtonnych i ptucach. Etio-
logia choroby jest nieznana, ale nie wyklucza sie przyczyn infekcyjnych. Opi-
sano réwniez zwigzek HLA-B7 i HLA-B8 z jej rozwojem. Antygen B7 obecny jest
w znacznym odsetku w populacjach o wysokiej czesto$ci wystepowania sarko-
idozy, natomiast obecno$¢ HLA-B8 koreluje z ostrym i kr6tkim przebiegiem cho-
roby, niezaleznie od populacji badanej [30]. Dalsze badania wyréznity haplotyp
o wysokim ryzyku wystapienia sarkoidozy u oséb rasy kaukaskiej (HLA-B8-DR3),
sugerujac tym samym mozliwg korelacje sarkoidozy z HLA klasy II [31]. Obser-
wacja ta potwierdzataby hipoteze o mediowaniu rozwoju choroby przez anty-
geny zewnetrzne. Jednakze, asocjacje poszczeg6lnych antygené6w HLA klasy II
z rozwojem sarkoidozy znacznie r6znig sie zaleznie od badanej populacji. Dla
przykltadu, opisano zwiazek alleli grupy HLA-DRB1*15 i DQB1*06:02 z przewle-
kia postaciag choroby, a DRB1*03 i DQB1*02:01 z jej tagodna postaciag w popu-
lacji skandynawskiej [32]. Natomiast, w populacji japoniskiej, za antygeny wyz-
szego ryzyka rozwoju choroby uznano HLA-DR5, HLA-DR6, HLA-DR8 oraz HLA-
DR9 [33]. Opisano takze, w populacji skandynawskiej, zwigzek antygenu HLA-
DR17 z ostra postacig choroby, natomiast obecno§¢ HLA-DR14 i HLA-DRI15 z jej
przewlekla formg [34]. W wielu badanych populacjach, w tym w polskiej, za
antygeny HLA chronigce przed rozwojem sarkoidozy uznano HLA-DR1 i HLA-
DR4 [35]. Sposréd antygenéw DQ, za najwiekszy czynnik ryzyka uwaza sie allele
HLA-DQB1*06:01/02, zaleznie od badanej populacji, oraz allel DQB1*02:01. Al-
lel DQB1*06:01 korelowano takze z postacig sarkoidozy z zajeciem serca, a allel
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DQB1*02:01, wraz z DRB1*03:01 — z postacig ostrg choroby, nazywang takze ze-
spotem Lofgrena [30}32].

11.4.4. Cukrzyca typul

Cukrzyca typu I, nazywana tez cukrzyca insulinozalezna, jest jedng z etiopa-
togenetycznych postaci cukrzycy. Jest to choroba autoimmunizacyjna, w ktorej
dochodzi do powolnego niszczenia komoérek § wysp trzustkowych i w nastep-
stwie tego, do utraty zdolnosci wydzielania insuliny. Najsilniejszga asocjacje
pomiedzy ryzykiem wystapienia cukrzycy typu I, a obecnoscia konkretnych HLA
obserwuje sie w obrebie loci DRB1-DQA1-DQB1. Najwiekszym ryzykiem cechuje
sie wystepowanie specyficznego heterozygotycznego genotypu, skladajacego
sie z alleli HLA-DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02 na jednym chromosomie
oraz DRB1*04:01/02/04/05/08-DQA1*03:01-DQB1*03:02/04 (lub DQB1*02) na
drugim. Genotyp ten w skrécie okreéla sie mianem ,DR3/DR4” [34]. Opisano,
ze obecno$¢ alleli DRB1*04:01 i DQB1*03:02 zwieksza ryzyko wystapienia
cukrzycy typu I az 8,5-krotnie. Ponadto, juz wczesne doniesienia z lat 80-tych
ubiegtego wieku wskazywaly, ze obecno$ci antygenu DQ8 (DQB1*03:02) badz
DQ7 (DQB1*03:01), w obrebie haplotypu DR4, pozwalaja na rozréznienie
serotypu DR4 o odpowiednio wysokim lub niskim poziomie ryzyka — w przy-
padku wystepowania antygenu DQ7 wzgledne ryzyko wystapienia choroby
jest rowne 1 [35]. Znane sg takze antygeny HLA wykazujace silne dziata-
nie ochronne przed rozwojem cukrzycy typu I. Najlepszym przyktadem jest
haplotyp HLA-DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02 [36]. Do innych haplo-
typow, takze o dzialaniu ochronnym, naleza: DRB1*04:03-DQB1*03:02, HLA-
DRB1*11:04-DQA1%*05:01-DQB1*03:01, DRB1*07:01-DQA1*02:01-DQB1*03:03
oraz HLA-DRB1*14:01-DQA1*01:01-DQB1*05:03 [34].

W przypadku cukrzycy insulinoniezaleznej (typu II) nie stwierdzono dotych-
czas korelacji miedzy ryzykiem rozwoju tej choroby a obecnos$cig konkretnych
antygen6éw HLA, jednakze ostatnie badania wskazujg na ochronne dziatanie genu
HLA-DRB1*02 [|37].

11.4.5. Stwardnienie rozsiane

Stwardnienie rozsiane to przewlekte, zapalne schorzenie centralnego uktadu
nerwowego. Etiologia choroby nie jest jasna, ale uwaza sie, ze podlozem moga
by¢ reakcje autoimmunizacyjne. Nie wyklucza sie zakazeti wirusowych (np. wi-
rusa Epsteina-Barr) oraz czynnikéw srodowiskowych. Zwiazek poszczeg6lnych
antygenéw zgodnosci tkankowej z rozwojem stwardnienia rozsianego badany
jest od ponad 30 lat. Obecnie, ryzyko rozwoju tej choroby koreluje sie z ekspresjq
allelu HLA-DRB1*15:01 [38]. Stwierdzono takze, ze obecno$¢ HLA-DR17 zwigk-
sza ryzyko rozwoju stwardnienia rozsianego, cho¢ jest ono znacznie nizsze niz
w przypadku DRB1*15 [38]. Natomiast za chronigce przed rozwojem stwardnie-
nia rozsianego uznaje si¢ HLA-DRB1*01 oraz DRB1*10 [39].
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11.4.6. Toczen rumieniowaty ukladowy

Toczen jest przewlekta chorobg o podtozu autoimmunizacyjnym, przebiega-
jaca z zajeciem wielu tkanek i narzadéw. Najlepiej opisang asocjacja specyficz-
nych HLA z rozwojem tocznia, w wielu populacjach europejskich, jest obecnosé
HLA klasy II: HLA-DR2 (DRB1*15:01) i HLA-DR3 (DRB1*03:01) [40]. Za zwia-
zane z ryzykiem rozwoju tocznia uznano takze trzy haplotypy: DRB1*15:01(DR2)-
DQB1*06:02, DRB1*08:01(DR8)-DQB1*04:02 oraz DRB1*03:01(DR3)-DQB1*02:01
[41].

11.4.7. Autoimmunizacyjne choroby tarczycy

Weczesne badania zwigzku HLA z choroba Gravesa-Basedowa ujawnity zwiek-
szone ryzyko rozwoju tej choroby w wyniku infekcji wirusowych u oséb maja-
cych ekspresje HLA-B8 [42]. Jednakze, kolejne doniesienia wskazywaty na pod-
wyzszony odsetek wystepowania HLA-DR3 (HLA-DRB1*03) u pacjentéw z cho-
robg Gravesa-Basedowa (40-55%), w poréwnaniu do ogélnej populacji (30%) i to
wlasnie ten antygen wskazuje sie jako gtéwny czynnik ryzyka rozwoju schorze-
nia [42]. Sposéréd specyficzno$ci DQ, asocjacje z chorobg Gravesa-Basedowa wy-
dajq sie wykazywac allel DQA1*05:01, szczeg6lnie w populacji kaukaskiej [43].

Korelacja HLA z choroba Hashimoto wydaje sie nie by¢ tak definitywna jak
w przypadku choroby Gravesa-Basedowa. Istnieja doniesienia o zwigzku antyge-
néw HLA-DR3 i DR4 oraz DQ7 (DQB1*03:01) z ryzykiem rozwoju choroby Hashi-
moto w populacji kaukaskiej [44].

Zespo6l Goodpasteur’a

Jest to choroba autoimmunizacyjna objawiajaca sie uktadowym zapaleniem
naczyn spowodowanym wystepowaniem przeciwciat przeciwko kolagenowi typu
IV budujacemu btone podstawna w pecherzykach ptucnych i ktebuszkach ner-
kowych. Zesp6t Goodpasteur’a wykazuje silng asocjacje z wystepowaniem okre-
Slonych HLA klasy II. U okoto 80% pacjentéw z tym zespotem wykrywa sie allele
grupy HLA-DRB1*15. DRB1*15:01 wykrywano w pacjentéw z zespotem Goodpa-
steur’a niezaleznie od badanej populacji [45]. U pacjentéw tych opisano takze
zwiekszong czesto$¢ wystepowania HLA-DR2, ktéry razem z HLA-B7 zwigzany
jest z ciezszym klinicznie przebiegiem choroby [45].

11.5. Choroby infekcyjne

Réznice w podatnosci na zakazenia wywotane przez niektére drobnoustroje
ttumaczy sie¢ m.in. polimorfizmem genéw ukltadu HLA. Co ciekawe, konkretny
zestaw gen6w HLA moze petnié role ochronng przeciwko jednemu patogenowi
i rownoczes$nie zwigekszaé podatno$¢ na inny [46].
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Zakazenie Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis to bakteria Gram-ujemna bedgca pasozytem we-
wnatrzkomérkowym. Jest najczestszym drobnoustrojem przenoszonym drogg
plciowa. Za najgroZniejsze powiktanie zakazenia C. trachomatis nalezy uznaé
nieptodno$¢ zwiazang z procesem zapalnym toczacym sie w obrebie szyjki ma-
cicy. Nierozpoznane i nieleczone przypadki zakazenia tym drobnoustrojem sta-
nowig powazny problem epidemiologiczny ze wzgledu na mozliwos¢ tatwego
przenoszenia na partneréw seksualnych oraz noworodki. Dotychczas nie udato
sie okresli¢ konkretnego zestawu genéw majacych zwiazek ze zwiekszeniem po-
datno$ci na zakazenie C. trachomatis, ale u os6b zakazonych wykazano zwiek-
szong czesto$¢ wystepowania allelu HLA-A*68:02 [47].

Malaria

Malaria jest jedng z najczestszych choréb zakaZnych i najczestszym zaka-
zeniem pasozytniczych na Swiecie wywolywanym przez pierwotniaki z rodzaju
Plasmodium. Zaleznie od regionu geograficznego jest to zakazenie P malariae,
P ovale, P, falciparum, lub P vivat. Zakazenie nastepuje po ukluciu cztowieka
przez zakazonego komara. W organizmie czlowieka pasozyt umiejscawia sie
w erytrocytach, gdzie namnaza sie i doprowadza tym samym do ich rozpadu.
Ekspresja alleli z grupy HLA-DRB1*04 jest uznawana za czynnik zwiekszajacy
ryzyko zakazenia malarig. Opisano réwniez antygeny majace charakter protek-
cyjny, chroniace przed zakazeniem. I tak np. w obrebie klasy I najwiekszg role
protekcyjng przypisuje sie HLA-B53, natomiast w obrebie klasy II wykryto haplo-
typ (obecny min. w populacji gambijskiej) DRB1*13:02-DQB1*05:01 korelujacy ze
zmniejszona podatno$cia na zachorowanie na malarie i p6Zniejsza anemia [48].
Rézne badania potwierdzily takze powigzanie okres§lonych antygenéw DR (gtow-
nie HLA-DR3) z lepsza odpowiedzia na zakazenie (zwiekszony poziom produkcji
przeciwciat) [49].

Zakazenie Mycobacterium leprae

Trad jest bakteryjng chorobg zakazng wywolywana przez Mycobacterium le-
prae. Zakazenie M. leprae moze nastapic¢ przez kontakt z wydzielinami z owrzo-
dzeni osoby chorej lub droga kropelkowa. Bakterie zasiedlajag komérki Schwanna,
czego efektem jest demielinizacja obwodowych wtékien nerwowych. M. leprae
moze wystepowac takze w makrofagach, komérkach dendrytycznych i epitelial-
nych. Czynniki genetyczne odgrywaja najistotniejszg role w regulacji podatnos$¢
na rozwoéj infekcji, ktéry nastepuje jedynie u 5% zakazonych oséb. Tto genetyczne
ma takze wplyw na przebieg choroby. Za zwiekszenie podatnos$ci na trad odpo-
wiada HLA-DRB1*10, natomiast opornosci — HLA-DRB1*04 [50].

Zakazenie wirusami zapalenia watroby typu Bi C

W przypadku zakazenia wirusami HBV i HCV antygenom uktadu zgodnosci
tkankowej przypisywana jest znaczaca rola w podatnosci na infekcje oraz odpo-
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wiedzi na leczenie. Zar6wno rozwéj formy aktywnej choroby jak i formy przewle-
klej jest zalezny od odpowiedzi immunologicznej organizmu regulowanej przez
odpowiednie geny ukladu HLA. Zaznaczy¢ nalezy, ze asocjacje z okreSlonymi an-
tygenami ukladu HLA wykazuja bardzo duze zr6znicowanie ze wzgledu na grupe
etniczna, ktérej dotycza.

HBV. Podatno$¢ na zakazenie i rozw6j formy przewleklej choroby w popula-
cji kaukaskiej jest zwigzana z obecno$cia haplotypéw: HLA- A*01-B*08-DRB1*03,
HLA-B44-C*16:01 oraz HLA-B*44-C*05:01. W obrebie HLA klasy II najwieksze
znaczenie w rozwoju zaréwno formy aktywnej jak i przewlektej zakazenia przy-
pisywane jest obecno$ci alleli z grup HLA-DRB1*13 oraz HLA-DRB1*11, HLA-
DRB1*12. W populacji kaukaskiej funkcje ochronna przypisuje sie natomiast
obecnoSci antygenéw klasy I: A1, A10 i B7 oraz antygenéw klasy II: HLA-DR4 oraz
DR7 [51].

HCV. Badania pozwolity okresli¢ kilka alleli oraz haplotypéw powiazanych
z podatnoscig na zakazenie wirusem typu C, opornoscia na infekcje, stopniem
uszkodzenia watroby oraz rozwojem nowotworéw watroby. Zdecydowanie wiek-
sze znaczenie przypisuje sie HLA klasy II. W populacji polskiej badania wykazaty
zwiekszong podatno$é na rozwoj aktywnej i przewleklej formy choroby u oséb
majacych allele z grupy HLA-DRB1*13. Dzialanie ochronne odgrywa natomiast
obecno$¢ alleli HLA-DQB1*03:01, HLA-DRB1*15:01, HLA-DRA1*01:03 (badania
na populacji polskiej oraz niemieckiej) [51].

Zakazenie wirusem Epsteina-Barr (EBV)

EBV nalezy do rodziny Herpesviridae, atakuje limfocyty B. Jest jednym z naj-
powszechniej wystepujacych wiruséw. Zakazenie zwykle przebiega bezobja-
wowo. Infekcja EBV moze prowadzi¢ do rozwoju mononukleozy. Istnieje takze
powigzanie pomiedzy infekcja EBV i kilkoma rodzajami nowotworéw (np. chto-
niak Burkitta, chtoniak Hodgkina). Coraz wigksza role zwigzang z ryzykiem in-
fekcji EBV przypisuje sie genom uktadu HLA. Allel HLA-A*01:01 uznawany jest
za allel zwiekszajacy ryzyko choroby, natomiast HLA-A*02:01 za zmniejszajacy
ryzyko [52]. Ponadto u os6b zakazonych EBV, u ktérych rozwinat sie chtoniak
Hodgkina, stwierdzono czestszg obecno$¢ haplotypu HLA-A1, B37, DR10 [52].
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CZESTOSC WYSTEPOWANIA HLA KLASY I
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ORAZ U POTENCJALNYCH DAWCOW SZPIKU

Barbara Krasnodebska-Szponder!, Katarzyna Galant!,
Izabela Czyzewska!, Barbara Zdziarska?, Stefania Giedrys-Kalemba!
! Katedra i Zaktad Mikrobiologii i Immunologii,

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie
2Klinika Hematologii, Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie

Streszczenie

Celem pracy byla analiza czesto$ci wystepowania poszczeg6lnych specyficzno-
§ci HLA klasy I — locus A, B i C oraz HLA klasy II - locus DR u 144 pacjentéw z bia-
faczkami: ostrg biataczka szpikowa (AML - 67 0s6b), ostra biataczka limfoblastyczna
(ALL — 39 0s6b), przewlekla biataczka szpikowg (CML - 38 0séb) oraz por6wnanie
czesto$ci ich wystepowania z grupg kontrolng 200 oséb zdrowych. Badaniem zostali
objeci pacjenci Kliniki Hematologii PUM oraz zdrowi, niespokrewnieni, potencjalni
dawcy szpiku kostnego. Antygeny HLA oznaczano metodg biologii molekularnej
PCR-SSP. Stwierdzono istotnie czestsze wystepowanie HLA-DRB1*11 w grupie pa-
cjentéw z ostra biataczka limfoblastycznag (p=0,0002) oraz HLA-DRB1*01 (p=0,0001)
i HLA-DRB1*16 (p=0,001) w grupie pacjentéw z ostra biataczka szpikowa. Wsréd
HLA klasy I wykazano istotne statystycznie ré6znice w przypadku: A*03 (p=0,02),
B*18 (p=0,01), B*35 (p=0,01), B*44 (p=0,003), C*02 (p=0,009) u pacjentéw z AML;
A*03 (p=0,02), B*35 (p=0,04) u pacjentéw z ALL; B*13 (p=0,04) u pacjentéw z CML.
Uzyskane wyniki wskazuja na silng dodatnig asocjacje antygenéw HLA DRB1*01
oraz DRB1*16, mniejsza z C*02, za§ ujemna korelacje z A*03, B*18, B*35 i B*44
w ostrej biataczce szpikowej. W ostrej biataczce limfoblastycznej silng dodatnig aso-
cjacje znaleziono dla DRB1*11, mniejsza dla A*03 i B*35, natomiast u pacjentéw
z przewleklq biataczka szpikowa jedynie z B*13.

Stowa kluczowe: HLA klasa I, HLA klasa II, ostra bialaczka szpikowa, ostra biataczka

limfoblastyczna, przewlekta biataczka szpikowa
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12.1. Wstep

Gléwny uktad zgodnosci tkankowej MHC (ang. major histocompatibility com-
plex) okres$lany u ludzi mianem uktadu HLA (ang. human leukocyte antigens) od-
grywa wazna role zaréwno w transplantologii jak i w innych dziedzinach biologii
i medycyny. Wéréd antygenéw HLA majacych znaczenie w transplantologii znaj-
duja sie antygeny HLA klasy I — locus A, B i C oraz HLA klasy II — locus DR i DQ.
Duzy polimorfizm alleli HLA w populacji odgrywa znaczacg role w zwalczaniu
r6znorodnych patogenéw, ktére stale ulegaja, w zaleznosci od czynnikéw Srodo-
wiskowych czy stosowanych lekéw, licznym zmianom antygenowym. Wykazano
réwniez istotny zwigzek pomiedzy HLA klasy I - gtéwnie locus B oraz HLA klasy
II - gléwnie locus DR z wieloma chorobami, w tym z chorobami nowotworowymi
krwi.

Pierwsza biataczka, w ktorej znaleziono korelacje z uktadem HLA, byla dzie-
cieca ostra biataczka limfoblastyczna [1]. Dalsze badania dotyczace zwigzku HLA
z bialaczkami wykazaty, Ze istnieje nietypowa segregacja antygenéw HLA u rodzin
z biataczkami, przejawiajaca sie wzrostem homozygotycznosci [2] oraz identycz-
nych antygenéw HLA u rodzenistwa [3]. Antygeny HLA moga przyczyniac sie do
zwiekszonego ryzyka rozwoju biataczki nie tylko poprzez rozpoznanie i prezen-
tacje obcych antygenéw wirusowych limfocytom T-cytotoksycznym i komérkom
NK, ale réwniez poprzez ucieczke przed mechanizmami obronnymi gospoda-
rza, np. obnizona ekspresja HLA klasy I zwigzana jest z rakiem piersi i rakiem
jajnika [4].

Juz pod koniec ubiegtego stulecia i na poczatku tego wieku pojawity sie liczne
prace obejmujgce pacjentéw réznych ras i osoby zdrowe zamieszkujace r6zne re-
giony geograficzne, wskazujgce powigzanie antygenéw HLA z chorobami nowo-
tworowymi krwi [5-8]. Brak jest natomiast analogicznych publikacji dotyczacych
populacji polskie;j.

Celem pracy byta analiza rozktadu specyficzno$ci HLA klasy I oraz HLA klasy I
— locus DR u pacjentéw z: ostra biataczka szpikowa (ang. acute myeloid leukemia,
AML), ostrg biataczka limfoblastyczng (ang. acute lymphoblastic leukemia, ALL)
i przewlektg biataczka szpikows (ang. chronic myeloid leukemia, CML) oraz po-
rOwnanie czesto$ci ich wystepowania z grupg oséb zdrowych.

12.2. Metodyka

Pacjenci Badaniem objeto 144 pacjentéw leczonych w Klinice Hematologii
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie w latach 2008-2011.
W grupie badanej znalazlo sie 67 os6b z ostrg bialaczka szpikowa (38 kobiet i 29
mezczyzn, Srednia wieku 42,4 lata), 39 oséb z ostrg biataczka limfoblastyczng
(16 kobiet i 23 mezczyzn, Srednia wieku 38,4 lata) oraz 38 os6b z przewleklg
biataczka szpikowaq (18 kobiet i 20 mezczyzn, Srednia wieku 40,3 lata). Grupe
kontrolng stanowito 200 zdrowych, niespokrewnionych oséb - potencjalnych
dawcéw szpiku kostnego.
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Metoda Ludzkie genomowe DNA izolowano z krwi obwodowej klasyczna me-
toda ,salting out” przy uzyciu zestawu Blood Mini Kit (A&A Biotechnology, Pol-
ska). Metoda ta oparta jest na lizie krwinek czerwonych przy uzyciu detergentu
i proteinazy K degradujacej biatka oraz zastosowaniu kolumn ze ztozem krze-
mionkowym. DNA przechodzac przez zloze osiada na nim, a nastepnie wymy-
wane jest niskojonowym buforem.

Pomiar stezenia oraz czystoSci DNA oznaczano za pomocg aparatu Gene Qu-
ant (Pharmacia Biotech) przy dtugosci fali 260 nm. Typowanie antygenéw uktadu
HLA wykonano z zastosowaniem metody PCR-SSP na poziomie niskiej rozdziel-
czosci, przy uzyciu zestawow ,Ready Gene A*, B*, C*, DRB1* Low Resolution SSP
Typing Kit” firmy Inno-Train Diagnostics, Germany. Metoda PCR-SSP (ang. po-
lymerase chain reaction - sequence specific priming), pozwala na namnozenie
(amplifikacje) okreslonej sekwencji DNA. W kazdej prébce PCR, gdzie startery
znajduja specyficzna sekwencje, charakterystyczna dla danego allelu/grupy alleli
HLA, dobudowywany jest komplementarny fragment [9]. W prébkach, gdzie nie
ma specyficznych sekwencji HLA, startery nie przylaczaja sie. W kazdej probéwce
sg rowniez startery do amplifikacji kontroli wewnetrzne;.

Produkty amplifikacji identyfikowano za pomoca elektroforezy w 2% Zelu aga-
rozowym z dodatkiem 0,7 pg/ml bromku etydyny. Do analizy statystycznej zasto-
sowano test y2, a w przypadku stwierdzenia wartosci oczekiwanej mniejszej od
10 lub 5 zastosowano odpowiednio test y? z poprawka Yatesa lub doktadny test
Fishera, uzywajac programu Statistica wersja 10.

12.3. Wyniki

Wsréd HLA klasy I, zaréwno w grupach badanych jak i grupie kontrolnej zi-
dentyfikowano 15 specyficznosci w locus A, 24 w locus B oraz 13 w locus C. Nie-
ktére z nich wystepowaly istotnie czeSciej w badanych grupach pacjentéw niz
u 0s6b zdrowych. W grupie pacjentéw z AML bylo to HLA C*02 (20,9% vs 9%,
p=0,009), u pacjentéw z ALL A*03 (48,7% vs 30%, p=0,02) i B*35 (41% vs 25%,
p=0,04), natomiast u pacjentow z CML B*13 (18,4% vs 8%, p=0,04).

Wsr6d badanych HLA klasy I stwierdzono réwniez specyficznosci, ktore wy-
stepowaly istotnie rzadziej niz w grupie kontrolnej, ale jedynie u pacjentéw
zAML. Sg to: A*03 (14,9% vs 30%, p=0,02), B*18 (6% vs 18,5%, p=0,01), B*35 (10,4%
vs 25%, p=0,01) oraz B*44 (10,4% vs 28%, p=0,003). Szczeg6towe wyniki rozkltadu
antygenow HLA klasy I przedstawiono w Tabelach[12.1)12.2]12.3]

Wsr6d HLA klasy 1T locus DR stwierdzono obecno$¢ 13 specyficzno$ci i zaob-
serwowano nastepujace réznice. HLA-DRB1*11 wystepowalo czesciej we wszyst-
kich grupach pacjentéw, przy czym réznica w grupie pacjentéw z ALL byla
istotna statystycznie (48,7%, grupa kontrolna 20,5%, p= 0,0001). Z kolei HLA-
DRB1*01 oraz HLA-DRB1*16 wystepowaly czesciej u pacjentéw z AML (odpo-
wiednio p=0,0001 oraz p=0,001). HLA-DRB1*01 oraz DRB1*04 wystepowaly rza-
dziej u pacjentéw z CML (odpowiednio 2,6% oraz 13,1%) niz w grupie kontrolnej
(12,5% oraz 22%), jednak nie byly to réznice istotne statystycznie. Szczeg6lowe
wyniki rozkladu antygenéw HLA klasy 11 przedstawiono w Tabeli
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Tabela 12.1: Rozklad czestoSci wystepowania specyficznosci HLA locus A* w badanych

grupach pacjentéw i w grupie kontrolne;j.

12.4. Podsumowanie

HLA-A Ostra Ostra Przewlekla Grupa
bialaczka bialaczka biataczka szpi- | kontrolna
szpikowa limfoblastyczna | kowa N=200
(AML) N=67 (ALL) N=39 (CML) N=38
n (%) n (%) n (%) n (%)

A*01 16 (23,9) 4(10,2) 11 (28,9) 38 (19,0)

A*02 39 (58,2) 19 (48,7) 16 (42,1) 101 (50,5)

A*03 10 (14,9)* 19 (48,7)* 12 (31,6) 60 (30,0)*

A*11 9(13,4) 4 (10,2) 4 (10,5) 30 (15,0)

A*23 3 (4,5) - 2(5,3) 12 (6,0)

A*24 12 (17,9) 9(23,1) 10 (26,3) 39 (19,5)

A*25 5(7,5) 1(2,6) 4 (10,5) 21 (10,5)

A*26 7(10,4) 4 (10,2) 4 (10,5) 16 (8,0)

A*29 3 (4,5) - - 6 (3,0)

A*30 3 (4,5) 2(51) 1(2,6) 6 (3,0)

A*31 3 (4,5) - - 12 (6,0)

A*32 4 (6,0) 2(51) 3(7,9 10 (5,0)

A*33 2(31) 2(51) - 7(3,5)

A*66 23,1 1(2,6) 1(2,6) 4 (2,0)

A*68 3 (4,5) 3(7,7) 2(5,3) 13 (6,5)

* - rOznice istotne statystycznie

W badanych grupach stwierdzono obecnos$¢ nastepujacej liczby haplotypéw:
165 (AML), 106 (ALL), 98 (CML) oraz 426 (grupa kontrolna). W grupach pacjen-
téw z biataczkami niektére haplotypy wystepowaty czesciej lub nie wystepowaty
w grupie kontrolnej. U pacjentéw z CML: haplotyp A*03 B*35 DRB1*11 oraz
A*03 B*35 DRB1*13 wystepowaly odpowiednio z czesto$cig 10,5% oraz 7,9%, za$
w grupie kontrolnej z czestoscia 1%. U pacjentéw z AML zaobserwowano czest-
sze wystepowanie haplotypu A*03 B*44 DRB1*15 (11,9%, grupa kontrolna 1,5%).
Natomiast najczestszy haplotyp obserwowany w grupie kontrolnej: A*01 B*08
DRB1*03 (16%), wystepowat 3-krotnie rzadziej u os6b z ALL (5,1%). Haplotypy
»bialaczkowe”, ktére nie wystepowaly w grupie kontrolnej os6b zdrowych to: A*24
B*35 DRB1*07 oraz A*24 B*35 DRB1*11. Réznice w wystepowaniu poszczeg6l-
nych haplotypéw pomiedzy grupami nie byly istotne statystycznie (Tabela[12.5).

12.4. Podsumowanie

Wystepowanie i asocjacje antygenéw uktadu HLA z bialaczkami zostaly za-
obserwowane i udokumentowane przez réznych autoréw w doniesieniach za-
réwno europejskich jak i §wiatowych. Autorzy chifiscy wykazali czestsze wyste-
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Tabela 12.2: Rozklad czestoSci wystepowania specyficznosci HLA locus B* w badanych
grupach pacjentéw i w grupie kontrolne;j.

HLA-B Ostra Ostra Przewlekla Grupa
bialaczka bialaczka biataczka kontrolna
szpikowa limfoblastyczna | szpikowa N=200
(AML) N=67 (ALL) N=39 (CML) N=38
n (%) n (%) n (%) n (%)

B*07 16 (23,9) 10 ( 25,6) 8(21,0) 53 (26,5)

B*08 11 (16,4) 5(12,8) 6 (15,8) 36 (18,0)

B*13 6(9,0) 4(10,2) 7 (18,4)* 16 (8,0)*

B*14 7(10,4) 1(2,6) - 5(2,5)

B*15 7(10,4) 2(5,1) 6 (15,8) 21 (10,5)

B*18 4 (6,0)* 3(7,7) 5(13,1) 37 (18,5)*

B*27 10 (14,9) 4 (10,2) 4 (10,5) 24 (12,0)

B*35 7 (10,4)* 16 (41,0)* 8(21,0) 50 (25,0)*

B*37 1(1,5) 25,1 - 3(1,5)

B*38 7 (10,4) 3(7,7) 4 (10,5) 14 (7,0)

B*39 3 (4,5) 1(2,6) 1(2,6) 9 (4,5)

B*40 8(11,9) 1(2,6) 4 (10,5) 21 (10,5)

B*41 3(4,5) 1(2,6) 3(7,9 16 (8,0)

B*44 7 (10,4)* 9(23,1) 8 (21) 56 (28,0)*

B*45 1(1,5) - - 3(1,5)

B*47 1(1,5) - - 2(1,0)

B*49 3 (4,5) 2(51) 12,6 6 (3,0)

B*50 2(3,0) 37,7 3(7,9) 6 (3,0)

B*51 2 (3,0 4 (10,2) 2(5,3) 20 (10,0)

B*52 4 (6,0) - - 12 (6,0)

B*55 1(1,5) - - 2(1,0)

B*56 2 (3,0) - 12,6 5(2,5)

B*57 4 (6,0) 3(7,7) 3(7,9 15 (7,5)

B*58 1(1,5) - 1(2,6) 3(1,5)

* - rOznice istotne statystycznie

powanie A*02, A*11, B*58 oraz DRB1*09 u pacjentéow z CML oraz B*13 u pa-
cjentéw z ALL [10]. W badaniach wlasnych wyniki te nie znalazly potwierdze-
nia. W analizowanych przez nas grupach pacjentéw z AML, ALL i CML nie wyka-
zano réznic istotnych statystycznie w wystepowaniu zaré6wno antygenéw A*02,
A*11, B*58 jak i antygenu DRB1*09 w poréwnaniu z grupg kontrolna. Z kolei
Ucariwsp. [11] zaobserwowali wzrost czesto$ci HLA-A*11 i DRB1*01 u pacjentéw
z ostra biataczka limfoblastyczng pochodzacych z Turcji. Réwniez w badaniach
wtasnych zaobserwowano wzrost czesto$ci wystepowania DRB1*01 u pacjentéw
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Tabela 12.3: Rozklad czesto$ci wystepowania specyficzno$ci HLA locus C* w badanych
grupach pacjentéw i w grupie kontrolne;j.

HLA-C Ostra Ostra Przewlekla Grupa
bialaczka bialaczka biataczka kontrolna
szpikowa limfoblastyczna | szpikowa N=200
(AML) N=67 (ALL) N=39 (CML) N=38
n (%) n (%) n (%) n (%)

c*01 2 (3,0 1(2,6) 3(7,9 20 (10,0)

C*02 14 (20,9)** 7(17,9) 5(13,1) 18 (9,0)**

C*03 14 (20,9) 3(7,7) 7(18,4) 24 (12,0)

C*04 12 (17,9) 15 (38,5) 11 (28,9) 61 (30,5)

C*05 4 (6,0) 2(5,1) 2(5,3) 16 (8,0)

C*06 14 (20,9) 10 (25,6) 13 (34,2) 36 (18,0)

c*07 37 (55,2) 19 (48,7) 19 (50) 110 (55,0)

C*08 5 (7,5) 1(2,6) - 5(2,5)

C*12 17 (25,4) 6 (15,4) 7(18,4) 44 (22,0)

C*14 1(1,5) 1(2,6) 1(2,6) 5(2,5)

C*15 1(1,5) 1(2,6) 1(2,6) 3(1,5)

C*16 3 (4,5) 2(51) 12,6 6 (3,0)

C*17 1(1,5) 1(2,6) 2(5,3) 5(2,5)

** - rOznice istotne statystycznie

z ALL w poréwnaniu z grupa kontrolna (20,5% vs 12,5%), jednak nie byta to réz-
nica istotna statystycznie. Natomiast istotny statystycznie wzrost czestoSci wy-
stepowania DRB1*01 stwierdzono w grupie pacjentéw z AML (34,3% vs 12,5%,
p=0,0001). Badacze ci podajg réwniez, iz najczesciej obserwowanym haploty-
pem u pacjentéw z AML jest A*03 B*51 DRB1*11, natomiast u pacjentéw z ALL
- A*02 B*35 DRB1*01. W badaniach wtasnych bardzo podobny haplotyp: A*03
B*35 DRB1*11 wystepowat z kolei najczesciej wsrod pacjentéw z CML.

Odwrotng sytuacje zaobserwowali Kabbaj i wsp. [12], ktorzy stwierdzili, ze
antygen HLA-DRB1*01 wystepuje znacznie rzadziej u pacjentéw z biataczkami
w Maroku.

Inne asocjacje wynikajace z badan wtasnych dotycza istotnie statystycznie
czestszego wystepowania antygenu HLA-B*13 u pacjentéw z CML (18,4% - 8%).
Podobne wyniki uzyskali Naugler i Liwski [13], ktérzy przebadali grupe os6b za-
mieszkujacych wschodnie rejony Kanady: 31 pacjentéw z CML, 258 os6b z grupy
kontrolnej. Oprécz HLA-B*13 stwierdzili oni réwniez istotnie czestsze wystepo-
wanie HLA-B*55. Z kolei w naszej grupie badanych pacjentéw z CML nie stwier-
dzono obecno$ci HLA-B*55.

U pacjentéw z AML niektére antygeny HLA klasy I wystapity istotnie staty-
stycznie rzadziej niz w grupie kontrolnej: A*03, B*18, B*35 i B*44. W badaniach
Ozdili i wsp. [14], dotyczacych tureckiej populacji dzieci z AML réwniez stwier-
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Tabela 12.4: Rozklad czesto$ci wystepowania specyficzno$ci HLA locus DRB1* w bada-
nych grupach pacjentéw i w grupie kontrolne;j.

HLA-DR Ostra Ostra Przewlekla Grupa
bialaczka bialaczka biataczka kontrolna
szpikowa limfoblastyczna | szpikowa N=200
(AML) N=67 (ALL) N=39 (CML) N=38
n (%) n (%) n (%) n (%)

DRB1*01 23 (34,3)** 8 (20,5) 1(2,6) 25 (12,5)**

DRB1*03 13 (19,4) 7(17,9) 9 (23,7) 48 (24,0)

DRB1*04 16 (23,9) 9(23,1) 5(13,1) 44 (22,0)

DRB1*07 14 (20,9) 77,9 12 (31,6) 53 (26,5)

DRB1*08 3 (4,5) 2(5,1) 3(7,9 14 (7,0)

DRB1*09 - - 1(2,6) 3(1,5)

DRB1*10 1(1,5) - - 2

DRB1*11 21(31,3) 19 (48,7)** 14 (36,8) 41 (20,5)**

DRB1*12 1(1,5) 1(2,6) 5(13,1) 9 (4,5)

DRB1*13 17 (25,4) 8 (20,5) 11 (28,9) 52 (26,0)

DRB1*14 1(1,5) 3(7,7) 1(2,6) 5(2,5)

DRB1*15 17 (25,4) 9(23,1) 8 (21) 52 (26,0)

DRB1*16 16 (23,9)** 3(7,7) - 9 (4,5)**

** - r6znice wysoce istotne statystycznie

Tabela 12.5: Najczestsze wybrane haplotypy wystepujace u badanych pacjentéw i os6b
zdrowych.

Haplotyp O.stra O.stra P.rzewlekla Grupa
bialaczka bialaczka bialaczka kontrolna
szpikowa limfoblastyczna | szpikowa N=200
(AML) N=67 (ALL) N=39 (CML) N=38
n (%) n (%) n (%) n (%)

A*01 B*08 DRB1*03 | 8(11,9) 2(5,1) 4 (10,5) 32 (16,0)

A*02B*07 DRB1*15 | 7 (10,4) 4 (10,2) 2(5,3) 20 (10,0)

A*02B*35DRB1*07 | 3 (4,5) 4 (10,2) 2(5,3) 8 (4,0)

A*02 B*44 DRB1*07 | - 37,7 3(7,9 8 (4,0

A*03 B*13 DRB1*11 | - 2(5,1) - 9 (4,5)

A*03 B*35 DRB1*13 | - - 3(7,9 2(1,0)

A*03 B*35 DRB1*11 | - - 4 (10,5) 2 (1,0)

A*03 B*44 DRB1*15 | 8(11,9) 1(2,6) - 3(1,5)

A*24 B*35 DRB1*07 | 3 (4,5) 2(51) - -

dzono rzadsze wystepowanie antygenéw HLA klasy I, jednak byly one odmienne
niz w badaniach wlasnych i dotyczyty: A*11 oraz B*38.
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Ciekawe analizy przeprowadzili réwniez badacze iranscy.  Sarafnejad
i wsp. [15] poréwnujac grupe 60 pacjentéw z AML i 180 oséb z grupy kontrolnej
wykazali dodatnig korelacje antygenu HLA-DRB1*11 z AML. Nasze badania row-
niez potwierdzajg ten zwigzek. Wystepowanie HLA-DRB1*11 w grupie pacjentéw
z AML takze bylo wyzsze niz w grupie kontrolnej (31,9% vs 20,5%), ale niezna-
mienne statystycznie; wysoce istotne statystycznie réznice wykazano natomiast
u pacjentoéw z ALL (48,7% vs 20,5%, p=0,0002).

W badaniach wilasnych stwierdzono takze czestsze wystepowanie HLA-
DRB1*01 (p = 0,0001) i HLA-DRB1*16 (p=0,001) u pacjentéw z AML. Ponadto we
wszystkich badanych grupach obserwowano wystepowanie DRB1*03, DRB1*07,
DRB1*08, DRB1*13, DRB1*15 na mniej wigcej tym samym poziomie co w gru-
pie kontrolnej. Odmienne wyniki otrzymali Fernandes i wsp. [16] badajac po-
pulacje brazylijska. Badacze ci wykazali istotny zwigzek HLA-DRB1*07 z AML
oraz HLA-DRB1*03 z ALL. Wyniki badan wtasnych wykonane u oséb rasy kau-
kaskiej zamieszkujacych region Pomorza Zachodniego wykazaly asocjacje nie-
ktérych antygenéw HLA klasy I i II z odpowiednim typem biataczki. Najwie-
cej asocjacji stwierdzono w najliczniejszej z grup badanych, tj. u pacjentéw
z ostrg biataczka szpikowa (AML). W grupie tej silng dodatnig asocjacje wykazano
z DRB1*01 oraz DRB1*16, mniejszg z C*02, za$ ujemna korelacje z A*03, B*18,
B*35 i B*44. W ostrej biataczce limfoblastycznej silng dodatnig asocjacje znale-
ziono dla DRB1*11, mniejszg dla A*03 i B*35, natomiast u pacjentéw z przewleklta
biataczka szpikowg jedynie z B*13.
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Streszczenie

Zaburzenia struktury genetycznej w istotny spos6b destabilizuja funkcjono-
wanie komérki. Poznanie znaczenia takich nieprawidlowosci jest efektem wielu
dziesiecioleci pracy genetykéw, ktérzy opisywali zaré6wno morfologiczne objawy,
jak i funkcjonalne skutki aberracji cytogenetycznych. Postep wiedzy i technologii
umozliwia dzi$§ detekcje ogromnej iloSci r6znego typu zdefiniowanych zaburzen ge-
netycznych, tak dziedziczonych, jak i powstatych de novo w procesie transformacji
nowotworowej. W laboratoriach cytogenetyki onkologicznej wykonywane sa bada-
nia, pozwalajace wykry¢ i ocenié¢ aberracje, specyficzne dla komérek tkanki nowo-
tworowej pobranej od pacjenta. Cytogenetyk moze oceni¢ zmiany liczby i struktury
chromosomoéw metafazowych jak tez status okreslonych genéw czy wybranych re-
gionoéw zdespiralizowanej nici DNA w jadrze interfazowym. Standardowe metody
cytogenetyczne to kariotypowanie i FISH, jednak nierutynowe dzis techniki cytoge-
netyki molekularnej staja sie coraz wazniejsze w procesie diagnostycznym. Inter-
pretacja danych cytogenetycznych, dokonywana na podstawie wspotczesnej wie-
dzy i w oparciu o obowigzujace zasady diagnostyczne, wskazuje mozliwe skutki kli-
niczne aberracji cytogenetycznych i ma kluczowe znaczenie w diagnostyce wielu
typéw nowotworéw. Ciagly postep badan naukowych i medycznych sukcesywnie
dostarcza nowych wskazan i powoduje koniecznosé ciaglego uaktualniania wie-
dzy, jednak podstawowe algorytmy badawcze wytrzymaty prébe czasu i nadal do-
starczajg praktycznych informacji. Wyniki badania cytogenetycznego, szczeg6lnie
w hematoonkologii, w znacznej mierze wptywajg dzi$ na decyzje kliniczne.

Stowa kluczowe: badania cytogenetyczne, hematoonkologia, aberracja, kariotypowanie,
FISH



13. Badania technikami cytogenetyki klasycznej ...
13.1. Wstep

Molekularnym podtozem procesu nowotworowego sa zmiany w strukturze
i funkcjonowaniu aparatu genetycznego komorki. Morfologicznym wyrazem ta-
kich zmian sg aberracje kariotypowe, widoczne w obrazie chromosomoéw meta-
fazowych (Rycina[13.I). Znaczna czes$¢ znanych, klonalnych aberracji chromo-
somowych jest specyficznie zwigzana z okre§lonym typem nowotworu. Niektore
z nich, zmiany pierwotne, uznawane sa za krytyczne, determinujace powstanie
nowotworu na poziomie genetycznym. Inne, zwane zmianami wtoérnymi, zwig-
zane s3 zwykle progresja i majg znaczenie predykcyjne.
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Rycina 13.1: Kariotyp komorki szpiku pacjentki z przewlekla biataczka szpikowa. Strzatki
wskazuja nieprawidlowe kopie chromosoméw 9 i 22 (chromosom Filadelfia, Ph), po-
wstate w wyniku translokacji t(9;22)(q34;q11)

W metafazach komérek nowotworu widoczne sg odstepstwa od obrazu prawi-
dtowego, cytogenetycznie wyrazajace sie, jako nieprawidtowosci kariotypu. Efek-
tem zaburzeni widocznych jako zmiany struktury chromosoméw sa modyfika-
cje aktywnosci genéw zlokalizowanych w obszarze peknie¢, utrat badZ powielen.
Najczesciej zmiany funkcjonowania komorki w procesie transformacji nowotwo-
rowej zachodza w wyniku aktywacji onkogenéw, inaktywacji genéw supresoro-
wych czy fuzji genowych. Wzér aberracji cytogenetycznych jest odmienny w r6z-
nych typach nowotworéw. Wykazuje on szerokie spektrum: od pojedynczych
zmian strukturalnych badz liczbowych do gtebokich, licznych uszkodzen kario-
typu (ang. complex karyotype). Badanie cytogenetyczne wykrywa takie zmiany
i laczy charakterystyczne aberracje z procesami powstawania i rozwoju nowo-
tworu.
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W wiodacych o$rodkach hematoonkologicznych na swiecie badanie cytoge-
netyczne jest niezbednym etapem procesu diagnostycznego. Aktualnie obowia-
zujaca klasyfikacja nowotworéw uktadu krwiotwérczego i chtonnego, opubliko-
wana we wrzeéniu 2008 przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (ang. World Health
Organization, WHO), oparta jest przede wszystkim na znajomosci zaburzen ge-
netycznych, wyrézniajacych typy bialaczek i chtoniakéw, o okreslonych cechach
morfologicznych, cytochemicznych, immunofenotypowych i klinicznych [1]]. Po-
znanie podtoza genetycznego i molekularnego nowotwordw stato si¢ w ostatnich
latach podstawa reklasyfikacji wielu biataczek i chtoniakéw w stosunku do wcze-
$niej obowigzujacych ustaleri. Dostep do badan cytogenetycznych, wiedza o ich
znaczeniu, a takze dobra wspétpraca miedzy klinicysta i cytogenetykiem jest nie
do przecenienia we wspotczesnej diagnostyce biataczek i chtoniakéw.

13.2. Klasyczna technika cytogenetyczna -
kariotypowanie

Klasycznie, przedmiotem badania cytogenetyki s chromosomy. Chromo-
somy odkryto i nazwano jeszcze w XIX wieku, ale dopiero w drugiej potowie XX
stulecia okres$lono ich liczbe i strukture w prawidlowych komérkach cztowieka.
Pod koniec roku 1955 Joe Hin Tjio, Chinczyk pracujacy w Europie oraz Szwed -
Albert Levan ustalili, Ze cztowiek posiada w komérce somatycznej 46 chromoso-
moéw [2]. W chromosomach w trakcie podziatu komérkowego upakowane jest
DNA, ktore poza tg faza zycia komorki znajduje sie w formie luZznej chroma-
tyny jadrowej. Wzorzec prawidtowych chromosomoéw stanowi do dzisiaj morfo-
logiczny punkt odniesienia w badaniach cytogenetycznych, a rodzaj odstepstw
od wzoru prawidlowego jest podstawa miedzynarodowego systemu nomenkla-
tury cytogenetycznej (An International System for Human Cytogenetic Nomencla-
ture, ISCN 2009) [3].

Materialem do analizy cytogenetycznej w hematoonkologii sa: szpik, krew,
material z biopsji wezla chlonnego badz fragmenty innych, zmienionych nowo-
tworowo tkanek. Warunkiem powodzenia badania jest przeprowadzenie hodowli
in vitro, w celu uzyskania intensywnego wzrostu komoérek nowotworu. Wtedy
to badacz ma szanse oceni¢ morfologie chromosoméw metafazowych, a zatem
okresli¢ odstepstwa od ich prawidtowej liczby i struktury. Preparaty cytogene-
tyczne, zawierajace metafazy, barwione sa r6znicowo dla uzyskania prazkéw G
(ang. G-banding), pozwalajacych na identyfikacje poszczegélnych chromoso-
moéw [4]. Tak przygotowany materiat jest analizowany w mikroskopie §wietl-
nym, zwykle przy uzyciu komputerowego systemu analizy obrazu, utatwiajacego
techniczne przygotowanie do oceny zmian. Kariotypowanie nie jest procesem
odbywajacym sie automatycznie: funkcjonujace na rynku systemy wyposazone
w ,modut do kariotypowania” pozwalajg jedynie na przyblizong ocene kario-
gramu. W szczeg6lowej analizie ostateczng decyzje podejmuje diagnosta, ktd-
rego wiedza i do§wiadczenie sg kluczowymi czynnikami prawidlowej interpreta-
cji uzyskanego wzoru prazkowego chromosoméw. W pojedynczym badaniu oce-
nianych jest zwykle 20 metafaz, a aberracje, ktére wyrazajg odstepstwo od obrazu
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prawidtowego, muszg wykazywac charakter nielosowy. Przy pracy z materialem
nowotworowym waznym elementem wyniku jest tez ocena ewolucji klonalnej
(progresji zmian). Standardowy wynik opisujacy catos¢ widocznych zmian, two-
rzony jest zgodnie z ustalonymi zasadami [5,/6].

Dzieki analizie prazkowej mozna jednoznacznie okresli¢c w komérkach no-
wotworu obecno$¢ lub brak diagnostycznie waznych translokacji, takich jak:
t(9;22)(q34;q11), t(8;21)(q22;922) czy t(8;14)(q24;932). Analiza kariotypowa po-
zwala takze na wykrycie utrat catych kopii chromosoméw (monosomie) badz ich
fragmentéw (delecje) np. obecnos¢ -7/del(7q) bedace czynnikiem pogarszajgcym
rokowanie w rozrostach szpikowych. Widoczne jest réwniez powielenie liczby ko-
pii catych chromosoméw (np. +8 w MDS/AML) lub ich fragmentéw (np. dup(1q)
w BL).

Nalezy przy tym pamietaé, ze analiza kariotypowa pozwala na ocene calego
genomu komorki biataczkowej, ujawniajac wszystkie wystepujace aberracje, ale
tylko wéweczas, gdy przemieszczony materiat jest nie mniejszy niz kilka milionéw
par zasad (minimum 1- 5 Mpz DNA). Na szczescie metody cytogenetyki mole-
kularnej, oparte o technike fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) charak-
teryzuja sie wyzsza rozdzielczo$cig. Wspélczesne mozliwosci techniczne pozwa-
lajg cytogenetykowi oceniaé status pojedynczych genéw czy wybranych region6w
DNA tak w chromosomach metafazowych jak w zdespiralizowanej nici DNA jader
interfazowych.

13.3. Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)
z uzyciem specyficznych sond DNA

Technika FISH (ang. fluorescent in situ hybridization) umozliwia detekcje sto-
sunkowo matych zmian, nawet o wielko$ci ponizej 100 tysiecy par zasad (<100
Kpz). Tak niewielkie moga by¢ diagnostyczne sondy molekularne, ktérych diu-
go$c¢ skorelowana jest z obszarem badanego genu. Dzieki technice FISH mozna
wykrywac ilo§ciowe i strukturalne aberracje nie tylko w metafazach, ale tez w ja-
drach interfazowych badanych komérek [7]. Oznaczony fluoroforem odcinek
DNA nazwany ,sondg’, posiada zdolnos¢ do hybrydyzacji (specyficznego wia-
zania) z taka samg sekwencja DNA komorki nowotworowej pacjenta. Sondy
moga znakowac¢ obszary réznej wielkosci: od catego chromosomu do pojedyn-
czego genu (Rycina[I3.2). Zaburzenia badanych genéw w komérce nowotworo-
wej: zmiana liczby kopii genu (utrata badZ powielenie) czy tez zaburzenia struk-
tury genu (rearanzacja badz fuzja) maja w okreslonej sytuacji klinicznej znacze-
nie diagnostyczne. Zastosowanie réznych barwnikéw fluorescencyjnych pozwala
na réwnoczesna detekcje kilku obszaréw DNA, a uzyskany obraz uwidacznia po-
lozenie i wzajemne relacje badanych genéw czy chromosomoéw. Dodatkowg za-
leta tej metody jest jej uzyteczno$¢ w badaniu materialu archiwalnego (skrawki
parafinowe), gdzie mozliwa jest jedynie analiza jader interfazowych. Przy uzyciu
sond genowo specyficznych mozna w takim materiale ocenié status wybranych
genow (technika i-FISH). Analiza obrazu FISH odbywa sie¢ w mikroskopie flu-
orescencyjnym, zwykle potagczonym z komputerowym systemem analizy obrazu,
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Rycina 13.2: Przyktady znakowania FISH.

A. i-FISH przy zastosowaniu sond genowo specyficznych (LSI BCR/ABL DC DE Vysis). Ja-
dro interfazowe komorki szpiku pacjenta z przewleklq biataczka szpikowa. Strzatki wska-
zujg dwa kolokalizacyjne sygnaly fuzyjnyjne. Znakowanie czerwone odpowiada genowi
ABL, zielone - genowi BCR.

B. Metafaza komérki nowotworu z komérek dendrytycznych. Zastosowano sondy znaku-
jacych cate chromosomy (sondy malujace, Kreatech). Widoczna translokacja (strzatka)
pomiedzy chromosomem 5 (znakowanie zielone) i chromosomem 11 (znakowanie czer-
wone).

wyposazonym w ,modut FISH”. Ocena wzoru znakowania jest obwarowana licz-
nymi wskazaniami (granica btedu zalezna m.in. od typu uzytej sondy czy rodzaju
nowotworuy; liczba analizowanych komérek w zalezno$ci od rodzaju zmiany itp.)
Rozpoznanie zaburzenia (np. ,obecnos¢ fuzji” czy ,delecja genu”) w przypad-
kach typowych jest jednoznaczne, jednak petna interpretacja wyniku, zwtaszcza
w przypadkach nietypowych, wymaga duzego do$wiadczenia. Wynik badania
FISH dotyczy jedynie obszaré6w komplementarnych do uzytej sondy DNA i po-
winien zawiera¢ komplet informacji zgodnie zaleceniami krajowych i miedzyna-
rodowych towarzystw naukowych, zapis wyniku musi by¢ zgodny z ostatnig do-
stepng edycjg ISCN [3].

Dzieki technice FISH mozna jednoznacznie okresli¢ w komérkach nowotwo-
rowych obecno$¢ lub brak okreslonych, diagnostycznie uzytecznych fuzji ge-
nowych np. BCR/ABL, PML/RARA, RUNXI/RUNXITI czy CBFB/MYH11. Analiza
FISH pozwala takze na ocene liczby kopii badanych genéw (delecje, powielenia),
w tym statusu genoéw istotnych w stratyfikacji do grupy wysokiego ryzyka pacjen-
tow np. ze szpiczakiem mnogim (utrata genu TP53 czy fuzja FGFR3/IGH).

Zaawansowanymi odmianami techniki FISH sa poréwnawcza hybrydyzacja
genomowa (ang. comparative genomic hybridization, CGH) i wysokorozdzielcza
CGH (ang. array comparative genomic hybridization, a-CGH). Poréwnawcza hy-
brydyzacja jest metoda badania genomu, opartg na hybrydyzacji analizowanego
DNA komoérki nowotworowej oraz DNA normalnego do prawidtowych chromo-
somow. Rozdzielczo$¢ chromosomowego CGH jest zr6znicowana w zalezno$ci
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od rodzaju badanego uszkodzenia. W przypadku delecji wykazuje utraty obsza-
row ok. 5-10 Mpz. Detekcja 5-10-krotnej amplifikacji jest mozliwa dla obsza-
réw ok. 1 Mpz, za$ przy wysokim stopniu amplifikacji mozna wykry¢ powielenia
mniejszych regionow (ok. 100 Kpz). Wysokorozdzielcza CGH (macierze CGH) wy-
korzystuje hybrydyzacje DNA pacjenta do zaplanowanego spektrum referencyj-
nego DNA (mikromacierz). Ta ostatnia metoda znacznie przewyzsza czuto$¢ in-
nych technik cytogenetycznych. Pozwala na wychwycenie utrat/powieleti w ob-
szarach juz od kilkudziesieciu Kpz, co jest mozliwe dzieki zastagpieniu chromoso-
moéw klonami BAC, cDNA lub oligonukleotydami. Techniki poré6wnawczej hybry-
dyzacji genomowej pozwalajg szczegétowo okresli¢ ilo§ciowe zmiany materiatu
genetycznego w komorkach nowotworu, nie wykazujg jednak zréwnowazonych
zmian strukturalnych, takich jak translokacje wzajemne.

13.4. Procedury diagnostyki cytogenetycznej
w hematoonkologii

Wykrycie i okreslenie sktadu zaburzen kariotypowych, poparte badaniami
z zastosowaniem metod cytogenetyki molekularnej, pozwala specjali$cie na okre-
Slenie rodzaju genetycznych aberracji wystepujacych w badanych komérkach
nowotworowych. Zaburzenie fizjologicznej czynnos$ci komérek szpiku w wy-
niku specyficznych translokacji, jest Zrédlem powstawania wielu typéw biala-
czek, w ktérych powstanie okreslonych genéw fuzyjnych powoduje zaburzenie
funkcjonowania odpowiednich szlakéw metabolicznych (Tabela[13.1).

Poznanie genetycznych mechanizméw powstawania nowotworu zapoczatko-
walo okreslenie translokacji t(9;22), jako zmiany zwiazanej z przewlekta biataczka
szpikowa (ang. chronic myeloid leukemia, CML). Jej odkrycie byto pierwsza ob-
serwacjg zwigzku miedzy specyficzng zmiang chromosomowg a okre§lonym ty-
pem nowotworu [8]. Miejscami peknie¢ w przypadku tej translokacji sa: w chro-
mosomie 9 region obejmujacy gen ABL (prazek q34) i w chromosomie 22 region
genu BCR (prazek ql1). Rezultatem translokacji wzajemnej jest utworzenie fu-
zyjnego genu BCR/ABL, ktérego produkt: patogenne bialko p210P°-2P! (wyjat-
kowo 190°-abl [y 230bcr-ably "\wykazuje podwyzszona aktywnosé kinazy tyrozy-
nowej [9,/10]. Zjawiska te sg przyczyna powstania klinicznego obrazu przewlektej
biataczki szpikowe;.

Niekiedy ta sama aberracja wystepuje w réznych typach rozrostéw, powodu-
jac odmienne skutki biologiczne. Translokacja t(9;22)(q34;q11), wykrywana jest
takze u ok. 10-30% pacjentéw z ostrg biataczka limfoblastyczng (ang. acute lym-
phoblastic leukemia, ALL) jako zmiana wtérna, wskazujgca na niekorzystna pro-
gnoze [11]. A zatem, oprécz stwierdzenia faktu obecnosci aberracji w komérkach
nowotworu i odsetka komorek ze zmiang, niezmiernie istotna jest prawidtowa in-
terpretacja uzyskanych danych w kontekscie klinicznym. Interpretacja, dokony-
wana na podstawie wspotczesnej wiedzy i w oparciu o obowigzujace zasady dia-
gnostyczne, ocenia mozliwe skutki kliniczne takich nieprawidtowosci i ma pod-
stawowe znaczenie w rozpoznawaniu, a czesto takze w prognozowaniu przebiegu
i planowaniu terapii biataczek i chtoniakéw [12-16].
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Tabela 13.1: Typowe aberracje chromosomowe w wybranych biataczkach.

Typ rozrostu Aberracja Znaczenie kliniczne
nowotworowego |Zaburzenie genowe
Przewlekla 1(9;22)(q34;q11) diagnostyczne, wskazanie do lecze-
biataczka szpikowa | fuzja BCR/ABL nia inhibitorami kinaz, monitoro-
wanie leczenia;
i(17), +Ph zmiany wtérne pogarszajace roko-
wanie
Ostra biataczka t(9;22)(q34;q11) czynnik ztego rokowania
limfoblastyczna
Przewlekla 10% z aberracjami cytogenet. -
biataczka Zmiany niespecyficzne:
neutrofilowa +8, +9, +21, del(20q), del(11q),
del(12p)
BRAK t(9;22) BCR/ABL obecno$¢ fuzji BCR/ABL wyklucza
diagnoze,
obecno$¢ fuzji wskazuje na niety-
powa CML z p230
Czerwienica 20% z aberracjami cytogenet. |niemal wszystkie przypadki z aber-
prawdziwa Zmiany niespecyficzne: +8, +9, | racjami rozwijaja MDS/AML;
del(20q), del(13q), del(9p)
BRAK t(9;22) BCR/ABL obecno$¢ fuzji BCR/ABL wyklucza
W progresji: diagnoze;
>95% mutacja JAK2
Nadplytkowosé 5-10% z aberracjami jesli widoczne 5q- nalezy réznico-
samoistna Zmiany niespecyficzne: wac z MDS
+8, 5q-, del(9q), 20q-,
BRAK t(9;22) BCR/ABL obecno$¢ fuzji BCR/ABL wyklucza
diagnoze
Przewlekla del(4)(q12)* diagnostyczne, wskazanie do lecze-
biataczka fuzja FIP1L1/PDGFRA nia inhibitorami kinaz
eozynofilowa

Ostra bialaczka

t(15;17)(q22;q12)

diagnostyczne, dobre rokowanie,

szpikowa z t(15;17) |fuzja PML/RARA wskazanie do leczenia ATRA

Ostra biataczka 1(8;21)(q22;922) diagnostyczne, dobre rokowanie;

szpikowa z t(8;21) |fuzja RUNXI/RUNXITI tylko mutacja KIT pogarsza roko-
(AMLI1/ETO) wanie

Ostra biataczka t(6;9) (p23;q34)* diagnostyczne, zte rokowanie

szpikowa fuzja DEK/INUP214(CAN)

2 1(6;9) (p23;g34)

*niewidoczne (lub trudne do uchwycenia) w badaniu kariotypowym

W diagnostyce hematoonkologicznej cytogenetyczne metody diagnostyczne
stosowane sg zwykle réwnolegle, poniewaz ekspertyza uzyskana przy uzyciu jed-
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nej z nich moze by¢ niewystarczajaca lub niepelna. Precyzyjna ocena statusu
wybranych genéw w technice FISH nie méwi nic o ewentualnie istniejacych
w komorce innych aberracjach, za$ cato$ciowa informacja uzyskana podczas ka-
riotypowania jest znacznie mniej szczegoétowa ze wzgledu na stosunkowo niska
rozdzielczo$¢ metody. Szczegélnie w przypadku diagnozy r6znicowej badz nie-
pewnosci co do rozpoznania, dopiero uzupelniajace sie wyniki kariotypowania
i-FISH pozwalajg na uzyskanie miarodajnej opinii. W okre$lonych rozrostach he-
matologicznych zaakceptowano okreslony tryb postepowania diagnostycznego,
gdzie obecnos$¢ (lub brak) okreslonej aberracji w podstawowym badaniu kario-
typu obliguje diagnoste do poszukiwarn okreSlonych aberracji metoda FISH [17].

13.4.1. Przykladowa diagnostyka

Diagnoza przewlektej biataczki szpikowej wymaga potwierdzenia obecno-
§ci specyficznej translokacji t(9;22)(q34ql1l) w badaniu kariotypu (cytogene-
tyka klasyczna), gdzie wyr6znia sie nieprawidtowe kopie chromosoméw 9 i 22
(Rycina [13.1). Fuzje genowa BCR/ABL ujawnia si¢ w badaniu technikgq FISH
(Rycina [13.2]A), a patognomoniczny produkt biatkowy - w badaniu zréznicowa-
nymi technikami PCR (ang. polymerase chain reaction). Wykazanie obecno$ci
tych zmian potwierdza diagnoze przewleklej bialaczki szpikowej, za$ ich brak —
definitywnie wyklucza rozpoznanie CML (Rycina[I3.3).

KARIOTYP
Analiza metafaz BRAK
20-30 METAFAZ

Brak t(9;22) ; i-FISH FISH
[nietypowezmiany] [ t(9’22) ] [ BCR/ABL+ ] [ BCR/.ABL- ]
A4
FISH | WYNIK:
BCR/ABL- o nie-CML
FISH > WYNIK:
BCR/ABL+ g CML

{

WDROZENIE LECZENIA ITK

Rycina 13.3: Schemat analizy cytogenetycznej w przewleklej biataczce szpikowe;j.

Typowg translokacje t(9;22)(q34ql1) lub jej warianty wykrywa sie w badaniu
kariotypowym u okoto 90% pacjentéw z CML. Jesli jednak nie uzyska sie meta-
faz lub jesli nie stwierdzi sie obecno$ci oczekiwanej aberracji — konieczne jest
uzupelnienie oceny technika FISH z sonda znakujaca geny BCR i ABL. Bada-
nie FISH jednoznacznie wykrywa obecno$¢ genu fuzyjnego. W komérkach bia-
taczkowych znakowanie BCR/ABL+ ujawnia sie zaréwno w jadrach interfazowych
(i-FISH) jak i w metafazach z nietypowymi aberracjami, prowadzacymi do ukry-
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tej (niewidocznej w kariotypie) fuzji genowej. Fuzja (BCR/ABL+), w przypadkach
CML z brakiem translokacji t(9;22), powstaje zwykle w wyniku insercji genu ABL
w poblize genu BCR na chromosomie 22. Wéwczas to, pozornie morfologicznie
normalny chromosomom 22 produkuje chimeryczne biatko BCR/ABL.

W diagnostyce przewleklej biataczki szpikowej nalezy jednak dazy¢ do peinej
oceny kariotypu, ktéra pozwalaja na réwnoczesne wykrycie ewentualnych zmian
wtérnych. Oznaczona w trakcie diagnostyki cytogenetycznej aberracja pierwotna
jest tez indykatorem przebiegu choroby i odpowiedzi na leczenie. Odsetek kom6-
rek z translokacjg (9;22) lub fuzja BCR/ABL okresla stopieni remisji cytogenetycz-
nej, obligatoryjnie oznaczany w trakcie leczenia.

Genetyczne zdefiniowanie choroby nowotworowej jest niezbedne w przy-
padku stosowania nowej strategii leczenia: terapii celowanej. Leczenie celowane
to farmakologiczne oddzialywanie na cele czasteczkowe, majace zasadnicza role
w powstawaniu i rozwoju danego nowotworu. Lek molekularnie celowany ata-
kuje wybiérczo komérki nowotworu, nie powodujac uszkodzen komérek prawi-
dlowych. Pierwszym skutecznym lekiem tej grupy byt Imatinib (inne nazwy Gli-
vec, Gleevec),inhibitor kinazy tyrozynowej, stosowany dzi§ powszechnie w lecze-
niu pacjentéw z przewlekla biataczkq szpikowa. Zatem brak celu komérkowego
(nieprawidtowego biatka BCR/ABL) w przypadku zastosowania ITK w nie-CML
skutkowa¢ bedzie niepowodzeniem leczenia. Detekcja obecnosci translokacji
t(9;22)(q34;q11) z fuzjq BCR/ABLI jest wiec nie tylko niezbednym warunkiem pra-
widlowej diagnozy, ale tez warunkiem wdrozenia skutecznego leczenia [18].

13.5. Podsumowanie

Wykrycie i okreslenie sktadu aberracji kariotypowych, poparte zdefiniowa-
niem zaburzern genowych metodami cytogenetyki molekularnej, pozwala na
okres$lenie rodzaju genetycznych zmian wystepujacych w badanych komérkach
nowotworu. Informacja ta ma podstawowe znaczenie w diagnostyce wiekszo$ci
biataczek i chtoniakéw. Optymalizacja procedur stosowanych wlaboratoriach cy-
togenetycznych ma zatem w hematoonkologii kluczowe znaczenie dla powodze-
nia leczenia.

Literatura

(1] Sverdlow S.H., Campo E., Harris N.L. i wsp. (red.): WHO classification of tumours of
haematopoietic and lymphoid tissues. IARC Press, Lyon, 2008.

[2] Tjio].H., Levan A.: The chromosome number of man. Hereditas. (42), 1956: 1-6

[3] Schaffer L.G., Slovak M.L, Campbell L.J (eds): ISCN. An International System for Hu-
man Cytogenetic Nomenclature. Karger, Basel, 2009

[4] Wang H.C,, Fedoroff S.: Banding in human chromosomes treated with trypsin. Na-
ture New Biol. (235), 1972: 52-54

[5] E.C.A. Permanent Working Group for Cytogenetics Society, Acess July 2012.
http://www.eurogentest.org/web/info/public/unitl/guidelines/
cytogenetics/index.xhtml

143


http://www.eurogentest.org/web/info/public/unit1/guidelines/cytogenetics/index.xhtml
http://www.eurogentest.org/web/info/public/unit1/guidelines/cytogenetics/index.xhtml

13. Badania technikami cytogenetyki klasycznej ...

(6]

144

Pienkowska-Grela B. (red): Analiza cytogenetyczna w nowotworach hematoonkolo-
gicznych. Poradnik. Sekcja Cytogenetyki Hematoonkologicznej PTGC, Warszawa
2004

Pinkel D., Straume T., Gray J.W.: Cytogenetic analysis using quantitative high
sensitivi-ty, fluorescence hybridization. Proc Natl Acad Sci USA (83), 1986: 2934-2938
Nowell PC., Hungerford D.A.: A minute chromosome in human granulocytic leuke-
mia. Science 1960; 132: 1497

Rowley J.D.: The critical role of chromosome translocations in human leukemias.
Annu Rev Genet 1998; 32: 495-519

Heisterkamp N., Groffen J.: Molecular insights into the Philadelphia translocation.
He-matol Pathol. 1991; 5(1): 1-10

Heerema N.A., Harbott J., Galimberti S. i wsp.: Secondary cytogenetic aberrations
in childhood Philadelphia chromosome positive acute lymphoblastic leukemia are
nonrandom and may be associated with outcome. Leukemia, 2004; 18: 693-702
Dwilewicz-Trojaczek J., Deptata A., Hellmann A., Madry K., Podolak-Dawidziak M.,
Warzocha K.: Diagnostyka, klasyfikacja i leczenie zespoléw mielodysplastycznych:
zalece-nia ekspertéw polskich. Acta Haematol. Pol. (41), 2010: 101-114

Hotowiecki J.: Nowotwory z limfoidalnych komérek prekursorowych. Ostre biataczki
limfoblastyczne w Krzakowski M. (red). Zalecenia postepowania diagnostyczno-
terapeutycznego w nowotworach zlosliwych. Via Medica,Warszawa, 2009

Galazka K., Mioduszewska O., Maryniak R., Ziarkiewicz-Wréblewska B., Rymkiewicz
G., Piefikowska-Grela B. i wsp: Podstawowe zasady i organizacja diagnostyki patolo-
gicznej chtoniakéw. Polish Journal Pathology, 58(3), 2007: 1-14

Hotlowiecki J.: Ostre biataczki szpikowe (Polska Grupa ds. Leczenia Biataczek u Do-
rostych — PALG). Zalecenia postepowania diagnostyczno-terapeutycznego w nowo-
tworach ztosliwych, 2009

Preizner W., Sacha T., Salamanczuk Z., Piefikowska-Grela B., Haus O., Hellmann A.:
Standard postgpowania diagnostycznego i terapeutycznego u chorych z przewlekla
biatacz-ka szpikowa w Polsce. Acta Hematologica Polonica (30), 2008: 107-122
Haferlach C., Rieder H., Lillington D.M., Dastugue N., Hagemaijer A., Harbott J.
i wsp.: Proposal for standarization protocols for cytogenetic analyses of AML, CLL,
CML CMD i MDS, Genes Chromosom Cancer 2007, 46: 494-499

Recommendations European LeukemiaNet for the Management of CML.
Update2010. |http://www.eutos.org/content /home/news/download material/
el023/1infoboxCon-tent1024/PocketCard_2010_final.pdf


http://www.eutos.org/content/home/news/download_material/e1023/infoboxCon-tent1024/PocketCard_2010_final.pdf
http://www.eutos.org/content/home/news/download_material/e1023/infoboxCon-tent1024/PocketCard_2010_final.pdf

RozDziAL

ABERRACJE STRUKTURALNE DNA
W NOWOTWOROWYCH ROZROSTACH
Z KOMORKI MACIERZYSTE] HEMATOPOEZY

Marta Libura, Marta Przestrzelska, Marta Wiesik,
Karolina Karabin, Patrycja Rybarczyk, Albert Moskowicz

Pracownia Diagnostyki Molekularnej BKK Klinika Hematologii, Onkologii
i Choréb Wewnetrznych SPCSK WUM Warszawa

Streszczenie

W ostatnich latach dokonat sie istotny postep w leczeniu hematologicznych roz-
rostbw nowotworowych. Postep ten nie bylby mozliwy bez rozwoju diagnostyki.
Diagnozowanie molekularnego podloza choroby, w tym z zastosowaniem wysoko-
rozdzielczych technik genetycznych, umozIliwia z jednej strony podjecie wlasciwych
decyzji terapeutycznych, z drugiej, stratyfikuje prognoze i pozwala na wlaczenie
badz odstapienie od agresywnych procedur. Wiekszos¢ stosowanych w diagnostyce
molekularnej metod oparta jest o laiicuchowg reakcje polimerazy (ang. polyme-
rase chain reaction, PCR) z nastgpowa wizualizacja produktéw PCR. W zalezno$ci
od typu aberracji: i) aberracje zwigzane z przemieszczeniem duzych fragmentéw
DNA (np. translokacje chromosomowe); ii) mutacje wewnatrzgenowe, stosuje sie
r6zne techniki wizualizacji. Produkty amplifikacji genéw fuzyjnych sa poddawane
wizualizacji w Zzelu agarozowym, podczas gdy detekcja np. substytucji pojedynczego
nukleotydu wymaga zastosowania sekwenatora, umozliwiajacego okreslenie zmian
genetycznych z rozdzielnoSciag do 1 pary zasad. Obok etapu diagnostycznego, tech-
niki molekularne znajduja swoje zastosowanie w monitorowaniu postepéw lecze-
nia, w szczeg6lnosci w §ledzeniu choroby resztkowej. Jest to mozliwe dzieki wysokiej
czutodci reakcji PCR, ktéra umozliwia wykrycie 1 komérke chorg na milion komé-
rek zdrowych. Poniewaz lista marker6w molekularnych ciagle rosnie, niezbednym
jest proces standaryzacji oraz doboru do rutynowych oznaczen jedynie tych aberra-
cji, ktorych znaczenie prognostyczne zostato potwierdzone w ramach wielooSrod-
kowych préb klinicznych.

Stowa kluczowe: PCR, genetyka, diagnostyka molekularna, geny fuzyjne, rearanzacje
wewngtrzgenowe



14. Aberracje strukturalne DNA w nowotworowych rozrostach ...
14.1. Wstep

Punktem wyj$ciowym dla kazdego rozrostu nowotworowego jest powstanie
mutacji DNA, ktéra w nastepstwie zmienia funkcje genéw zyciowo waznych.
Aberracja DNA w swoim nastepstwie inicjuje proces transformacji nowotworo-
wej tj. okre§lone zmiany fenotypu komoérki, prowadzace do niekontrolowanych
podzialéw, bloku ré6znicowania oraz zahamowania odpowiedzi na bodZce apop-
totyczne. W procesie transformacji dochodzi do zaburzeni wielu szlakéw metabo-
licznych komérki m.in. procesu metylacji DNA, ekspresji gen6w oraz mikro-RNA,
procesu rozkladania biatek (tzw. turnover).

Podloze genetyczne rozrostéw hematologicznych jest wysoce heterogenne.
Wiele zmian genetycznych nie zostato z pewno$cia do tej pory opisanych. Struk-
turalne aberracje materiatu genetycznego, odpowiedzialne za transformacje ko-
morki macierzystej hematopoezy sg klasyfikowane jako: i) aberracje zwiazane
z przemieszczeniem duzych fragmentéw DNA (tzw. ,duze” aberracje) - wi-
doczne pod mikroskopem $wietlnym w klasycznym badaniu cytogenetycznym
jako translokacje chromosomowe, duze delecje, inwersje, insercje etc; ii) mu-
tacje wewnatrzgenowe, ktére pozostaja niewidoczne w mikroskopie swietlnym
(tzw. kariotyp prawidlowy; normal kariotype NK), i polegaja na zmianach se-
kwencji w obrebie jednego genu: mikro-delecje, -inwersje, -insercje —duplikacje,
mutacje punktowe. O ile ,duze” aberracje materialu genetycznego sg technicz-
nie prostsze w analizie, o tyle detekcja rearanzacji wewnatrzgenowych — wymaga
bardziej skomplikowanych metod, czesto zakladajacych rozdzielczo$¢ na pozio-
mie jednej pary zasady. Metody umozliwiajace detekcje ,duzych” aberracji to:
i) metody cytogenetyczne oraz ii) molekularne oparte o taricuchowg reakcje poli-
merazy (ang. polymerase chain reaction, PCR) z nastepowa wizualizacja produk-
téw PCR w Zelu agarozowym. Ta ostatnia metoda umozliwia detekcje jedynie
translokacji, w tym tych, ktére prowadza do ekspresji genéw fuzyjnych. Nato-
miast przy pomocy PCR nie mozliwa jest detekcja ubytkéw lub amplifikacji mate-
riatu genetycznego (duze delecje, amplifikacje, insercje etc), ktére podlegaja de-
tekcji metodami cytogenetyki klasycznej. Badanie genéw fuzyjnych przy pomocy
PCR wydaje sie prostym zadaniem, poniewaz detekcji podlega patologiczny pro-
dukt, ktéry nie wystepuje w zdrowej komoérce. Stad badanie metoda PCR osiaga
tuwysoka czutoéé (do 1076 tj. 1 komérka patologiczna na 1 000 000 komérek zdro-
wych), co wykorzystywane jest w monitorowaniu choroby resztkowej (ang. mini-
mal residual disease, MRD). Natomiast aberracje wewnatrzgenowe dotycza ma-
tego obszaru DNA - czesto pojedynczej zasady, i wystepuja najczesciej w jednym
allelu badanego genu (heterozygota). Detekcja polega zatem na ocenie patolo-
gicznej sekwencji genu, kt6éry wspolistnieje w mieszaninie czasteczek DNA/RNA
o prawidtowej sekwenciji (tzw. dziki allel; wildtype); stad wymagane sa metody
o stosunkowo duzej rozdzielczosci, ale przez to o nizszej czutosci jesli chodzi
o ilo$ciowe proporcje aberracji w badanym materiale. Wsréd tych metod sekwen-
cjonowanie pozostaje technikq referencyjng (czuto$¢ waha sie w przedziale 10% -
20%). Natomiast do metod przesiewowych nalezy wysokosprawna denaturujaca
chromatografia cieczowa (dHPLC), wysokorozdzielcza analiza krzywych topnie-
nia amplikonéw (HRM), analiza dtugosci fragmentéw (GeneScan; dotyczy aber-
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14.2. Diagnostyka molekularna ,duzych” aberracji w ostrej biataczce szpikowej (OBSZ)

racji dtugoséci, za wyjatkiem mutacji punktowych), analiza fragmentéw restryk-
cyjnych (RFLP), elektroforeza w podwoéjnym gradiencie gestosci i czynnika de-
naturujacego (DGGE), konformacyjny polimorfizm jednoniciowego DNA (SSCP),
PCR z zastosowaniem allelo-specificznego primeru (ASO-PCR) i inne [1]. Dodat-
kowo, w grupie chorych z NK doktadniejszy wglad w anomalie submikroskopowe
jest mozliwy dzieki nowym technikom molekularnym, takim jak metoda mikro-
macierzy polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide poli-
morphism arrays, aSNP).

Jednostkami chorobowymi omawianymi w tym rozdziale sg te rozrosty he-
matologiczne, dla ktérych oznaczanie wybranych aberracji genetycznych po-
siada udokumentowane znaczenie kliniczne, a dodatkowo mozliwos$ci ich badan
mieszczg sie w publicznym budzecie przewidzianym dla rutynowych oznaczen
diagnostyki molekularnej. Chorobami, ktére na dzisiejszy dzien spelniajg te kli-
niczno - ekonomiczne kryteria sa w gtéwnej mierze: przewlekla i ostra biataczka
szpikowa (PBSz, OBSz), jak réwniez ostra biataczka limfoblastyczna (OBL).

14.2. Diagnostyka molekularna ,,duzych” aberraciji
w ostrej bialaczce szpikowej (OBSZ)

W OBSz proces nowotworowy wywodzi sie z komérek progenitorowych szpiku
poprzez zaburzenie dwdch proceséw: proliferacji i réznicowania. Wedtug teorii
»dwoch uderzen” (ang. fwo-hit model of leukemogenesis) do rozwoju petlnoobja-
wowej OBSz dochodzi w dwdch etapach: z jednej strony aktywacji receptorowych
kinaz tyrozynowych (ang. tyrosine kinase, TK), kodowanych np. przez geny FLT3,
C-KIT oraz mutacji genéw czynnikéw transkrypcyjnych (CBF, MLL, RARA, EVI1,
CEBPA, TEL, itd.), ktére blokuja dojrzewanie progenitoréw, ze znikomym wpty-
wem na ich proliferacje [2,3].

Klasyczny podziat OBSz powstaly w oparciu o wyniki badania cytogenetycz-
nego umozliwia wyodrebnienie trzech grup chorych o r6znym rokowaniu [4]:
chorzy z korzystnym (15-30% OBSz), niekorzystnym (10-30%) oraz poSrednim ro-
kowaniem (40-60% OBSz).

Klasyczne aberracje korzystnie rokujace, (t(8;21)/AMLI1-ETO; inv(16)/ CBF(3-
MYH]11, lub t(16;16); oraz t(15;17)) definiuja w miare jednorodna grupe biataczek
o morfologii odpowiednio M2 (OBSz z cechami dojrzewania), M4Eo (ostra bia-
taczka mielomonocytowa z zaburzeniami eozynocytopoezy), oraz M3 (ostra bia-
taczka promielocytowa). Na osobng uwage zastuguja biataczki z rearanzacjg genu
CBFa lub CBFp, czyli wykazujace ekspresje genéw fuzyjnych: AML1/CBFa-ETO
(inna nazwa genéw wchodzacych w sklad tej fuzji genowej: to RUNXI1-RUNXITI)
lub CBF-MYH]11. Biataczki te zwane sg core binding factor OBSz (CBF-OBSz)
i, pomimo ze wykazuja r6znice w fenotypie (M2 vs M4Eo), mechanizm ich trans-
formacji oraz rokowanie sg zblizone. Translokacja t(15;17)(q22;q12-21) PML-
RARA odpowiada za molekularne przyczyny powstania ostrej biataczki promie-
locytowej (OBSz M3). Gen RARA koduje receptor kwasu a-retinowego, stad
w terapii bialaczki promielocytowej wykorzystywany jest preparat ATRA (all-
trans retinoic acid). Bardzo rzadkimi przypadkami biataczek, w ktérych bie-
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rze udzial gen receptora kwasu a-retinowego (RARA) sg m.in. t(5,17)(q35;q21)/
NPM1-RARA oraz t(11,17)(q13;q21)/ NUMA-RARA - oba bialka zwigzane z wraz-
liwo$cig na ATRA, jak réwniez wariant oporny na leczenie kwasem retinolowym:
t(11;17)(g23;q21)/ PLZF-RARA [5].

Do niekorzystnie rokujacych aberracji zalicza sie m.in. aberracje obejmu-
jace gen MLL (11g23), delecje dlugich ramion i monosomie chromosoméw
51 7 (-5/5q-, -7/7q-), translokacje 3921 i 3q26, t(6;9)(p23;q34)/ DEK-CAN,
t(8;16)(p11;p13)/ MOZ-CBP oraz mnogie aberracje chromosomowe, sktadajace
sie na tzw. kariotyp zloZzony. Z przedstawionych powyzej aberracji jedynie fuzje
genu MLL, DEK-CAN, MOZ-CBP s3 oznaczane metodami molekularnymi, pod-
czas gdy reszta zmian podlega detekcji w rutynowo zlecanym badaniu cytogene-
tycznym.

Chorzy z prawidlowym kariotypem, bez widocznych w mikroskopie $wietl-
nym aberracji wykazuja posrednie ryzyko nawrotu choroby.

14.3. Rozszerzona diagnostyka rearanzacji
wewnatrzgenowych w biataczkach NK-OBSz

Ostatnie badania wykazaly, ze zaréwno w grupie chorych z prawidtowym ka-
riotypem (ang. normal kariotype, NK) chorzy moga by¢ poddani dalszej gene-
tycznej stratyfikacji rokowania z zastosowaniem metod diagnostyki molekular-
nej [3]. W obrebie podgrupy NK-OBSz najczesciej wystepujaca mutacja dotyczy
genu NPM1I (45-60% populacji NK-OBSz), kodujacego nukleofosmine. Mutacje
NPM1 stanowig czynnik rokowania korzystnego, z wyjatkiem sytuacji, gdy muta-
cjawspotwystepuje z wewnetrzna tandemowa duplikacja w genie FLT3 (ang. FLT3
internal tandem duplication, FLT3-1TD). Korzystne rokowanie wykazuja zatem
jedynie pacjenci NPM1(+)/ FLT3-ITD (-) [6].

Zmiany w sekwencji genu CEBPA wystepuja u 5-10% chorych z NK-OBSz.
Niewielkie delecje i insercje oraz mutacje punktowe dotycza regionu C- i N-
koricowego biatka, prowadzac do zaburzenia jego funkcji i w zwigzku z tym do
zablokowania dojrzewania neutrofilow. Chorzy z aberracjami CEBPA zlokalizo-
wanymi na obu allelach genu charakteryzujg sie szczeg6lnie dobra prognoza kli-
niczng, podczas gdy mutacje monoalleliczne wydaja sie nie mie¢ wptywu na ro-
kowanie [7].

Obok znacznikéw molekularnych charakteryzujacych sie korzystnym roko-
waniem w populacji NK-OBSz zidentyfikowano réwniez szereg marker6w mo-
lekularnych skorelowanych ze ztym rokowaniem, a lista ta jest stale uzupetniana
o nowe doniesienia. Z listy tej najwazniejszg aberracja jest FLT3-ITD, ktéra wy-
stepuje w 35-45% populacji chorych z NK-OBSz. Do mutacji tej dochodzi w eks-
onach 14-15, ktére koduja domene transbtonowg receptora. Na skutek duplika-
cji pojawiajg sie zmiany konformacyjne, prowadzace do autosforylacji receptora
i wzmozonej proliferacji komérek blastycznych. Obecno$¢ FLT3-ITD wiaze sie ze
zwiekszonym prawdopodobieristwem niepowodzenia terapii i wznowy choroby.
Odpowiedz na leczenie u chorych dodatkowo réznicuje stosunek ilo$ciowy allela
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zmutowanego do allela typu dzikiego. Szczeg6lnie niekorzystna prognoza cha-
rakteryzuje pacjentéw z przewagg allela zmutowanego [8].

Czesciowa duplikacja genu MLL (MLL-PTD) stanowi kolejny marker nieko-
rzystnego rokowania, wystepujacy u ok. 10% chorych z grupy NK-OBSz. Dupli-
kacja wystepuje pomiedzy eksonem 1, a 8 i powoduje konstytutywny wzrost pro-
liferacji oraz potencjalu odnawiania sie komérek macierzystych hematopoezy.

Wewnatrzgenowe rearanzacje w NPM1i/lub CEBPA zostaly okreSlone w ostat-
niej wersji klasyfikacji WHO (2008) jako tzw. podjednostki robocze. Wg zale-
cen grupy ELN (European Leukemia Net) rutynowa diagnostyka molekularna po-
winna obejmowac mutacje w genach NPM1, CEBPAi FLT3u chorych z NK-OBSz.
Dodatkowo, obok wymienionych aberracji, nowe markery prognostyczne w gru-
pie chorych z NK-OBSz staty sie przedmiotem prac badawczych, m.in. mutacje
w genach: WTI1 (ok. 10-15% NK-OBSz), RUNXI, IDHI oraz IDH2, jak réwniez
TET?2 - kojarzone z niekorzystnym rokowaniem klinicznym w wybranych pod-
grupach genetycznych NK-OBSz [9]. Ciekawym faktem jest obserwacja, iz geny
IDH]1/2 oraz gen TET2 sa zwiazane bezposrednio z procesem metylacji DNA, in-
gerujac w sposob posredni w ekspresje genéw zyciowo waznych dla komorki.

14.4. Diagnostyka genetyczna w ostrej bialaczce
limfoblastycznej (OBL)

Ostre bialaczki limfoblastyczne stanowig heterogenna grupe chor6b nowo-
tworowych, wystepujacych u dzieci i dorostych. OBL charakteryzujg liczne zabu-
rzenia genetyczne, ktore definiujg jej poszczeg6lne podtypy, réznigce sie od sie-
bie pod wzgledem cytomorfologii, immunofenotypu, a takze odpowiedzi na tera-
pie i ryzyka nawrotu. Genetyka OBL zwiazana jest z zaburzeniem procesu wcze-
snego réznicowania komorki limfocyta, na etapie rearanzacji faricucha immuno-
globulin lub receptoréw TCR. Odsetki poszczegélnych podtypéw genetycznych
réznig sie u dzieci oraz u dorostych. Na podstawie charakterystyki immunofeno-
typowej wyr6znia sie B-prekursorowg OBL (B-OBL) oraz ostra biataczke limfobla-
stycznag z linii komérek T (T-OBL). W OBL linii B-komérkowej, ktéra stanowi zde-
cydowana wiekszo$¢ wszystkich biataczek limfoblastycznych, stwierdza sie wy-
stepowanie kilku podklas genetycznych [10]. NajczeSciej pojawiajaca sie translo-
kacja chromosomowa u dorostych pacjentéw z OBL (ok. 30% przypadkéw), a tym
samy majaca najwieksze znaczenie w rutynowej diagnostyce molekularne;j - jest
chromosom Philadelphia (Ph) powstajacy w wyniku aberracji t(9;22)(q34;q11).
Aberracji towarzyszy ekspresja genu fuzyjnego BCR-ABLI, ktéry koduje konstytu-
tywnie aktywny enzym - kinaze tyrozynowa BCR-ABL1 [11]. U dzieci odsetek bia-
taczek Ph(+) OBL wynosi 5%. W obrebie genu BCR istnieje kilka miejsc ztamania:
jezeli dojdzie do niego w tzw. wiekszym miejscu ztamania M-BCR (major BCR),
powstaje biatko p210; w miejscu mniejszego ztamania m-BCR (minor BCR) po-
wstanie biatko p190. U wiekszo$ci chorych na ostrg biataczke limfoblastyczng po-
wstaje biatko p190 (m-BCR). Pojawienie sie transkryptu BCR-ABLI u pacjentéw
z OBL $wiadczy o ztym rokowaniu. Pozostale podgrupy zwiazane sa z obecno-
§cig aberracji: t(12;21)/ TEL-AMLI, rearanzacji MLL, t(1;19)/ E2A-PBX1, wystepo-

149



14. Aberracje strukturalne DNA w nowotworowych rozrostach ...

waniem hiperdiploidii >50 chromosoméw, hipoploidii, jak réwniez rzadka ano-
malig jaka jest wewngtrzchromosomalna amplifikacja chromosomu 21 (iIAMP21).
Detekcja trzech ostatnich aberracji genetycznych jest mozliwa z pomocg tech-
nik cytogenetycznych, lub cytofluorymetrii (hipo- i hiperploidia). Obok t(9;22)/
BCR-ABLI, sposr6d wymienionych aberracji do niekorzystnie rokujacych zmian
zaliczamy: translokacje genu MLL, t(1;19)/ E2A-PBX1, wewnatrzchromosomalng
amplifikacje chromosomu 21 (JAMP21). Aberracje te odpowiadaja u dzieci za
ok. 10% wszystkich B-OBL, podczas gdy u dorostych za ok. 25-35%. Badania
wykazatly, ze dodatkowo ok. 10-15% przypadkéw z B-OBL bez zaburzen na po-
ziomie cytogenetycznym (tzw. kariotyp prawidtowy udokumentowany w klasycz-
nym badaniu cytogenetycznym, NK-OBL) réwniez wykazuje niekorzystne roko-
wanie. W grupie biataczek NK-OBL, podobnie jak w przypadku NK-OBSz, pogte-
biona charakterystyka molekularna pozwolita na dalszg stratyfikacje rokowania
wraz z identyfikacja rearanzacji wewnatrzgenowych zwigzanych ze zwiekszonym
ryzykiem nawrotéw [12]. Szczegdblnie niekorzystne rokowniczo znaczenie przy-
pisuje sie mutacjom w obrebie genu IKZF1 (IKAROS). Biataczka NK B-OBL ce-
chujaca sie mutacja genu IKZF1 zostala wyodrebniona jako nowy podtyp B-OBL
o nazwie: BCR-ABLI-like OBL [13]. Okazuje sie bowiem, Ze ta grupa OBL przed-
stawia profil ekspresji genéw podobny do reprezentowanego przez biataczki B-
OBL BCR-ABLI-pozytywne, z tg r6znica, ze nie wykrywa sie w nich translokacji
t(9;22). Bialaczka BCR-ABLI-like OBL wykazuje rokowanie zblizone do BCR-ABLI
(+) B-OBL. Jak wskazujq powyzsze dane, diagnostyka mutacji IKZF1 w ramach ru-
tynowych oznaczen u chorych z B-OBL moze przedstawiac kliniczne znaczenie
dla pacjenta. Jednak detekcje rearanzacji wewnatrzgenowych IKZFI nie nalezg
do prostych technicznie, ich diagnostyka w formie testéw przesiewowych jest
w trakcie dopracowywania. W diagnostyce molekularnej biataczki OBL pocho-
dzacej z komorek T, szczeg6lne znaczenie z punktu widzenia klinicznego przed-
stawia translokacja NUP214-ABLI angazujaca gen ABLI. Jak zostalo to przedsta-
wione w pierwszej cze$ci powyzszego doniesienia, aberracje genu ABLI sg cha-
rakterystyczne dla PBSz, oraz OBL wywodzacej sie komoérek B. Ekspresja genu
NUP214-ABLI stanowi niespelna 5% przypadkéw z T-OBL, jednak jego detekcja
przy pomocy technik diagnostyki molekularnej pozwala na selekcje pacjentéw,
ktérzy odniosa korzys$¢ z terapii inhibitorami kinazy tyrozynowej TKI [14].

14.5. Diagnostyka oraz monitorowanie choroby
resztkowej w przewleklej bialaczce szpikowej (PBSZ)

Przewlekta bialaczka szpikowa (PBSz) jest nowotworem mieloproliferacyj-
nym, ktérego istota jest klonalny rozrost wielopotencjalnej komérki macierzystej
szpiku kostnego, w 100% wywolany pojawieniem sie chimerowego genu BCR-
ABLI. U ponad 90% chorych na PBSz wystepuje skrécony chromosom 22 zwany
chromosomem Philadelphia, powstajacy w wyniku wzajemne;j translokacji ra-
mion dlugich chromosomu 9 i 22, t(9;22)(q34;q11), ktéry moze by¢ wykrywany
metodami klasycznej cytogenetyki. U chorych na PBSz przewaza typ transkryptu
BCR-ABLI tzw. M-BCR z chimerycznym biatkiem p210. W rzadkich przypadkach
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PBSz miejsce pekniecia znajduje sie blisko korica 3’ (mikro BCR) powstaje wow-
czas biatko p230. Wprowadzony prawie dekade temu imatinib, pierwszy inhibitor
kinazy tyrozynowej (TKI) stat sie lekiem pierwszego wyboru w fazie przewleklej
PBSz, podczas gdy TKI II generacji zwykle preferowane sa w przypadku niepowo-
dzenia leczenia imatynibem [15].

Zanim nadeszta era TKI, oszacowanie skuteczno$ci leczenia na poziomie od-
powiedzi hematologicznej (HR) i cytogenetycznej (CyR) wydawalo sie wystarcza-
jace. Obecnie, zgodnie z rekomendacja ekspertéw ELN monitorowanie odpowie-
dzi na imatinib dokonuje si¢ takze poprzez ocene odpowiedzi na poziomie mole-
kularnym (MolR). Szeroko stosowanym narzedziem do monitorowania minimal-
nej choroby resztkowej (ang. minimal residual disease, MRD) u pacjentéw z PBSz
jest technika iloSciowej polimerazowej reakcji faticuchowej w czasie rzeczywi-
stym (RQ-PCR), ktdra jest bardzo czulym narzedziem, pozwalajacym wykry¢ 1 ko-
morke biataczkowa na 100 000 zdrowych (tj. okoto 3-log czulsza niz standardowe
techniki cytogenetyczne). Z uwagi na duze znaczenie kliniczne monitorowa-
nia genu BCR-ABLI podczas miedzynarodowej konferencji w Bethesda w 2005
osiagnieto konsensus w sprawie ilo§ciowego przedstawiania wynikéw. Ustalono,
ze wszystkie wyniki bedg wyrazane w jednolitej miedzynarodowej skali nume-
rycznej IS, ktérej punkty referencyjne zaproponowane w badaniu IRIS stanowia:
standardowa linia bazowa definiowana jako 100% BCR-ABLI'S oraz standardowa
warto$¢ MMolR (major molecular response) bedaca redukcja transkryptu o 3-log
wzgledem linii bazowej tj. 0,1% BCR-ABLI" [16]. Badanie IRIS wykazalo, ze osia-
gniecie MMolIR w 12 miesiacu leczenia byto zwigzane ze 100% prawdopodobien-
stwem przezycia wolnego od transformacji w 60 miesigcu [17]. Wg konsensusu
podjetego przez grupe ELN oznaczenia poziomu transkryptu BCR-ABLI u cho-
rych leczonych inhibitorami TKI przeprowadza sie we krwi wg nastepujgcego
schematu: co 3 m-ce od poczatku leczenia, az do osiagniecia wiekszej odpowie-
dzi molekularnej (MMolR), a nastepnie co 6 m-cy.

Trudno$ci w poréwnywaniu wynikéw miedzy laboratoriami, spowodowane
m.in. zr6znicowaniem stosowanych metod RQ-PCR - stworzyly konieczno$¢ mie-
dzylaboratoryjnej harmonizacji wynikéw badania RQ-PCR BCR-ABLI. Podczas
miedzynarodowej konferencji w Bethesda zaproponowano réwniez wprowadze-
nie miedzynarodowego czynnika korygujacego (CF) specyficznego dla kazdego
oSrodka. Stad konwersja warto$ci uzyskanych do IS przebiega wg wzoru: BCR-
ABLI/gen kontrolny (np. ABL, GUS) x 100% x CF = BCR-ABLI'S.

Eksperci podczas konferencji Bethesda w 2005 uznali réwniez badanie muta-
cji punktowych w domenie kinazowej jako standardowe badanie w ramach moni-
torowania odpowiedZ na TKI. Badania przesiewowe w kierunku mutacji w dome-
nie kinazowej (KD) kinazy tyrozynowej BCR-ABL sg rekomendowane przez ENL
w przypadku niepowodzenia leczenia imatinibem lub suboptymalnej odpowie-
dzi [18].

151



14. Aberracje strukturalne DNA w nowotworowych rozrostach ...

14.6. Aberracje genetyczne lezace u podloza przewleklych
nowotworéw mieloproliferacyjnych Ph(-)

Badania z zastosowaniem modelu zwierzecego wykazaly, ze u podtoza wszyst-
kich PNM lezy mutagenna aktywacja kinaz tyrozynowych, bez komponenty
bloku dojrzewania. U czlowieka, przykladem genéw aktywowanych mutagen-
nie w PNM sg takie TK, jak: ABL, PDGFRf, PDGFRa, JAK2, C-KIT [19]. Obok
klasycznego przyktadu przedstawionej juz wczeéniej bialaczki PBSz z ekspresja
genu BCR-ABLI, pozostale Ph(-) PNM charakteryzuja sie obecnoécig albo trans-
lokacji chromosomowej z towarzyszacym genem fuzyjnym, albo rearanzacji we-
wnatrzgenowej z udziatem wyzej wymienionych TK. Przykladem jest aberracja
t(5;12)(q31;p13)/ FIP1L1-PDGFRa, ktoéra wystepuje w przewlektej biataczce eozy-
nofilowej, lub t(5;12)(q33;p13)/ TEL-PDGFRf towarzyszaca przewlektej bialaczce
mielomonocytowej. Detekcja obu genéw fuzyjnych kodujacych receptor dla ptyt-
kowego czynnika wzrostu, cho¢ rzadko stwierdzana w laboratoryjnej praktyce -
pozwala ustali¢ wskazanie do rozpoczecia terapii preparatem TKI. W przypadku
przewleklej biataczki eozynofilowej, ze wzgledu na jej szczeg6lnie niekorzystny
przebieg kliniczny, zwigzany z destrukcyjnym wptywem mediatoréw tkankowych
wydzielanych przez eozynofile — skuteczna terapia przy pomocy preparatu imati-
nib ma szczegblne znaczenie. Kolejng mutacjg przedstawiajacg praktyczne zna-
czenie diagnostyczne jest mutacja JAK2, zwiazana z locus V617F tego genu. Muta-
cja ta jest pomocna w diagnostyce réznicowej takich podjednostek chorobowych
jak czerwienica prawdziwa (80% pozytywnych przypadkéw), osteomielofibroza
(50% przypadkéw pozytywnych) oraz nadplytkowos¢ samoistna (20% pozytyw-
nych przypadkéw). Mutacje w obrebie genu C-KIT D816V sg kolejnym przykta-
dem aktywujacej mutacji, stwierdzanej w ponad 80% przypadkéw systemowej
mastocytozy. Mutacje zaréwno w genie JAK2, jak i C-KIT stanowig potencjalny
obiekt terapii celowane;j.

14.7. Podsumowanie

W ostatnich latach dokonat sie istotny postep w leczeniu hematologicznych
rozrostow nowotworowych. Postep ten nie bylby mozliwy bez rozwoju diagno-
styki. Diagnozowanie molekularnego podtoza choroby, w tym z zastosowaniem
wysokorozdzielczych technik genetycznych, umozliwia z jednej strony podjecie
wtasciwych decyzji terapeutycznych, z drugiej, stratyfikuje prognoze i pozwala
na wilgczenie badzZ odstapienie od agresywnych procedur. Mimo to, trwatg remi-
sje uzyskuje ciagle jeszcze za maly odsetek chorych. Dodatkowo uboczne skutki
stosowania agresywnych procedur terapeutycznych sg czynnikiem ograniczaja-
cym ich stosowanie u znacznej grupy pacjentéw. Stad diagnostyka molekularna
i genetyczna stanowia olbrzymie wezwanie dla wspoétczesnej medycyny. Z jed-
nej strony dziatka ta jest domeng intensywnych prac naukowych, z drugiej od-
nosi sie do klinicznej sytuacji pacjenta leczonego w ramach w ramach publicz-
nego systemu stuzby zdrowia. Stad, poniewaz lista marker6w molekularnych cia-
gle roénie, finansowanie ich badania w ramach rutynowej diagnostyki powinno
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by¢ poddane weryfikacji i standaryzacji, z uwzglednieniem jedynie tych aberraciji,
ktérych znaczenie prognostyczne zostalo potwierdzone w ramach wieloosrod-
kowych préb klinicznych z uwzglednieniem rodzimych grup pacjentéw danego
kraju.
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Streszczenie

Badanie chimeryzmu poprzeszczepowego to istotna czes$¢ diagnostyki pacjenta
po zabiegu transplantacji alogenicznych komérek krwiotwérczych. Pozwala na
ocene efektywnosci przeprowadzonej procedury oraz umozliwia zidentyfikowanie
ewentualnej wznowy. Badanie to opiera sie na analizie polimorfizméw genetycz-
nych, do ktérych naleza polimorfizmy mikrosaletitarne wykorzystywane w meto-
dzie STR-PCR oraz polimorfizmy typu insercja/delecja — stuzace do identyfikacji
dawcy i biorcy za pomoca Real-Time PCR.

Stowa kluczowe: chimeryzm poprzeszczepowy, STR, Real-Time PCR

15.1. Wstep

Przeszczepienie komoérek krwiotworczych, zar6wno autologicznych (wla-
snych, pobranych od pacjenta) jak i alogenicznych (od dawcy rodzinnego badz
niespokrewnionego) to procedura stosowana w leczeniu choréb ukltadu hema-
topoetycznego oraz niektérych guzéw litych (leczenie wspomagane jest poda-
niem wtasnych komérek krwiotwoérczych). Jest to zabieg mocno obciazajacy or-
ganizm pacjenta i wigze sie z nim szereg powiklan. Naleza do nich komplika-
cje wynikajace z toksycznos$ci stosowanego uwarunkowania przeszczepu, powi-
ktania infekcyjne (w szczegdlno$ci drobnoustrojami oportunistycznymi) oraz od-
rzucenie przeszczepu i wznowa choroby podstawowe;j. Z tego powodu niezwykle
wazna jest diagnostyka, pozwalajaca ocenic¢ kinetyke odnowy immunologiczne;j
pacjenta.

Do metod pozwalajacych na szybka ocene parametréw chorego jest mie-
dzy innymi badanie poprzeszczepowego chimeryzmu, ktore pozwala ustali¢ czy
w badanej prébce pobranej od pacjenta (szpiku badz krwi) znajduja sie prze-
szczepione komorki dawcy. Badanie to prowadzone jest na poziomie genomo-
wego DNA. W wyniku badania mozna stwierdzi¢:
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¢ pelny chimeryzm (ang. complete chimerism, CC) - obserwuje sie, gdy w badanej
prébce pobranej od pacjenta, obecne sg tyko komérki dawcy,

* mieszany chimeryzm (ang. mixed chimerism, MC) to wspoélistnienie komoérek
dawcy i komorek biorcy,

¢ odnowe autologiczna (ang. autologous recovery, AR) to brak chimeryzmu czyli
obecnos¢ jedynie komérek z cechami pacjenta [1].

Najbardziej pozadany jest pelny chimeryzm. Swiadczy on o powodzeniu pro-
cedury przeszczepowej, o przyjeciu sie przeszczepionych komoérek krwiotwoér-
czych dawcy. Wystepuje wéwczas mniejsze ryzyko wznowy u biorcy a tym samym
pacjent wolny jest od progresji choroby (ang. progression-free survival, PFS).

Mieszany chimeryzm moze wystapi¢ we wczesnym etapie po transplantacji,
szczegOlnie u pacjentéw, u ktérych podczas przygotowania do przeszczepienia
nie zastosowano uwarunkowania mieloablacyjnego (Rycina[15.1). Jezeli po pew-
nym czasie (czas jest uwarunkowany osobniczo i moze wynosi¢ od 30 do nawet
90 dni) chimeryzm mieszany przechodzi stopniowo w pelny chimeryzm - to jest
to przej$ciowy mieszany chimeryzm (ang. transient mixed chimerism). Jezeli jed-
nak mieszany chimeryzm pojawia sie po dtuzszym czasie po transplantacji lub
jest postepujacy (ang. progressive mixed chimerism), tzn. w kolejnych badaniach
zwieksza sie odsetek komoérek biorcy, wéwczas istnieje wieksze ryzyko nawrotu
choroby i niepowodzenia przeszczepu. Mozliwe jest rdwniez wystgpienie trwa-
tego mieszanego chimeryzmu (ang. stable mixed chimerism) kiedy badania pro-
wadzone w czasie pokazuja staly stosunek ilo§ciowy komérek dawcy i biorcy [2].

oaea \ |\ )\ \\
soca |\ N )\
e NN A A /

Petny Mieszany Odnowa
chimeryzm chimeryzm autologiczna

Rycina 15.1: Mozliwe postaci chimeryzmu poprzeszczepowego (przyktadowe schematy
obrazu elektroforetycznego). W przypadku chimeryzmu pelnego, obraz biorcy po prze-
szczepie jest identyczny jak obraz dawcy. W przypadku chimeryzmu mieszanego, pacjent
po przeszczepie ma cechy zaréwno dawcy jak i biorcy. Przy braku chimeryzmu po prze-
szczepie w elektroforezie obserwowane sg jedynie piki charakterystyczne dla biorcy przed
przeszczepem.
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15.2. Oznaczanie chimeryzmu

Oznaczanie chimeryzmu pozwala stwierdzi¢ i udokumentowaé przyjecie
sie przeszczepionego materialu badZ jego odrzucenie. Badajgc chimeryzm
poprzeszczepowy wielokrotnie po transplantacji mozna uchwyci¢ ewentualne
zmiany oraz monitorowa¢ ich dynamike. Wysoka czutos¢ tej metody umozliwia
zdiagnozowanie wznowy choroby wcze$niej niz inne metody.

Analiza chimeryzmu moze réwniez by¢ pomocna w ocenie ryzyka wystapie-
nia choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. graft versus host disease,
GvHD). Szczeg6lnie istotne jest tutaj przeprowadzenie badania w populacji lim-
focytéw T. Pozadany stan pelnego chimeryzmu, w przypadku komoérek T, jest
zwigzany z wiekszym ryzykiem choroby GvH [3]. Mieszany chimeryzm $§wiadczy
o pewnej tolerancji immunologicznej pomiedzy komérkami dawcy i komérkami
biorcy i jest zwigzany z mniejszym prawdopodobiefistwem wystgpienia GvHD.
Brak reakcji przeszczep przeciwko gospodarzowi wigze sie jednak z brakiem re-
akcji przeszczep przeciwko bialaczce (ang. graft versus leukaemia, GvL) co nie
jest korzystne w przypadku pacjentéw przeszczepionych z powodu choroby roz-
rostowe;j.

Badanie chimeryzmu poprzeszczepowego w populacji limfocytéw B ma zna-
czenie u pacjentéw z ostrg biataczka limfoblastyczng z komoérek B. Pojawienie
sie mieszanego chimeryzmu moze w tym przypadku $wiadczy¢ o mozliwos$ci
wznowy choroby podstawowe;.

Odrebng grupa chorych, sg dzieci, u ktérych dokonano zabiegu przeszcze-
pienia komoérek krwiotwérczych z powodu wrodzonego niedoboru odpornosci
(ang. severe combined immunodeficiencies, SCID). Badanie chimeryzmu w sub-
populacjach komérkowych (T, B, NK etc.) daje informacje o tym, czy uzupetniony
zostat ubytek poszczegélnych linii komérkowych.

15.3. Metoda

Obecnie, do badania chimeryzmu poprzeszczepowego, najczesciej stosuje sie
metody biologii molekularnej. Dzieki pracy na materiale genetycznym, sg one
czulsze od stosowanych wczesniej, prowadzonych na poziomie komérkowym.

Metoda STR-PCR (ang. short tandem repeat polymerase chain reaction) jest
najczesciej wykorzystywana. Opiera sie na wystepujacym w genomie polimor-
fizmie mikrosatelitarnym [4]. Miejsca polimorficzne charakteryzuja sie nastepu-
jacymi po sobie powtarzajacymi sie motywami zawierajacych od 1 do 6 par za-
sad, powtérzenia moga znajdowac sie w czesci promotorowej genu, w intronach
lub innych sekwencjach niepodlegajacych transkrypcji. Dzieki duzej zmienno-
§ci jest to bardzo informatywna metoda, pozwala w niemal 100% par odr6znié¢
dawce i biorce a dzieki temu monitorowac pacjenta po przeszczepie. Dla kazdej
pary dawca — biorca nalezy ustali¢, ktéra para starteréw bedzie dawac produkt
reakcji pozwalajacy odrézni¢ dawce i biorce (markery informatywne) i stosowac
je w dalszych analizach. Obecnie najcze$ciej uzywane sa testy komercyjne zawie-
rajace zestaw starterow do przeprowadzenie reakcji multipleksowej. W kazdej
parze starteréw zawsze jest jeden znakowany fluorochromem, ktérego $wiece-
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nie, w trakcie rozdziatu elektroforetycznego nastepujacego po reakcji PCR, wzbu-
dzane jest przez wiazke laserowa. Jest to metoda poétilosciowa, pozwala ona na
wyliczenie procentowej zawarto$ci komorek dawcy i biorcy w badanym materiale
pobranym od pacjenta po przeszczepie. Aparatura, na ktérej prowadzi sie roz-
dziat elektroforetyczny produktéw reakcji PCR (zwykle sg to sekwenatory), wy-
posazona jest w programy do analizy, podajace wielko$¢ pola powierzchni pod
pikiem odpowiadajacym produktowi reakcji. Pola powierzchni podstawiane sg
do odpowiednich wzoréw, zaleznych od uktadu pikéw. Inne wzory sa dla par,
u ktérych dawca i biorca zupetnie r6znig sie uktadem pikéw (nie majg wsp6lnych
alleli) (Rycina[15.2p), inne dla par z jednym allelem wspélnym (Rycina[15.2p).

A
A A A B A B
Dawca /\ /\ /V\
B B C C CcCD
Biorca /\ /\
A B C AB C AB CcCD
w0 N A MM
HSCT
100 x A 100 x A 100 x (A + B) 100 x (A + B)
A+B A+B+C A+B+C A+B+C+D
B
A B A A B
S A
C A B A
Biorca /\ /\ /\ /\
AB C A B A B
Biorca po /\/\ /\ /\
HSCT A\ JA\ A
100 x A 100_100x(2B) 100 x (2B)
A+C A+B A+B

Rycina 15.2: Wzory uzywane do obliczenia mieszanego chimeryzmu (odsetka komoérek
dawcy w badanej prébce): A - dla pary dawca-biorca z réznymi allelami; B - dla par z jed-
nym wsp6lnym allelem.

Kolejne badania prowadzone po przeszczepieniu, z uzyciem tych samych par
starteré6w pozwalaja na Sledzenie zmian odsetka komérek dawcy i biorcy.

Analize chimeryzmu mozna réwniez prowadzi¢ z uzyciem metody Real-Time
PCR. Pozwala ona w czasie rzeczywistym $ledzi¢ logarytmiczny przyrost pro-
duktu reakcji co jest proporcjonalne do poczatkowej ilo$ci badanej matrycy DNA
[5]. W tej metodzie najczesciej badany jest polimorfizm typu insercja/delecja.
Zwykle stosuje sie technologie TagMan, w ktérej poza parg starter6w skierowa-
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nych na miejsce polimorficzne w mieszaninie reakcyjnej jest rtowniez podwdéjnie
znakowana sonda. Na koricu 5’ znajduje sie barwnik reporterowy natomiast na
koricu 3’ wygaszacz. W trakcie reakcji, sonda hybrydyzuje z powielang komple-
mentarna sekwencja, nastepnie w czasie amplifikacji produktu, polimeraza Taq
powoduje degradacje sondy, wygaszacz oddziela sie od barwnika reporterowego
ktéry emituje fluorescencje. Przyrost fluorescencji obserwuje w trakcie trwania
reakcji. Jest to metoda, ktéra pozwala otrzymac wynik szybciej niz w uzywa-
jac metody STR-PCR i charakteryzuje sie wieksza czuloscia, jednak nieco wiek-
szg trudno$¢ sprawia dobér markeré6w informatywnych dla danej pary dawca —
biorca.

15.4. Podsumowanie

Oznaczanie chimeryzmu poprzeszczepowego to jeden z elementéw diagno-
styki prowadzonej u pacjentéw po alogenicznej transplantacji komoérek krwio-
tworczych. Jest to istotne oznaczenie przektadajace sie na sytuacje kliniczna, kt6-
rego wynik moze by¢ podstawa do dalszego leczenia. Mnogo$¢ dostepnych me-
tod pozwala wybra¢ metode optymalng, w zalezno$ci od posiadanych zasobéw
aparaturowych oraz kosztéw analizy.
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Streszczenie

Telomery sa elementami strukturalnymi usytuowanymi na koricach chromo-
soméw. Zbudowane z powtarzajacych sie sekwencji nukleotydéw (TTAGGG)n
wraz z biatkami TBP (ang. Telomere Binding Proteins, shelterin) pelnig funkcje
ochronne genomu. Wspoétczesne technologie oparte na metodach biologii mole-
kularnej umozliwiajg okreslenie dlugosci telomeréw, aktywnosci telomerazy oraz
prawidtowosci ochronnej funkcji kompleksu biatek shelterin. Do okreslenia diu-
gosci telomeréw dostepne sg nastepujace techniki badawcze: Southern blots, TRF
(ang. Terminal Restriction Fragment), QPCR (ang. Quantitative Real Time PCR),
MLPA (ang. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), STELA (ang. Sin-
gle Telomere Length Analysis), Q-FISH (ang. Quantitative fluorescence in situ hybri-
dization) oraz Flow-FISH (ang. Flow cytometry FISH). Wykorzystanie badar okre-
Slajacych dtugos$¢ telomeréw pozwala na doglebne zrozumienie mechanizméw
przedwczesnego starzenia komorkowego, etapu osiagania stanu spoczynkowego
komérki, apoptozy oraz procesu nowotworzenia. Wykazana dlugosc¢ telomeru nie
wplywa na rozpoznanie i prognozowanie, ale moze by¢ pomocna w zrozumieniu
biologii komérki narazonej na stres Srodowiskowy oraz bodziec genotoksyczny.

Stowa kluczowe: telomer, telomeraza, metody identyfikacji dtugosci telomeréw

16.1. Wstep

Telomery to nukleoproteinowe elementy strukturalne chromosoméw zbudo-
wane z powtarzajacych sie sekwencji (TTAGGG)n potaczonych z biatkami TBP
(ang. Telomere Binding Proteins). Powt6rzenia 6 nukleotydowe zawarte w 92 te-
lomerach komoérek diploidalnych majg wielko$¢ od 500 do 2000 powt6rzen [1].
Liczba powtérzen jest zmienna, ale co najmniej 100 powtérzen stanowi war-
to$¢ krytyczng dla ochrony chromosomu. Telomery zabezpieczajg DNA przed
rearanzacjami prowadzacymi do niestabilno$ci genomu i nieprawidtowosciami
w kariotypie, chroniac chromosomy przed zmiang struktury oraz fuzja. Struk-
tury telomeryczne biorg udzial w przestrzennej organizacji jadra komérkowego,



16.1. Wstep

segregacji chromosomoéw podczas podziatéw komérki oraz uczestniczg w regu-
lacji transkrypcji genéw zlokalizowanych w ich poblizu. Chroniagc korce chro-
mosomoéw przed dziataniem nukleaz, telomery nie dopuszczajg do uszkodzen
DNA i uruchomienia mechanizméw naprawczych [2]. Telomery sg molekular-
nym zegarem, ktéry informuje komérke o przekroczeniu krytycznej liczby po-
dziatéw (50-70x, limit Hayflicka) [3]. Skr6cenie telomeréw ponizej wartosci 100
powtérzen uniemozliwia utrzymanie wlasciwej struktury przestrzennej telome-
réw. Zbyt krétkie telomery sg sygnatem informujgcym o starzeniu sie i moga by¢
rozpoznawane przez mechanizmy regulujgce cykl komérkowy jako moment sy-
gnalizujacy konieczno$¢ wstrzymania dalszych podziatéw. Dlugo$¢ telomeréw
stanowi wyznacznik tacznego ryzyka genetycznego i srodowiskowego, ktéry od-
zwierciedla okreSlony styl zycia [4]. Wspdtczesne metody biologii molekularne;j
pozwalaja na identyfikacje dlugosci telomeréw, okreslenie aktywnosci telome-
razy oraz na wykrycie zmian dotyczacych struktury biatek chroniacych (ang. shel-
terin) [5]. Nie zdefiniowano dotychczas jaka dlugo$¢ telomeréw jest norma, na-
tomiast udokumentowano w jakich sytuacjach skracanie telomeru jest niepra-
widlowosciag. Wiedza o biologii telomeru wymaga podjecia decyzji dotyczacych
zmian stylu zycia, bowiem dtugo$¢ telomeréw jest krytycznym wyznacznikiem
tacznego ryzyka genetycznego i Srodowiskowego (np. okreSlonej diety, aktywno-
§ci fizycznej, narazanie na stres, bodziec genotoksyczny). Schemat budowy telo-
meru przedstawiono na Rycinie

Punktem wyj$cia do nieodwracalnego zatrzymania podziatéw komérkowych,
$wiadczacych o starzeniu komérkowym (ang. senescence), sa trwale nienapra-
wialne uszkodzenia DNA. Starzenie komoérkowe wystepuje na skutek skracania
telomeréw, pozbawienia prawidlowej funkcji biatek ochronnych np. w wyniku
stresu oksydacyjnego, czy tez genotoksycznego. Obecnie uwaza sie, ze kompleks
niekorzystnych zmian Srodowiskowych, zwigzanych z metabolizmem mitochon-
driéw oraz regulacja dlugosci telomeréw jest sygnatem do przedwczesnego sta-
rzenia sie komoérkowego [6]. Na Rycinie przedstawiono schemat dynamiki
procesu skracania sie telomeréw, ktéry obserwuje sie poczawszy od stadium ko-

SHELTERIN
COMPLEX

T T A G G G (T T A T T A G GG T T A G G G-3
_—
|TELOMERAZA

AATCCCA/TCCCA\T-5’<—

Rycina 16.1: Telomery zbudowane sg z tandemowo powt6rzonych sekwencji 6 nukleoty-
dowych (TTAGGG)n potaczonych z szeregiem wyspecjalizowanych biatek (shelterin) wa-
runkujacych stabilno$¢ korica chromosomu. Struktura telomeré6w chroni genom przed
uszkodzeniami oraz niekontrolowanym lgczeniem sie wolnych koncéw taficuchéw DNA.
Telomeraza odpowiada za wydtuzanie sie telomeréw:.

DNA
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Rycina 16.2: Dtugo$c¢ telomeréw jest najwyzsza w komoérkach multipotencjalnych, kiedy
obserwowana jest wysoka aktywno$¢ telomerazy (TEL). Podczas proceséw zyciowych ko-
morki dlugos¢ telomeréw ulega sukcesywnemu skréceniu. W komoérce zréznicowanej
obserwuje sie ok. 500-2000 powt6rzern TTAGGG. Proces skracania sie telomeréw moze
by¢ wzmozony poprzez dziatanie bodZcéw Srodowiskowych, stresu oksydacyjnego, de-
fektow genetycznych. Nastepuje starzenie komoérkowe, ustajg podzialy, przyspieszony
zostaje proces degeneracyjny, podatnos¢ na choroby wzrasta. Krytyczna liczba stu po-
wtérzen telomerycznych zwieksza podatno$¢ chromosomoéw do fuzji i ich famliwo$ci.
Brak aktywno$ci genéw supresorowych np. p53 sprzyja genetycznym zmianom prowa-
dzac do procesu nowotworzenia. Rycina zmodyfikowana wg [7].

mo6rki multipotencjalnej do stadium komorki spoczynkowej, apoptotycznej i no-
wotworowe;.

16.2. Metody identyfikacji dlugosci telomeréw

Okreslenie dlugosci telomeréw jest pomocne w kontek$cie badan nad pro-
cesem starzenia si¢ komoérki, uwarunkowaniem rozwoju choroby i okreSleniem
biomarkeréw zwigzanych z procesem nowotworzenia. W chwili obecnej istnieje
wiele metod opartych na technologiach biologii molekularnej, ktére okreslajg
zmieniajacy sie w czasie dlugos¢ telomeréw. Wybdr odpowiedniej techniki jest
uwarunkowany liczebno$cia grupy badanej, dostepnosciag materiatu biologicz-
nego oraz wyborem stopnia precyzji pomiaru. W sytuacji, gdy setki/tysiace pré-
bek wymagaja testowania przeprowadza sie zwykle reakcje QPCR, ktéra jest je-
dyna metoda o wysokiej przepustowosci i stanowi strategicznie dobrze dostepne
narzedzie do wykorzystania. QPCR moze by¢ wykorzystany do badan epide-
miologicznych, klinicznych oraz aplikacji przesiewowych. QPCR jest mniej do-
godny dla badan ztozonych z niewielkiej liczby prébek, pochodzacych z bardzo
unikatowej populacji, w ktérej wymagany jest bardzo precyzyjny pomiar. Dla
liczby 20-50 probek moze by¢ wykorzystany Flow-FISH, poniewaz w tej zlozo-
nej z cytometrii i hybrydyzacji genetycznej metodzie mozna badac¢ i analizowac
wiele typ6éw unikatowych komérek jednoczesnie, dotyczy to réwniez wykorzy-
stania metody TRF [8]. Metody Q-FISH i STELA znajduja zastosowanie do ba-
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dania matych liczbowo prébek (okoto 5-10 i 1-5 prébek). Flow-FISH jest bar-
dzo dokltadng technologia przydatng w badaniach populacyjnych i badaniach
o wydtuzonym czasie obserwaciji [9]. Ograniczenia co do wyboru metod wyste-
puja odnosnie ilosci i rodzaju materialu wyj$ciowego oraz czulosci i rozdzielczo-
$ci danej techniki [10]. Oméwione ponizej wybrane technologie stanowig pod-
stawe metodologiczng dla oznaczania dtugosci telomeréw w zréznicowanych sy-
tuacjach badawczych i klinicznych. Wsp6tczesne metody identyfikujace dlugosé
telomeréw oparte sg na technologii: Southern blots (podstawa TRE ang. Termi-
nal restriction fragment), PCR czasu rzeczywistego (QPCR), MLPA (ang. Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification), STELA (ang. Single TElomere Length
Analysis), Q-FISH (ang. Quantitative fluorescence in situ hybridization) oraz Flow-
FISH (ang. Flow cytometry - FISH). Metody te pozwalajg na okreslenie dtugo$ci
telomeréw na wysokim poziomie czulosci i rozdzielczo$ci. Charakterystyke wy-
branych metod podano w Tabeli[16.1]

Tabela 16.1: Poré6wnanie wybranych parametréw charakteryzujacych metody oznaczania
dtugosci telomeréw. Tabela zmodyfikowana wg [10].

Metoda Material wyjsciowy Rozdzielczos¢
TRF 1-3x10% kom DNA 1kb $rednia dhugoéé telome-
0,5-10ug row w badanej populacji
komoérek
STELA 1x10° kom DNA 0,1kb metoda specyficzna
(<100 pg) dla pojedynczego chro-
mosomu i krétkich
telomerow
QPCR 20ng/reakcje DNA nd (T)Y/(S)
T liczba kopii telomer
S liczba kopii standard
Q-FISH 10-20 metafaz DNA 0,3kb wolne konice chrom.
<300 kom (<100 pg) fuzje chromosoméw
metafazy
FLOW-FISH 15-20 metafaz swiezo 0,2-0,3kb | barwienie - cytometr
0,5-3x10° kom | izolowane specyf. populacji kom.
WBC

16.2.1. TRF (ang. Terminal Restriction Fragment)

Metoda TRF oparta jest na technologii Southern blots. Technika TRF wymaga
1-3x10% komérek (0,5-10 ug DNA), jej rozdzielczo$é wynosi 1 kb. Metoda nie
znajduje zastosowania do analizy bardzo krétkich powtérzen telomerowych. Me-
toda jest pomocna do walidacji i kalibrowania nowowprowadzonych metod dla
okreslenia dtugosci telomeréw. Genomowe DNA wykorzystane w tej metodzie
podlega cieciu przez enzymy restrykcyjne (Hphl/Mnfl, Hinfl/Rsal), ktére trawig
miejsca DNA bez powtérzen telomerowych. Pozostale fragmenty DNA uwidocz-

163



16. Wspéliczesne technologie identyfikacji dtugosci telomeréw

nione zostajg w zelu agarozowym, przeniesione na membrane nylonowa hybry-
dyzujq ze znakowana sondg specyficzng dla telomeréw. Wywotanie produktéw
moze réwniez nastapic¢ dzieki wykorzystaniu komercyjnych zestawéw chemilu-
minescencyjnych (TeloTAGGG Telomere Lenngth Assay, Roche) [8].

16.2.2. MLPA (ang. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

Metoda identyfikuje mikrodelecje i mikroduplikacje wystepujace w regionie
subtelomerowym, pozwalajac okresli¢ dlugo$c¢ telomeréw za pomoca potaczenia
dwdch technologii PCR i ligacji sond. Konstrukcja sond uzywanych w tej meto-
dzie opiera sie na specyficznych wstawkach réznej dtugosci, ligacja wzajemna
sond stanowi podstawe do uzyskania pozytywnego wyniku w reakcji PCR (Ry-
cina[16.3). Do reakcji wykorzystuje sie ok. 200 — 400 ng genomowego DNA wy-
sokiej jakos$ci, zestaw specyficznych sond, ligaze oraz zestaw starteréw znako-
wanych fluorescencyjnie (MLPA kit, MRC-Holland, http://www.mrc-holland.
com). Odczyt i analiza reakcji MLPA przebiega z wykorzystaniem elektroforezy
kapilarnej oraz programéw specjalistycznych Genescan Analysis Software i Ge-
notyper software (Applied Biosystems). Najnowsze prace badawcze i kliniczne
opieraja sie na wykorzystaniu tego testu do analizy dtugosci telomeréw i zmian
subtelomerowych, popartych niejednokrotnie odrebnym testem np. FISH [11].

HYBRYDYZACJA SOND POLOWKOWYCH

LIGACJA LIGACJA
N/

LIGACJA

¢ 1

2 A

ROZDZIAL KAPILARNY

Rycina 16.3: Metoda MLPA opiera si¢ na reakcji PCR (amplifikacja multipleks) zaleznej
od ligacji sond. MLPA polega na hybrydyzacji zestawu podwéjnych sond z DNA, ligacji,
a nastepnie amplifikacji badanych fragmentéw, dzieki obecno$ci uniwersalnych starte-
row [12].

16.3. STELA (ang. Single TElomere Length Analysis)

Znaczaca utrata telomerowego DNA jest potencjalnie wazna w wywolywaniu
starzenia komérkowego i zwiekszenia czestoéci wystapienia fuzji miedzy chro-
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16.3. STELA (ang. Single TElomere Length Analysis)

mosomami. Obecnie tylko metoda STELA i Q-FISH majg zdolnos§¢ wykrywania
tych statystycznie istotnych odstepstw od Sredniej dlugosci telomeréw. Metoda ta
wykorzystuje fakt, ze wszystkie nici z korica jednego telomeru 3’ sg bogate w Gu-
anine, totez ligacja oligonukleotyd6éw specyficznych dla 5’ korica telomeru prze-
biega za pomoca specyficznego szablonu. Starter specyficzny zawiera tacznik dla
unikalnej sekwencji subtelomerowej i generuje krétkie produkty dla indywidu-
alnego amplikonu odzwierciedlajacego pojedynczy telomer (Rycina[16.4). Gtow-
nym zastrzezeniem do stosowania tej metody jest to, ze nie wszystkie korice chro-
mosom6w maja odpowiednio dobrang sekwencje do projektowania unikalnych
starteréw dla ramion chromosomoéw, a wiec technologia STELA jest zwykle ogra-
niczona do kilku dobrze scharakteryzowanych koficow chromosomalnych: XpYp,
2p, 11q, 12q i 17p [13]. Najwiekszg zaleta metody STELA jest zdolno$¢ do gene-
rowania bardzo dokltadnych pomiaréw dtugosci telomeréw z ograniczeniem ilo-
$ci wyjsciowego materiatu DNA i liczby komérek (pg DNA, 50 komoérek). Metode
wykorzystuje sie do analizy rzadko wystepujacych typé6w komérek. Podczas gdy
miejsca restrykcyjne w analizie TRF sg niezbyt precyzyjnie okreslone w regionie
sub-telomerowym, to w metodzie STELA miejsce pomiaru jest znane i stabilne
miedzy poszczegélnymi komérkami, dlugosc telomeréw jest mierzona precyzyj-
nie (0,1kb) [14,/15].

Msel Ndel Msel
Vv Vv v
| TTAA CATAG | TTAA
AATT GTATAG

5- M w
3-| WYPELNIENIE |

TRAWIENIE | LIGACJA ;

[JcHromosom

[__]REGION SUBTELOMEROWY

[ TELOMER

[ REGION 3 BOGATY W GUANINE
[l SEXWENCJE OLIGO

Rycina 16.4: Schemat przedstawiajacy kolejne etapy metody STELA, wg [14].

16.3.1. Q-PCRiMMQ-PCR (ang. Monochrome Multiplex Quantitative
Method in Real Time PCR)

Obie te metody sa szeroko stosowane w badaniach klinicznych i epidemio-
logicznych z uwagi na swa czuto$¢, wysoka dostepnosc¢ i przepustowosc reak-
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cji [16,[17]. Podczas amplifikacji w przebiegu reakcji PCR wykorzystuje sie nie-
dopasowanie diugo$ci koficéw telomeréw bogatych zar6wno w zasady C i G. Te
dysproporcje w dlugosci zmniejszaja formowanie dimeru i adaptacje w postaci
wzmocnienia wystepujgcego tylko na telomerach w dwéch pierwszych cyklach
PCR dla niskich temperatur. Pozostale cykle PCR prowadzi sie w wyzszej tempe-
raturze, wzmocnienie mierzy sie ilosSciowo dla dtugosci telomeru (T) w poréw-
naniu do pojedynczego kopiowania genu (S). Wygenerowane proporcje T/S od-
zwierciedlaja odpowiednie dlugosci telomeru np. od 0.6 do 1.9 dla krwi peinej
u zdrowych, 0.99 u pacjentéw z uszkodzonym szpikiem, 6.44 w komérkach po-
liczka [17].

16.3.2. Q-FISH (ang. Quantitative Fluorescence in situ Hybridization)

Metoda wykorzystuje sondy specyficzne dla peptydu kwasu nukleinowego
(PNA), o wysokim powinowactwie do DNA, bezposrednie znakowanie fluore-
scencyjne dla chromosoméw metafazalnych [18]. Fluorescencyjny sygnal moze
zosta¢ wykrywany i mierzony wzgledem znanych standardéw chromosomu. Dtu-
gosc¢ telomeru w metafazie oceniana jest z wykorzystaniem oprogramowania Q-
FISH (analiza obrazu www.flintbox.com). Q-FISH jest metoda pozwalajaca na
jednoczesne kariotypowanie. Do uzyskania wiarygodnego wyniku wymaga ana-
lizy 15-20 metafaz. Q-FISH jest réwniez wykorzystywany do wykrywania koricéw
chromosoméw bez wykrywalnych powtérzen (<0,5 kb), jak réwniez do analizy
fuzji chromosoméw. Technika ta jest wykorzystywana do badania dtugosci telo-
merow, w wielu sytuacjach klinicznych, w ktérych mamy do czynienia z analizg
komorek wystepujacych rzadko. Q-FISH moze sprawiac¢ trudno$ci przy identyfi-
kacji typéw komorek z bardzo niskimi wskaZnikami mitotycznymi [19].

16.3.3. Flow-FISH (ang. Flow Fluorescence in situ Hybridization)

Podobnie do Q-FISH, ta metoda wykorzystuje znakowane fluorescencyjnie
sondy peptydowe (CCCTAA) 3 kwasu nukleinowego (PNA). W metodzie anali-
zowane sg komorki zywe z wykorzystaniem techniki cytometrii przeptywowe;j
[20H22]. Flow-FISH mozna wykorzysta¢ do pomiaru dtugo$ci telomeréw w mie-
szanych populacjach komérek, w pojedynczej prébce przez barwienie specyficz-
nymi przeciwciatami lub najdogodniej w populacji komérek sortowanych. Wyko-
rzystanie techniki Flow-FISH udokumentowano w badaniu pacjentéw z anemig
aplastyczna, u ktérych zaobserwowano korelacje pomiedzy dtugoscig telomeréw
w granulocytach a odpowiedzig na immunosupresyjne leczenie [23]. Wykazano
réwniez, ze utrata telomerowych powtérzeri w komérkach hematopoetycznych
dotyczyta pierwszego roku po alogenicznym przeszczepieniu szpiku [24]. Me-
tode Flow-FISH zastosowano jako metode diagnostyczng do potwierdzenia kli-
nicznego dyskeratosis congenita, choroby zwigzanej ze zmianami genetycznymi
w podjednostce telomerazy [20]. Okreslono tez Srednig dlugo$¢ telomeréw w gra-
nulocytach, naiwnych komérkach T, komérkach T pamieci, oraz limfocytach B
i NK w ludzkiej krwi [25].
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16.4. Wykorzystanie metod okreSlajacych dlugos¢
telomeréw

Badania dtugosci telomeréw, aktywnosci telomerazy oraz kompleksu biatek
ochronnych sg szeroko omawiane w najnowszej literaturze naukowej [26-28].
Wspdltczesne doniesienia literaturowe dotyczg badan nad zmienng dtugoscia te-
lomeréw a pomiarem aktywnosci telomerazy w kontekscie zaobserwowanych
mutacji i ich wptywu na rozwéj choréb rozrostowych, w tym uktadu hemato-
poetycznego [29H31]. Szereg doniesierr skupia swa uwage nad badaniami os6b
w podeszlym wieku, korelujac zaobserwowane zmiany dlugosci telomeréw ze
znaczng podatnos$cia na choroby neurodegeneracyjne [32-34]. W badaniach na
grupie pacjentéw z depresja potwierdzone zostaly wczesniejsze doniesienia do-
tyczace wplywu na dlugos¢ telomeréw przewlektych proceséw zapalnych, zwia-
zanych ze stresem oksydacyjnym komorki [35]. Starzenie komoérkowe, chociaz
z jednej strony stanowi bariere dla nowotworu, gdyz komoérki ktére osiagnetly
stan trwatego zatrzymania podziatéw nie ulegna transformacji nowotworowej, to
z drugiej strony moze stymulowa¢ wzrost komoérek przednowotworowych. Pod-
czas starzenia komérka zmienia morfologie i funkcje, przechodzi nagte przepro-
gramowanie. Stare komorki zaczynaja wydziela¢ do srodowiska cytokiny proza-
palne. Proces starzenia jest spowodowany uszkodzeniami wynikajacymi z przy-
padkowych bledéw w replikacji oraz dziatania reaktywnych form tlenu powstaja-
cych w trakcie oddychania komérkowego. Styl zycia (dieta, aktywno$¢ fizyczna),
stres Srodowiskowy (infekcje) maja wptyw na dlugos$¢ telomeréw [36,37]. Opisano
wplyw skracania telomeréw na powstawanie wielu choréb, w tym nowotworo-
wych [38-41]. Nagroda Nobla przyznana w roku 2009 (kt6ra otrzymali Elizabeth
Blackburn, Carol Greider i Jack Szostak za opisanie telomeréw u pierwotnika 7e-
trahymena termophila, telomerazy oraz za wykazanie niestabilnosci liniowych
czasteczek DNA w komoérkach, ktére nie maja na koricach telomeréw) stata sie
wyjatkowo mobilizujacym tematem dla wspéiczesnych badani naukowych. Ab-
solutnym tego dowodem jest parafraza mysli Thomas’a von Zglinicki: ,, Will your
telomeres tell your future? Not any time soon.” [42].
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Streszczenie

W ostatnich latach obserwuje sie znaczacy rozwdj technik opartych na zdo-
byczach biologii molekularnej pozwalajacych na zbadanie polimorfizmu pojedyn-
czego nukleotydu - SNP (ang. single nucleotide polymorphism). Szczegélnie roz-
wijane sg techniki, ktére charakteryzuja sie wysoka czutoScig oznaczania i pozwa-
laja na jednoczesne wykonanie oznaczen duzej liczby préb przy stosunkowo niskim
koszcie pojedynczego badania. Do takich technik naleza min. genotypowanie przy
uzyciu sond fluorescencyjnych - np. metoda allelicznej dyskryminacji z wykorzysta-
niem sond TaqMan i aparatu real-time PCR, metody wykorzystujace minisekwen-
cjonowanie (inaczej SNaPshot®, czyli wydtuzanie startera) przy uzyciu analizato-
row genetycznych - sekwenatoréw, a takze techniki wykorzystujace ciecie enzyma-
tyczne np. metoda Invader®. W niniejszym rozdziale zostang opisane r6zne aspekty
dotyczace powyzszych metod: zasada, na jakiej oparte jest oznaczanie alleli, spos6b
detekcji oraz wady i zalety kazdej z nich.

Stowa kluczowe: polimorfizm pojedynczego nukleotydu, metoda z zastosowaniem sond
TagMan, metoda SNaPshot®, metoda Biplex Invader®

17.1. Wstep

W ciagu ostatnich lat wiele uwagi poSwieca sie badaniu miejsc polimorficz-
nych, szczegblnie polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (ang. single nucle-
otide polymorphism, SNP). Polimorfizmy te to najczestsze dziedziczone zmiany
w ludzkim genomie. Charakteryzuja si¢ wymiang pojedynczej zasady wystepu-
jaca z czestoscig powyzej 1% w przynajmniej jednej populacji. W ludzkim geno-
mie wystepuja z czestos$cig 1 na ok. 2000 par zasad. Obejmujg ok. 90% wszyst-
kich réznic, jakie wystepuja pomiedzy niespokrewnionymi osobami [1]. Uwaza
sie, ze indywidualny zestaw miejsc polimorficznych charakterystycznych dla da-
nej osoby determinuje jej podatno$¢ na choroby min. nowotworowe, autoimmu-
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nologiczne, infekcyjne [2], a w niektérych sytuacjach wystapienie pojedynczego
SNP determinuje pojawienie sie choroby genetycznej (np. anemia sierpowata,
hemofilia). Ponadto obecno$¢ polimorfizméw moduluje odpowiedZ na leki lub
czynniki Srodowiskowe np. chemiczne [3]. Rosngce zainteresowanie badaniami
zwiazku polimorfizméw z podatnoscia na choroby spowodowato znaczny roz-
wdj metod stuzacych do genotypowania i okre§lania wariantéw allelicznych okre-
$lonych SNP. Jednak rozw6j nowych technik nie bytby mozliwy bez jednej z naj-
wiekszych zdobyczy biologii molekularnej, jaka byto wynalezienie przez Kary’ego
Mullisa w 1983 roku metody powielania materiatu genetycznego przy uzyciu re-
akcji faiicuchowej polimeryzacji. Wigkszo$¢ stosowanych obecnie metod geno-
typowania wymaga wczeSniejszego namnozenia regionu DNA zawierajgcego in-
teresujace nas miejsce polimorficzne.

Proces genotypowania, czyli okre$lania obecnos$ci wariantéw allelicznych ba-
danego miejsca polimorficznego w danej probce DNA, obejmuje nastepujace
etapy: powielenie fragmentu zawierajacego miejsce polimorficzne, oznaczenie
zasady nukleotydowej znajdujacej sie¢ w danym miejscu polimorficznym (ozna-
czenie allelu, ang. allelic discrimination) oraz detekcje sygnatu pochodzacego od
okreslonego nukleotydu. Do oznaczania obecnosci okres§lonego nukleotydu sto-
suje sie generalnie trzy techniki: przylaczanie (hybrydyzacja) sond specyficznych
dla danego allelu (ang. allele-specific oligonucleotide, ASO), wydluzanie startera
(ang. primer extention) i ciecie enzymem restrykcyjnym (ang. allele specific enzy-
matic cleavage, ASEC) [4]. Wszystkie te metody wystepujg w roznych odmianach,
a do kazdej z nich stosuje sie r6zne formy detekcji. W ponizszym rozdziale zo-
stang opisane najnowoczesniejsze metody pozwalajace na szybkie i relatywnie
tanie oznaczenie wariantéw allelicznych w wielu prébkach réwnocze$nie przy
uzyciu kazdej z technik oznaczania alleli.

17.2. PCR-ASO - przylaczanie allelicznie specyficznych
sond

PCR-ASO jest jedng z najprostszych metod oznaczania alleli w miejscu poli-
morficznym. Do zastosowania tej metody konieczne jest zaprojektowanie dw6ch
sond, z ktérych kazda przylacza sie tylko i wylgcznie do jednej formy alleliczne;j.
Warunki hybrydyzacji sondy sg §cisle dobrane, tak aby niesparowanie jednej za-
sady uniemozliwiato zwigzanie sondy. Istnieje wiele wariant6w tej metody.

W jednym z wariantéw jedna z dwéch allelicznie specyficznych sond jest zna-
kowana, druga natomiast nie. Reakcje hybrydyzacji przeprowadza sie w dwéch
osobnych naczyniach reakcyjnych: w jednym sonda pierwsza jest znakowana
a druga nie, a w drugiej probéwce pierwsza sonda jest bez znacznika natomiast
druga sonda jest znakowana. Pojawienie sie sygnatu pochodzacego od znacznika
Swiadczy o obecnosci specyficznego dla danej sondy allelu. Stosuje sie wiele me-
tod znakowania sond m.in. kolorymetryczne, immunofluorescencyjne, fluore-
scencyjne.

Odmiany metody PCR-ASO sg czesto wykorzystywane przy typowaniu specy-
ficzno$ci HLA: na membranie, pasku, etc. naniesione sa znakowane sondy dla
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okreslonych specyficznosci allelicznych i w odpowiednich warunkach tempera-
tury i pH przeprowadza sie hybrydyzacje z powielonym badanym materiatem ge-
netycznym. Jezeli dany allel wystepuje w badanej probce nastepuje przytaczenie
sie DNA do specyficznej znakowanej sondy i uwolnienie znacznika.

Odmiang tej metody jest réwniez metoda PCR-SSP, w ktérej zamiast sond
dopasowanych do specyficznych alleli wykorzystuje sie startery dopasowane do
okreslonych form allelicznych. Reakcje przeprowadza sie osobno dla kazdego
specyficznego startera (starter revers jest dla obu przypadkéw jednakowy). Je-
zeli allel, do ktérego starter jest dopasowany wystepuje, wéwczas nastepuje jego
przylaczenie, zachodzi reakcja PCR i produkt jest namnazany. Jezeli dany allel nie
wystepuje reakcja PCR nie zachodzi. Metoda ta jest r6wniez szeroko stosowana
w typowaniu HLA, gdyz pozwala oznaczy¢ wiele SNP w jednej probce DNA.

W badaniach wymagajacych okre$lenia SNP w duzej liczbie probek czesto wy-
korzystuje sie metody, w ktérych przeprowadza sie hybrydyzacje z dwiema son-
dami komplementarnymi do r6znych alleli jednocze$nie. Odmiana takiej metody
jest oznaczanie alleli przy uzyciu sond TagMan przy wykorzystaniu aparatu do
real-time PCR [5,6].

Podobnie jak w przypadku PCR-ASO sondy sg specyficzne dla kazdego z alleli
i znakowane réznymi barwnikami fluorescencyjnymi. W metodzie tej wykorzy-
stywane jest zjawisko FRET (ang. fluorescence resonance energy transfer) tzn. wy-
chwytywanie energii emitowanej przez jeden fluorochrom (donor) przez drugi
blisko potozony fluorochrom (acceptor-quencher). Sondy TagMan sa znakowane
na 5’ koricu dwoma réznymi barwnikami (donorami) dla dwéch réznych spe-
cyficzno$ci allelicznych, natomiast na 3’ koricu zawierajg zazwyczaj wygaszacz
wsp6lny dla obu donoréw. Poniewaz w sondzie odleglo$¢ pomiedzy donorem
a wygaszaczem jest niewielka, energia emitowana przez donor jest pochtaniana
przez wygaszacz. W trakcie reakcji PCR sonda przylacza sie komplementarnie
do matrycy w miejscu polimorficznym. W czasie reakcji PCR wykorzystuje sie
5’-egzonukleazowa wlasnos¢ Taq polimerazy. Polimeraza dobudowujac taticuch
do matrycy odcina nukleotydy sondy uwalniajac znakowany nukleotyd. Gdy
zwieksza sie odleglo$¢ donora od wygaszacza nastepuje emisja fluorescencji (Ry-
cina[17.]).

Tak jak inne sondy, sonda TagMan powinna charakteryzowaé sie¢ Tm okoto
70°C, znaczaco wyzsza od Tm starteréw. Dzieki temu, podczas etapu przyla-
czania i wydtuzania starteréw, ktory przebiega w temp. 60°C, kompleks sonda-
matryca pozostaje stabilny. W sytuacjach, w ktérych projektuje sie sondy dla
sekwencji bogatych w pary AT uzyskanie Tm dupleksu sonda-matryca zblizonej
do 70°C jest trudne badZ niemozliwe. Jezeli Tm dupleksu jest zbyt niska, sonda
nie wigze sie stabilnie z matryca, i w takiej sytuacji polimeraza Taq zamiast tra-
wic koniec 5’ sondy, powoduje jej odlgczenie od nici matrycowej (tzw. ,zrzucanie
sondy”). Aby zwiekszy¢ temperature topnienia sondy do jej 3’ korica przylacza
sie czasteczke wiazaca sie do mniejszej bruzdy podwdbjnej helisy tworzonej przez
kompleks sondy i matrycy - MGB (ang. minor groove binder) [7].

Przy genotypowaniu z uzyciem sond TagMan przeprowadza sie wstepny etap
odczytu fluorescencji z ptytki przed reakcja PCR (pomiar tta), nastepnie prze-

172



17.2. PCR-ASO - przylaczanie allelicznie specyficznych sond

1. Sktadniki mieszniny reakcyjnej i matryca DNA
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Rycina 17.1: Schemat reakcji genotypowania przy uzyciu sond TagMan. W mieszani-
nie reakcyjnej znajdujq sie startery oraz dwie sondy znakowane na 5’ koricu dwoma r6z-
nymi barwnikami oraz posiadajace na 3’ koricu czgsteczke MGB, ktéra jest wygaszaczem.
Kazda z sond jest specyficzna do jednego z alleli wystepujacych w danym SNP. Ze wzgledu
na bliska odlegto§¢ pomiedzy znacznikiem fluorescencyjnym (zazwyczaj VIC lub FAM)
a czasteczka MGB, fluorescencja znacznika jest pochtaniana i sonda nie §wieci. W czasie
reakcji PCR sonda wigze si¢ komplementarnie do odpowiedniego allelu. Podczas etapu
wydluzania startera (elongacji), polimeraza Taq (ze wzgledu na swoja aktywno$¢ egzonu-
kleazowa) w momencie napotkania przylaczonej sondy, odcina po kolei zwigzane nukle-
otydy. Powoduje to oderwanie sie znakowanej na 5’ koricu zasady, zwiekszenie odleglosci
od wygaszacza, a w konsekwencji §wiecenie barwnika fluorescencyjnego. W reakcji ge-
notypowania przeprowadza sie odczyt fluorescencji przed reakcjg PCR w celu pomiaru
tla oraz drugi odczyt po reakcji PCR, w ktérej bada sie fluorescencje VIC i FAM. W przy-
padku osobnikéw homozygotycznych pojawia sie fluorescencja tylko od jednego barw-
nika, aw przypadku heterozygot od dwéch barwnikéw [8].
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17. Genotypowanie polimorfizméw pojedynczego nukleotydu

prowadza sie reakcje PCR, a po jej zakoniczeniu po raz kolejny nastepuje pomiar
uwolnionej fluorescencji (Ryciny[17.1} [17.3).

Zastosowanie sond TagMan w oparciu o gotowe zestawy odczynnikéw
(np. firmy Life Technologies) nie wymaga optymalizacji i walidacji. Jest to metoda
szybka, mato pracochlonna, czuta (wymagajaca niewielkiej ilosci DNA - ok. 15 ng
na prébke) i dostarczajaca wiarygodnych wynikéw. Wyniki niejednoznaczne zda-
rzaja sie niezwykle rzadko.
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Rycina 17.2: Odczyt po reakcji post-PCR - w zakladce , Results”. Romby obrazuja fluore-
scencje fluorochromu VIC, ktérym w przedstawionym na rysunku badaniu znakowany
byt allel A, kétka obrazujg fluorescencje barwnika FAM, ktérym znakowany byt allel C,
natomiast tréjkaty przedstawiaja fluorescencje obu znacznikéw i Swiadcza o obecnosci
heterozygot.
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Rycina 17.3: Przyktadowy obraz fluorescencji A) FAM, homozygota CC, B) VIC i FAM, he-
terozygota AC.
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17.3. Reakcja wydluzania startera o jeden nukleotyd ...

17.3. Reakcja wydluzania startera o jeden nukleotyd
znakowany fluorescencyjnie SNaPshot®
(ang. primer extension reaction)

Metoda SNaPshot®, zwana takze minisekwencjonowaniem wymaga przepro-
wadzenia reakcji tancuchowej polimeryzacji w celu amplifikacji interesujgcego
nas fragmentu DNA. Uzyskane produkty poddaje sie oczyszczeniu, aby pozby¢
sie nadmiaru starter6w, wolnych nukleotyd6w i resztek enzymu - polimerazy Tagq.
W kolejnym etapie przeprowadza sie reakcje tzw. ,snapowania”, w ktérej uzywa
sie starteréw, przylaczajacych sie w miejscu oddalonym o jeden nukleotyd po-
wyzej badanego SNP. W trakcie reakcji dobudowywany jest tylko jeden dideoksy-
nukleotyd komplementarny do oznaczanej zasady. Kazdy dideoksynukleotyd jest
znakowany innym barwnikiem fluorescencyjnym, ddATP - barwnikiem zielonym
(dR6G), ddCTP - czarnym (dTAMRA™), ddGTP - niebieskim (dR110), ddUTP -
czerwonym (ROXTM). Przytaczenie dideoksynukleotydu powoduje przerwanie
procesu wydtuzania taricucha, gdyz analog nie zawiera grupy 3’-OH, ktoéra jest
potrzebna to utworzenia wiazania fosfodiestrowego [9] (Rycina[17.4). Otrzymany
produkt PCR poddaje sie analizie elektorforetycznej w analizatorze ABI PRISM®

starter CCATGACGTACGTAA

allel A NNNNNNNGGTACTGCATGCATTANNNNNNNN

allel G NNNNNNNGGTACTGCATGCATTIGNNNNNNNN
Mieszanina JdGTP
reakcyjna SNaPshot JddCTP Reakcja wydtuzania
zawierajgca startera o jeden
znakowane dduTp nukleotyd
dideoksynukleotydy ddATP

CCATGACGTACGTA produkt reakcji

NNNNNNNGGTACTGCATGCATZIGNNNNNNNN

CCATGACGTACGIA
NNNNNNNGGTACTGCATGCA

produkt reakcji
TANNNNNNNN

Elektroforeza

20

4000 //

2000

40

0

Rycina 17.4: Schemat reakcji snapowania. Starter koniczy sie tuz przed SNP. W sktad mie-
szaniny reakcyjnej wchodzg znakowane dideoksynukleotydy. Otrzymany produkt jest
o jeden nukleotyd dtuzszy od startera i na 3’ koricu posiada znacznik fluorescencyjny.
Po reakcji przeprowadza si¢ elektroforeze w analizatorze ABI PRISM® Genetic Analyzer
(PE Biosystems). Zmodyfikowano wg [10].
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17. Genotypowanie polimorfizméw pojedynczego nukleotydu

Genetic Analyzer (PE Biosystems). Dostepny jest réwniez zestaw zawierajacy
wszystkie potrzebne odczynniki do przeprowadzenia reakcji: The SNaPshot™
ddNTP Primer Extension Kit (Applied Biosystems).

Zaleta tej metody jest mozliwo$¢ jednoczesnego genotypowania kilku miejsc
polimorficznych réwnocze$nie w tak zwanym multipleksie. Przy zastosowaniu
tej techniki mozliwe jest typowanie az do dziesieciu SNP w jednej reakcji, nieza-
leznie od ich potozenia na chromosomie i odlegto$ci pomigedzy nimi. Poniewaz
stosuje sie nieznakowane startery koszt typowania w multipleksie jest relatywnie
niski.

Dla reakcji snapowania w multipleksie projektuje sie startery dla kazdego z ba-
danych miejsc, tak aby r6znity sie dlugoscia co najmniej o 4-6 nukleotydéw. Za-
zwyczaj standardowe startery modyfikuje sie przez dodanie na 5’ koricu niekom-
plementarnego laricucha polinukleotydéw np. poli(dA), poli(dC), i poli(dGACT).
Poli(dT) jest rzadziej stosowany ze wzgledu na mozliwo$¢ przyltaczania sie do tan-
cucha poli(A) w regionie 3’ genu. Schemat reakcji SNaPshot®, w multipleksie
przedstawiono na Rycinie

SNP1G>A SNP2T>C SNP3T>A SNP4C>G

Reakcja PCR: namnazanie
N N NN NN odpowiednich fragmentéw
T~ NN NN NN genomowego DNA

i Multipleks PCR
20 pz. \ 20 pz.+5 poli(A) \ 20 pz.+10 poli(A) \EO pz.+15 poli(A)
\ﬂ_ \L

Startery komplementarne
= do badanych SNP wydtuzone

odpowiednio o np. poli(A)

< ddGTP
0 ddCTP .
B ddUTP i Reakcja SnapShot
A ddATP
21 pz. 26 pz. 31 pz. 36 pz. Produkty reakcji SnapShot
— = = 0 diuzsze o jeden znakowany
— 0 h nukleotyd od odpowiedniego
startera
Elektroforeza
2
3 Obraz na elektroforogramie
8
X
o
w
>
SNP1G>A SNP2T>C SNP3T>A SNP4C>G

Rycina 17.5: Schemat genotypowania czterech SNP przy uzyciu metody multipleks. Do
reakcji snapowania projektuje sie startery analogicznie jak dla pojedynczego badania,
ktére dodatkowo wydtuza sie na 5’ koricu o niekomplementarne ogony polinukleotydowe
o r6znej dtugosci, w tym przyktadzie 5,10,15 poli(A). W wyniku reakcji otrzymuje sie pro-
dukty odpowiednio o dlugosci 21, 26, 31, 36 par zasad. Na elektroforogramie obserwuje
sie rozdzielone ré6znobarwne piki odpowiadajace nukleotydom dla poszczeg6lnych SNP
(zmodyfikowano na podstawie [11]).
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17.4. Ciecie enzymatyczne - metoda Invader®

Najstarszg i najczeSciej uzywang metoda genotypowania jest ciecie enzymem
restrykcyjnym (ang. restriction fragment length polymorphism, RLFP). Oznacza-
nie wystepowania poszczeg6lnych alleli w danym miejscu polimorficznym opiera
sie na wykorzystaniu wlasnosci enzymoéw restrykcyjnych do egzonukleazowego
ciecia unikalnych sekwencji DNA rozpoznawanych przez dany enzym restryk-
cyjny. Metode te stosuje sie tylko wowcezas, gdy istnieje enzym rozpoznajacy
sekwencje wokot badanego SNP, ktéry przecina sekwencje w obecnosci jednego
allelu i zachowuje jg w obecnosci drugiego. Otrzymane po trawieniu enzymem
fragmenty sg separowane na zelu agarozowym. Na podstawie analizy dtugosci
fragment6éw okresla sie, czy zaszlo trawienie enzymem, co oznacza, ze wystgpit
jeden z alleli, czy tez nie nastapilo ciecie, co §wiadczy o obecnosci drugiego al-
lelu.

Zastosowanie tej metody jest ograniczone tylko do tych miejsc polimorficz-
nych, dla ktérych mozna znalez¢ odpowiednie enzymy restrykcyjne. Ponadto jest
to metoda dosy¢ pracochtonna i nie nadaje sie do badan na duza skale.

Rozwigzaniem wykorzystujacym ciecie enzymatyczne, ale pozbawionym
ograniczen metody RFLP jest metoda Invader®. W teScie Invader® zastosowano
sondy naktadajace sie na miejsce polimorficzne i enzym, ktéry specyficznie roz-
poznaje powstajaca ,zaktadke” [12].

W metodzie tej uzywa sie dwoéch oligonukleotydéw, ktére hybrydyzuja do da-
nego regionu zawierajgcego SNP. Jeden oligonukleotyd (oligo Invader®) jest kom-
plementarny do sekwencji 3’ regionu obejmujacego SNP i koriczy sie zasadg nie
pasujacg (nie komplementarna) do SNP naktadajacq sie na te zasade. Drugi oli-
gonukleotyd, sonda specyficzna dla danego allelu, ktéra z jednej strony jest kom-
plementarna do 5’ regionu SNP, natomiast z drugiej wydluzona niekomplemen-
tarnie o kilka zasad. Przylaczenie sie obu oligonukleotydéw do badanej sekwen-
cji DNA powoduje utworzenie tréjwymiarowej struktury przestrzennej nad ba-
danym SNP rozpoznawanej i przecinanej przez enzym FEN (ang. flap endonucle-
ase) [13]. W celu detekcji okreslonych alleli stosuje sie opisang w poprzednim
rozdziale technike FRET, tzn. na 5’ konicu sonda zawiera fluorochrom, a na 3’
koricu wygaszacz. Po odcieciu 5’ korica sondy przez enzym FEN, uwolniony frag-
ment zawierajacy fluorochrom oddala sie od wygaszacza i zaczyna §wieci¢. Jezeli
sonda ,nie pasuje” do danego allelu nie tworzy sie przestrzenna struktura rozpo-
znawana przez FEN i reakcja nie zachodzi (Rycina[17.6). Ta metoda jest wysoce
specyficzna i przy nie dopasowanej sondzie nie zachodzi nawet minimalne cie-
cie.

Zazwyczaj oligo Invader® jest tak zaprojektowany, zeby byl na stale przylta-
czony do badanego regionu DNA, natomiast sonda ma temperature topnienia
zgodna z temperatura, w jakiej przeprowadza sie test, co sprawia, ze sonda przy-
facza sie i odlacza. W czasie przylaczenia enzym przecina oligonukleotyd, pozo-
staly fragment sondy odrywa sie, a kolejna sonda moze sie przytaczy¢ do bada-
nego miejsca. Metoda zapewnia wysoka specyficznos$¢ genotypowania, ale wy-
maga wstepnego powielenia badanego fragmentu DNA, a ponadto konieczne jest
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Miejsce cigcia
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Rycina 17.6: Metoda Invader®. Oligo Invader (komplementarny do sekwencji 3’ regionu
obejmujacego SNP i koriczy sie zasadg nie pasujacqg i naktadajaca sie na te zasade) przyta-
cza sie do sekwencji docelowej. Sonda specyficzna dla danego allely, z jednej strony jest
komplementarna do 5’ regionu SNP, ale z drugiej strony jest wydluzona niekomplemen-
tarnie o kilka zasad. Przylaczenie sie sondy i oligo Invader do badanej sekwencji DNA
powoduje utworzenie tréjwymiarowej struktury przestrzennej nad badanym SNP rozpo-
znawanej i przecinanej przez enzym FEN. W celu detekcji okreslonych alleli stosuje sie
technike FRET: na 5’ koricu sonda zawiera fluorochrom, a na 3’ koncu wygaszacz. Po
odcieciu 5’ korica sondy przez enzym FEN, uwolniony fragment zawierajacy fluorochrom
oddala sie od wygaszacza i zaczyna $wiecic. Jezeli sonda ,nie pasuje” do danego allelu nie
tworzy sie przestrzenna struktura rozpoznawana przez FEN i reakcja nie zachodzi (mo-
dyfikowane wg [12]).

zastosowanie dwdch znakowanych sond, specyficznych do kazdego z alleli, co
zwieksza koszty typowania.

Hall i wsp. [14] starajac sie zredukowac ograniczenia tej metody zastosowali
szereg modyfikacji, co doprowadzito do wynalezienia metody Biplex Invader®,
inaczej nazywang SISAR (ang. seria invasive signal amplification reaction). Me-
toda Biplex Invader® oparta jest na dwuetapowym tescie. W pierwszym etapie,
podobnie jak w opisanej powyzej reakcji Invader®, dwa oligonukleotydy kom-
plementarne do docelowej sekwencji przytaczajg sie do regionu obejmujacego
badane SNP. Jednakze, inaczej niz poprzednio, sondy nie sg znakowane fluore-
scencyjnie, natomiast ich 5’ korice sg dodatkowo wydluzone o nie komplemen-
tarny do sekwencji fragment. Te fragmenty sond nazywane ,zakladka” (flap),
sg inne dla kazdej z dwdch sond, i nie przytaczaja sie do badanego DNA. Jezeli
sonda pasuje do danego alleluy, to po przylaczeniu sie oligo Invader® i sondy, po-
wstaje przestrzenna tréjwymiarowa struktura rozpoznawana przez enzym FEN
i ,zaktadka” powiekszona o nukleotyd komplementarny do allelu znajdujacego
sie w badanym miejscu polimorficznym jest odcinana. Poniewaz ,zaktadki” sg
niezalezne od badanego regionu, w nastepnym etapie testu uzywa sie dwéch
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Miejsce cigcia
5

Zaktadka 15 l Zaktadka 2
Sonda11 '@ Sonda 2
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Docelowa sekwencja DNA- allel T Docelowa sekwencja DNA- allel T

¥

Kaseta FRET 1 * Kaseta FRET 2
' | @ Znacznik fluorescencyjny e Wygaszacz

Rycina 17.7: Metoda Biplex Invader®. W pierwszym etapie oligo Invader i sonda przy-
taczaja sie do regionu SNP. 5’ Koniec sondy jest wydtuzony i nie jest komplementany do
sekwencji, nie przylacza sie do badanego DNA tylko tworzy ,zakladke” (flap). ,Zaktadka”
dla kazdej z dwéch sond jest inna. Jezeli sonda pasuje do danego allelu, to po przylacze-
niu oligo Invader® i sondy nastepuje ciecie, ,Zakltadka” powiekszona o nukleotyd kom-
plementarny do allelu SNP jest odcinana. W nastepnym etapie uzywa sie dwdéch , kaset
FRET”, kazdej pasujacej do 3’ korica innej zaktadki. Kaseta FRET zawiera réwniez odpo-
wiedni fluorochrom oraz wygaszacz na 5’ koricu. Po przytaczeniu ,zaktadki” do kasety
FRET powstaje miejsce ciecia enzymem FEN. Trawienie oddala fluorochrom od wygasza-
cza i emitowana jest wtasciwa fluorescencja (zmodyfikowane wg [12]).

»kaset FRET”, kazdej pasujacej do innej ,zakladki”. Kaseta FRET zawiera na 3’
koricu sekwencje pasujaca do danej ,zaktadki”, a odpowiedni fluorochrom oraz
wygaszacz na 5’koncu. Po zwiazaniu sie ,zakladki” z kasetqg FRET powstaje znéw
struktura przestrzenna rozpoznawana przez enzym FEN, przy czym miejsce cie-
cia znajduje sie przed wygaszaczem. Trawienie enzymem oddala fluorochrom od
wygaszacza i emitowana jest fluorescencja (Rycina[17.7).

Otrzymany z czytnika fluorescencji wynik jest analogiczny do obrazu wynikéw
otrzymywanych w metodzie z zastosowaniem sond TaqMan (Rycina|17.1).

Ta technika ma szereg zalet w stosunku do poprzedniej. Test jest wielokrot-
nie bardziej czuly i pozwala na genotypowanie bez konieczno$ci wcze$niejszej
amplifikacji DNA. Sondy nie sg znakowane fluorescencyjnie, co powoduje obni-
zenie kosztéw. Dodatkowo uzywane w tej metodzie ,zakladki” sg uniwersalne
i pasuja do odpowiednich komercyjnych kaset FRET. Zastosowanie kaset FRET
jest mniej kosztowne, poniewaz ze wzgledu na swojg uniwersalno$¢ moga by¢
produkowane na szeroka skale.
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17. Genotypowanie polimorfizméw pojedynczego nukleotydu
17.5. Podsumowanie

Kazda z opisanych powyzej metod moze by¢ stosowana do oznaczania wielu
prébek jednoczesnie tzn. na 96-dotkowej ptytce. Wszystkie metody maja po-
dobna powtarzalno$¢, zblizony odsetek btedéw i niejednoznacznych wynikéw
[15]. Natomiast kazda z nich ma okres$lone zalety i ograniczenia.

Metoda z zastosowaniem sond TagMan jest prosta i szybka - ok. 2 h, (przy-
gotowanie reakcji PCR na 96 prébek trwa ok. 0.5 h, reakcja PCR ok. 1,5 h, odczyt
fluorescencji przed i po reakcji ok. 5 minut). Metoda jest czula i nie wymaga wy-
sokich stezent DNA (15 ng DNA na reakcje), a ponadto charakteryzuje sie stosun-
kowo matla liczba wynikéw niejednoznacznych. Do zalet nalezy réwniez zaliczy¢
stale rosnacg liczbe komercyjnie dostepnych, zwalidowanych i zoptymalizowa-
nych testéw np. firmy Life Technologies. Mankamentem jest stosunkowo wysoka
cena za jedno oznaczenie i konieczno$¢ posiadania aparatu do real-time PCR.

Najwieksza zaleta metody SNaPshot® jest mozliwos¢ oznaczania od kilku na-
wet do dziesieciu SNP réwnoczes$nie. Takie podejscie wymaga jednak praco-
chlonnej optymalizacji, ktérg badacz musi wykona¢ przed przeprowadzeniem
testu. Sama procedura jest ponadto wieloetapowa i czasochlonna. Metoda wy-
maga wcze$niejszej amplifikacji badanego fragmentu (ok. 2 h), oczyszczenia pro-
duktéw po pierwszym PCR przy uzyciu enzymoéw Exo -SAP - (ok 1 h), nastepnie
przeprowadzenia reakcji snapowania (ok. 2 h z przygotowaniem reakcji), kolej-
nego oczyszczania po drugim PCR (1 h), a nastepnie elektroforezy kapilarnej w
analizatorze genetycznym - ok. 6 h. Dodatkowym utrudnieniem jest konieczno$¢
posiadania drogiego wyposazenia, jakim jest sekwenator ABI PRISM®, Genetic
Analyzer (PE Biosystems).

Niewatpliwg zalete metody Biplex Invader® stanowi brak etapu powielania
materiatu do badarn. Réwnie korzystna jest stosunkowo niska cena jednego ozna-
czenia. Dodatkowym atutem jest mozliwos¢ przeprowadzenia typowania bez ko-
nieczno$ci uzycia specjalistycznego sprzetu - do odczytu konieczny jest jedynie
czytnik fluorescencji. W artykule Pati i wsp. [15] stwierdzono, ze wsréd trzech po-
réwnywanych metod: SNaPshot®, Pyrosequencing® i Biplex Invader®, ta ostat-
nia charakteryzowala sie najwieksza dokladno$cig i najnizszym kosztem poje-
dynczego genotypowania. Niestety w Polsce jest to mato popularna metoda, co
wynika prawdopodobnie z braku na krajowym rynku przedstawiciela firmy Third
Wave Technologies bedacej wlascicielem patentu na te metode.
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RozDziAL

DIAGNOSTYKA LABORATORYJNA
NIEPOZADANYCH POPRZETOCZENIOWYCH
REAKCJI IMMUNOLOGICZNYCH
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Streszczenie

Niepozadane reakcje poprzetoczeniowe stanowig réznorodna grupe choréb lub
objawow bedacych skutkiem przetoczenia krwi lub jej sktadnikéw, ktére zwykle po-
jawiajg sie w trakcie przetoczenia, lub w krétkim czasie po jego zakoriczeniu. R6z-
norodno$¢ reakcji poprzetoczeniowych oznacza, ze nie istnieje jeden algorytm po-
stepowania, ktéry okreslatby sposéb diagnostyki laboratoryjnej i leczenia wszyst-
kich reakcji poprzetoczeniowych. Diagnostyka musi by¢ podyktowana obrazem
klinicznym, szczegélnie w nietypowych przypadkach. W pi$miennictwie mozna
spotka¢ kilka réznych podziatéw reakcji poprzetoczeniowych. Uwzgledniaja one
czas, w jakim pojawiaja sie objawy (wczesne, p6Zne), mozliwo§¢ wystepowania
niszczenia krwinek czerwonych (hemolityczne i niehemolityczne) oraz mechanizm,
w jakim wystepuja (immunologiczne i nieimmunologiczne). W rozdziale przed-
stawiono immunologiczne reakcje poprzetoczeniowe, ktérych ryzyko wystapienia
zwigzane jest z przetoczeniem krwi lub jej sktadnikéw. Oméwiono réwniez aspekty
laboratoryjne i mozliwos$ci diagnostyczne tych reakcji.

Stowa kluczowe: sktadniki krwi, immunologiczne reakcje poprzetoczeniowe, badania
laboratoryjne

18.1. Wstep

Ryzyko wystapienia niepozadanych reakcji po przetoczeniu sktadnikéw krwi
jest trudne do ustalenia, poniewaz zalezy ono od wielu czynnikéw, takich jak: ro-
dzaj przetaczanego skladnika, jego objetosci i szybko$ci przetaczania, pory dnia
dokonywanego przetoczenia oraz stanu zdrowia biorcy.

Poprzetoczeniowe reakcje immunologiczne mozemy podzieli¢ ze wzgledu na
kryterium czasu w jakim pojawiaja sie objawy. Rozr6zniamy reakcje poprzetocze-
niowe wczesne, pojawiajace sie w czasie przetoczenia lub w ciggu 24 godzin po
przetoczeniu oraz niepozadane poprzetoczeniowe reakcje p6Zne, ktérych objawy
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wystepuja po uptywie 24 godzin od zakoniczenia przetoczenia. Innym podziatem
jest mozliwo$¢ wystepowania hemolizy — niehemolityczne niepozadane reak-
cje poprzetoczeniowe i hemolityczne niepozadane reakcje poprzetoczeniowe [1].
W Tabeli przedstawiono klasyfikacje immunologicznych reakcji poprzeto-
czeniowych.

Tabela 18.1: Rodzaj poprzetoczeniowych reakcji immunologicznych

Poprzetoczeniowe reakcje immunologiczne

wczesne op6zZnione
- opézniona reakcja hemolityczna
- ostrareakcja hemolityczna - poprzetoczeniowa choroba przeszczep
- goraczkowa reakcja niehemolityczna przeciw biorcy (TA-GvHD)
- anafilaksja - immunomodulacja (TRIM)
- reakcje alergiczne - skaza poprzetoczeniowa
- poprzetoczeniowe ostre uszkodzenie | - aloimmunizacja do antygenéw krwi-
phluc (TRALI) nek czerwonych, biatych, ptytkowych

lub biatek osocza

Z kolei, w zalezno$ci od nasilenia objawéw mozna wyréznic ciezkie i lekkie re-
akcje poprzetoczeniowe. Do ciezkich immunologicznych reakcji po przetoczeniu
sktadnikéw krwi zalicza sie: ostry odczyn hemolityczny, ostre poprzetoczeniowe
uszkodzenie ptuc (ang. transfusion related acute lung injury, TRALI), anafilaksje,
poprzetoczeniowg chorobe przeszczep przeciw biorcy (ang. transfusion associa-
ted graft versus host disease, TA-GvHD). Do lekkich za$: niehemolityczne odczyny
goraczkowe i alergiczne.

Zasada jest, ze jakiekolwiek niepozadane reakcje pojawiajace sie w czasie
przetaczania sktadnikéw krwi powinny budzi¢ podejrzenie reakcji poprzetocze-
niowej, jezeli nie ma dowod6éw na inne ich pochodzenie [1]. Z laboratoryjnego
punktu widzenia o kazdej niepozadanej reakcji poprzetoczeniowej nalezy poin-
formowa¢ szpitalny bank krwi lub pracownie serologii transfuzjologicznej. Sa to
jednostki organizacyjne, ktére koordynuja badania konieczne w analizie reakcji,
wymieniajg informacje z klinicystami, doradzajg wybor sktadnika krwi w przy-
padku dalszych przetoczeni.

Natychmiastowe immunologiczne niepozadane reakcje poprzetoczeniowe la-
twiej przypisaé konkretnemu przetoczeniu sktadnika krwi niz reakcje opdznione.
Chociaz u chorych w bardzo ciezkim stanie moga one przebiegaé nierozpo-
znane [2]. Objawy ostrych reakcji poprzetoczeniowych sa podobne bez wzgledu
na przyczyne, wobec tego badanie przyczyn i leczenie sg z konieczno$ci réwno-
czesne. Z reguly, bez trudno$ci mozna rozrézni¢ przyczyny op6znionych reakcji
poprzetoczeniowych, ale, z kolei, ze wzgledu na czas ich pojawienia sie nie za-
wsze mozna powigzac z konkretnym przetoczeniem [2].

W Tabeli[18.2] przedstawiono sposéb postgpowania, ktéry nalezy natychmiast
wdrozy¢ w przypadku rozpoznania ostrej poprzetoczeniowej reakcji.

Czestos$¢ wystepowania immunologicznych reakcji poprzetoczeniowych bar-
dzo trudno ocenié, poniewaz wiekszo$¢ chorych otrzymuje wiecej niz jedna jed-
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Tabela 18.2: Spos6b postepowania i rodzaj badan natychmiast wykonywanych w przy-
padku rozpoznania ostrej reakcji poprzetoczeniowej

Czynniki diagnozujace
ostra reakcje poprzeto-
czeniowa

Rodzaj badania / postepowania

- oceni¢ wizualnie kolor surowicy i moczu chorego. Jest to
pierwszy, uchwytny objaw ostrej reakcji poprzetoczenio-
wej

- oznaczy¢ stezenie hemoglobiny wolnej w surowicy i mo-
czu chorego

- ocenic obraz krwi - obecno$¢ sferocytow

- oznaczy( stezenie bilirubiny i dehydrogenazy mleczano-
wej (LDH)

Hemoliza

- oceni¢ prawidtowos$¢ identyfikacji chorego

- sprawdzi¢ dokumentacje przetoczenia

- powtérzy¢ oznaczenie antygen6w ABO przed i po prze-
toczeniu, ponownie oznaczy¢ grupe krwi dawcéw

- przeprowadzi¢ badanie przegladowe w kierunku prze-
ciwciat skierowanych do antygenéw na krwinkach czer-
wonych przed i po przetoczeniu

- powtérzy¢ probe zgodnosci serologicznej z prébkami
krwi pobranymi przed i po przetoczeniu

- wykona¢ bezposredni odczyn antyglobulinowy (BTA)
z prébkami krwi pobranymi przed i po przetoczeniu

Niezgodno$¢

krzepiania wewnatrz-
naczyniowego

Zesp6l rozsianego wy- | - wykonaé badanie morfologii krwi

oznaczy¢ parametry uktadu krzepniecia
oznaczy¢ produkty degradacji fibrynogenu lub D-dimery

Niewydolno$¢ nerek

oznaczy¢ stezenie niektérych parametréw nerkowych:
mocznika, kreatyniny, elektrolitéw

Zaburzenia immunolo-

oznaczy¢ stezenie immunoglobuliny klasy A (IgA)

- przeprowadzi¢ badanie w kierunku obecnosci przeciw-

giczne cial anty-IgA

nostke koncentratu krwinek czerwonych, ponadto, istnieje duza ré6znorodnosé
w sposobie raportowania i ocenie ciezkos$ci reakcji poprzetoczeniowej [3]. Naj-
cze$ciej zglaszane sa immunologiczne reakcje poprzetoczeniowe o przebiegu
ciezkim, np. reakcja hemolityczna, anafilaksja, ostre poprzetoczeniowe uszko-
dzenie pluc. Wystepujq one rzadko i wedtug SHOT (ang. serious hazards of trans-
fusion), rejestru reakcji poprzetoczeniowych w Wielkiej Brytanii, czestos$¢ ich
wystepowania wynosi 10:100.000 przetoczonych jednostek sktadnikéw krwi [3].
Czesto$¢ wystepowania immunologicznych niepozadanych reakcji poprzetocze-
niowych przedstawia Tabela[18.3] [4].
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Tabela 18.3: Czesto$¢ wystepowania immunologicznych niepozadanych reakcji poprze-
toczeniowych (modyfikacja wiasna) [4].

Rodzaj poprzetoczeniowej reakcji immunologicznej Ocena ryzyka / prze-

tarne/bez zubozenia w leukocyty)
- po przetoczeniu ptytek krwi (ubogoleukocytarne/bez
zubozenia w leukocyty)

toczona jednostka
skladnika krwi
Niezgodno$¢ w uktadzie ABO 1:30.000 - 60.000
objawowa 40%
zgony 1:600.000
OpdéZnione reakcje hemolityczne 1:6.700
Ostre poprzetoczeniowe uszkodzenie ptuc (TRALI) 1:8.000
Choroba przeszczep przeciw biorcy (GvHD) rzadko
Niehemolityczne reakcje goraczkowe poprzetoczeniowe
- po przetoczeniu krwinek czerwonych (ubogoleukocy- | 1:300 / 1:200

1:25-50 / 1:5-20

Reakcje alergiczne 1:30-100
Reakcje anafilaktyczne 1:150.000
Skaza poprzetoczeniowa matoptytkowa rzadko

Immunomodulacja nieznana

Istotg immunologicznych reakcji poprzetoczeniowych jest reakcja pomiedzy
antygenami krwinek (czerwonych, biatych, ptytkowych), a specyficznymi dla tych
antygen6éw przeciwcialami. Proces ten przebiega w trzech fazach: 1) wigzanie
sie przeciwciat z antygenami krwinek, czasem z aktywacjg uktadu dopetniacza
bezposrednio w krazeniu; 2) interakcja krwinek z monocytami i makrofagami, na
ktérych wystepuja receptory rozpoznajace fragmenty Fc przeciwciat i aktywowa-
nie fagocytozy lub cytotoksyczno$ci zaleznej od przeciwcial; 3) uwalnianie me-
diatoréw reakcji zapalnej [5].

Reakcjami poprzetoczeniowymi bezposrednio zagrazajacymi zyciu sa reak-
cje hemolityczne, ktére sg wynikiem przy$pieszonego niszczenia krwinek czer-
wonych (ang. haemolytic transfusion reaction, HTR) [1]. Istnieja dwa mechani-
zmy hemolizy immunologicznej: pierwszy - niszczenie wewnatrznaczyniowe, na
skutek aktywacji uktadu dopetniacza bezposrednio w naczyniach krwiono$nych.
Z reguly dochodzi do uruchomienia drogi klasycznej przez przeciwciata klasy
IgM lub IgG wigzace dopelniacz. Klasycznie, obraz cigzkiej reakcji hemolitycz-
nej poprzetoczeniowej obserwuje sie w przypadku przetoczenia krwi niezgodnej
w uktadzie ABO. Objawy wystepuja w ciagu kilku minut od rozpoczecia przeto-
czenia. Hemolize wewnatrznaczyniowg wywotujg przeciwciala skierowane prze-
ciw antygenom: A, B, P Kidd i Lewis. Drugi mechanizm - niszczenie pozana-
czyniowe, zachodzi wéwczas, gdy krwinki optaszczone przeciwciatami ulegaja
fagocytozie przy udziale makrofagéw wyposazonych w receptor dla fragmentu
Fc i sktadowej C3b dopetniacza. Przeciwciala na krwinkach naleza do klasy IgG
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i stabiej niz immunoglobuliny ,naturalne” aktywujg uktad dopetniacza. Najcze-
Sciej skierowane sg do antygen6w uktadu Rh (ale nie do antygenu D), Kell, Duffy
i Kidd [5]. Niszczenie takie przebiega wolniej, a do krgzenia uwalniane sg mniej-
sze iloSci wolnej hemoglobiny.

Reakcje hemolityczne sg uwarunkowane czasem i mechanizmem niszczenia
krwinek czerwonych. Zaleza one ponadto od wtasciwosci i stezenia aloprzeciw-
cial, sily antygenu wyrazajacej sie liczba jego determinant na krwince oraz aktyw-
no$ci dopetniacza. Przebieg kliniczny reakcji hemolitycznej zalezny jest takze od
objetosci przetoczonej niezgodnej krwi. Przy czym warto zauwazy¢, ze objetos$¢
nie ma znaczenia decydujacego, chociaz masywne przetoczenie niezgodnej krwi
wplywa na ciezko$¢ przebiegu reakc;ji [5].

18.2. Ostra hemolityczna reakcja poprzetoczeniowa

Ostra hemolityczna reakcja poprzetoczeniowa wystepuje gléwnie po przeto-
czeniu krwi pelnej lub koncentratu krwinek czerwonych. Moze ona réwniez wy-
stapi¢ po przetoczeniu koncentratu krwinek ptytkowych, osocza lub innych pro-
duktéw osoczopochodnych zawierajacych przeciwciala do antygenéw czerwo-
nokrwinkowych biorcy [8]. Czesto$¢ wystepowania reakcji hemolitycznych po
przetoczeniu sktadnikéw krwi okreslana jest od 1:30000 do 1:60000 jednostek
przetoczonej krwi [5]. Natomiast Smiertelno$¢ w wyniku ostrej reakcji hemoli-
tycznej wynosi 1:100000 do 1:600000 przetoczonych jednostek krwi [6]. Nieco
inaczej przedstawia sie czesto$¢ wystepowania poprzetoczeniowych reakcji he-
molitycznych u chorych, u ktérych dokonano przetoczeni. Okre$lana jest ona
miedzy 1:854 a 1:524 i jest duzo wyzsza niz w przeliczeniu na przetoczone jed-
nostki krwi [5].

Immunologicznemu niszczeniu ulegaja zazwyczaj przetaczane krwinki
dawcy, sporadycznie wystepuje sytuacja odwrotna, kiedy znajdujace sie w prze-
taczanym osoczu przeciwciata niszcza korespondujace z nimi krwinki czerwone
chorego [6]. Tego rodzaju reakcja ma zwykle tagodniejszy przebieg, poniewaz
ilo§¢ przetoczonych przeciwcial jest mniejsza i ulegaja one rozcieticzeniu w kra-
z3acej objetosci osocza biorcy. W Tabeli przedstawiono przyczyny hemolizy
krwinek w ostrej poprzetoczeniowej reakcji hemolityczne;j.

Interakcja pomiedzy przeciwcialem i odpowiadajacym mu antygenem ini-
cjuje proces patofizjologiczny ostrej reakcji hemolitycznej, sterowany immuno-
logicznie przez aktywacje komplementu i hemolize wewnatrznaczyniows [7].

Hemoliza immunologiczna z aktywacja dopelniacza klinicznie niesie ze sobg
trzy gtéwne powiklania: hipotensje, zaburzenie perfuzji tkanek i narzadéw, gléw-
nie nerek, oraz aktywacje ptytek krwi i kaskady krzepniecia, ktérej skutkiem jest
rozsiane wykrzepianie wewnatrznaczyniowe (ang. disseminated intravascular co-
agulation, DIC) [1,6]. W przypadku aktywacji dopelniacza uruchomione zostajg
kolejne sktadniki ,klasycznej drogi”, az do zsyntetyzowania na blonie krwinki
czerwonej kompleksu ataku (ang. membrane attack complex, MAC). Zwiazanie
tego kompleksu prowadzi do uszkodzenia btony krwinek czerwonych z uwolnie-
niem do osocza zrebu, hemoglobiny i enzyméw [5}/6]. Do przestrzeni naczynio-
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Tabela 18.4: Przyczyny hemolizy krwinek czerwonych w ostrej hemolitycznej reakcji po-
przetoczeniowe;j.

Niszczenie krwinek czerwonych
dawcy biorcy

Wystepujace naturalne lub odporno- | Niezgodno$¢ w uktadzie ABO przetacza-
Sciowe aloprzeciwciata (anty-A, anty-B, | nych ptytek krwi, osocza, krioprecypitatu

anty-Kell, anty-Jka; anty: Fya) lub produktéw osoczopochodnych
Autoprzeciwciata Przetaczanie duzych objetosci hipoto-
Przeciwciata indukowane przez leki nicznych ptynéw

Zakazenie bakteryjne Mechaniczne niszczenie, np. sztuczne
Uszkodzenie mechaniczne podczas to- | Zastawki serca, zespoly mikroangiopa-
czenia lub w krazeniu pozaustrojowym tyczne

Uszkodzenie termiczne

wej uwalniane sg takze anafilotoksyny, wlacznie ze sktadnikiem C3a i C5a do-
pelniacza [1]. Produkty te sa bezposrednia przyczyna hipotensji. Ponadto, ich
interakcje z komoérkami tucznymi powoduja degranulacje komoérek i uwalnianie
kolejnych amin wasoaktywnych - histaminy i serotoniny [5,6]. Uwolnione do
krazenia aminy przyczyniajg sie do skurczu matych tetnic i wzrostu ich przepusz-
czalno$ci, powodujac niedokrwienie nerek [6]. Kompleks antygen — przeciwciato
moze aktywowac czynnik Hagemana (czynnik XIIa), ktéry z kolei oddziatywu-
jac na system kinin doprowadza do usuwania bradykininy. Bradykinina zwiek-
sza przepuszczalno$¢ naczyn wlosowatych i rozszerza tetniczki [8]. Ponadto, hi-
potensja moze byc¢ skutkiem wysokiego stezenia czynnika martwicy nowotworu
(ang. tumour necrosis factor, TNF) oraz interleukin: IL-1; IL-6 oraz IL-8, ktére to
cytokiny uwalniane sg w immunologicznej reakcji hemolitycznej spowodowanej
niezgodnos$cia ABO [7].

Ciezkim powiklaniem w nastepstwie ostrej reakcji hemolitycznej jest rozsiane
krzepniecie Sr6dnaczyniowe [6]. W przebiegu reakcji pod wptywem interakcji
kompleksu antygen-przeciwcialo komérki sSrédbtonka syntetyzuja i uwalniajg do
krwi krazacej prozapalne cytokiny. Cytokiny aktywujg kolagenoze, przyczyniajac
sie do uszkodzenia ukladu sercowo-naczyniowego, upo$ledzajg funkcje antyko-
agulacyjnego uktadu biatka C, aktywuja krwinki ptytkowe i krzepniecie oraz thu-
mig uktad fibrynolizy. W nastepstwie uogélnionej aktywacji krzepniecia powstaja
liczne zakrzepy gtéwnie w mikrokrazeniu i sg kolejna przyczyna niedokrwienia
nerek. Nastepuje zuzycie ptytek krwi, fibrynogenu i innych czynnikéw krzepnie-
cia objawiajace sie skaza krwotocznag [5].

Objawy zwiastujace poprzetoczeniowa reakcje hemolityczng wystepuja
w przypadkach ciezkich, zazwyczaj podczas, rzadziej po przetoczeniu krwinek
czerwonych. Nalezg do nich: béle glowy, nudnosci, dreszcze, goragczka. W przy-
padkach o przebiegu tagodnym oprécz objawéw zwiastujgcych moze pojawié
sie krétkotrwata hemoglobinuria, czasem tylko niewytlumaczalny spadek liczby
krwinek czerwonych i wskaznika hematokrytowego. W przypadkach ciezkich wy-
stepuja objawy wstrzasu o ré6znym nasileniu i czasie trwania. Ostra skaza krwo-
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toczna, mogaca by¢ objawem dominujgcym, wystepuje u 15% chorych. Skapo-
mocz lub bezmocz wystepuje u ok. 50% chorych. Hemoglobinuria jest objawem
staltym. Zottaczka o niewielkim nasileniu pojawia sie¢ zazwyczaj w 1 lub 2 do-
bie [1,/7].

Diagnostyka laboratoryjna ostrej poprzetoczeniowej reakcji
hemolitycznej

Pojawienie sie objaw6w reakcji poprzetoczeniowej wymaga natychmiasto-
wego przerwania przetoczenia i podjecia dziatan pozwalajgcych na jak najszyb-
sze ustalenie przyczyny niepozadanej reakcji i podjecia odpowiedniego leczenia.
Stuza temu miedzy innymi badania laboratoryjne przedstawione w Tabeli[18.5]

Tabela 18.5: Rodzaj badan wykonywanych w przypadku wystapienia ostrej hemolitycznej
reakcji poprzetoczeniowe;j.

Rodzaj materialu Rodzaj badania

Prébka krwi pobrana | Ponowne oznaczenie grupy krwi w uktadzie ABO i Rh (D)
z pojemnika zawiera- | oraz wykonanie badania przegladowego w kierunku prze-
jacego sktadnik krwi ciwcial

Prébka krwi pobrana | Ponowne oznaczenie grupy krwi w ukladzie ABO i Rh (D)
od chorego, u ktérego | wykonanie badania przegladowego w kierunku przeciw-
wystapita reakcja cial, ponowne wykonanie proby zgodnosci serologicznej,
(badania te nalezy wykona¢ z prébki krwi pobranej przed
przetoczeniem i po przetoczeniu)

Bezposredni odczyn antyglobulinowy (BTA; bezposredni
odczyn Coombsa)

Identyfikacja wykrytych przeciwciat

Morfologia krwi i liczba ptytek krwi

Badanie moczu w kierunku hemoglobinurii

Stezenie bilirubiny w osoczu

Ocena czynnosci nerek (stezenie kreatyniny)

Koagulogram: czas protrombinowy, czas trombinowy, APTT,
fibrynogen, produkty degradacji fibrynogenu

Pierwsza grupa badan potwierdza istnienie hemolizy i ocenia zdolno$¢ krwi
do przenoszenia tlenu (warto$¢ hematokrytu i stezenie hemoglobiny).

Makroskopowa ocena osocza biorcy, u ktérego wystapila reakcja hemoli-
tyczna i hemoglobinemia pozwala wykry¢ stezenie hemoglobiny rzedu 20-50
mg/dl, co stanowi ekwiwalent 10 ml hemolizowanych krwinek czerwonych u do-
roslego osobnika [7]. W niektérych przypadkach reakcja hemolityczna moze wy-
stapi¢ z przyczyn nieimmunologicznych, np.: zakazenie bakteryjne, uszkodzenie
mechaniczne, osmotyczne lub termiczne krwinek oraz w przebiegu hemoglobi-
nopatii. Przezsk6rna wewnatrznaczyniowa trombektomia moze réwniez spowo-
dowac¢ hemoglobinemie [5]. Natomiast falszywie ujemne wyniki badann w kie-
runku wolnej hemoglobiny moga wystapi¢, jezeli probka krwi pobrana po wysta-
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pieniu objaw6éw reakcji hemolitycznej zbyt péZno zostata dostarczona do labo-
ratorium. Niskie stezenia wolnej hemoglobiny moga by¢ trudne do oznaczenia
w prébkach krwi pobranych od chorych na zéttaczke.

Badaniem, ktore pozwala na szybkie rozpoznanie poprzetoczeniowej reakcji
hemolitycznej i wykluczenie probleméw zwiazanych z oznaczeniem wolne;j bili-
rubiny jest bezposredni odczyn antyglobulinowy (BTA, bezpos$redni odczyn Co-
ombsa) wykonywany z prébki krwi pobranej po przetoczeniu. Dla poprawnej in-
terpretacji wyniku testu, w przypadku BTA dodatniego wykonywanego z prébki
krwi pobranej po wystapieniu objawéw reakcji poprzetoczeniowej, badanie na-
lezy wykona¢ w prébce krwi pobranej przed przetoczeniem.

Czasem pomimo rozpoznawanej immunologicznej reakcji hemolitycznej wy-
nik testu BTA jest ujemny. Wystepuje to w sytuacji, gdy w krazeniu znajdujg sie
krwinki dawcy optaszczone aloprzeciwcialami w niskim mianie. Wéwczas ruty-
nowe techniki zastosowane do wykonania BTA moga by¢ malo czule. Badania
bezposredniego testu antyglobulinowego przeprowadzone przez Alvareza i wsp.,
w ktérych poréwnano czuto$¢ techniki z zastosowaniem monospecyficznej suro-
wicy antyglobulinowej, elucji przeciwciat i cytometrii przeptywowej wykazaty, ze
BTA metoda klasyczna byt dodatni przy 10% stezeniu optaszczonych przeciwcia-
tami krwinek czerwonych. Natomiast technika elucji i cytometrii przeptywowe;j
pozwala na uzyskanie dodatniego wyniku BTA juz przy 1% stezeniu optaszczo-
nych krwinek [9].

Druga grupa badan wykonywanych obowigzkowo w przypadku analizy reakcji
poprzetoczeniowej obejmuje badania serologiczne, ktére musza zawiera¢ ozna-
czenia grupy krwi ABO i Rh(D), przegladowe badanie w kierunku obecnosci prze-
ciwcial odpornosciowych, powtérzenie préby zgodnoSci serologicznej oraz na-
lezy sprawdzi¢, czy na krwinkach czerwonych wykrywa sie przeciwciala, sktad-
niki dopeliacza lub kompleksy immunologiczne. Badania te maja dwojaki cel.
Po pierwsze stuzg do wykluczenia btedu laboratoryjnego popelnionego w bada-
niach serologicznych, szczeg6lnie w oznaczeniu grupy krwi i prébie zgodno$ci
serologicznej, wykonywanych przed przetoczeniem. Po drugie, w celu powtérze-
nia badan w prébce krwi pobranej po przetoczeniu lub przerwaniu przetoczenia
po obserwacji objawéw reakcji poprzetoczeniowej, aby, z kolei, wykluczy¢ bledy
w identyfikacji chorego [2].

18.3. Opdzniona hemolityczna reakcja poprzetoczeniowa

Zgodnie z definicja, opdZniona hemolityczna reakcja poprzetoczeniowa
(ang. delayed haemolytic transfusion reaction, DHTR) pojawia sie po uptywie 24
godzin od przetoczenia jednostki krwi odpowiedzialnej za wystapienie reakcji.
Cechg charakterystyczna tej reakcji jest brak serologicznych niezgodno$ci w ba-
daniach wykonywanych przed przetoczeniem. Klasycznie, op6Zniona poprze-
toczeniowa reakcja hemolityczna wystepuje u chorych, ktérzy zostali zimmuni-
zowani w czasie wcze$niejszych przetoczen lub cigz. Oznacza to, ze w bada-
niach wykonanych przed planowanym przetoczeniem nie wykryto przeciwciat
odpowiedzialnych za wystapienie reakcji hemolitycznej [10]. OpéZnione dziata-

189



18. Diagnostyka laboratoryjna niepozadanych ...

nie przeciwcial jest skutkiem wt6rnej odpowiedzi immunologicznej. Przetoczona
krew pobudza komérki pamieci chorego, stymulujac wytwarzanie aloprzeciwciat
skierowanych do korespondujgcych z nimi antygenéw na przetoczonych krwin-
kach [10].

W przypadkach typowych, mamy do czynienia z hemoliza pozanaczyniowa.
Moze pojawic sie réwniez hemoliza wewnatrznaczyniowa lub moga wspoélistniec¢
oba rodzaje hemolizy [2,/7}/10].

Kliniczne objawy opé6Znionych reakcji hemolitycznych maja mniejsze nasile-
nie niz w przypadku ostrych reakcji poprzetoczeniowych. Czesto mozna ich nie
zauwazy¢. U niektérych chorych obserwuje sie tylko niespodziewane pojawie-
nie sie niedokrwistosci. Inne objawy kliniczne to: goraczka, dreszcze, bél, dusz-
nosc¢ i zéttaczka. Rzadko wystepuje hemoglobinuria. Jej pojawienie sie zalezy
od specyficznosci przeciwciat. Przeciwciata odpowiadajace za op6zniona reak-
cje hemolityczna s czasteczkami IgG, ktére wigza lub nie dopetniacz. Ich swo-
isto$¢ jest najczesciej skierowana do antygenéw z uktadu Rh, Kidd, antygenu K,
ukladu Duffy i uktadu MNS [5]. Swoisto$¢ przeciwciat wywolujacych reakcje he-
molityczne przedstawiono w Tabeli[18.6][7].

Tabela 18.6: Swoistos¢ przeciwciat wywotujacych reakcje hemolityczne [7].

Reakcja hemolityczna z niszczeniem | Reakcja hemolityczna z niszczeniem ze-
wewnatrznaczyniowym krwinek wnatrznaczyniowym krwinek

Anty -A, -B, -H w fenotypie Bombay

przeciwciala skierowane do uktadu Rh:
anty-C; anty-c; anty-E; anty-e; anty-D
anty-K anty-K

anty-JKa anty-Jk?; JKP; K3

anty-Fy?; anty-Fy?

anty-M; anty-S; anty-s; anty-U

anty-Le?

W okoto 50% przypadkéw przeciwciata wytworzone po przetoczeniu krwi lub
po ciagzy nie sa wykrywane po kilku miesigcach. Czas ten zalezy od swoistoSci
przeciwciat i indywidualnych cech uktadu odpornosci. W okoto 10% przypadkéw
testami serologicznymi wykrywa sie wiecej niz jedng swoistos¢ aloprzeciwciat [1].

Pomijajac kilka opisanych przypadkéw, op6Zznione hemolityczne reakcje po-
przetoczeniowe posiadaja wspdlne cechy: 1) wystepuja u chorych, ktérzy zostali
zimmunizowani wcze$niej wykonanymi przetoczeniami lub cigzami; 2) przeciw-
ciala nie sg wykrywane w badaniu przegladowym przed przetoczeniem krwi;
3) objawy op6znionej reakcji poprzetoczeniowej pojawiaja sie 3 do 10 dni po
przetoczeniu; 4) przeciwciata niewykrywane w badaniach przed przetoczeniem
sg identyfikowane w préobkach krwi pobranych po przetoczeniu [10].
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Aspekty diagnostyczne op6zZnionych hemolitycznych reakcji
poprzetoczeniowych

W badaniach laboratoryjnych stwierdza sie niedokrwisto$¢, podwyzszone ste-
zenie dehydrogenazy mleczanowej, bilirubiny, obnizenie stezenia haptoglobiny
oraz podwyzszong liczbe krwinek biatych. Jednak w okoto 35% przypadkéw
opdznionych poprzetoczeniowych reakcji hemolitycznych nie obserwuje sie ja-
kichkolwiek objawéw klinicznych i laboratoryjnych hemolizy. Na wystapienie re-
akcji wskazuja jedynie badania serologiczne. W badaniach stwierdzono bardzo
staba korelacje miedzy serologicznymi wynikami badan w kierunku wystapienia
op6znionej reakcji hemolitycznej a klinicznymi objawami jej wystapienia [10].
Dlatego tez w tych przypadkach rozpoznaje sie obecnie op6Zniong poprzetocze-
niowg reakcje serologiczng (ang. delayed serological transfusion reaction, DSTR).
Konsekwencjg jej zdiagnozowania jest wpis wykrytych aloprzeciwciat w doku-
mentacji chorego.

Nie wszystkie wykryte przeciwciala powodujg reakcje hemolityczng lub przy-
$pieszaja niszczenie krwinek czerwonych na powierzchni, ktérych znajduje sie
antygen z nimi korespondujacy. Niektére z nich powszechnie uznane za nie-
istotne klinicznie nie powoduja hemolizy krwinek. W Tabeli przedstawiono
podziat przeciwcial istotnych i nieistotnych klinicznie.

Tabela 18.7: Istotno$¢ kliniczna przeciwciat i ich swoisto$¢ do antygenow z uktadéw gru-
powych krwinek czerwonych [1].

Istotne Czasami Moga by¢ istotne | Nieistotne
klinicznie istotne klinicznie | klinicznie, gdy re- | klinicznie
aguja w temp.
37°C
ABO, H August A Bg
Uktad Rh Cartwight Anton Chido / Rogers
Uktad Duffy Colton I Cost
Uktad Kell Cromer Lewis
Uktad Kidd Dombrock Lutheran
MNS Gerbich MNS
Diego Scianna P
Vel Gil Sid
Globoside Iw
Lan Indian
XK

Uznanie braku istotnoS$ci klinicznej przeciwciala nie zawsze jest takie proste.
Antygen Bg jest dobrym przyktadem kontrowersji wokoét tego problemu. Jest on
przenoszony na czasteczkach HLA klasy I, ktérych ekspresja na krwinkach czer-
wonych jest stabo i zmiennie wyrazona. Antygen-Bga nalezy do powszechnych
i wystepuje u 1,5% populacji i 10% chorych, ktérzy sa wielokrotnymi biorcami
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sktadnikéw krwi [1,/11]. Przetoczenia krwinek czerwonych wobec niezgodno$ci
do antygenu Bg sg powszechne i nie niosg ze sobg reakcji poprzetoczeniowych.
Niemniej opisywane sg reakcje hemolityczne spowodowane przeciwciatami do
antygenu Bg [11].

Badania serologiczne

W klasycznym przypadku opéZnionej hemolitycznej reakcji poprzetoczenio-
wej obserwujemy:

1) dodatni wynik BTA, ktéry na ogoét jest widoczny w postaci dwoch populacji
krwinek czerwonych. Zalecane jest wykonanie badania z prébki krwi pobra-
nej po obserwacji reakcji poprzetoczeniowej. Jednak badanie to ma matq war-
to$¢ predykcyjng dla reakcji hemolitycznej. U chorych hospitalizowanych ob-
serwuje sie wysokg prewalencje dla dodatniego wyniku BTA. Okoto 6% prébek
krwi poddanych badaniu przed przetoczeniem wykazato BTA dodatni z suro-
wicg anty-IgG. Warto$¢ predykcyjna dla wykrycia obecno$ci nowowytworzo-
nych aloprzeciwciat w tych préobkach wyniosta tylko 0,29% [5].

2) obecno$¢ aloprzeciwcial w eluacie krwinek czerwonych, osoczu lub w obu ba-
daniach. Zazwyczaj przeciwciata zaczynajq by¢ wykrywane po 3-7 dniach po
przetoczeniu. Wykrywa sie je w posrednim teScie antyglobulinowym (PTA)
i w testach enzymatycznych. Badania te nalezy wykonac przy uzyciu wzorco-
wych krwinek alogenicznych i krwinek autologicznych chorego. U niektérych
chorych, u ktérych rozpoznano opéZniong reakcje hemolityczng nie wykrywa
sie przeciwciat przy stosowaniu rutynowych testéw. Zastosowanie dodatko-
wych testéw, np. testu polibrenowego, pozwala na identyfikacje aloprzeciwciat.
Pojedynczy chorzy dla wykrycia i identyfikacji przeciwcial wymagajg badania
czasu przezycia krwinek czerwonych znakowanych Cr®! [12].

Oprécz aloimmunologicznej hemolizy reakcje poprzetoczeniowe moga miec
réwniez inne podtoze immunologiczne. Mechanizm niszczenia krwinek czerwo-
nych w tych przypadkach okreslany jest jako cytoliza ,przypadkowego swiadka”
(, bystander immune cytolysis”) |5]. Hemolize powodujg przeciwciata skierowane
do antygen6éw obecnych na innych komérkach krwi, np. leukocytach, ptytkach
krwi, natomiast krwinki czerwone ulegaja zniszczeniu przy udziale dopelniacza
»przypadkowo”. Przypuszczalnie jedng z przyczyn takiej hemolizy jest przytacze-
nie zaktywowanego kompleksu C 5,6,7 dopelniacza do blony krwinek czerwo-
nych znajdujacych sie z poblizu reakcji immunologiczne;j [6].

18.4. Niehemolityczna goraczkowa reakcja
poprzetoczeniowa

Goraczkowa niehemolityczna reakcja poprzetoczeniowa (ang. febrile nonhe-
molytic transfusion reactions, FNHTR) definiowana jest jako wzrost cieptoty ciata
o 1°C lub wiecej w czasie przetoczenia lub bezposrednio po nim [13].
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Goraczce mogga towarzyszy¢ dreszcze, uczucie zimna, czasami objawy wtérne,
takie jak bdl glowy, nudno$ci i wymioty. Przy czym nalezy zauwazyc¢, ze obserwa-
cja objawéw wtérnych, bez wzrostu cieploty ciala nie moze stanowi¢ o rozpo-
znaniu reakcji gorgczkowej. Natomiast pojawienie sie dreszczy z lub bez wzrostu
cieptoty ciala moze by¢ klasyfikowana jako niehemolityczna goraczkowa reakcja
poprzetoczeniowa, jezeli objaw koreluje z dokonanym przetoczeniem i zostang
wykluczone inne przyczyny (14). Reakcja goraczkowa zwykle trwa nie dluzej niz
8 do 12 godzin po rozpoczeciu przetoczenia.

Goraczkowa niehemolityczna reakcja poprzetoczeniowa jest zwykle zwigzana
z przetoczeniem komoérkowych sktadnikéw krwi. Wystepuje duzo czesciej po
przetoczeniu koncentratu krwinek ptytkowych - 4,6% niz koncentratu krwinek
czerwonych, dla ktérego czesto$¢ wystepowania okre$lono na 0,33% [15]. Ry-
zyko pojawienia sie reakcji goragczkowej zalezy od wielu czynnikéw, takich jak:
obecnos¢ leukocytéw w sktadnikach krwi, czasu przechowywania, charaktery-
styki dawcy, w tym lekéw, ktére przyjmowat przed donacja.

Niehemolityczna goraczkowa reakcja poprzetoczeniowa jest czeécia zespotu
systemowej odpowiedzi zapalnej (ang. systemic inflammatory response syndrome,
SIRS). Wywotana jest obecno$cig w sktadnikach krwi leukocytéw i przeciwciatl an-
tyleukocytarnych u chorych lub przetoczeniem rozpuszczalnych mediatoréow za-
palnych nagromadzonych w czasie przechowywania. Zatem, gorgczkowa reakcja
poprzetoczeniowa moze mie¢ dwie przyczyny: 1) bardziej ,klasyczna”, na skutek
reakcji antygen-przeciwciato z udziatem dopelniacza aktywowane sg makrofagi
biorcy, ktére stymulujg uwalnianie cytokin; 2) przetoczenie cytokin zapalnych
takich jak IL-I; IL-6; TNF-a i innych mediatoréw reakcji zapalnej (np. sktadniki
dopetniacza, lipopolisacharydy lub lipidy aktywujace neutrofile), ktére groma-
dza sie w komérkowych sktadnikach krwi podczas przechowywania (14). Cyto-
kiny zapalne indukujg wystapienie goraczki poprzez zaburzenia funkcji o§rodka
regulacji temperatury w podwzg6rzu. Mechanizm ten wspierany jest zwigzkiem
reakcji goraczkowej z odmiang polimorficzng IL-1 o genotypie IL-1 RN*2,2 [16].
W ostatnich latach zwrécono uwage na to, ze goragczkowg niehemolityczng reak-
cje poprzetoczeniowg mogg powodowac niecytokinowe czynniki obecne w sktad-
nikach krwi. Potwierdzaja to obserwacje kliniczne wystepowania reakcji po prze-
toczeniu sktadnikéw krwi o zmniejszonej liczbie leukocytow.

18.5. Ostre poprzetoczeniowe uszkodzenie pluc

Ostre poprzetoczeniowe uszkodzenie ptuc (ang. transfusion related acute lung
injury, TRALI) definiowane jest jako ostra niewydolno$¢ oddechowa pojawia-
jaca sie w czasie lub w ciagu 6 godzin po przetoczeniu jednej lub wiecej jedno-
stek sktadnika krwi u chorych bez czynnikéw ryzyka zaburzeni uktadu oddecho-
wego [17].

TRALI moze by¢ rozpoznane tylko wéwczas, jezeli objawy reakcji wystgpity po
przetoczeniu, rzadziej w czasie jego trwania, a nie byty obserwowane przed prze-
toczeniem. Ostre poprzetoczeniowe uszkodzenie ptuc rozpoznaje sie poprzez
wykluczenie innych przyczyn ostrej niewydolnosci oddechowej. W Tabeli
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Tabela 18.8: Objawy ostrego poprzetoczeniowego uszkodzenia ptuc.

Objawy TRALI

- ostra niewydolno$¢ oddechowa po przetoczeniu sktadnikéw krwi

- objawy niedotlenienia PaO2/FiO2 < 300 mmHg

- obustronne nacieki pluc widoczne w badaniu radiologicznym klatki piersiowej

- brak objawéw przeciazenia lewego przedsionka

- wystapienie objawéw podczas lub w czasie 6 godzin po zakoriczeniu przetoczenia

Objawy TRALI u chorych z czynnikami ryzyka niewydolno$ci oddechowej

- pogorszenie niewydolnosci oddechowej podczas lub w ciggu 6 godzin po zakorncze-
niu przetaczania sktadnikéw krwi zawierajacych osocze

- kliniczne objawy sugerujace TRALI, u chorych z niewydolnoscig oddechowa, o usta-
lonych przyczynach i stabilnym stanem ogélnym przed przetoczeniem

przedstawiono objawy TRALI stanowigce konsensus grupy roboczej National He-
art, Lung, and Blood Institute [17].

Czestos$¢ wystepowania ostrego poprzetoczeniowego uszkodzenia ptuc w USA
przed 2007 r. oceniane byto miedzy 1:4000 a 1:5000 przetoczonych jednostek.
Obecnie, po zastosowaniu postepowan zapobiegawczych (przetaczanie sktad-
nikéw ubogoleukocytarnych unikanie przetaczania osocza pochodzacego od
wielor6dek, rygorystyczne wskazania do przetoczenia osocza) czesto$¢ ta wy-
nosi 1:12000 przetoczonych jednostek krwi, Smiertelno$¢ szacowana jest na
ok. 6% [17].

W patogenezie TRALI istotng role odgrywaja przeciwciala reagujace z anty-
genami leukocytéw (anty-HLA) lub reagujace ze swoistymi antygenami granu-
locytéw (anty-HNA), przetoczone choremu w sktadniku krwi [18]. Przeciwciala
reaguja gtéwnie z granulocytami, ale w reakcje wciagane sg réwniez monocyty
i komorki srédbtonka [19]. Caty proces prowadzi do aktywacji neutrofili i uwal-
niania prozapalnych cytokin oraz uszkodzenia §r6dbtonka naczyn krwiono$nych
i zwigkszenia przepuszczalnosci [18].

Istotng obserwacjg jest to, ze w prawie 1/3 przypadkéw nie wykrywane sa
przeciwciata. Badania na modelach do$wiadczalnych dowiodly, ze wazng role
w etiologii TRALI odgrywajq lipidy bioaktywne znajdujace sie w przechowywa-
nych skladnikach krwi [18]. W kontrolowanych badaniach przeprowadzonych
u chorych poddawanych zabiegom kardiochirurgicznym wykazano, ze szczegdl-
nym czynnikiem ryzyka jest lisofosfatydylocholina, powodujaca aktywacje neu-
trofili, uwalniana z uszkodzonych blon komoérkowych komérek krwi w dlugo
przechowywanych sktadnikach [20]. Ponadto, stwierdzono réwniez, ze lipidy
znajdujace sie w osoczu przechowywanych ubogoleukocytarnych koncentratéw
krwinek czerwonych mogg in vitro aktywowac neutrofile [21].

Diagnostyka laboratoryjna TRALI

Jednoznaczne rozpoznanie poprzetoczeniowego ostrego uszkodzenia ptuc
jest trudne. Na og6t zaleca sie wykonanie elektrokardiogramu, oznaczenie ste-
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zenia BNP (ang. brain natriuetic peptide), analize bilansu plynéw oraz okreslenie
liczby krwinek biatych. Ekg i pomiar stezenia BNP oraz bilans ptynéw pozwalaja
wylaczy¢ niewydolno$¢ krazenia jako przyczyne ostrej niewydolnosci oddecho-
wej. BNP réznicuje rowniez TRALI z przecigzeniem krazenia. Czasowo pojawia-
jaca sie leukopenia moze w przypadku pojawienia sie niewydolnosci oddechowe;j
sugerowac rozpoznanie TRALI [20].

Wazna role w badaniach laboratoryjnych odgrywa poszukiwanie przeciwciat
anty-HLA i/lub anty-HNA u dawcéw, ktérych sktadniki krwi zostaty przetoczone,
rzadziej u chorych. Niewykrycie u dawcéw lub u biorcy przeciwciat nie wyklu-
cza poprzetoczeniowego uszkodzenia ptuc. W Tabeli przedstawiono rodzaj
testow stuzacych do wykrywania przeciwciat.

Tabela 18.9: Rodzaj i cechy testéw stuzacych do wykrywania przeciwciat.

Zalecane testy do wy- | HNA —immunofluorescencyjny z granulocytami, test aglu-

krywania przeciwcial tynacji, wskazana réwniez MAIGA
HLAI-enzymatyczny, fluorocytometryczny, limfocytotok-

syczny
HLA II - enzymatyczny, fluorocytometryczny

Wymagane antygeny | HNA-1a, 1b, -2, -3a

w panelu HLA klasy II

HLA klasy I, A2 i inne o duzej czesto$ci wystepowania
Dowody udzialu prze- | Dodatnia préba zgodno$ci pomiedzy dawca i biorca, a w ra-
ciwcial w patogenezie | zie niemoznosci jej przeprowadzenia — identyfikacja u bior-
TRALI cy/dawcy antygenu reagujacego z przeciwciatem

Przeciwciata wykrywa si¢ gtéwnie u dawcy, reaguja one wowczas z leukocy-
tami biorcy sktadnikéw krwi. Rzadziej wykrywa sie przeciwciala u biorcy, reaguja
one wtedy z leukocytami dawcy. Opisywano obecno$¢ przeciwcial dawcy, ktére
reagowaty z leukocytami innego dawcy sktadnika krwi przetaczanego temu sa-
memu choremu [18]. W badaniach wykrywa sie przeciwciata anty-HLA klasy II,
czesto w wysokim stezeniu, oraz anty-HNA, gléwnie anty-HNA 3a. Przeciwciala
anty-HLA klasy I wykrywa sie rzadziej, poniewaz adsorbowane sg przez krwinki
plytkowe i czasteczki rozpuszczalne. Ponadto, czesto$¢ wystepowania przeciw-
ciat anty-HLA klasy I jest mniejsza, wynosi 10% niz przeciwcial anty-HLA klasy II
— okre$lona jest na 12% [22].

Metody wykrywania przeciwcial do antygené6w HLA

Rutynowym testem do wykrywania przeciwcial anty-HLA jest test limfocyto-
toksyczny (ang. lymphocytotoxicity test, LCT). Metoda tg wykrywane sg przeciw-
ciata klasy IgM i IgG skierowane do antygen6éw HLA, gtéwnie klasy I. W tescie LCT
badang surowice kontaktuje sie z limfocytami dawcéw panelowych oraz sktadni-
kami uktadu dopetniacza. Obecno$¢ przeciwcial anty-HLA w surowicy powoduje
lize komérek. Nasilenie reakcji ocenia sie na podstawie odsetka martwych komé-
rek w stosunku do wszystkich dodanych.
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Kolejnymi stosowanymi testami sg testy fluorescencyjne i enzymatyczne z za-
stosowaniem surowicy antyglobulinowej. W teScie z wykorzystaniem surowicy
antyglobulinowej sprzezonej z izotiocyjanianem fluoresceiny (ang. limphocyte
immunofluorescence test, LIFT) surowice chorego inkubuje sie z limfocytami i do-
daje sprzezony odczynnik. Wyniki badar w tescie LIFT odczytuje sie w cytome-
trze przeptywowym.

W przypadku sprzezenia surowicy antyglobulinowej z enzymem, np. peroksy-
daza lub fosfatazg zasadowa, po dodaniu surowicy chorego uzyskuje sie reakcje
barwna, ktérej natezenie odczytuje sie w spektrofotometrze. Jest to test immu-
noenzymatyczny ELISA.

W testach fazy stalej, ktore sa testami nowej generacji, wykorzystuje sie roz-
puszczalne antygeny HLA oczyszczone metodg chromatografii. Tak oczyszczone
antygeny oplaszcza sie na powierzchni plastikowych studzienek lub polistyreno-
wych kulek. Wyniki badania ocenia sie w cytometrze lub spektrofotometrze. Te-
sty te cechuje wysoka czulo$¢ w wykrywaniu przeciwciat anty-HLA i mozliwo$¢
identyfikacji rzadkich swoistosci [23]. Najpowszechniej do identyfikacji przeciw-
cial stosuje sie fluorymetr przeptywowy. W metodzie wykorzystuje sie polistyre-
nowe, fluorescencyjne kuleczki, ktére pokryte sa oczyszczonymi antygenami HLA
klasy I lub II. Sg one inkubowane z badang surowicg sprzezong z barwnikiem
fluorescencyjnym - fikoerytryna. Wyniki ocenia sie we fluorymetrze. W jedne;j
préobce mozna réwnocze$nie bada¢ nawet do 100 r6znych swoistoSci przeciw-
ciat [24].

W badaniu przesiewowym przeciwciat anty-HLA stosowany jest test z uzyciem
krwinek czerwonych, optaszczonych przeciwciatami anty-IgG. Uczulone krwinki
czerwone inkubuje sie z badang surowica, a nastepnie z surowicg antyglobuli-
nowgq. Na brak przeciwciatl wskazuje aglutynacja krwinek, natomiast obecnos$é
przeciwciat anty-HLA nie powoduje aglutynacji krwinek czerwonych.

18.6. Poprzetoczeniowa reakcja alergiczna
i anafilaktyczna

Poprzetoczeniowe reakcje alergiczne i anafilaktyczne mogg pojawi¢ sie po
przetoczeniu kazdego ze skladnikéw krwi. Na og6l objawiajg sie pokrzywka,
swiadem zaczerwienieniem skoéry, w przypadkach ciezkich objawami sa obrzek
naczyniowy, skurcz oskrzeli, wstrzas oraz niewydolno$¢ krazenia. W zalezno$ci
od nasilenia reakcji alergicznych mozna wyr6zni¢: 1) tagodne reakcje alergiczne,
z reguty objawiaja sie miejscowo zlokalizowang lub rozlang pokrzywka; 2) reak-
cje anafilaktoidalna; 3) reakcje anafilaktyczng — najczesciej objawiajaca sie pod
postacia wstrzasu (20,25). Czesto$¢ wystepowania reakcji alergicznych i anafilak-
toidalnych waha sie od 1:100 do 1:33, natomiast reakcje anafilaktyczne wystepuja
z czestoScig od 1:20.000 do 1:47.000 (0,002% do 0,005%) przetoczen [20,26].

Przyczyna reakcji alergicznych jest dzialanie zewnetrznego alergenu, zwykle
biatka zawartego w sktadniku krwi i przeciwciat anty-E chorego. Innym mechani-
zmem reakcji alergicznej sa przeciwciata do antygenéw leukocytarnych oraz sub-
stancji wazoaktywnych — C3a i C5a lub aktywatoréw komérek tucznych, takich
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jak leukotrieny [13}27]. Badania wskazaty réwniez na udziat histaminy w poja-
wianiu sie reakcji alergicznych. Histamina wykrywana jest w osoczu, w ktérym
przechowywane sg ptytki krwi lub w czesci znajdujacej sie w koncentratach krwi-
nek czerwonych. Nie jest ona syntetyzowana de novo podczas przechowywania
sktadnikéw krwi, pochodzi raczej z rozpadajacych sie komérek krwi [25}27]. Po-
nadto gromadzace sie w czasie przechowywania komérkowych sktadnikéw krwi
chemokiny takie jak: IL-8; RANTES i MIP-1a moga powodowac gromadzenie i ak-
tywacje bazofili oraz wzrost syntezy histaminy [27].

Przeciwciata anty-IgA obecne w osoczu biorcy sg przyczyng poprzetoczenio-
wych reakcji anafilaktycznych. Reakcja ta, ciezka i bezposrednio zagrazajaca zy-
ciu, moze pojawic sie w kilka sekund lub minut po rozpoczeciu przetoczenia, na-
wet malej objetosci sktadnika zawierajgcego osocze [28]. Reakcja anafilaktyczna
najczesciej obserwowana jest u chorych z niedoborem IgA lub jednej z subklas
lub alotypu IgA. 30% - 40% tych chorych wytwarza przeciwciata klasy IgG lub
IgM przeciw immunoglobulinie klasy A [20,26]. Pomimo tego, nie wszyscy cho-
rzy, u ktérych wykrywa sie przeciwciala anty-IgA, reaguja anafilaksjg na sktadniki
krwi zawierajace w swoim skladzie IgA. Moze to by¢ spowodowane niskim mia-
nem przeciwciat kragzacych we krwi biorcy [26].

Diagnostyka laboratoryjna

Diagnostyka laboratoryjna w przypadku poprzetoczeniowych reakcji aler-
gicznych i anafilaktycznych ma dosy¢ ograniczone mozliwoéci. Ostatnio opi-
sano mozliwg przydatno$c testu aktywacji bazofili w diagnostyce reakc;ji alergicz-
nych [29].

Wystapienie reakcji anafilaktycznej wymaga oznaczenia stezenia IgA. Izolo-
wany niedob6r immunoglobuliny klasy A jest popularnie wystepujacym pierwot-
nym niedoborem immunologicznym. Czesto w praktyce klinicznej wystepuja
wtérne niedobory IgA, towarzyszace takim chorobom jak, toksoplazmoza, ré-
zyczka lub odra oraz ekspozycji na leki i alkohol. Okoto 1 na 700 os6b w Europie
ma ekstremalnie niskie stezenie IgA w osoczu [27]. Z perspektywy alegiczno/im-
munologicznej praktyki u osoby, u ktérej stwierdza sie osoczowe stezenie IgA<5
mg/dl, mozna rozpoznaé¢ niedob6r immunoglobuliny. Wystepuje rowniez u niej
ryzyko wytworzenia przeciwciat anty-IgA [27].

Przed przetoczeniem skladnikéw krwi zawierajacych osocze lub produktéw
osoczopochodnych (np. preparaty immunoglobulin) nalezy wykonaé¢ badania
przesiewowe w kierunku obecnosci przeciwcial anty-IgA. Hemaglutynacja po-
$rednia (ang. passive hemagglutination assay, PHAA) byta pierwszg metoda sto-
sowang do wykrywania przeciwcial [26]. Wykorzystywata ona krwinki czerwone
grupy O optaszczone szpiczakowaq IgA zawierajaca r6zne jej podgrupy i alotypy,
IgAl, IgA2m (1) i IgA2m (2). Obecnie metoda wykonywana jest w matych labo-
ratoriach referencyjnych. Metodami rozpowszechnionymi do wykrywania prze-
ciwciat anty-IgA sa metoda immunoenzymatyczna i radioimmunologiczna [26].
Nowe techniki oznaczania oparte sa na metodzie kolumnowo-zelowej [30]. Oso-
cze badane inkubowane jest z czerwonymi polistyrenowymi kuleczkami optasz-
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czonymi immunoglobuling klasy A. Obecne w surowicy przeciwciata anty-IgA
aglutynuja kuleczki a wynik odczytywany jest w mikroskopie [30].

18.7. Poprzetoczeniowa skaza maloplytkowa

Poprzetoczeniowa skaza matoptytkowa (ang. post-transfusion purpura, PTP)
jest op6zniong immunologiczng reakcja poprzetoczeniowa. Reakcja wystepuje
rzadko, opisano jedynie pojedyncze przypadki [31].

Objawia sie matoptytkowoscig i skaza krwotoczng wystepujaca 5-10 dni po
przetoczeniu, gtéwnie, koncentratu krwinek czerwonych. Przyczyna wystapie-
nia poprzetoczeniowej skazy matoptytkowej sq przeciwciala reagujace ze swo-
istymi antygenami krwinek ptytkowych. NajczeSciej wykrywa sie przeciwciata
przeciwko antygenowi HPA-1a, zlokalizowanemu na glikoproteinie Illa. Prze-
ciwciala anty-HPA-1a sg najczesciej wykrywanymi w surowicy chorych (stanowia
74%) [32]. Innymi wykrywanymi przeciwcialami mogg by¢ anty-HPA-3a, HPA-
3b, HPA-5a, HPA-5b. Dodatkowo, przeciwciatlom przeciwko specyficznym anty-
genom plytkowym moga towarzyszy¢ przeciwciata anty-HLA i przeciwciala skie-
rowane przeciwko antygenom czerwonokrwinkowym. Zadne z wymienionych
przeciwciat nie jest wykrywane w badaniach przed przetoczeniem. Sa one skut-
kiem wtérnej odpowiedzi immunologicznej na przetoczone antygeny. Reakcja
przeciwciat ze swoistymi antygenami krwinek ptytkowych powoduje niszczenie
nie tylko przetoczonych ptytek krwi, ale r6wniez wtasnych chorego. Jest to praw-
dopodobnie skutkiem udzialu komplekséw immunologicznych, ktére wigzg au-
tologiczne ptytki krwi przez receptory Fc oraz adsorpcja rozpuszczalnych antyge-
néw ptytkowych z osocza dawcy [32]. W ostatnich latach wykazano, ze w poprze-
toczeniowej skazie matoptytkowej dochodzi do ostabienia ekspresji antygenéw
plytkowych u chorego i przejsciowego wytworzenia autoprzeciwciat [32].

Diagnostyka laboratoryjna

Identyfikacja aloprzeciwciat przeciwko krwinkom ptytkowym i brak odpowia-
dajacego antygenu na ptytkach krwi chorego, pozwalajg na postawienie rozpo-
znania. Przeciwciala skierowane przeciwko plytkom krwi wykrywa sie w suro-
wicy chorego lub w formie zwigzanej z krwinkami ptytkowymi. Naleza one do
immunoglobulin klasy G lub, rzadziej, M. Przeciwciata przeciwptytkowe na og6t
nie wiaza dopelniacza i moga by¢ wykrywane za pomoca posredniego lub bezpo-
$redniego testu antyglobulinowego ze znakowang surowica.

Testem, kt6ry znalazt szerokie zastosowanie do wykrywania przeciwciat prze-
ciwptytkowych jest test z uzyciem surowicy antyglobulinowej znakowanej fluore-
sceing. Posredni test immunofluorescencyjny (ang. platelet immunofluorescence
test, PIFT) shuzy do wykrywania alo- i autoprzeciwcial w surowicy. Z kolei, bez-
posredni test PIFT stuzy do wykrywania autoprzeciwciat zwiagzanych z plytkami
krwi. Wyniki obu testéw oceniane sa w mikroskopie fluorescencyjnym lub w cy-
tometrze przeplywowym [33].

Przeciwciata przeciwptytkowe moga by¢ réwniez wykrywane testem enzyma-
tycznym ELISA z zastosowaniem surowicy antyglobulinowej sprzezonej z enzy-
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mami. Po dodaniu substratu, odpowiedniego dla danego enzymu, wystepuje re-
akcja barwna, ktérg ocenia sie w spektrofotometrze. Test jednak jest mato czuty,
poniewaz wymaga okoto 1.000 molekut IgG zwiagzanych na komdrce, aby uzyskaé
dodatnig reakcje.

Wada testu PIFT i testu enzymatycznego ELISA jest fakt, ze wykrywaja nie
tylko swoiste przeciwciata przeciwptytkowe ale takze przeciwciata skierowane do
antygenéw HLA. Znacznie czulszym testem umozliwiajagcym wykrycie i identy-
fikacje swoistych przeciwciat przeciwptytkowych jest immunoenzymatyczny test
MAIPA (ang. monoclonal antibody immobilization of platelet antigens) wykorzy-
stujacy przeciwciata monoklonalne skierowane do r6znych glikoprotein krwinek
plytkowych [33]. Do badan naukowych wykorzystuje sie, ponadto, testy radioim-
munoprecypitacji lub immunoblottingu. Testy do wykrywania przeciwciat prze-
ciw antygenom ptytkowym przedstawiono ponizej:

¢ Test immunofluorescencyjny (ang. platelet immunofluorescence test, PIFT) -
posredni i bezposredni,

¢ Test enzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA),

¢ Test enzymatyczny z uzyciem przeciwcial monoklonalnych skierowanych do
GP plytek krwi, (ang. monoclonal antibody immobilization of platelet antigens,
MAIPA),

¢ Immunoprecypitacja,

¢ Immunoblotting.

18.8. Poprzetoczeniowa choroba przeszczep przeciw
biorcy

Poprzetoczeniowa choroba przeszczep przeciwko biorcy (ang. transfusion
associated graft versus host disease, TA-GVHD) jest reakcja poprzetoczeniowa,
u podstaw ktoérej lezy stopieni niezgodnosci w zakresie antygenéw uktadu HLA
miedzy dawca i biorcg krwi oraz niezdolno$¢ biorcy do odpowiedzi immunolo-
gicznej na przetoczone limfocyty T dawcy [34].

Obserwowano rowniez reakcje u immunokompetentnych biorcow, ktérzy byli
narazeni na ryzyko wystgpienia TA-GvHD, poniewaz dawca skladnika krwi byt
homozygota w stosunku do antygenéw HLA, dla ktérych biorca byt heterozy-
gota [34]. Wéwczas uklad immunologiczny biorcy nie rozpoznaje limfocytéw T
dawcy jako obcych i nie eliminuje ich. Natomiast limfocyty T dawcy rozpoznaja
antygeny HLA biorcy jako obce i nastepuje ich proliferacja prowadzaca do TA-
GvHD [35H37].

Opisano przypadki TA-GvHD u chorych poddawanych zabiegom kardiochi-
rurgicznym [37]. Prawdopodobnym mechanizmem jest przejSciowe stlumienie
odpowiedzi immunologicznej pacjentéw, u ktérych dokonuje sie wszczepienia
bypass’6éw sercowo-plucnych oraz wykonuje zabiegi z uzyciem krazenia poza-
ustrojowego [37}38].

Innym czynnikiem ryzyka poprzetoczeniowej choroby przeszczep przeciw
biorcy jest przetaczanie ,$wiezej” krwi, tzn. przechowywanej krécej niz 4 dni (38).
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Zawiera ona duza liczbe limfocyt6éw, ktére u biorcy z niesprawnym uktadem od-
pornosci nie sg usuwane z krazenia i moga proliferowac [36,38].

Rozwdj TA-GvHD zalezy od rozpoznania niezgodno$ci immunologicznej
przez komorki T dawcy, wszczepienia bypass'6w sercowo-ptucnych i przetocze-
nia krwi przechowywanej nie dtuzej niz 72 godziny. Objawy kliniczne zaleza
od dysregulacji cytokin, gléwnie nadmiernej produkcji interleukiny 1 i 2; y-
interferonu i czynnika martwicy guza (ang. tumor necrosis factor, TNF). Stan ten
nazywany jest ,burza cytokinowa” [34}35].

Zwykle pierwsze objawy poprzetoczeniowej choroby przeszczep przeciwko
biorcy pojawiaja si¢ po uptywie od 2 do 50 dni po przetoczeniu. Najczesciej
pierwszym objawem jest podwyzZszenie cieptoty ciala, inne objawy pochodza
z uktadu pokarmowego skoéry i/lub watroby (39). Czesto wystepuje znaczna pan-
cytopenia bedgca wynikiem zaburzenr hemopoezy, ktéra jest bardzo charaktery-
styczna dla TA-GvHD [39].

Diagnostyka laboratoryjna

Diagnostyka poprzetoczeniowej choroby przeszczep przeciw biorcy polega na
wykazaniu obecno$ci limfocytéw dawcy we krwi biorcy, w korelacji ze stanem kli-
nicznym. W celu wykonania tych badan uzywane sa r6zne techniki: oznaczanie
antygen6éw HLA, testy cytogenetyczne, amplifikacje genéw, oznaczanie réznic ge-
netycznych w regionach o wysokim polimorfizmie [39]. Potwierdzeniem choroby
jest badanie patologiczne, przeprowadzone najczesciej na bioptacie skéry. Wy-
kazuje ono agresywny naciek limfocytow.

18.9. Immunomodulacja i mikrochimeryzm
poprzetoczeniowy

Poprzetoczeniowa immunomodulacja (ang. transfusion related immunomo-
dulation, TRIM) jest zjawiskiem biologicznym o bardzo zloZzonej patogenezie.
Poczatkowo efekt TRIM wigzany byt tylko z mechanizmami immunologicznymi.
Ostatnio jednak zwraca si¢ uwage na dwa mechanizmy: immunodulacyjny i pro-
zapalny [40]. Przypuszcza sig, ze zasadniczg role w TRIM odgrywajg alogeniczne
komérki jednojadrzaste i dendrytyczne oraz krwinki ptytkowe. Przetoczenie alo-
genicznych sktadnikéw krwi moze wywotac albo aloimmunizacje albo tolerancje
immunologiczna. Kazde przetoczenie wprowadza do krwiobiegu biorcy obce an-
tygeny wiaczajac w to antygeny HLA DR znajdujace sie na komérkach dendry-
tycznych dawcy. Obecnos$¢ lub brak identycznych antygenéw HLA-DR na bia-
tych krwinkach dawcy odgrywa decydujaca role w tym, czy po przetoczeniu krwi
wystapi aloimmunizacja, czy immunosupresja (40). Przetoczenie, w ktérych co
najmniej jeden antygen HLA DR jest wsp6lny dla dawcy i biorcy spowodujg to-
lerancje immunologiczna, podczas gdy przetoczenia z peing niezgodnoscig HLA
DR prowadza do aloimmunizacji [41]. Istotng role odgrywaja réwniez rozpusz-
czalne czynne immunologicznie antygeny HLA. Udokumentowano kilka zmian
w funkcjach uktadu immunologicznego, ktére sg nastepstwem przetoczen sktad-
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nikéw krwi. Zmiany w funkcjonowaniu ukltadu immunologicznego wykrywane
w badaniach laboratoryjnych:

¢ obnizenie liczby komoérek T-helper (CD4),

* obnizenie stosunku T-limfocytéw (CD4/CD8),

¢ obnizenie sily odpowiedzi limfocytéw na mitogen,
¢ obnizenie funkcji komoérek NK,

¢ aktywacja limfocytéw B,

¢ aktywacja limfocytéw T,

¢ hipergammaglobulinemia,

* obnizenie syntezy cytokin (IL-2; IF-1),

* supresja blastogenezy,

* wzrost syntezy przeciwciat antyidiotypowych.

Skorelowanie wynikéw badan z przetoczeniem krwi mozna skojarzy¢ z obrazem
klinicznym [40]. Klinicznie efekt immunomodulacyjny wyraza sie: zwiekszong
liczba zakazer po zabiegach chirurgicznych, zwiekszonym ryzykiem wznowy
irozsiewu nowotworu u chorych onkologicznych, uaktywnieniem latentnych wi-
rus6w, w konsekwencji pogorszeniem rokowania.

Istotny wptyw na immunomodulacje ma takze mikrochimeryzm, czyli prze-
zycie komoérek dawcy u biorcy krwi. Mikrochimeryzm poprzetoczeniowy
(ang. transfusion associated microchimerism, TA-MC) jest powszechnie spoty-
kana, ale niedawno rozpoznang reakcja poprzetoczeniowa [41]. TA-MC jest
obecny u okoto potowy chorych, ktérym przetoczono krew z powodu masyw-
nego krwawienia po urazach. U okoto 10% tych chorych chimeryzm zwigzany
byt zwykle z jednym dawca. Utrzymuje sie kilka tygodni lub lat powoli narastajac
i moze stanowi¢ 2-5% krazacych leukocytow [41]. Warto zauwazy¢, ze mikrochi-
meryzm poprzetoczeniowy wykrywano réwniez po przetoczeniu ubogoleukocy-
tarnych sktadnikéw krwi [42].

Diagnostyka laboratoryjna

Chimeryzm poprzetoczeniowy jest zjawiskiem wspdlistnienia w organizmie
komoérek o dwoéch réznych genotypach. W celu odréznienia komérek dawcy
od komoérek biorcy wykorzystywany jest polimorfizm mikrosatelitarny czyli poli-
morfizm krétkich tandemowych powtérzen fragmentéw DNA (ang. short tandem
repeates, STR) poddanych amplifikacji w metodzie PCR (ang. polymerase chain re-
action). Sekwencje mikorosatelitarne stanowig polimorficzne loci zawierajace od
10 do 50 powtérzeni krotkiego fragmentu DNA sktadajacego sie z 1 do 6 par zasad.
Dtugo$é sekwencji STR w danym locus jest zalezna od liczby powtérzen danego
fragmentu DNA, wskutek czego mozliwa staje sie identyfikacja poszczeg6lnych
genotypow. Wysoka r6znorodnos¢ sekwencji STR (polimorfizm) pozwala na ana-
lize wyznakowanych fluorescencyjnie produktéw reakcji PCR w automatycznym
sekwenatorze DNA przy zastosowaniu elektroforezy kapilarnej. Opisana wyzej
metoda okreslana jest terminem fluorescencyjnej STR-PCR [41]. Obecnie istnieje
mozliwo$¢ przeprowadzenia jednej reakcji PCR z wieloma starterami charakte-
rystycznymi dla r6znych miejsc polimorficznych (multiplex PCR). Taka reakcja
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zwieksza szanse znalezienia tzw. markera informatywnego dla danej pary dawca
—biorca. Jest to r6znica polimorficzna pomiedzy genomem dawcy i biorcy.

Metoda, ktéra na przestrzeni ostatnich kilku lat znalazta uznanie w badaniu
chimeryzmu komoérkowego jest Real Time PCR czyli PCR w czasie rzeczywistym.
Wykrywa ona polimorfizm substytucyjny (ang. single nucleotide polimorphism,
SNP) lub polimorfizm typu insercja/delecja oraz delecja. Metoda ta jest szybsza
i czulsza od STR-PCR jednak wada jej jest trudno$¢ w znalezieniu markera odréz-
niajacego dawce od biorcy [41].
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ZNACZENIE STANDARYZACJI BADAN
GENETYCZNYCH: MIEDZYLABORATORYJNY
TEST KONTROLI JAKOSCI BADAN FISH

W HEMATOONKOLOGII

Barbara Piennkowska-Grela, Beata Grygalewicz

Samodzielna Pracownia Cytogenetyki, Centrum Onkologii -
Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie, Warszawa

Streszczenie

Ze wzgledu na rosnace znaczenie i coraz szersze stosowanie w Polsce technik
cytogenetycznych i molekularnych w diagnostyce choréb hematoonkologicznych,
istnieje konieczno$¢ standaryzacji badan genetycznych i wypracowania procedur
w zakresie kontroli jakosci tych badan. Dla zapewnienia wtasciwej jakosci proce-
dur badawczych laboratoria powinny stosowac systemy wewnetrznej i zewnetrznej
kontroli jako$ci. Jednym z zalecanych narzedzi walidacji jako$ci pracy laboratorium
jest udziat w programach zewnetrznej kontroli jakosci, badZ programach poréw-
nan miedzylaboratoryjnych. Metoda préb kontrolnych jest podstawowym sposo-
bem oceny precyzji i poprawno$ci w diagnostyce laboratoryjnej. Udziat w badaniu
pozwala na ocene zdolno$ci laboratorium do przeprowadzania okreslonego typu
oznaczen. Sprawdzianowi takiemu poddaja sie¢ w Polsce laboratoria zrzeszone w
Sekcji Cytogenetyki Hematoonkologicznej, Polskiego Towarzystwa Genetyki Czto-
wieka. Test sprawdza kompetencje laboratorium w zakresie technik fluorescencyj-
nej hybrydyzacji in situ przy uzyciu komercyjnych sond DNA. Laboratoria biorace
udziat w tescie otrzymuja ocene nadestanych wynikéw oraz §wiadectwo uczestnic-
twa. Konsekwentnie prowadzony program poréwnan miedzylaboratoryjnych moze
pomoéc w podnoszeniu jakosci badan wykonywanych w laboratoriach diagnostycz-
nych, jest dobrym narzedziem edukacyjnym, moze tez mie¢ skutki opiniotworcze.
W chwili obecnej wydaje sie jednak, ze dla zapewnienia rzeczywistej i egzekwowal-
nej kontroli jako$ci pracy laboratoriéw diagnostycznych niezbedne jest zaangazo-
wanie instytucji, ktéra bedzie mie¢ uprawnienia do weryfikacji uprawnien diagno-
stycznych kontrolowanych jednostek.

Stowa kluczowe: diagnostyka, hematoonkologia, fluorescencyjna hybrydyzacja in situ,
standaryzacja
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19.1. Rolabadan genetycznych w diagnostyce
hematoonkologicznej

W komoérkach okre$§lonych nowotworéw obecne sg specyficzne zaburzenia
genetyczne. Modyfikacja aktywnosci genéw, gtéwnie w wyniku aktywacji on-
kogenéw, inaktywacji genéw supresorowych czy fuzji genowych, ma zwiazek
z cechami klinicznymi choroby [1]. Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. The
World Health Organization, WHO) wskazuje zmiany genetyczne jako jedna z naj-
wazniejszych cech, pozwalajacych na klasyfikacje poszczegélnych nowotworéw,
szczegOlnie biataczek i chtoniakéw [2].

Istotna cze$¢ powtarzalnych aberracji genetycznych petni role kryterium dia-
gnostycznego lub wskaznika rokowniczego. Takie zmiany, wykrywane w bada-
niu cytogenetycznym nie tylko umozliwiaja rozpoznanie, ale moga tez stanowic
o stratyfikacji pacjentéw do okreslonych grup ryzyka i zastosowania odpowied-
niego leczenia (Tabela[13.1). Ze wzgledu na rosnaca role diagnostyki genetycznej
w podejmowaniu decyzji terapeutycznych, coraz wazniejsze staje sie stworzenie
warunkéw zapewniajacych wysoka jako$¢ wykonywanych oznaczeni. Kompeten-
cje genetycznych laboratoriéw diagnostycznych powinny opieraé sie na szerokiej
wiedzy i do§wiadczeniu diagnostéw, a nie mniej wazne jest skrupulatne prze-
strzeganie wlasciwych procedur i standardéw diagnostycznych.

19.2. Podstawowe techniki badan cytogenetycznych:
mozliwoSci i ograniczenia

Przedstawione w Tabeli[13.1|zaburzenia materiatu genetycznego komérek no-
wotworowych mozna wykry¢ metodami analizy kariotypu i/lub fluorescencyjnej
hybrydyzacja in situ (FISH). Analiza kariotypu ujawnia nieprawidtowos$ci morfo-
logii chromosoméw komérek w stadium metafazy (Tabela [13.17), jednak czesé¢
przedstawionych aberracji jest na granicy lub ponizej poziomu detekcji tej me-
tody (Tabela[13.1B).

Kariotyp okresla sie na podstawie analizy chromosoméw metafazowych, bar-
wionych réznicowo. Do sformulowania wiarygodnego wyniku upowaznia petna
analiza odpowiedniej liczby metafaz (optymalnie 30). Zmiane uznaje sie za klo-
nalng (nielosowa) w przypadku wystapienia co najmniej dwu komoérek z ta sama
aberracja strukturalng badZ dodatkowym chromosomem. Utraty pojedynczych
kopii chromosoméw (monosomie) uwaza sie za klonalne w przypadku co naj-
mniej trzech powtérzen. Istotne znaczenie dla dokladno$ci analizy ma uzyskany
poziom rozdzielczo$ci prazkowej. Minimalny standard, 400 prazkéw w zestawie
haploidalnym, wystarcza do rozpoznania aneuploidii i duzych, spodziewanych
aberracji strukturalnych. Mniejsze i nietypowe aberracje strukturalne mozna od-
powiedzialnie wykazac przy lepszej jakoSci obrazu, w obecnosci ponad 550 praz-
kéw. Zasadniczo, w badaniu kariotypowym mozna wykry¢ zaburzenia, przy kto-
rych przemieszczony materiat jest nie mniejszy niz kilka milionéw par zasad (mi-
nimum 1- 5 Mpz DNA). Wyzsza rozdzielczo$¢ uzyska¢ mozna metodami cytoge-
netyki molekularne;j.
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Tabela 19.1: Typowe aberracje chromosomowe w wybranych biataczkach.

Aberracja Nowotwoér Znaczenie kliniczne

A. Aberracje rutynowo wykrywane metoda kariotypowania(uzupetniajace: FISH,PCR)

t(9;22)(q34;q11) Przewlekta diagnostyczne, wskazanie do le-

fuzja BCR/ABL biataczka szpikowa | czenia inhibitorami kinaz

Brak metafaz z t(9;22) calkowita remisja cytogenetyczna

1-35% metafaz z t(9;22) Przewlekla czeSciowa remisja cytogenetyczna

36-65% metafaz z t(9;22) biataczka szpikowa | mniejsza remisja cytogenetyczna

66-95% metafaz z t(9;22) wtrakcieleczenia | minimalna remisja  cytogene-
tyczna

>95% metafaz z t(9;22) czynnik zlego rokowania, wskaza-
nie do leczenia inhibitorami kinaz

1(9;22)(q34;q11) Ostra biataczka czynnik ztego rokowania, wskaza-

fuzja BCR/ABL limfoblastyczna nie do leczenia inhibitorami kinaz

t(15;17)(q22;q12) Ostra biataczka diagnostyczne, dobre rokowanie,

fuzja PML/RARA szpikowa z t(15;17) | wskazanie do leczenia ATRA

B. Aberracje rutynowo wykrywane metoda FISH

del(17)(p13)* Przewlekla czynnik ztego rokowania

utrata TP53 biataczka

>20% populacji kom. limfatyczna

del(11)(q22)* czynnik ztego rokowania

utrata ATM

>20% populacji kom.

del(13)* dobre rokowanie, jesli to zmiana

bez utraty RBI1 izolowana

del (17p)* utrata TP53 silny czynnik ztego rokowania

(14;16)(q32;923)* Szpiczak czynnik ztego rokowania

IGH/MAFC plazmocytowy**

t(14;20)(q32;q11)* czynnik ztego rokowania

IGH/MAFB

tt(4;14)(p16;q32)* rokowanie posrednie

fuzja FGFR3/ MMSET

# na podstawie [1H7,/10]
* aberracja niewidoczna (lub trudna do uchwycenia) w badaniu kariotypowym
** badanie w populacji komoérek plazmatycznych (sIG-FISH)

Technika FISH pozwala na analize metafaz i jader interfazowych dla detekcji
iloSciowych (delecje, powielenia) badZ strukturalnych (fuzje, rearanzacje) aber-
racji, dotyczacych okreslonego obszaru DNA znakowanego przez sonde moleku-
larng (od ok. 100 kpz) [8]. Uzyskany obraz uwidacznia liczbe, potozenie i wza-
jemne relacje znakowanych genéw. W sytuacjach typowych uzyskane wyniki po-
zwalaja w spos6b jednoznaczny zdefiniowac obecnosé badz brak poszukiwanego
zaburzenia genetycznego (np. utrata genu czy fuzja genéw). Ocena jest obwaro-
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wana licznymi wskazaniami (granica btedu zalezna m.in. od typu uzytej sondy
czy rodzaju nowotworu; zalecana liczba analizowanych komoérek w zaleznos$ci od
rodzaju zmiany itp.). Zaawansowane techniki, takie jak sIG-FISH, pozwalajg na
analize aberracji w wyodrebnionej populacji komérek np. w populacji plazmocy-
téw w przypadku szpiczaka [9}/10].

Wynik badania FISH dotyczy jedynie obszaréw komplementarnych do uzytej
sondy DNA. W wielu przypadkach niezbedne jest wiec zastosowanie kilku sond
DNA lub/i réwnolegta analiza kariotypowa. Wynik badania FISH jest zwykle jed-
noznaczny, jednak interpretacja nietypowego obrazu moze stanowi¢ wyzwanie
dla mniej wprawnego diagnosty, stad potrzeba konsultacji miedzy laboratoriami
o podobnym profilu.

19.3. Standaryzacja badan w cytogenetyce nowotworow

Wprowadzanie systemOw jakoSci jest niezbedne dla ujednolicenia standar-
déw badan cytogenetycznych. Europejskie Towarzystwo Cytogenetyczne publi-
kuje takie zalecenia (E.C.A. Cytogenetic Guidelines and Quality Assurance), doty-
czace zar6wno obszaru genetyki klinicznej jak i badan na materiale nowotwo-
rowym [12]. W Polsce wymagania wobec laboratoriéw cytogenetyki hematoon-
kologicznej precyzuje Ustawa o diagnostyce laboratoryjnej i rozporzadzenia Mi-
nistra Zdrowia [13,|14]. Regulujg one warunki wykonywania czynnosci labora-
toryjnych, naktadajac na laboratoria konieczno$¢ opracowania i przestrzegania
procedur zlecania badan, pobierania, transportu i przyjmowania materialu do
badan oraz metod badawczych. Okreslone sg tez standardy pomieszczen i urza-
dzeni laboratorium, a takze wymagania fachowe wobec personelu i kierownictwa.

Sekcja Cytogenetyki Hematoonkologicznej Polskiego Towarzystwa Genetyki
Czlowieka zrzesza laboratoria, pracujace w obszarze cytogenetyki nowotworéow.
Jednym z wazniejszych celéw Sekcji jest propagowanie wysokiego standardu ja-
ko$ci badan diagnostycznych, w tym okreslenie najwazniejszych obszaréw kon-
troli. Podjete dzialania, zaowocowaly wydaniem poradnika ,Analiza cytogene-
tyczna w nowotworach hematoonkologicznych”, ktéry przedstawia zalecane pro-
cedury [15]. W ramach Sekcji przygotowano projekt sprawdzianéw kontroli ja-
ko$ci w cytogenetycznych badaniach hematoonkologicznych, realizowany obec-
nie dla stworzenia polskiej grupy referencyjnych laboratoriéw diagnostycznych
(szerszy opis na stronie PTGC) [16].

19.4. Miedzylaboratoryjny Test Kontroli Jakos$ci Badan
FISH w Hematoonkologii

Jednym z zalecanych narzedzi walidacji jakoSci pracy diagnostycznej jest
udziat w programach poréwnan miedzylaboratoryjnych. Metoda préb kontrol-
nych polega na ocenie wynikéw badan wykonanych przez grupe laboratoriéw na
tej samej probce. Udziat w takim badaniu pozwala na ocene zdolno$ci laborato-
rium do przeprowadzania okre$lonego typu badar. Komisja Standaryzacji Sek-
cji Cytogenetyki Hematoonkologicznej od 2008 roku organizuje Miedzylaborato-
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ryjny Test Kontroli Jakosci Badari FISH. Celem testu jest zar6wno poprawa jako-
$ci badan i zwiekszenie ich uzytecznosci klinicznej, jak tez edukacja os6b wyko-
nujgcych badania oraz weryfikacja wiarygodno$ci uzyskiwanych w laboratoriach
wynikéw. Sprawdzian umozliwia poré6wnawcza ocene poszczegdlnych laborato-
riéw, jednak ze wzgledu na zrozumialg tendencje do szczegélnie uwaznego trak-
towania materiatu testowego, ocena taka nie odzwierciedla w pelni jako$ci badan
rutynowych.

Pilotowa, pierwsza edycja Testu FISH spotkata sie z duzym zainteresowaniem
cytogenetykow. Powszechny udziat laboratoriéw i przychylne oceny upewnity
organizatoréw, ze kontynuacja tego projektu uzyskata poparcie srodowiska (Ta-

bela[19.2).

Tabela 19.2: Zestawienie dotychczasowych edycji Testu FISH.

Edycja | Prébkal Prébka 2 Liczba
Testu laboratoriéw*
I Podejrzenie CML Chimeryzm X/Y po przeszcze- | 18
pie
I Monitorowanie CML | Diagnostyka Zespotu 5q- 19
111 Podejrzenie CML Podejrzenie trisomii 8 w MDS 19
v Podejrzenie CML Przewlekla biataczka limfa- | 21
tyczna -ocena przed leczeniem

* nie zawsze sa to te same laboratoria

19.4.1. Przebieg Testu

Udzial w Tescie jest dobrowolny i bezptatny. Organizatorzy zapewniajg do-
starczenie utrwalonej zawiesiny komorek, bedacej réwnoczesnie zdiagnozowanag
prébka kliniczna. Jednorazowo testowane sg dwie préobki. Jedna - w kierunku
oceny obecnosci fuzji BCR/ABLI, druga dla oceny statusu innego obszaru, istot-
nego w diagnostyce choréb rozrostowych. Nadestane wyniki sg oceniane przez
ekspertow (2-3 osoby, specjaliSci z uznanych polskich laboratoriéw). Ocenie pod-
legaja: prawidlowy dobér sond, jako$¢/czytelnos¢ uzyskanego znakowania; pra-
widtowo$¢ uzyskanego wyniku; zgodno$¢ zapisu z ISCN, opis wyniku i jego inter-
pretacja.

W trakcie dotychczasowych edycji Testu dobér sond do badania i jako$¢ uzy-
skiwanego znakowania (poza incydentalnymi btedami) byly w uczestniczacych
laboratoriach dobra i bardzo dobra. Prawidtowos$¢ uzyskanego wyniku oceniana
jest dwustopniowo, pod katem: 1) detekcji badanej aberracji (np. obecno$ci/brak
fuzji genowej), 2) wartosci odsetkowej komorek z badang aberracja, wobec warto-
§ci §redniej, wyznaczonej na podstawie wszystkich uzyskanych wynikéw (+/- od-
chylenie standardowe (OS),+/- granica btedu) (Rycina[19.1).

Na podstawie zestawienia uzyskiwanych wynikéw mozna oceniaé¢, ze kompe-
tencje laboratoriéw w zakresie podstawowego panelu badan FISH sa generalnie
dos¢ dobre. W zakresie diagnostyki CML tylko raz jedno z laboratoriéw nie roz-
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Rycina 19.1: Ocena odsetka komoérek z fuzja BCR/ABL w badanej préobce w po-
szczeg6lnych laboratoriach. Wyznaczona warto$¢ prawidlowa: 90% komoérek z fuzja
BCR/ABL z jednym sygnalem fuzyjnym (ABLx3,BCRx2,1F), 9% komorek bez fuzji BCR/ABL
(ABLx2,BCRx2).

poznalo obecnosci fuzji BCR/ABL, w kolejnych edycjach testu ten btad juz sie nie
powto6rzyt. Niestety, ocena wartosci odsetkowej komorek z badang cecha i ocena
rzadszych wariantéw w czesci placéwek wymaga poprawy.

Nadsytane formularze wynikéw w wiekszosci zgodne sa z obowigzujacymi za-
sadami i zawieraja wymagane punkty, zgodnie z obowigzujacymi zaleceniami
[14]. Najczesciej popetniane bledy obejmuja niepoprawny zapis aberracji ISCN).
Niestety, cze$¢ laboratoriéw nie radzi sobie w spos6b wlasciwy z interpretacija
uzyskanych wynikéw, szczegélnie w kontekscie klinicznym. Te ostatnie btedy do-
tycza najczedciej analizy rzadszych jednostek klinicznych czy rzadziej oznacza-
nych zaburzen genetycznych. Fakt ten wskazuje to na konieczno$¢ statej aktuali-
zacji wiedzy diagnostéw, a takze podkresla potrzebe wyodrebnienia laboratoriéw
referencyjnych.

Poszczeg6lne punkty oceny sg szczegblowo dyskutowane na Roboczym Spo-
tkaniu uczestnikéw. Wyktady i dyskusje dotyczg wielu aspektéw dziatalnosci la-
boratoriéw w tym szczegélowych procedur laboratoryjnych i kontroli jako$ci,
w $wietle obowigzujacych przepiséw i ich praktycznego zastosowania. Labora-
toria otrzymujg szczegdlowy opis popetnionych btedéw i wersje poprawna (zale-
cana) oraz Swiadectwo Uczestnictwa.

19.4.2. Laboratoria uczestniczace w programie

Dzieki danym, zebranym za posrednictwem ankiet przeprowadzanych przez
organizatoréw Testu, mozna pokusi¢ sie ocene strony organizacyjno-technicznej
laboratoriéw uczestniczacych w programie. Wiekszo$¢ laboratoriéw spetniania
wymogi formalne Rozporzadzenia Ministra Zdrowia i wytyczne E.C.A. [12H14].
Przewazaja laboratoria legitymujace sie z dtugim, ponad 10-letnim do$wiadcze-
niem diagnostycznym, a najnowsze z placéwek bioracych udziat w TeScie dziatajq
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ponad 2 lata. Wszystkie ankietowane laboratoria sg cztonkami Krajowej Izby Dia-
gnostow Laboratoryjnych (KIDL) i zatrudniajg co najmniej jedng osobe z upraw-
nieniami diagnosty laboratoryjnego. Zdecydowana wiekszos¢ placéwek zatrud-
nia specjalistow z zakresu laboratoryjnej genetyki medycznej. Wszystkie z an-
kietowanych laboratoriéw sa wyposazone w sprzet i oprogramowanie umozli-
wiajace rutynowa diagnostyke FISH. Liczba zatrudnionych to $rednio 7 oséb (od
1 do 20). Dostateczng dla utrzymania biegto$ci oznaczenia liczbe oznaczeni (=200
rocznie) wykonuje 14 jednostek (warto$¢ ustalona na potrzeby Testu). Liczba ba-
dan zwykle przewyzsza liczbe diagnozowanych pacjentéw, co Swiadczy o wyko-
nywaniu (przynajmniej u czesci z nich) kompleksowej diagnostyki genetyczne;.

W prawie wszystkich laboratoriach analizy technika FISH towarzysza bada-
niom cytogenetyki klasycznej. Wykonanie réwnoleglych badan Kariotyp/FISH na
tym samym materiale klinicznym jest czesto kluczowe dla potwierdzenia i inter-
pretacji wykrytych zmian.

Niezbyt imponujaco wyglada kwestia certyfikacji placowek. Niespetna 30%
laboratoriéw (lub ich instytucji macierzystych) wykazuje certyfikacje ISO, nato-
miast zadne z laboratoriéw nie ma akredytacji PCA (stan na rok 2011).

19.5. Podsumowanie

Postep wiedzy w zakresie genetycznego podloza procesu nowotworowego
spowodowal, ze w ostatnim dziesiecioleciu diagnostyka genetyczna stata sie nie-
odzownym sktadnikiem hematoonkologii praktycznej. W oddziatach hematolo-
gicznych zlecenie badania cytogenetycznego stato sie, w okre§lonych sytuacjach
klinicznych, czynno$cia rutynowa. Istnieje jednak obawa, ze przy braku instytu-
cjonalnej kontroli placéwek oferujgcych wykonanie badan, rosnacy popyt na tego
rodzaju ustugi moze, poprzez mechanizmy rynkowe, wptyna¢ negatywnie na ja-
kos¢ badan, dostepnych na rynku ustug medycznych. W tej sytuacji zachodzi
konieczno$¢ wypracowania instytucjonalnych procedur w zakresie kontroli jako-
$ci tych badan w Polsce. Réwnie wazna jest dzialalnos¢ edukacyjna w zakresie
doskonalenia technicznego, przestrzegania procedur kontroli wewnetrznej labo-
ratorium, fachowosci i rzetelnos$ci diagnostéw, a takze ustawicznego ksztatcenia
specjalistéw bioracych udziat w procesie diagnostycznym. Sciste przestrzeganie
zasad dobrej praktyki laboratoryjnej, ustawowych zaleceni, a takze wskazan eks-
pertéw moze przynie$¢ wymierng poprawe jakosci dostepnych badan cytogene-
tycznych, a co za tym idzie korzysci dla pacjentow.
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Streszczenie

Wyniki badart immunogenetycznych, w tym oznaczania specyficzno$ci antyge-
néw gléwnego kompleksu zgodnosci tkankowej (HLA), maja istotne znaczenie w kli-
nice cztowieka. Powinny wykonywa¢ je osoby kompetentne i odpowiednio do tego
przygotowane, postepujace zgodnie z ustalong procedurg. Dlatego tez zainicjowany
w 1999 roku przez Profesora Andrzeja Lange program standaryzacji typowania HLA
w Polsce znalazl szeroki odzew nie tylko ze strony pracowni HLA w naszym kraju,
ale i poza jego granicami. W sumie od 1999 do 2012 roku w Warsztatach Typowa-
nia HLA dla Krajéw Europy Srodkowej i Wschodniej udziat wzigto 55 laboratoriow z
13 krajoéw (Bulgarii, Chorwacji, Czech, Estonii, Litwy, Lotwy, Polski, Rosji, Rumunii,
Stowaciji, Serbii, Turcji i Wegier).

W niniejszym rozdziale zostana przedstawione gtéwne zalecenia Polskiego To-
warzystwa Immunogenetycznego dotyczace organizacji laboratoriéw immunoge-
netycznych. Ponadto oméwione zostang podstawowe zasady organizacji Warszta-
téw Kontroli Jako$ci Typowania HLA wraz z korzySciami pltynacymi z uczestnictwa
w warsztatach.

Stowa kluczowe: badania immunogenetyczne, typowanie HLA, kontrola jako$ci,
standaryzacja

20.1. Znaczenie typowania HLA w klinice czlowieka

Typowanie antygen6w zgodnosci tkankowej (ang. human leukocyte antigens,
HLA) ma istotne znaczenie w transplantologii. Antygeny zgodnosci tkankowej
sg oznaczane u chorych oczekujacych na przeszczep narzadu(éw) oraz oséb
zdrowych, zarejestrowanych jako potencjalni dawcy szpiku i/lub krwi. Typowa-
nie HLA przeprowadzane jest réwniez dla komérek bankowanej krwi pepowino-
wej, bedacej, obok szpiku kostnego, Zr6édlem materiatu do przeszczepu komoérek
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krwiotwérczych. Specyficzno$ci HLA sg oznaczane w celu potwierdzenia gene-
tycznej zgodno$ci pary dawca biorca alogenicznego przeszczepu narzadéw una-
czynionych i komérek krwiotwérczych. W przypadku doboru dawcy narzadéw
unaczynionych, np. nerek, typowane sg antygeny HLA klasy I i II (antygeny locus
HLA-DR maja najistotniejsze znaczenie) na tzn. nizszym poziomie rozdzielczo-
$ci. Podobne oznaczenia wykonywane sa dla doboru rodzinnego dawcy komé-
rek krwiotwérczych. W przypadku braku zgodnego dawcy rodzinnego i koniecz-
nosci poszukiwania alternatywnego dawcy (haplotypowo-zgodnego cztonka ro-
dziny lub dawcy niespokrewnionego) typowanie wykonywane jest na wyzszym
stopniu rozdzielczos$ci i oznaczane sg allele poszczeg6lnych loci klasy I HLA-A, B
i C oraz klasy I HLA-DR i DQ [1}[2].

Oznaczanie specyficzno$ci pozostatych loci HLA (np. HLA-DP czy nieklasycz-
nych HLA, np. HLA-E) czy tez innych gen6éw kodowanych w obrebie 6 chromo-
somu jest wciaz kwestia otwarta, aczkolwiek wiele badan wskazuje na istotne
znaczenie typowania specyficzno$ci spoza 5 klasycznych loci HLA (A, B, C, DR,
DQ) dla powodzenia alogenicznego przeszczepienia komoérek krwiotwoérczych
(mp. [BH7D.

Dla prawidtowego przebiegu potransplantatcyjnego waznym aspektem jest
takze dobér odpowiedniego dawcy plytek. Koncentraty plytek krwi sg podawane
chorym po intensywnej chemio- i radioterapii. Woéwczas zalecane jest ozna-
czenie HLA klasy I locus A i B. Istotne znaczenie ma réwniez okreslanie specy-
ficzno$ci HLA w analizie zwigzkéw z chorobami, poniewaz moga stanowic¢ je-
den z markeréw genetycznych zwiazanych z podatno$cig na chorobe czy tez jej
przebiegiem.

20.2. Konieczno$¢ standaryzacji badan
immunogenetycznych

Z uwagi na istotne znaczenie typowania HLA w klinice czlowieka waznym jest,
aby badanie to wykonywane byto przy uzyciu pewnej, wiarygodnej, wystandary-
zowanej metody oraz, aby osoby wykonujace takie badanie byly odpowiednio do
tego przygotowane.

Obecnie badanie to przeprowadzane jest przede wszystkim przy uzyciu tech-
nik biologii molekularnej [9}/10]. Do najczesciej stosowanych metod zalicza sie:

» amplifikacje z uzyciem swoistych sekwencji inicjujacych (ang. sequence specific
amplification, PCR-SSP) polegajaca na wykonaniu wielu taticuchowych reakcji
polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR) dla badan kazdego genu HLA
i bezposredniej analizie produktéw amplifikacji w zelu agarozowym;

 technike PCR-SSO (ang. PCR and hybridization with sequence specific oligo-
nucleotide probes) opartg na powieleniu czesci konserwatywnej analizowanego
genu i dalszych analizach amplifikowanej sekwencji za pomoca hybrydyzacji
z uzyciem swoistych sond oligonukleotydowych;

¢ oraz SBT (ang. sequence based typing) badana sekwencje genu kodujacego HLA
analizuje sie poprzez jej sekwencjonowanie.

214



20.2. Konieczno$¢ standaryzacji badari immunogenetycznych

Obok metod genetycznych niektére laboratoria postuguja sie réwniez typowa-
niem serologicznym. W metodzie tej, dzieki zastosowaniu odpowiednich prze-
ciwcial, analizowana jest swoisto$¢ ekspresjonowanych na powierzchni komé-
rek czasteczek HLA. Metoda ta jednak obarczona jest stosunkowo wysokim od-
setkiem nieprawidtowych oznaczen [10] a jej dodatkowe ograniczenia wynikaja
z braku dostepu odpowiednich surowic do typowania wszystkich opisanych spe-
cyficzno$ci HLA [9].

Kazde z oznaczen mozna poddac weryfikacji. Jednym z podstawowych spo-
sobow, w przypadku dostepnosci wynikéw typowania pacjenta i cztonkéw jego
rodziny, jest przeprowadzenie segregacji haplotypéw matczynych i ojcowskich
[8,9]. Poniewaz wiele r6znorodnych technik i ich wariantéw moze by¢ wyko-
rzystywanych do oznaczania HLA (badanie serologiczne czy tez metody typo-
wania na poziomie genomowego DNA) liczba personelu musi by¢ wystarcza-
jaca do zabezpieczenia r6znorodnosci i liczby wykonywanych oznaczen. Sze-
roki wachlarz metodyczny (unowoczes$niany sprzet i odczynniki, metody detek-
cji i analizy wynikéw), zwigzany z jednej strony z rosnaca liczbg poznawanych
allelicznych specyficznosci HLA a z postepem technologicznym z drugiej, niesie
ze sobg konieczno$¢ czestej aktualizacji stosownych metod laboratoryjnych i od-
powiedniego przeszkolenia pracownikéw. Dlatego tez obowigzkiem kierownika
jest sprawdzanie pracownikéw odno$nie ich kompetencji oraz umozliwienie im
rozwoju i poszerzenia kwalifikacji poprzez udziat w odpowiednich warsztatach
i szkoleniach.

Zgodnie z zaleceniami Polskiego Towarzystwa Immunogenetycznego kazde
Laboratorium, ktérego pracownicy zajmuja sie typowaniem tkankowym powinno
uczestniczy¢ w programie zewnetrznej kontroli jakosci dla wszystkich metod uzy-
wanych w laboratorium oraz przeprowadza¢ wewnetrzng kontrole jakosci. Kazdy
z pracownikéw laboratorium powinien by¢ poddany takiej wewnetrznej kontroli
4 razy do roku dla sprawdzenia powtarzalnosci otrzymywanych wynikéw typo-
wania.

Celem udziatu laboratoriéw w Warsztatach Kontroli Jako$ci Typowania HLA
jest weryfikacja oznaczen wtasnych danego laboratorium poprzez poréwnanie
wynikéw z wszystkich osrodkéw bioracych udziat w standaryzacji. Zbiorcza ana-
liza wynikéw pozwala na wytonienie trudno-oznaczanych specyficznosci oraz
okreslenie typu popetnianych bteddéw, takich jak: oznaczenie dodatkowego an-
tygenu / allelu, pominiecie oznaczenia danej specyficznosci, btedne oznaczenie
danej specyficznosci czy tez brak oznaczenia podtypéw, alleli. Ponadto réwno-
cze$nie kontroli podlegaja stosowane do badan zestawy odczynnikéw. Wyniki
dotychczasowych analiz zwracajg uwage na trudnos$ci w serologicznym ozna-
czeniu podtypu antygenu HLA-A68(28) oraz typowaniu A66(10) czy tez B57(17).
Z kolei w typowaniu na poziomie DNA najwiecej niezgodnoSci dotyczylo ozna-
czenia HLA-A*66 [11].

Korzyscia z udzialu w warsztatach standaryzacyjnych jest wiec obnizenie ry-
zyka btedéw metodycznych i zwigzane z nim podwyzszenie jakos$ci, wiarygod-
noéci i odtwarzalno$ci badan. Prowadzi to w konsekwencji do wzrostu zaufania
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potencjalnych odbiorcéw. Ré6wnocze$nie poprawie ulega efektywno$¢ pracy i ro-
$nie satysfakcja zawodowa pracownikéw (Rycina 20.1).

20.3. Standaryzacja badan immunogenetycznych w Polsce

Standaryzacja badani immunogenetycznych w Polsce zostata zapoczatkowana
dzieki inicjatywie Pana Profesora Andrzeja Lange, koordynatora tego przedsie-
wziecia. Warsztaty Kontroli Jako$ci Typowania HLA dla Krajéw Europy Srodkowe;
i Wschodniej organizowane sg od 1999 roku [12]. W pierwszej turze warsztatow
zorganizowanej w 1999 roku udzial wziely tylko placéwki polskie, ale rok pdz-
niej dotaczyly do uczestnikéw laboratoria zagraniczne [13]. W sumie w latach
1999-2012 w organizowanych przez nas warsztatach wzieto udziat 55 placéwek
z 13 krajow Europy [14H16]. Obok 24 laboratoriéw z Polski wsréd uczestnikéw
znalazty sie pracownie z Bulgarii, Chorwacji, Czech, Estonii, Litwy, Lotwy, Rosji,
Rumunii, Stowacji, Serbii, Turcji i Wegier.

Obecnie (dane z 2012 roku) 21 polskich laboratoriéw typowania tkankowego
poddaje sie standaryzacji w ramach organizowanych przez Polskie Towarzystwo
Immunogenetyczne Warsztatach Kontroli Jako$ci Typowania HLA.

Zgodnie z wymogami Europejskiej Federacji Immunogenetyki dla organizato-
réw standaryzacji uczestnicy, po wypetnieniu odpowiedniego zgtoszenia, otrzy-
muja co roku po 10 prébek krwi pobranej na EDTA do typowania na poziomie
genomowego DNA i/lub 10 prébek krwi pobranej na heparyne do typowania se-
rologicznego.

W ramach warsztatéw standaryzacji podlegaja: typowanie serologiczne HLA
klasy I locus A i B; typowanie genetyczne, zaréwno na niskim jak i wysokim pozio-
mie rozdzielczosci, HLA klasy I locus A, B, C oraz HLA klasy II locus DRB1 i DQB1;
a od ubiegtego 2011 roku (XVII tury warsztatéw) réwniez HLA-DPB1 na wysokim
poziomie rozdzielczosci [16].

Wyniki sg przesylane do autorki niniejszego opracowania, ktéra gromadzi, se-
greguje i analizuje przestane przez uczestnikéw dane, a nastepnie przesyta pod-
sumowane rezultaty w postaci zbiorczych tabel z zaznaczonymi niezgodno$ciami
typowania do wszystkich uczestnikéw danej kategorii standaryzacji. W kolejnym
etapie sg przygotowywane i rozsytane do uczestnikéw certyfikaty potwierdzajace
ich udzial w danej turze warsztatéw. Certyfikaty zawieraja: (i) informacje o or-
ganizatorach i wszystkich uczestnikach danej tury standaryzacji, (ii) informacje
o danym laboratorium bioracym udzial w warsztatach (imie i nazwisko kierow-
nika / uczestnika (6w), nazwe i adres laboratorium, od kiedy laboratorium uczest-
niczy w warsztatach), (iii) wyniki typowania dla poszczeg6lnych kategorii standa-
ryzacji w formie liczby bezblednie oznaczonych prébek przypadajacych naliczbe
przestanych do typowania probek w danej kategorii oraz (iv) informacje o tym,
czy spelnione zostaty kryteria oczekiwanej poprawnoS$ci typowania (w danej ka-
tegorii oznaczen dopuszczalna jest maksymalnie jedna niezgodno$¢ wynikéw ty-
powania). Certyfikaty przygotowywane sa w jezyku polskim i angielskim, odpo-
wiednio, dla uczestnikéw z Polski i z zagranicy. Certyfikaty nie zawierajg wynikéw
serologicznego typowania HLA-C (Rycina[20.2).
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Rycina 20.1: Schemat organizacji warsztatow standaryzacyjnych prowadzonych przez Polskie Towarzystwo Immunogenetyczne.
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Oddziat Kontroli Jakosci

A Polskie Towarzystwo Inmunogenetyczne (PTlg)
ul. Rudolfa Weigla 12, 53-114 Wroctaw

W oparciu o:
ZAKLAD IMMUNOLOGII KLINICZNEJ ul. Rudolfa Weigla 12
INSTYTUT IMMUNOLOG!I | TERAPII DOSWIADCZALNEJ 53114 Wroctaw
. . . tel. +48 (71) 3371172
im. Ludwika Hirszfelda fax: +48 (71) 3371382
Polska Akademia Nauk http:// www.jitd pan.wroc.pl
L DOLNOSLASKIE CENTRUM TRANSPLANTACJI KOMORKOWYCH ul. Grabiszyiiska 105
\ Z KRAJOWYM BANKIEM DAWCOW SZPIKU 53-439 Wroctaw
. N tel.+48 (71) 7831375
(Dyrektor: prof. dr hab. n. med. Andrzej Lange) fax. +48 (71) 3621512

sekretariat@dctk.wroc.pl

Warsztaty Kontroli Jakoséci Typowania HLA
dla Krajéw Europy $rodkowej i Wschodniej
XVl tura - marzec 2012

Laboratoria uczestnicace:

Chorwacja: University Hospital Centre OsijeRsijek; Clinical Hospital ZagrebZagreb;

Czechy: University Hospital OlomoucDlomouc; HLA Laboratory of the Czech National Marrow Dondregistry, University Hospital
Pilsen,Pilser Institute of Hematology and Blood Transfusi®nague

Litwa: Laboratory of Hematology and General Cytology, KasirMedical University HospitaKaunas; Vilnus University Hospital
Santariskiu KlinikosVilnius;

Polska: Regionalne Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwiatystok; Regionalne Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
Bydgoszcz Uniwersyteckie Centrum Kliniczn&daisk; Regionalne Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictw@towice; Regionalne
Centrum Krwiodawstwa i KrwiolecznictwaSielce; Uniwersytecki Szpital Dzieety, Krakéw ; Regionalne Centrum Krwiodawstwa i
Krwiolecznictwa;Krakéw ; Regionalne Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwablin ; Uniwersytet Medyczny.6dz; Wojewodzki
Szpital Specjalistyczny im. M. Kopernika¢dz; Regionalne Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwaznai; Pomorska Akademia
MedycznaSzczecin Instytut Hematologii i TransfuzjologilWarszawa Wojskowy Instytut MedycznyWarszawa Pracownia Dawcow
Szpiku, Samodzielny Publiczny Centralny Szpitahidzny, Warszawa; Instytut Pomnik Centrum Zdrowia DziecR&/arszawa Szpital
Kliniczny Dziechtka Jezus, Centrum Leczenia Ofefg Warszawg Medigen, Warszawa Regionalne Centrum Krwiodawstwa i
Krwiolecznictwa, Warszawa Fundacja na Rzecz Chorych z Chorobami Krwiarszawa Dolnaslaskie Centrum Transplantacji
Komérkowych z Krajowym Bankiem Dawcéw Szpikiroctaw; NZOZ przy IITD PAN,Wroctaw;

Rosja: Tissue Typing Laboratory, Clinical Center for @édr TechnologiesSamarg Stem Cell Bank Pokrovski LtdSt. Petersburg
Russian Institute of Haematology and Transfusial&gyPetersburg

Rumunia: National HLA Laboratory, National Institute of Hamlogy and Blood Transfusion “Pr. Dr. C.T. NicdlaBucharest

Serbia: Institute for Blood Transfusion of Vojvodintlovi Sad

Turcja: Medical Faculty of Istanbul, Istanbul Universitgtanbul; Ozel Gayrettepe Florance Nightingale Hospithnbul;

Wegry: Laboratory of Transplantation Immmunogenetics, idfetl Blood Transfusion Servic&udapest HLA Typing Laboratory,
Regional Blood Transfusion Center of Debredeebrecen

Laboratorium
Adres
Kierownik/Uczestnik

uczestniczy w warsztatach kontroli jgkood ...... roku.

Wyniki typowaniaxXVIIl tury warsztatéw laboratorium mieszcgie w zakresie oczekiwanej
poprawndci typowania (wyniki zgodne/liczba przestanych pkp

1. serologicznego HLA locus Ai B —talpie/ nie uczestniczy
2. genetycznego HLA locus AiB niska rozdzzeke tak / nie-f-nie-uczestniczy (10/10 prébek)
3. genetycznego HLA locus C niska rozidzia¢ tak/nie/ nie uczestniczy
4. genetycznego HLA locus DRB1 niska rozdzief¢zo tak / nie/-nie-uezestniezy (10/10 prébek)
5. genetycznego HLA locus DQB1 niska rozdzief¢zo tak/-nie/ nie uczestniczy
6. genetycznego HLA locus AiB wysoka rozdzzek¢ tak/-nie/ nie uczestniczy
7. genetycznego HLA locus C wysoka roghizicsé tak/-nie/ nie uczestniczy
8. genetycznego HLA locus DRB1 wysoka rozdziedézo tak/-nie/ nie uczestniczy
9. genetycznego HLA locus DQB1 wysoka rozdzied¢zo tak/-nie/ nie uczestniczy
10. genetycznego HLA locus DPB1 wysoka rozdzied€zo tak/-nie/ nie uczestniczy
. prof.drhab. AndrzejLange ____drhab. Katarzyna BogtKubik, prof. PAN
Koordynator Organizator

Rycina 20.2: Wz6r certyfikatu uczestnictwa w XVIII turze warsztatéw standaryzacyjnych.
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20.4. Podsumowanie

Prawidlowe oznaczanie antygenéw zgodnoS$ci tkankowej stanowi podstawe
odpowiedniego doboru dawcy narzadu czy alogenicznych komérek krwiotwoér-
czych a ryzyko wystgpienia powiktan po przeszczepie jest tym mniejsze im dobdr
pary dawca-biorca jest bardziej precyzyjny. Dla zwiekszenia niezawodnosci ty-
powania tkankowego dobér pary dawca-biorca przeszczepienia powinien odby-
wac sie w oparciu o pewne, wystandaryzowane techniki i przeprowadzony przez
wykwalifikowanych pracownikéw laboratorium. Aby sprosta¢ tym wymaganiom
dzialalnos¢ laboratori6w HLA powinna by¢ oparta o rygorystyczny system kon-
troli jako$ci obejmujacy nie tylko metodyke badan, lecz réwniez przeszkolenie
personelu i odpowiednie wyposazenie pracowni.

Laboratoria starajace sie o pozwolenie na wykonywanie typowania tkanko-
wego oraz uzyskanie akredytacji Europejskiej Federacji Immunogenetyki zobo-
wigzane sa do brania udziatu w warsztatach kontroli jakosci pozwalajacych na
wystandaryzowanie wszystkich stosowanych w laboratorium technik oznaczania
HLA. Udzial w Warsztatach Kontroli Jakosci Typowania HLA pozwala na weryfika-
cje wlasnych oznaczeni i okreslenie typu obserwowanych niezgodno$ci wynikéw
typowania a w konsekwencji prowadzi do obnizenia ryzyka btedéw metodycz-
nych oraz podwyzszenia jako$ci, wiarygodnoS$ci i odtwarzalno$ci badan.
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