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CHOICE OF DONOR—RECIPIENT SIBLING-PAIRS FOR ALLOGENEIC BONE
MARROW TRANSPLANTATION

BUC M, KUSIKOVA M, FAZEKASOVA H, KRALOVICOVA J, HOLOMANOVA D, MISTRIK M, SAKALOVA A

VYBER PAROV DARCA—PRIJEMCA V RODINACH PRE ALOGENNU TRANSPLANTACIU
KOSTNEJ DRENE

In the years 1985—1999 452 were families investigated with the aim to find up an HLA-identical sibling for a patient suffe-
ring from a disease, the treatment of which requires bone marrow transplantation. Total number of investigated siblings
(including patients) was 1334. HLA typing was done by serological methods, mixed lymphocyte culture test (MLC), and in
the last three years also by DNA-typing (PCR-SSP). 188 HLA identical donor-recipient sib-pairs were found. At the same time
the number shows that a potential donor could be found in 41.5 % of investigated families.
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V rokoch 1985—1999 sme vySetrili 452 rodin s ciefom najst HLA-identického sirodenca, ktory by bol potencionalnym dar-
com kostnej drene pre svojho stirodenca s chorobou, ktorej lie¢ba si vyzaduje transplantaciu kostnej drene. Celkovo sme
vySetrili 1334 surodencov. HLA-typizacia sa robila sérometédami, testom zmiesanych lymfocytovych kultar (MLC) a v po-
slednych troch rokoch aj metodami molekularnej genetiky (PCR-SSP). Celkovo sme nasli 188 HLA-identickych sirodenec-

kych dvojic. Toto ¢islo su¢asne ukazuje, Ze potencionalny darca kostnej drene sa vyskytol v 41,5 % vySetrenych rodin.
KIucové slova: HLA-komplex, transplantacia kostnej drene, HLA-typizacia, HLA-identicki stiirodenci.

Transplantacie tkaniv a organov sa dnes stali relativne bez-
nou a rutinnou metddou lie¢by pocetnych ochoreni. Sveéi o tom
viac ako 20 000 novych transplantacii, ktoré pribudaji ro¢ne
a ktorych uspesnost sa stale zvySuje. Vdacime za to najma dvom
faktorom, ktoré rozhodnym sposobom prispeli a prispievajiu k us-
pechom klinickej transplantacie. Ide o pokroky v oblasti imu-
nogenetiky HLA-komplexu (obr. 1) a objavenie G¢innych imu-
nosupresiv.

Na Slovensku sa zacalo najprv s transplantaciami obli¢iek
(Zvara a Reznicek, 1973; Laca, 1998), neskor s transplantaciami
kostnej drene (TKD) (Mistrik a spol., 1991), dnes sa uz robi aj
transplantacia srdca (Fabian, 1999), zacalo s transplantaciou pe-
Cene a pripravuje sa transplantacia pluc.

Vyber darcu pre TKD sa od vyberu pre transplantacie obli-
ciek, resp. inych organov odliSuje v tom, Ze je snaha dodrzat iden-
titu vo vSetkych HLA-antigénoch prvej aj druhej triedy. V opac-
nom pripade sa totiz vyvija choroba z reakcie transplantatu proti
hostitelovi (GvHD), ktord sa moéze koncit aj smrtou pacienta. Naj-
idedlnejSie sa hlada darca v ramci rodiny (obr. 2), pretoze tu je
25 % pravdepodobnost najdenia HLA-identického darcu. V na-
Som ¢lanku chceme uviest vysledky vyberu parov darca-prijemca
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pre transplantacie kostnej drene v rodinach, ktoré pre potreby ce-
1ého Slovenska robime od roku 1985.

Material a metody

Na Kliniku hematoldgie a transfziologie Fakultnej nemocni-
ce v Bratislave boli prijati chori s r6znymi formami leukémie,
resp. s aplastickou anémiou a ako forma liecby prichadzala do
uvahy TKD. Od r. 1985 do r. 1999 i8lo o 452 pacientov. Za uce-
lom néjdenia HLA-identického strodenca sme vysetrili rodiny
pacientov, t.j. rodicov (494), surodencov pacientov (882), pripad-
ne inych pribuznych (188).

HLA-typizacia v rokoch 1985—1996 sa zakladala na sérolo-
gickej identifikacii HLA-antigénov prvej triedy a jednocestnom,
resp. dvojcestnom MLC-teste. Od roku 1997 k tymto dvom pri-
stupom pribudla DNA-typizacia HLA-alel druhej triedy, konkrét-
ne alel lokusov HLA-DRB1 a HLA-DQBI.

HL A-antigény prvej triedy sme urc¢ovali mikrolymfocytoxickym
testom. Jeho princip je v tom, Ze protilatky v typizacnych sérach re-
aguji s HLA-antigénmi, ktoré sa nachadzajii v membrane lymfocy-
tov vySetrovanej osoby. Ak tato osoba dany antigén ma, v reakcii pri-
tomny komplement teréové bunky usmrti a reakcia je pozitivna.
V opacnom pripade sa protilatky na lymfocyty nenadvizuji, kom-
plement sa takto neaktivuje a bunky zostavaju zivé; reakcia je nega-
tivna. Podrobnejsi metodicky postup mozno najst v nasej predcha-
dzajutcej praci (Buc a spol., 1975; Nyulassy a spol., 1977).
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Fig. 1. Gene map of the HLA complex. The HLA gene region is loca-
lised on the short arm of the chromosome 6. Many loci are present in
the region. Genes of loci closer to the centromere, — DP, DQ, DR —
code for HLA antigens belonging to class II, those present in a telo-
meric part of the region — A, B, C, E, F, G — code for a similar,
however independent group of HLA antigens, designated as class I.
Genes between the loci HLA-B and HLA-DR belong to class III. C2,
C4, B — genes for particular factors of the complement system, HSP
— heat shock protein, RD — protein RD (repeated dimers), TNF —
tumour necrosis factor.

Obr. 1. Génova mapa HLA-komplexu. HLA-geneticka oblast sa na-
chadza na kratkom ramene 6. chromozomu. Sklada sa z pocetnych
lokusov. Gény lokusov umiestnenych centromericky — DP, DQ, DR
— koduju HLA-antigény, ktoré zaradujeme do druhej triedy. Gény
telomerickych lokusov — A, B, C, E, F, G — determinuji opat urciti
samostatnu skupinu HLA antigénov oznacovani spolo¢nym nazvom
ako prva trieda. Gény nachddzajice sa medzi HLA-DR a HLA-B
patria k tretej triede. C2, C4, B — gény pre prislusné zlozky komple-
mentového systému, HSP — protein teplotného Soku, RD — protein
RD, TNF — faktor nekrotizujici nadory.

MLC-test je priamy biologicky test, pri ktorom sa lymfocyty
darcu a prijemcu navzajom kultivuji v kultivaénom médiu. V pri-
pade, Ze testovani jedinci su biologicky rozdielni, liSia sa v HLA-
antigénoch druhej triedy, ich lymfocyty sa navzajom stimuluju,
dostavaju sa do mitotickej aktivity, ktoru meriame na zéklade in-
korporacie radioaktivnych prekurzorov do DNA. Cim vysgia je
inkorporacia, tym je medzi testovanymi jedincami vac¢si rozdiel.
Podrobnejsi metodicky postup sme uviedli predtym (Buc a spol.,
1977).

DNA-typizacia vychadza z polymerazovej retazovej reakcie
(PCR). Robi sa tak, Ze na vyizolovanej dvojvlaknovej molekule
DNA sa pomocou komplementarnych oligonukleotidov (sondy =
primery) oznaci usek obsahujuci pozadovany gén, ktory sa potom
amplifikuje opakovanymi cyklami denaturacie, ochladenia a pri-
pojenia primerov a ich dosyntetizovania pomocou termostabilnej
DNA-polymerazy. Presny metodicky postup je v nasej nedavnej
praci (Fazekasova a spol., 1998).

Vysledky

Celkovo sme vysetrili 452 rodin, v ktorych bolo celkovo 1334
surodencov, vratane pacientov. ISlo teda o rodiny s priemernym
poctom deti 2,95, aj ked pocet deti v rodine sa vyskytoval od jed-
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Fig. 2. A scheme of inheritance of HLA-hyplotypes. A father has hap-
lotypes a and b, a mother haplotypes ¢ and d. The segregation of hap-
lotypes obeys the Mendelian rules of codominant inheritance. Theo-
retically, four possible combinations of haplotypes can occur in a fa-
mily with 4 children: ac, ad, be, bd. Each next child of the parents has
to have only such a combination of haplotypes, that already occured
previouly, e.g. ac. Siblings are either HLA-identical (25 %), i.e. they
share both haplotypes, HLA-haploidentical (50 %), i.e. they share only
one haplotype and differ in another one, or HLA-different (25 %),
i.e. they share no haplotype. The relationship of parents to their chil-
dren is always haploidentical.

Obr. 2. Schéma dedi¢nosti HLA-haplotypov. Otec ma haplotypy a, b,
matka haplotypy c, d. Dedi¢nost haplotypov sa riadi Mendelovymi
zakonmi o kodominantnej dedi¢nosti. V rodine so 4 detmi, sirodenci
moZu mat teoreticky 4 mozné kombinacie haplotypov: ac, ad, be, bd.
Kazdé dalSie dieta tychto rodicov méze mat uz len predtym sa vysky-
tujicu kombinaciu haplotypov, napr. ac. Stirodenci navzajom siu bud
HLA-identicki (25 %), t.j. zhoduju sa v oboch haplotypoch, alebo
HLA-haploidenticki (50 %), t.j. maju jeden spolo¢ny haplotyp a v dru-
hom sa liSia, alebo st HLA-rozdielni (25 %), t.j. nemaji spolo¢ny ani
jeden haplotyp.

ného az po 10. Najcastejsie iSlo o chorych s chronickou myeloid-
nou leukémiou (CML) (tab. 1). HLA-identického surodenca, t.j.
brata alebo sestru, ktori sa s pacientom zhodovali v HLA-antigé-
noch prvej triedy, HLA-alelach druhej triedy a ich lymfocyty sa
v MLC-testoch sa navzajom nestimulovali, sme nasli pre 188 pa-
cientov. Toto ¢islo znamena4, Ze transplantaciu kostnej drene sme
mohli odporucit v 41,5 % rodin. Celkovo HLA-identicki stro-
denci sa vyskytli v 28,19 %, o je mierne nad Statisticky ocakéva-
nym ¢islom 25 %.

Komplexnym pristupom k vyhladavaniu HLA-identickych
surodeneckych dvojic bolo mozné sledovat aj rekombinacie me-
dzi lokusmi HLA-B a HLA-DR a zistovat homozygotnost pre
HLA-DR/Dw antigény. Celkovo sme pozorovali tri rekombinécie
a zistili sme 7 homozygdtnych osob.
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Diskusia

Transplantacia kostnej drene je dnes uz metddou volby pre
liecbu celého radu chordb, najmé pre lie¢bu roznych foriem leu-
kémie (z nich predovsetkym CML), aplastickej anémie, choroby
z oziarenia a podobne (Buc, 1997). Jednym zo zékladnych pred-
pokladov tspesnej transplantacie je zabezpecit, aby sa darca aj
prijemca zhodovali v antigénoch hlavného histokompatibilného
komplexu, ktory sa u ¢loveka oznacuje skratkou HLA. Na urco-
vanie HLA-identity mdme k dispozicii sérologické a celularne
techniky, ku ktorym v nedavnom case pribudli presné a rychle
metddy DNA-typizacie. Je potesitelné, Ze aj na Slovensku sme
zachytili celosvetovy trend a transplantacie kostnej drene sa robia
aju nas. V predkladanom ¢lanku uvadzame nase vysledky vyhla-
davania parov darca-prijemca v rodinach, ktoré sme robili v ro-
koch 1985 az 1999. HLA-identického, a teda biologicky ideélne-
ho darcu sme nasli pre 188 pacientov, ¢o predstavuje 41,59 % z cel-
kového poctu 452 chorych. Ide o skusenost, ktort uvadzaju aj iné
pracoviska (Bach a Auchingloss, 1995; Bogovich a Erlich, 1995).

Na zistovanie HLA-identity sme pouzili dva pristupy. V ro-
koch 1985—1996 sme na vyber parov ,,darca—prijemca“ v ro-
dinach vyuzivali sérotypizaciu HLA-A, -B a -C antigénov a v pri-
pade ndjdenia identického paru sme si ich zhodu v HLA-antigé-
noch druhej triedy overovali testami MLC. Okrem troch pripa-
dov, ked sme zistili rekombinaciu medzi lokusmi HLA-B
a HLA-DR, MLC test potvrdil o¢akavant zhodu danej dvojice.
MLC-testy sucasne umoznili odhalovat osoby, ktoré boli homo-
zygotne pre HLA-DR/Dw antigény. Takéto osoby boli potom
zdrojom pre homozygotne typizacné bunky, ktoré sa pouzivaju
pre uréovanie HLA-Dw antigénov. Od r. 1996, ked sme zaviedli
do rutinnej praxe DNA-typizaciu (Fazekasova a spol., 1998),
vyuzivame na vyber transplantaénej dvojice vSetky tri techniky.
Skusenosti totiz ukazuju, Ze aj ked na vyber dvojice ,,darca—
prijemca“ staci pouzit jednu z dvoch kombinacii, t.j HLA-séro-
logiu a MLC-testy alebo HLA-séroldgiu a DNA-typizaciu, pred-
sa problémy, s ktorymi sa stretdvame pri vyhodnocovacom pro-
cese sa lep$ie prekonévaji pri si¢asnom vyhodnocovani vysled-
kov z troch rozliénych metodickych pristupov. Ide sice o ¢asovo
aj ekonomicky naro¢nejsi pristup, ale vzhladom na zavaznost
pripadnej GvH-reakcie v pripade nespravne urcenej zhody, je to
postup opravneny.
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Total 452
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