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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

VÝBER PÁROV DARCA�PRÍJEMCA V RODINÁCH PRE ALOGÉNNU TRANSPLANTÁCIU

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.
Key words: HLA-complex, bone marrow transplantation, tissue typing, HLA-identical siblings.

V rokoch 1985�1999 sme vy�etrili 452 rodín s cie¾om nájs� HLA-identického súrodenca, ktorý by bol potencionálnym dar-
com kostnej drene pre svojho súrodenca s chorobou, ktorej lieèba si vy�aduje transplantáciu kostnej drene. Celkovo sme
vy�etrili 1334 súrodencov. HLA-typizácia sa robila sérometódami, testom zmie�aných lymfocytových kultúr (MLC) a v po-
sledných troch rokoch aj metódami molekulárnej genetiky (PCR-SSP). Celkovo sme na�li 188 HLA-identických súrodenec-
kých dvojíc. Toto èíslo súèasne ukazuje, �e potencionálny darca kostnej drene sa vyskytol v 41,5 % vy�etrených rodín.
K¾úèové slová: HLA-komplex, transplantácia kostnej drene, HLA-typizácia, HLA-identickí súrodenci.
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Transplantácie tkanív a orgánov sa dnes stali relatívne be�-
nou a rutinnou metódou lieèby poèetných ochorení. Sveèí o tom
viac ako 20 000 nových transplantácií, ktoré pribúdajú roène
a ktorých úspe�nos� sa stále zvy�uje. Vïaèíme za to najmä dvom
faktorom, ktoré rozhodným spôsobom prispeli a prispievajú k ús-
pechom klinickej transplantácie. Ide o pokroky v oblasti imu-
nogenetiky HLA-komplexu (obr. 1) a objavenie úèinných imu-
nosupresív.

Na Slovensku sa zaèalo najprv s transplantáciami oblièiek
(Zvara a Øezníèek, 1973; Laca, 1998), neskôr s transplantáciami
kostnej drene (TKD) (Mistrík a spol., 1991), dnes sa u� robí aj
transplantácia srdca (Fabián, 1999), zaèalo s transplantáciou pe-
èene a pripravuje sa transplantácia p¾úc.

Výber darcu pre TKD sa od výberu pre transplantácie obli-
èiek, resp. iných orgánov odli�uje v tom, �e je snaha dodr�a� iden-
titu vo v�etkých HLA-antigénoch prvej aj druhej triedy. V opaè-
nom prípade sa toti� vyvíja choroba z reakcie transplantátu proti
hostite¾ovi (GvHD), ktorá sa mô�e konèi� aj smr�ou pacienta. Naj-
ideálnej�ie sa h¾adá darca v rámci rodiny (obr. 2), preto�e tu je
25 % pravdepodobnos� nájdenia HLA-identického darcu. V na-
�om èlánku chceme uvies� výsledky výberu párov darca-príjemca

pre transplantácie kostnej drene v rodinách, ktoré pre potreby ce-
lého Slovenska robíme od roku 1985.

Materiál a metódy

Na Kliniku hematológie a transfúziológie Fakultnej nemocni-
ce v  Bratislave boli prijatí chorí s rôznymi formami leukémie,
resp. s aplastickou anémiou a ako forma lieèby prichádzala do
úvahy TKD. Od r. 1985 do r. 1999 i�lo o 452 pacientov. Za úèe-
lom nájdenia HLA-identického súrodenca sme vy�etrili rodiny
pacientov, t.j. rodièov (494), súrodencov pacientov (882), prípad-
ne iných príbuzných (188).

HLA-typizácia v rokoch 1985�1996 sa zakladala na sérolo-
gickej identifikácii HLA-antigénov prvej triedy a jednocestnom,
resp. dvojcestnom MLC-teste. Od roku 1997 k týmto dvom prí-
stupom pribudla DNA-typizácia HLA-alel druhej triedy, konkrét-
ne alel lokusov HLA-DRB1 a HLA-DQB1.

HLA-antigény prvej triedy sme urèovali mikrolymfocytoxickým
testom. Jeho princíp je v tom, �e protilátky v typizaèných sérach re-
agujú s HLA-antigénmi, ktoré sa nachádzajú v membráne lymfocy-
tov vy�etrovanej osoby. Ak táto osoba daný antigén má, v reakcii prí-
tomný komplement terèové bunky usmrtí a reakcia je pozitívna.
V opaènom prípade sa protilátky na lymfocyty nenadväzujú, kom-
plement sa takto neaktivuje a bunky zostávajú �ivé; reakcia je nega-
tívna. Podrobnej�í metodický postup mo�no nájs� v na�ej predchá-
dzajúcej práci (Buc a spol., 1975; Nyulassy a spol., 1977).
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MLC-test je priamy biologický test, pri ktorom sa lymfocyty
darcu a príjemcu navzájom kultivujú v kultivaènom médiu. V prí-
pade, �e testovaní jedinci sú biologicky rozdielni, lí�ia sa v HLA-
antigénoch druhej triedy, ich lymfocyty sa navzájom stimulujú,
dostávajú sa do mitotickej aktivity, ktorú meriame na základe in-
korporácie rádioaktívnych prekurzorov do DNA. Èím vy��ia je
inkorporácia, tým je medzi testovanými jedincami väè�í rozdiel.
Podrobnej�í metodický postup sme uviedli predtým (Buc a spol.,
1977).

DNA-typizácia vychádza z polymerázovej re�azovej reakcie
(PCR). Robí sa tak, �e na vyizolovanej dvojvláknovej molekule
DNA sa pomocou komplementárnych oligonukleotidov (sondy =
primery) oznaèí úsek obsahujúci po�adovaný gén, ktorý sa potom
amplifikuje opakovanými cyklami denaturácie, ochladenia a pri-
pojenia primerov a ich dosyntetizovania pomocou termostabilnej
DNA-polymerázy. Presný metodický postup je v na�ej nedávnej
práci (Fazeka�ová a spol., 1998).

Výsledky

Celkovo sme vy�etrili 452 rodín, v ktorých bolo celkovo 1334
súrodencov, vrátane pacientov. I�lo teda o rodiny s priemerným
poètom detí 2,95, aj keï poèet detí v rodine sa vyskytoval od jed-

ného a� po 10. Najèastej�ie i�lo o chorých s chronickou myeloid-
nou leukémiou (CML) (tab. 1). HLA-identického súrodenca, t.j.
brata alebo sestru, ktorí sa s pacientom zhodovali v HLA-antigé-
noch prvej triedy, HLA-alelách druhej triedy a ich lymfocyty sa
v MLC-testoch sa navzájom nestimulovali, sme na�li pre 188 pa-
cientov. Toto èíslo znamená, �e transplantáciu kostnej drene sme
mohli odporuèi� v 41,5 % rodín. Celkovo HLA-identickí súro-
denci sa vyskytli v 28,19 %, èo je mierne nad �tatisticky oèakáva-
ným èíslom 25 %.

Komplexným prístupom k vyh¾adávaniu HLA-identických
súrodeneckých dvojíc bolo mo�né sledova� aj rekombinácie me-
dzi lokusmi HLA-B a HLA-DR a zis�ova� homozygótnos� pre
HLA-DR/Dw antigény. Celkovo sme pozorovali tri rekombinácie
a zistili sme 7 homozygótnych osôb.

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. Génová mapa HLA-komplexu. HLA-genetická oblas� sa na-
chádza na krátkom ramene 6. chromozómu. Skladá sa z poèetných
lokusov. Gény lokusov umiestnených centromericky � DP, DQ, DR
� kódujú HLA-antigény, ktoré zaraïujeme do druhej triedy. Gény
telomerických lokusov � A, B, C, E, F, G � determinujú opä� urèitú
samostatnú skupinu HLA antigénov oznaèovanú spoloèným názvom
ako prvá trieda. Gény nachádzajúce sa medzi HLA-DR a HLA-B
patria k tretej triede. C2, C4, B � gény pre príslu�né zlo�ky komple-
mentového systému, HSP � proteín teplotného �oku, RD � proteín
RD, TNF � faktor nekrotizujúci nádory.

Fig. 2. A scheme of inheritance of HLA-hyplotypes. A father has hap-
lotypes a and b, a mother haplotypes c 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, bc, 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 dediènosti HLA-haplotypov. Otec má haplotypy a, b,
matka haplotypy c, d. Dediènos� haplotypov sa riadi Mendelovými
zákonmi o kodominantnej dediènosti. V rodine so 4 de�mi, súrodenci
mô�u ma� teoreticky 4 mo�né kombinácie haplotypov: ac, ad, bc, bd.
Ka�dé ïal�ie die�a týchto rodièov mô�e ma� u� len predtým sa vysky-
tujúcu kombináciu haplotypov, napr. ac. Súrodenci navzájom sú buï
HLA-identickí (25 %), t.j. zhodujú sa v oboch haplotypoch, alebo
HLA-haploidentickí (50 %), t.j. majú jeden spoloèný haplotyp a v dru-
hom sa lí�ia, alebo sú HLA-rozdielni (25 %), t.j. nemajú spoloèný ani
jeden haplotyp.
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Diskusia

Transplantácia kostnej drene je dnes u� metódou vo¾by pre
lieèbu celého radu chorôb, najmä pre lieèbu rôznych foriem leu-
kémie (z nich predov�etkým CML), aplastickej anémie, choroby
z o�iarenia a podobne (Buc, 1997). Jedným zo základných pred-
pokladov úspe�nej transplantácie je zabezpeèi�, aby sa darca aj
príjemca zhodovali v antigénoch hlavného histokompatibilného
komplexu, ktorý sa u èloveka oznaèuje skratkou HLA. Na urèo-
vanie HLA-identity máme k dispozícii sérologické a celulárne
techniky, ku ktorým v nedávnom èase pribudli presné a rýchle
metódy DNA-typizácie. Je pote�ite¾né, �e aj na Slovensku sme
zachytili celosvetový trend a transplantácie kostnej drene sa robia
aj u nás. V predkladanom èlánku uvádzame na�e výsledky vyh¾a-
dávania párov darca-príjemca v rodinách, ktoré sme robili v ro-
koch 1985 a� 1999. HLA-identického, a teda biologicky ideálne-
ho darcu sme na�li pre 188 pacientov, èo predstavuje 41,59 % z cel-
kového poètu 452 chorých. Ide o skúsenos�, ktorú uvádzajú aj iné
pracoviská (Bach a Auchingloss, 1995; Bogovich a Erlich, 1995).

Na zis�ovanie HLA-identity sme pou�ili dva prístupy. V ro-
koch 1985�1996 sme na výber párov �darca�príjemca� v ro-
dinách vyu�ívali sérotypizáciu HLA-A, -B a -C antigénov a v prí-
pade nájdenia identického páru sme si ich zhodu v HLA-antigé-
noch druhej triedy overovali testami MLC. Okrem troch prípa-
dov, keï sme zistili rekombináciu medzi lokusmi HLA-B
a HLA-DR, MLC test potvrdil oèakávanú zhodu danej dvojice.
MLC-testy súèasne umo�nili odha¾ova� osoby, ktoré boli homo-
zygótne pre HLA-DR/Dw antigény. Takéto osoby boli potom
zdrojom pre homozygótne typizaèné bunky, ktoré sa pou�ívajú
pre urèovanie HLA-Dw antigénov. Od r. 1996, keï sme zaviedli
do rutinnej praxe DNA-typizáciu (Fazeka�ová a spol., 1998),
vyu�ívame na výber transplantaènej dvojice v�etky tri techniky.
Skúsenosti toti� ukazujú, �e aj keï na výber dvojice �darca�
príjemca� staèí pou�i� jednu z dvoch kombinácií, t.j HLA-séro-
lógiu a MLC-testy alebo HLA-sérológiu a DNA-typizáciu, pred-
sa problémy, s ktorými sa stretávame pri vyhodnocovacom pro-
cese sa lep�ie prekonávajú pri súèasnom vyhodnocovaní výsled-
kov z troch rozlièných metodických prístupov. Ide síce o èasovo
aj ekonomicky nároènej�í prístup, ale vzh¾adom na záva�nos�
prípadnej GvH-reakcie v prípade nesprávne urèenej zhody, je to
postup oprávnený.
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Tab. 1. The diagnosis of investigated patients.
Tab. 1. Diagnóza vy�etrovaných pacientov.

Diagnosis Number
Diagnóza Poèet

CML � chronic myeloid leukemia 133
CML � chronická myeloidná leukémia

ALL � acute lymphatic leukemia 101
ALL � akútna lymfatická leukémia

AML � acute myeloid leukemia 88
AML � akútna myeloidná leukémia

MDS � myelodysplastic syndroma 30
MDS � myelodysplastický syndróm

NHL � Non-Hodgkin lymphoma 20
NHL � non-Hodgkinov lymfóm

SAA � severe aplastic anemia 53
SAA � �a�ká aplastická anémia

Others 27
Iné

Total 452
Spolu


