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Summary:

The comea is an immune privileged site, but failure of comneal limbal stem cells is the cause of vascularisation,
increasing the risk of immune response activity. The outcome after conjuctival limbal stem cells transplantation
depends mainly on HLA system compatibility. HLA class | typing is one of the important factors considered in donor
[recipient par matching. The aim of our study was the analysis of post transplant period in 16 related donor /
recipient pars after limbal stem cells transplantation. We conclude that HLA class | and other immunogenetic factors

compatibility (inside and out of the HLA region), may play the role in effective treatment.

Stowa kluczowe: komérki macierzyste rabka i typowanie HLA.
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Rogdwka jest uprzywilejowang tkankg uzywang w transplantolo-
gii, poniewaz jest immunologicznie neutralna. Niewydolno$¢ rabko-
wych komdrek macierzystych (RKM) wiedzie do unaczynienia
powierzchni rogéwki, co w znacznym stopniu zwieksza ryzyko interak-
Gji pomiedzy przeszczepianymi komérkami dawcy a komérkami doce-
lowymi biorcy (11). Kaskada reakcji immunologicznych po dokonanej
transplantacji uwarunkowana jest w znacznej mierze dopasowaniem
w obrebie gtdwnego kompleksu zgodnosci tkankowej (MHC).

Typowanie zgodnosci tkankowej HLA klasy | przy przeszczepach
RKM jest zalecane przez wielu autoréw (1,2,8,9,11). Nie znalezli-
$my pracy, ktdra szczegotowo opisuje zasady kwalifikacji i doboru
na podstawie wtasnego materiatu klinicznego.

Celem pracy jest przedstawienie zasad doboru dawcéw RKM
na podstawie typowania uktadu zgodnosci tkankowej HLA klasy I.

Materiat i metody
Przedmiotem badan byto 16 par spokrewnionych dawca — bior-
ca RKM. W o$miu przypadkach dawcami byty matki, w czterech —

ojcowie, w dwéch — bracia oraz w dwach — synowie. Sredni wiek
dawcéw wynosit 47,5 roku (od 35 do 52).

Kliniczne kryteria kwalifikacji dawcy obejmowaty stan narzadu
wzroku oraz wykonanie badan w kierunku obecnosci patogendw
krwi (HBs, HCV, HIV) i zostaly przedstawione w innej pracy (11).

Typowanie zgodnosci tkankowej wykonywano metodami sero-
logicznymi i biomolekularnymi. W obu przypadkach z krwi obwodo-
wej izolowano zawiesing leukocytarng, ktéra stanowita Zzrédto
komorek wykorzystywanych w tescie limfocytotoksycznym, jak
réwniez byfa zroédtem genomowego DNA. DNA izolowano, stosujgc
nieorganiczng metode wysalania 6M NaCl. Produkty PCR wizualizo-
wano w swietle UV po rozdziale elektroforetycznym.

Wyniki

Wynik badania molekularnego przedstawia rycina 1.

Przyktady wynikéw typowania tkankowego przedstawia tabela I.

Idealna zgodnos$¢ wystapifa u jednej pary (rodzenstwo), jedna
niezgodno$¢ dotyczyta pieciu par (syn/ corka — dwie pary, syn/ mat-
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Dohor dawcow do przeszczepow rabkowych komadrek macierzystych od spokrewnionego dawcy rodzinnego na podstawie typowania zgodnosci HLA klasy |

Identyfllfat.:]a pary Blorc§ /Dawca Czio_nek rodziny HLAA HLA-B HLA-C
Recipient/Donor pair ID Family members
DJ biorca / recipient * rodzeristwo A1, A24 B15, B27 Cw1, Cw7
DF dawca / donor sibling A1, A24 B15, B27 Cw1, Cw7
Ch J biorca /recipient™ doter A2, Al B40, B40 Cw2, Cw3
SZW dawca/ donor father A2, Al B40, B22 Cw2, Cw3
NA biorca /recipient *** mother A3, A24 B13, B27 Cwo, Cw2
NJ dawca / donor son A3, A24 B13, B18 Cw6, Cwb
Tab. I. Przykfad doboru dawca /biorca przed przeszczepem rabkowych komérek macierzystych.
Tab.l.  Exemplary matching donor / recipient pairs before limbal stem cells transplantation.

* para dawca /biorca zgodnos¢ w ukfadzie HLA
* recipient / donor pair HLA compatibility

** para dawca biorca niezgodno$¢ HLA-B
** recipient / donor pair HLA-B mismatch

*** para dawca biorca niezgodnos¢ HLA-B, HLA-C
*** recipient / donor pair HLA-B, HLA-C mismatches

ka — trzy pary), dwie niezgodnosci dotyczyly siedmiu par (syn/ mat-
ka — trzy pary, corka/ matka — cztery pary), trzy niezgodnosci doty-
czyly trzech par (rodzenstwo, matka/ corka, syn/ ojciec).

Dyskusja

Wiekszo$¢ autoréw jest zgodnych co do koniecznosci typowania
uktadu zgodnosci tkankowej HLA w klasie | przy doborze optymalnej
pary dawca/ biorca RKM. Kwitko i wsp. jako pierwsi opisali procedu-
re przeszczepu RKM od dawcow spokrewnionych, chociaz nie wyko-
nywali doboru dawcow wedtug kryteriéw zgodnosci tkankowej (3).
Autorzy ci wykonali takie badania retrospektywne, ktore wykazaty,
ze pary dawcy/ biorcy réznity sie pod wzgledem ukfadu HLA klasa I.
Podobnie Tan i wsp. nie wykonywali typowania tkankowego (6). Rao
i wsp. w przypadku bliskiego spokrewnienia (rodzic/ dziecko) nie
wykonywali typowania tkankowego, poniewaz z modelu dziedzicze-
nia ukfadu zgodnosci tkankowej HLA wynika, ze w tej relacji dawca
oraz biorca sg haploidentyczni, to znaczy majg jeden wspélny haplo-
typ HLA (4). Grupa autoréw amerykanskich wskazuje na pomocng
role typowania dawcéw rogéwek w zakresie grup krwi ABO, nato-
miast bez znaczenia jest typowanie HLA klasa I. Nie odnosi sie to do
tkanki unaczynionej, jak ma to miejsce przy przeszczepach RKM (1).
W przedstawionej pracy wszyscy kwalifikowani dawcy i biorcy pod-
dawani byli typowaniu, poniewaz celem autorow byfo rzetelne
oszacowanie zgodnosci oraz réznic w obrebie HLA. Zachowanie
genomowego DNA postuzy poszerzeniu analizy immunogentycznej
par dawca/ biorca w korelacji z odlegtymi wynikami przezywalnosci
przeszczepionych komorek. Jest to zgodne z badaniami niektorych
autoréw, wskazujacymi na koniecznos¢ identyfikacji dodatkowych
cech immunogenetycznych pozwalajacych na wskazanie czynnikow
ryzyka mozliwosci wystgpienia klinicznego niepowodzenia.

Zespot gendw stanowigcy gtéwny kompleks zgodnosci tkankowej,
zlokalizowany na krétszym ramieniu szostej pary chromosoméw
homologicznych (6p213), cechuje wysoki polimorfizm. Dlatego trudno
jest o dobor w petni zgodnych par. W naszym materiale taki przypadek
wystapit tylko raz i dotyczyt rodzenstwa. W wiekszosci analizowane
pary pozostawaty w relacji rodzic — potomstwo, ktéra w konsekwencji
jest zgodnoscig dotyczacy jednego haplotypu HLA (tab. 1). Tsubota

Ryc.1. Przykiadowy zel przedstawiajgcy wzér amplifikacji dla uktadu HLA
klasy I.
Fig.1. Exemplary gel with amplification pattern for HLA class I.

i wsp. u populacji japonskiej nie wykonywali typowania ze wzgledu na
wysoki stopien homogennosci cech uktadu HLA, czego nie mozna
odnies¢ do populadji polskiej (7). Volker-Dieben i wsp. zwracajg uwage
na koniecznos¢ typowania zaréwno w zakresie klasy |, jak i Il przy prze-
szczepach rogowki, jak to okreslajg, wysokiego ryzyka wystgpienia
odrzutu (9,10). Podobnie Sundmacher i wsp. zwracajg uwage na istot-
ng role typowania zgodnosci tkankowej HLA mogacego zwiekszyc
szanse przezycia przeszczepow RKM (5).

Szczegdfowa analiza regionéw genetycznych kodujgcych struk-
tury kreujace odpowiedz immunologiczng, jak réwniez odgrywaja-
ce istotng role w modulowaniu jej nasilenia wydaje sie bardzo
waznym czynnikiem prognostycznym pozwalajgcym na zwiekszenie
szansy powodzenia klinicznego przeszczepéw RKM.

Whniosek
Typowanie ukfadu HLA klasy | jest jednym z istotnych elemen-
tow kwalifikacji dawcow do przeszczepdw RKM.

PISMIENNICTWO: 1. The collaborative corneal transplantation stu-
dies (CCTS). Effectiveness of histocompatibility matching in high risk
corneal transplantation. The Collaborative Corneal Transplantation
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